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RESUMO

A utilizagdo de proteinas unicelulares como substituto parcial do farelo de soja
em racbes de animais vem sendo testada com sucesso por varios pesquisadores.
Com o objetivo de utilizagdo futura do amido contido em residuos de fecularias,
foram realizados experimentos usando amido de mandioca comercial (polvilho
doce). A escolha do amido de mandioca deve-se ao fato de ser esta uma planta
largamente cultivada e também a grande quantidade de pequenas e médias
industrias de farinha e fécula desse tubérculo no pais, especialmente na regido Sul.
Para ser utilizado como substrato de cultura de Saccharomyces cerevisiae o amido
(300 gfl) foi liquefeito com uma enzima o-amilase (EC 3.2.1.1) termoestavel em
presenca de 70 ppm de Ca*', a 80-90°C e pH de 6,5. A solucdo de amido liquefeito
foi sacarificado com amiloglicosidase (EC 3.2.1.3) a 55-57°C e pH de 4,5. O tempo
de hidrélise era de 3,5 horas aproximadamente, obtendo-se nesse periodo uma
concentracdo de glicose em torno de 215 g/l. Um estudo cbmparativo entre as cepas
CCT 1530 e CCT 1531 foi realizado, com o levantamento de parametros cinétfcos
sob varias condicdes de cultivo. As leveduras foram cultivadas em batelada simples,
variando-se a cohcentragéo inicial de glicose de amido de mandioca hidrolisado (5,
10 e 15 g/l) para a verificacdo deste parametro na cinética de crescimento do
microrganismo. Foram testadas também, a influéncia do meio de cultivo, do pH e da
concentragdo de nitrogénio no meio. Das trés concentragdes de glicose testadas, a
de 10 g/l foi a que apresentou melhores resultados. A velocidade especifica de
crescimento sobre a glicose (0,48 h™') e a produtividade (0,27 g/l.h) foram 15,2 e 9,4
% maiores para a cepa CCT 1530, respectivamente. Os valores dos fatores de
conversdo de células sobre glicose (Yxg) obtidos foram de 0,44 g/g para a cepa
CCT 1530 e de 0,16 g/g para a cepa CCT 1531. Em termos de concentracéo final de
células a cepa CCT 1531 apresentou melhor resultado com 6,15 g/l contra 5,5
apresentado pela cepa CCT 1530. Culturas em batelada alimentada foram
realizadas visando-se a maximizagao da produgédo de célula pela minimizacéo de
efeitos inibitérios por parte do substrato. O controle da alimentagdo se deu através
do monitoramento do etanol produzido pela levedura, de forma que a concentragéo
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deste metabdlito ndo ultrapassasse a concentracio critica de 0,5 g/l, acima do qual
comega a haver inibicdo pelo produto. Como resultados, encontramos fatores de
conversé&o de glicose em célula de 0,5 g/g para a cepa CCT 1531 cultivada em meio
complexo YM e de 0,33 g/g para a cepa CCT 1530 cultivada em meio de sais.
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ABSTRACT

‘The use of unicellular proteins as a partial substitute for soy bran in animal
food, has been tested successfully by sevefal researchers. Several experiments were
conducted using cassava commercial starch aiming to discover whether the results
provided by de experiments allows for future use of starch contained in. starch
industry wastewater in order to produce biomass. Cassava starch was the element
chosen for the experiments due to several reasons: first, it is widely cultivated,
second, because it is produced by a large number of small and medium flour
industries and finally, because cassava is largely cultivated in the South region of |
Brazil. In order to be used as substrate of culture of Saccharomyces cerevisiae the
starch (300 g/l) was liquefied with an enzyme a-amylase (EC 3.2.1.1) thermostable in
presence of 70 ppm of Ca®*, to 80-90°C and pH of 6,5. The solution of liquefied
starch was‘sacchariﬁed with amyloglucosidase (EC 3.2.1.3) to 55-57°C and pH of
4,5, The time of hidrolyse was approxfmately 3,5 hours, resuiting from this period a
glucose concentration around 215 g/l. A comparative study between the strains CCT
1530 and CCT 1531 and a survey of kinetic parameters were developed under
several cultivation conditions. The yeasts were cultivated in batch process, by varying
the initial concentration of glucose syrup of cassava starch (5, 10 and 15 g/l) in order
to verify the influence of this parameter in the kinetics of the microorganism growth.
In the batch process, several other factors were aiso tested such as the influence of
the means of cultivation, the influence of pH and the influence of nitrogen
concentration in the means of cultivation. From the three glucose concentration

tested, the 10 g/l was the one that presented better resuits. The maximum specific
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growth rate on the glucose (0,48 h™) and the cell productivity (0,27 g/l.h) were 15,2
and 9,4% larger than the strain CCT 1530, respectively. The values of the cell yield
coeficient (Yxg) obtained were of 0,44 g cell/g glucose for the strain CCT 1530 and of
0,16 g cell/g glucose for the strain CCT 1531. In terms of the final concentration of
cells, the strain CCT 1531 presented better result with 6,15 g/l against 5,5 g/l
presented by the strain CCT 1530. Cultures in fed batch were developed aiming at
the maximization the cell production through the minimization of inhibitories effeéts
caused by the substrate. The control of the feeding was conducted by the monitoring
of the ethanol produced by the yeast, in a way such that the concentration of this
metabolit was controlled in order not to surpass the critical concentration of 0,5 g/l,
above which it shows inibition for the product. As a result, it was found a cell yield
coeficient of 0,5 g cell/g glucose for the strain CCT 1531 cultivated in complex media

YM and of 0,33 g cell/g glucose for the strain CCT 1530 cultivated in media of salts.
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A mandioca é uma planta originaria da América do Sul e largamente cultivada
em solos brasileiros. O estado de Santa Catarina se enquadra entre os principais
produtores do pais.

O maior interesse por este tubérculo vem da industria feculeira com a
extracdo da fécula destinada a diversos fins, entre eles a preparacdo de amido
industrial, xaropes de glicose, produgédo de gomas, etc.,, uma vez que a planta tem
em sua raiz uma reserva energética, que contém cerca de 40% de amido em sua
constituigao.

O processamento da mandioca demanda grande volume de agua com
consequente geracdo de residuos liquidos (3,68 m°ftonelada de raiz), contendo
quantidades apreciaveis de carbono organico na forma de amido e outros agucares
de cadeias menores, bem como proteinas e acido cianidrico, constituindo-se num
sério problema ambiental.

Quando este efluente ndo é descartado diretamente nos mananciais, seu
tratamento tem um custo elevado para o empresariado. Por isto, uma solugéo
atraente é buscar utilizagées viaveis e econdmicas para os inevitaveis residuos
gerados, de forma que o efluente deixe de ser rejeito para ser subproduto, ou seja,
se tornar matéria-prima para um novo processo.

O residuo amilaceo proveniente de fecularias pode ser aproveitado como
fonte de carbono para a produgdo de biomassa de alto valor protéico (“Single Cell
Protein” - SCP), para incorporagcdo em ragado de animais como substituto parcial do
farelo de soja, ou até mesmo producdo de leveduras para panificacdo e outros fins.
Como os processos fermentativos com materiais crus sdo pouco produtivos e levam
a um produto de baixa qualidade, uma alternativa € o cultivo submerso onde pode se
ter uma prévia conversdo do amido em glicose, substrato assimilavel por uma gama
de microrganismos.

A hidrdlise do amido com uso de enzimas amiloliticas (a-amilase e
amiloglicosidase) reduz o amido em seus constituintes basicos, glicose e
maltoligossacarideos, faciimente transportados através da membrana celular e
metabolizados pelas leveduras.



[ntroducgéo 2

Este trabalho tem como objetivo central o estudo cinético do crescimento em
batelada simples e alimentada de duas cepas de Saccharomyces cerevisiae, CCT
1530 e CCT 1531, utilizando amido de fécula de mandioca hidrolisado para a
produgéo de biomassa.

Para tanto, a fim de chegar ao aproveitamento do residuo de fecularias, em
uma primeira etapa, foram realizados estudos com hidrélise enziméatica do amido de
mandioca comercial, para a posterior utilizacdo da solucdo de glicose obtida como
substrato carbonado para o cultivo das duas cepas de S. cerevisiae. »

Um estudo de meio foi realizado com ensaios de culturas de células em
“shaker” a fim de verificar a viabilidade de substituicdo da solugdo de vitamina por
extrato de levedura do meio proposto por WIN et al. (1996), fazendo-se ensaios com
diferentes concentragdes de extrato de levedura.

Um comparativo entre as duas cepas foi realizado, com levantamento de
parametros cinéticos sob varias condi¢des de cultivo. As leveduras foram cultivadas
em batelada simples (biorreator), variando-se a concentrag¢do de substrato inicial
para a verificagdo deste parametro na cinética de crescimento do microrganismo.
Foram testadas também a influéncia do meio de cultivo, do pH e da concentragéo de
nitrogénio no meio.

Em uma Ultima etapa, visando-se a maximizacdo da producdo de células pelo
controle da concentracdo de glicose no meio e minimizagdo do efeito Crabtree do
metabolismo da Saccharomyces cerevisiae, foram realizados cultivos em batelada
alimentada, utilizando-se o etanol, metabdlito deste tipo de fermentagcdo, como
variavel de controle.

No Capitulo 1 deste trabalho, foi realizada uma revisdo bibliogréfica pertinente
ao assunto, onde estéo apresentados tépicos contendo descri¢ées sobre mandioca
e seus residuos gerados pelas industrias feculeiras, bem como sobre o amido e as
enzimas utilizadas para sua hidrélise. Na sequéncia tem-se mencionado referéncias
sobre Saccharomyces cerevisiae, seu metabolismo e dados de paramentros
cinéticos de crescimento levantados por diversos pesquisadores com proce}ssos em
batelada e batelada alimentada.

A metodologia e os equipamentos usados para a realizacdo dos
experimentos, assim como as leveduras e os meios de cultura selecionados para o
cultivo, estdo descritos no Capitulo 2 — Material e Métodos. Neste capitulo estdo

relacionados ainda, as técnicas analiticas utilizadas para a obtencédo das
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concentragdes de célula, glicose e etanol, que permitifam 0 estabelecimento das
cinéticas de crescimento e determinagdo dos parametros cinéticos dos processos.

O Capitulo 3 apresenta e discute os resultados dos ensaios realizados com a
enzima amiloglicosidase, com as culturas em “shaker’, com as culturas das cepas
CCT 1530 e CCT 1531 em batelada simples e com os processo em batelada
alimentada. Os dados experimentais estdo apresentados nos anexos no final do
trabalho.

As conclusdes finais do trabalho e as sugestées para trabalhos futuros estdo

descritas no Capitulo 4.
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CAPiTULO 1
REVISAO BIBLIOGRAFICA

1 - MANDIOCA

A mandioca é uma planta nativa da América do Sul cultivada entre os trépicos
€ menos intensamente nos subtropicos, normaimente em locais de clima quente e
Umido. E um arbusto perene de aproximadamente 2 m de altura. A planta de cultivo
tem um tempo médio de crescimento de 1 ano e sua época de colheita se situa entre
margo e setembro. |
‘ A cultura agricola de mandioca é amplamente difundida por todo territério
nacional, por constituir a base alimentar de uma parte consideravel da populacéo e
por apresentar bons rendimentos agricolas, mesmo em solos esgotados (3 a 5
ton/ha em cultivo intenso, CANNIATTI-BRAZACA et al.,, 1994). A dimensdo do
cultivo é variada indo das plantagdes de fundo de quintal, até as extensivas, mais
comuns no sul do pais (CEREDA, 1994).

O local de reserva energética da planta é a raiz com cerca de 25 — 40% de
amido (O'HAIR, 1998). A partir do tubérculo sdo obtidos farinhas, geralmente
direcionadas ao uso doméstico e amido com finalidades diversas como culinaria,
producéo de gomas, bases para a industria de colas, etc..

A Figura 1.1 ilustra a raiz de mandioca pronta para uso e na Figura 1.2 pode-
se ver a planta de mandioca sendo retirada do solo no momento da cdlheita.

Dados do Instituto CEPA, 1995, demostram que em 1994 foi colhida uma area
de 15.819.000 ha de mandioca no mundo. O Mercosul contribuiu com 2.027.000 ha,
sendo a area 1.849.257 ha de mandioca colhidos no Brasil. A regido Sul colheu uma
area referente a 325.882 ha perfazendo 17,6% da area de mandioca colhida no
Brasil naquele ano.

Em tqneladas o Brasil colheu 24.008.000, se enquadrando entre os primeiros
produtores dessa raiz. Entre os estados brasileiros, Santa Catarina foi a sétima
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produtora em 1994, com 937.735 toneladas/ano, apresentando um rendimento de
17.615 kg/ha, considerado bom.

Figura 1.2 - Planta de mandioca sendo colhida.

As fecularias e farinheiras do Brasil, de um modo geral, utilizam como
matéria-prima a mandioca brava ou amarga (manihot esculenta), o que faz do Brasil
o maior produtor dessa espécie (TELES, 1987; ANDRADE e LIMA, 1989).
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2 - RESIDUOS DE MANDIOCA

A utilizagdo da mandioca pode ser direta, através de preparacdes culinarias,
ou industrializada, a qual se da primeiramente na forma de fécula ou farinha. A
primeira forma nao gera residuos significativos; ja a utilizagdo industrial causa sérios
problemas ambientais, pois, mesmo as pequenas unidades fabris, como as casas de
farinhas, produzem quantidades razoaveis de rejeitos langados em mananciais.

As farinheiras e fecularias no pais, estdo geralmente, localizadas de forma
concentrada devido as caracteristicas edafocliméticas, agravando o problema de
poluigdo nessas regides.

Os residuos da mandioca s@o partes constituintes da propria planta, gerados
em fungdo do processo tecnolégico adotado. Considerando os principais tipos de
processamento de raizes de mandioca no Brasil, como a fabricagdo de farinha e
extracao da fécula, os residuos podem ser sélidos ou liquidos.

Alguns dos residuos sdélidos sdo a casca marrom, entrecasca, descartes,
crueira, fibra, bagaco e varredura, que podem ser incorporados na ragéo animal, ou
utilizados como adubo, ou ainda, como substratos para fermentacdes sdlidas. ,

Entre os residuos liquidos, cita-se a manipueira, que se trata da agua de
constituigéd da raiz, extraida da prensagem da massa ralada (Figura 1.3) durante a
confeccdo de farinha (CEREDA, 1996). Em Tupi-guarani, manipueira significa “o que
brota da mandioca”.

Na extracdo da fécula é usada agua para lavagem e purificagdo, a qual dilui a
manipueira diluindo a carga organica e o teor de cianeto, constituinte dos
glicocianetos presentes na mandioca, mas aumentando enormemente o volume.
Segundo CEREDA (1994), sdo gerados, em média, 3,68 m> de agua de extracdo de
fécula por tonelada de raiz.

A agua de lavagem de raizes, também considerada como residuo liquido,
carrega uma suspensdo de terra e cascas que podem ser separadas por
peneiragem e decantagcdo. Uma vez separados os sélidos, esta agua contém baixo
teor de matéria organica, podendo ser descartada sem problemas (CEREDA, 1994).

A Figura 1.3 apresenta um fluxograma ilustrativo da produgdo de amido de
mandioca.
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Figura 1.3 — Esquema do processo de obtenc¢do do amido de mandioca (ANDRADE
' e LIMA, 1989).
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A composigdo da manipueira & variavel, principalmente no que diz respeito ao
teor de cianeto (caracteristica do cultivar) e da carga organica (MENEZES, 1994),
dependendo do processo industrial. A manipueira se caracteriza por conter a maioria
das substancias soluveis e algumas em suspens&o. Contém apreciavel percentagem
de amido (9,42% para farinheira e 6,12% para fecularia — CEREDA, 1996), parte
sedimentavel e parte em suspens&o coloidal, bem como glibose (HESS, 1962). A
analise dos carboidratos sollveis apontam a presenca de glicose e maltose e muitas
vezes apenas glicose, entre 40 e 45 g/l (CEREDA, 1996). Praticamente a totalidade
do glicosidio cianogéniéo (lotraustalina e linamarina) existente na massa de raiz
desintegrada é carreado por este residuo. O teor de cianeto potencial total fica ao
redor de 364 mg/l, com 50% de cianeto livre (CEREDA, 1996).

O teor de minerais é elevado, predominando o fésforo (CEREDA, 1996), e a
concentracdo de nitrogénio é suficiente para manter a vida de microrganismos
(HESS, 1962), o que faz da manipueira um substrato atraente e barato para a
producdo de biomassa. A Tabela 1.1 apresenta a composi¢cdo das aguas residuais
do processamento de mandioca.

Tabela 1.1 — Composi¢céo da agua residual da Fleishmann-Royal ( Conchal-SP).

pH 3,8 52
DQO* (mgl/l) 6.280 51.200
DBO* *(mg/l) 1.400 34.300
Sélidos totais (mg/l) 5.800 56.460
Sélidos soluveis (mgf/l) ‘ 4.900 20.460
Sélidos em suspensdo (mg/l) 950 16.000
Sélidos fixos (mg/l) 1.800 20.460
Matéria organica (mg/!) 1.500 30.000
Acucares redutores (mg/l) 2.800 8.200
Fosfatos totais (mg/l) 165 598
Nitrogénio total (mg/l) 140 1.150
Teor de cinza (mg/l) 350 800
Sélidos sedimentaveis (mg/l) 11 33
Teor de HCN (mg/l) 22 27

* Demanda Bioquimica de Oxigénio
** Demanda Quimica de Oxigénio
Fonte: LAMO e MENEZES, 1979.

Muitos autores apontam as agroindustrias de alimentos como grandes

poluidoras, devido as elevadas vazdes com que geram os residuos, avaliadas pela
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carga orgénica, mensurada pela Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO) ou
Demanda Quimica de Oxigénio (DQO). A poluigdo causada pode ser equivalente a
uma cidade de médio porte (150.000 a 200.000 habitantes) dependendo do tamanho
da industria, que é extremamente variavel (FERNADES Jr. e TAKAHASHI, 1994). A
Tabela 1.2 mostra a carga poluidora de liquido residual em termos de equivalente
populacional para fecularias do Estado de Santa Catarina.

Tabela 1.2 — Carga poluidora de liquido residual em termos de equivalente

populacional para atividade de producdo de fécula e farinha no Estado de Santa

Catarina.

Fecularia de
mandioca
Engenho de
farinha

Amidonaria de
milho

Fecularia de 16.6 00 3 350
araruta/batata ! 2 :

* FATMA: Fundacdo de Amparo a Tecnologia e ao Meio Ambiente de Santa Catarina
Fonte: FERNADES Jr. e TAKAHASHI, 1994.

2.9351 460 1.350.146

502,9 200 _ 100.580

180,0 900 135.000

De forma geral a manipueira constitui um problema para o empresario, que de
certa forma, tem que oferecer um destino final adequado, sendo fator agravante a
poluicdo causada ao meio ambiente. Normaimente o que se vem utilizando é o
depdsito por tempo indeterminado em valas de deposicido (FERNANDES e
TAKAHASHI, 1994), as quais geralmente ndo atendem a vazdo com que a
manipueira é gerada, e novamente o excesso tem como destino rios e corregos.
Neste caso a redugcido da carga organica é praticamente nula. Contudo, o fato de
apenas tratar o residuo para o descarte tem um custo elevado em relagdo ao custo
de producao de farinha e fécula (polvilho doce e azedo) de mandioca.

Como opgdo de aproveitamento de residuos liquidos de induGstrias
processadoras de mandioca tem-se o uso da bioconversdo, onde através de
processos fermentativos pode-se obter proteinas microbianas e outros compostos
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que podem ser utilizados como matéria-prima para outras industrias e assim tornar o
residuo uma fonte de lucro e resolver o problema ambiental que vém causando.

Viérios pesquisadores tém se interessado pela manipueira como substrato
para a producdo de biomassa protéica (MENEZES et al., 1972; NINOW et al., 1994;
LAMO e MENEZES, 1979; SALES e MENEZES, 1976; JAMUNA e RAMAKRISHNA,
1989; BALAGOPAL et al., 1977; MANILAL et al., 1991, NOPARATNARAPORN et
al., 1987; WIN et al., 1996) para producio de levedura de panificagdo (EJIOFOR et
al., 1996) e para producado de Compostos secundarios como etanol, enzimas, etc.
(LALUCE et al., 1988; ATTHASAMPUNNA, 1987; LIU e LIANG, 1983).

3. AMIDO DE MANDIOCA PARA A OBTENGAO DE BIOMASSA MICROBIANA

Por se constituir em uma das fontes mais abundantes de polimeros de glicose
na natureza, o amido se apresenta como uma excelente fonte energética. Contudo
para se tornar assimilavel por S. cerevisiae, se faz necessario uma hidrélise prévia
para a obtencdo de uma solucdo de glicose disponivel para 0 metabolismo da -
levedura.

Quimicamente é um carboidrato composto de carbono, hidrogénio e oxigénio
na razéo de 6:10:5 (CsH100s), podendo ser considerado como um polimero de
condensacédo de glicose (homopolimero), constituindo-se de unidades de
anidroglicose ligadas entre si por meio de liga¢gbes glicosidicas dos carbonos C¢ de
uma molécula e o carbono C4 da outra (Figura 1.4).

Figura 1.4 — Férmula estrutural da unidade de glicose.
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A unidade de glicose terminal da cadeia polimérica tem um grupo aldeido
latente, e este € conhecido como' grupo redutor ou extremidade redutora do amido
(ZANIN, 1989).

'O amido possui em sua constituicdo dois polissacarideos; a amilose, polimero
linear contendo de 200 a 6.000 unidades de glicose ligadas entre si por ligagdes o -
1,4, e amilopectina, molécula ramificada formada por 20-30 unidades de glicose
ligadas entre si por ligagdes o - 1,4, unidas a cadeia de amilose por meio de
ligagbes a - 1,6 (Figura 1.5). O comprimento médio da cadeia externa de
amilopectina, antes da ramificacdo é de aproximadamente 12 unidades de glicose
(ZANIN, 1989).

o .
Amilopectina o
o
o}
/ o} o

ligacdo aifa- 1,4
gage O ligagéo alfa- 1,6

Amilose ligagdo alfa- 1,4
B - HOCH,

Figura 1.5 — Representacdo esquematica da estrutura do amido com suas unidades
estruturais, amilose e amilopectina.

O peso molecular, estrutura e relativa abundancia das duas frages, amilose
e amilopectina, causam diferengas morfolégicas e reolégicas no amido, propriedade
do amido de cada variedade botanica (HOWLING, 1989).
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Os teores de amilose e amilopectina variam de acordo com a origem do
amido. No caso da mandioca, a ocorréncia é de 17% (p/p) de amilose e 83% (p/p) de
amilopectina (ZANIN, 1989; EJOIFOR et al., 1996).

Existem regides do granulo de amido onde ha alinhamentos paralelos de
segmentos lineares da molécula e formagdo de pontes de hidrogénio entre os
grupos OH. Essas pontes de hidrogénio sdo as responsaveis pela insolubilidade do
amido em agua fria, o que possibilita uma tecnologia simples para a fabricagdo da
fécula de mandioca.

4 - HIDROLISE DO AMIDO

A hidrélise do amido pode ser conduzida por via acida ou enzimatica.

Para a hidrélise acida sdo usados acidos minerais a quente, podendo haver
formacdo de fases intermediarias, dextrinas e maltose, até ocorrer a hidrdlise a
glicose.

Apesar do processo acido ter menor tempo de sacarificacdo, apresenta“
desvahtagens com problemas de corrosdo dos equipamentos, provoca certa
destruicdo dos aclcares e gera aglicares ndo fermenteciveis, 0 que contribui para |
um baixo rendimento (MACCARI Jr., 1997).

- Na hidrdlise enzimatica sdo usadas enzimas denominadas amilases. O
processo é subdividido em duas etapas: liquefagdo e sacarificacdo. Maiores detalhes
serdo comentados posteriormente.

Em ambos o0s processos se obtém como produto glicose e
maltoligossacarideos (maltose e isomaltose), os quais séo facilmente transportados
através da membrana da célula e metabolizados por leveduras (EJIOFOR, 1996).

5 - ENZIMAS AMILOLITICAS

Enzimas s8o catalisadores biolégicos formados por proteinas que participam
das reagGes metabdlicas de todos os organismos vivos. Atuam diminuindo a energia
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de ativacdo da reacdo sob condigbes suaves de pressdo e temperatura
(LEHNINGER, NELSON e COX, 1995).

- Devido a sua natureza protéica e sua conformacao tridimensional as enzimas
apresentam uma altissima especificidade ao substrato, caracteristica que elimina a
obtengdo de subprodutos indesejaveis na reagdo, diminuindo, desta forma, os
custos de separacdo dos produtos e resolvendo o problema de tratamento de
efluentes.

No processo de degradagao completa do amido, obtendo-se como produto D-
glicose, a hidrélise deve ocorrer em duas etapas: primeiro a liquefacdo do amido,
utilizando-se a enzima a-amilase, e a segunda com a producgéo de glicose, a qual se
da com a enzima amiloglicosidase. Ambas pertencem ao grupo das hidrolases

glicosidicas.

5.1 — ENZIMA o -AMILASE

A enzima a-amilase € uma endoenzima responsavel peia hidrélise dos
encadeamentos 1,4-a-glicosideos em amilose e amilopectina, com agéo
essencialménte casual (REED, 1975; HOWLING, 1989), decompondo o amido em
dextrinas e oligossacarideos sollveis — acucares redutores (NOVO, 1996) e
tornando o substrato mais susceptivel a enzima subsequente.

Liquefagcdo é o termo usado para descrever a dispersdo das moléculas de
amido em solugédo aquosa, seguida de uma hidrélise parcial.

A acgéo da a-amilase na por¢gdo amilose do amido procede em duas etapas.
Inicialmente, uma completa e rapida degradacdo da amilose até maitose e
maitotriose, sendo o resultado de um ataque casual sobre o substrato pela enzima.
O resultado dessa quebra € uma rapida diminuicdo da viscosidade. O segundo
estagio € muito mais lento que o primeiro, envolvendo uma lenta hidrélise dos
oligossacarideos com a formagéo de maltose e pouca glicose (REED, 1975).

A o-amildlise de amilopectina rende pouca glicose, maitose e uma série de a-
dextrinas limites, oligossacarideos de 4 ou mais glicoses residuais, todas contendo
ligacdes a-1,6. Em particular a a-amilase proveniente de Bacillus licheniformis tende
a produzir dextrinas limites com 5 unidades de glicose (HOWLING, 1989).
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O fato de a segunda etapa da a-amildlise ser mais lenta é explicado por
ZANIN (1989) com a observagdo do aumento continuo de K, (constante de
Michaelis-Menten) com a diminuigéo da cadeia e da diminui¢cdo de Vnax (velocidade
méaxima de formagdo de glicose) a partir de um substrato de 8 unidades de glicose
unidas. Conclui-se que o sitio catalitico € composto por 8 subsitios, sendo que o
ponto de clivagem situa-se entre o sexto e o sétimo subsitio, e desta forma, os
substratos que nao sao suficientemente longos ndo conseguem preencher todos os
subsitios de alta energia de ligagéo.

A temperatura de liquefacdo do amido deve ser mantida suficientemente alta
de forma a prevenir a retrogradacdo, processo fisico-quimico que ocorre nas
dispersGes de amido, onde ha uma reassociacdo das moléculas, sobretudo de
amilose. O uso de enzima «-amilase termoestavel, com temperaturas 6timas entre
80 — 100°C, previne esse tipo de problemas sem a sua inativagédo.

O peso molecular da a-amilase de Bacillus licheniformis é da ordem de
50.000. O pH étimo, tanto para a atividade como para a estabilidade é entre 5,5 e
6,5 na presenca de Ca*? entre 50-70 ppm (NOVO, 1996).

Efeito do Calcio

O calcio esta presente na estrutura da enzima e sua completa remogéo leva a
uma inativacdo, diminuicdo da estabilidade por desnaturagdo pelo calor, acido ou
ureia. |

O ion nao participa diretamente na formacdo do complexo enzima-substrato,
mas mantém a molécula da enzima em conformagdo 6tima para 0 maximo de
atividade e estabilidade (REED, 1975).

5.2 — ENZIMA AMILOGLICOSIDASE

Com uma denominacgao sistematica de glucohidrolase 1,4 - o - D-glucano é
uma exoenzima pertencente ao grupo das amiloglicosidases. Essa enzima catalisa a
hidrélise das ligacées a-1,4 e «-1,6 do amido. Durante sua agdo elimina-se

gradualmente as unidades de glicose do extremo nado redutor da molécula do
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substrato (NOVO, 1996; REED, 1975). Contudo, a velocidade de hidrdlise das °
ligagbes o-1,6 € da ordem de 40 vezes menor que as ligagdes a-1,4 (ZANIN, 1989).

Apesar da agdo da enzima ndo impedida pela ligagdo «-1,6 em moléculas
ramificadas, uma completa degradagdo nao é efetuada. Parece haver um blogueio
na molécula de substrato. E possivel que algumas ligagdes a-1,6 estejam presentes
em algum tipo de arranjo que dificulta a agdo da enzima. Na presenc¢a de a-amilase
ou com liquefagdo prévia, a degradagédo do amido € completa (REED, 1975).

A clivagem das liga¢Ges a-1,6 somente ocorre quando a glicose se encontra

na posi¢do tridimensional, como em G4 e ndo é a unica glicose da cadeia — Gs

(Figura 1.8).
@/ RIPDA O g_o /®/ LENTA
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Figura 1.6 - Representacdo esquematica da acdo da amiloglicosidase na molécula
de amilopectina (FRENCH, 1980).

A amiloglicosidase de Aspergillus niger apresenta maxima atividade em pH
entre 3,5 e 5 (ZANIN, 1989; NOVO, 1996). A empresa NOVO (1996) recomenda
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como temperatura mais estavel a faixa entre 55 e 60°C, e informa que os produtos
AMG estdo isentos de atividade transglucosidase, a qual ocasionaria a formacéo da
panose e isomaltose de residuos glicosidicos desde uma posicdo «-1,4 até uma

posicéo de a-1,6.

5.3 — ATIVIDADE ENZIMATICA

Como a principal caracteristica das enzimas é catalisar reagbes quimicas e
biolégicas que ocorrem nos seres vivos, 0 estudo de sua func¢éo catalitica baseia-se
na medida quantitativa da velocidade de reacdo em que participam. Devido a sua
natureza protéica, sdo altamente sensiveis as variagbes de pH, temperatura,
concentracdo da prépria enzima, etc., portanto, o conhecimento da atuagdo destes
parametros sobre a reagdo enzimatica permite a melhor utilizagdo das propriedades
cataliticas da enzima. Assim, quando se determina a atividade enzimatica de uma
enzima deve-se estar atento as condi¢cdes de temperatura e pH a que se esta
submetendo esta enzima. Contudo, quando se trata de amido, existe um outro fator
que pode afetar a cinética de reacdo: a forma fisica da molécula (HOWLING, 1989).

A determinacao da atividade enzimatica envolve a medida da velocidade da
reagdo, portanto, a Comissdo de Enzimas da Unido Internacional de Bioquimica,
citado por ZANIN (1989), recomenda as seguintes defini¢des:

v’ Atividade: ‘uma unidade (U) é a quantidade de enzima que catalisa a
transformagéo de 1 umol de substrato, ou a formacdo de 1 umol de produto, por
minuto, por mli de solucdo enzimatica utilizada” nas condicdes de ensaio
(temperatura, pH, concentracdo de substrato, etc.).

v’ Atividade especifica: é expressa em termos da atividade por miligrama de
proteina (U/mg). '

" INFLUENCIA DO TEMPO DE REAGAO — METODO DAS VELOCIADDES INICIAIS

A curva de progresso da maioria das reaé;ées enzimaticas apresenta a forma
de uma hipeérbole retangular (REED, 1975), onde a velocidade de reagdo diminui
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com o tempo. Os fatores que podem contribuir para essa diminuicdo sdo (ZANIN,
1989):
a) os produtos da reag&o inibem a enzima;
b) o grau de saturacéo da enzima com o substrato pode diminuir devido ao
decréscimo da concentracdo de substrato a medida que a reagdo avanga;
c) as reagdes reversas podem se torﬁar mais importantes & medida que a
concentracdo de produto aumenta, e
d) aenzima, ou coenzima, pode sofrer inativacdo pela temperatura e/ou pelo pH. |
Estes fatores podem agir isoladamente ou em conjunto, e portanto, a curva de
reagdo ndo segue exatamente as equagbes das reagSes quimicas homogéneas
(HAWCROFT, 1987). |
ZANIN (1989) comprova que a medida que a concentracdo de amido
liqlefeito aumenta, a atividade enzimatica da enzima amiloglicosidase € inibida,
sendo esta inibicdo bastante acentuada em concentragdes de substrato superiores a
50 g/l. Quando se trata de maltose como substrato, a inibicdo é menos acentuada
obedecendo a cinética proposta por Michaelis-Menten até a concentragédo de 50 g/l.
A atividade enzimatica é determinada a partir da medida da velocidade inicial
da reagdo, uma vez que no inicio da reagdo os fatores acima mencionados néo
tiveram tempo de se manifestar e, consequentemente, as condicdes em que a
reacdo se processa sdo conhecidas (ZANIN, 1989).
A velocidade inicial de reacdo pode ser obtida através da tangente a curva

(produgéo de produto ou consumo e substrato versus tempo) no ponto de origem
(REED, 19795).

6. — CULTURA DE CELULAS
6.1 - Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae € uma levedura aerdbia facuitativa, e como tal,
quando em aerobiose, a respiragdo permite a oxidacéo total (até agua e CQO;) do

substrato carbonado pelas vias da glicdlise e do ciclo de Krebs acoplado a
fosforilagdo oxidativa; e em condicbes de anaerobiose a oxidagdo do substrato
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carbonado é incompleta e pouco energética, levande a formagéo do etanol e géas
carbdnico.

O favorecimento do metabolismo respiratorio ou fermentativo € dependente
das condigGes de cultura e disponibilidade do substrato limitante, suplementa¢éo de
minerais e nitrogénioc e outras condi¢des fisicas (EJIOFOR et al., 1996 -b)

Contudo as vias aerobias e anaerdbias néo estdo separadas e sdo reguladas
por um sistema enzimatico complexo (GHOUL, 1983). A regulacdo do metabolismo
de leveduras depende dos efeitos inibidores ou ativadores dos substratos (glicose e
oxigénio) e dos produtos formados durante o crescimento.

A assimilagdo dos substratos carbonados pelas leveduras esta relacionada a
dois sistemas principais de regulagdo: o efeito Pasteur e o efeito Crabtree.

O efeito Pasteur se manifesta enquanto as leveduras em fermentagdo se
encontram em presenga de oxigénio, se traduzindo numa diminuicdo da atividade
das enzimas da glicélise, reduzindo a velocidade de utilizagdo da glicose sem haver
a produgdo de etanol. Contudo este fendmeno somente se manifesta em
Saccharomyces cerevisiae sob condicGes especiais como auséncia de nitrogénio ou
concentragdes muito baixas de agucar ( LAGUNAS, 1986)

'O efeito Crabtree se traduz por uma utilizag¢do da glicose por via fermentativa
em cultura: aerébia enquanto a concentragdo de glicose no meio reacional for
superior a valores criticos estimados entre 0,2 - 0,6 g/l (OLIVEiRA, 1995). Em
Saccharomyces cereviasiae a respiragao € reprimida em presenca de glicose e seu
metabolismo se orienta, entdo, em direcdo a uma degradagdo preferencialmente via
fermentativa.

Pesquisadores tem identificado que o catabolismo oxidativo e fermentativo da
glicose ocorrem simultaneamente (EJIOFOR et al. 1994). A repress&o catabdlica e a
baixa concentracdo de oxigénio dissolvido no meio favorecem a formacao de etanol.
Quando a concentragdo de etanol formado aumenta no meio, além de constituir num
desperdicio de energia para os processos de producao de biomassa, intervém por
seus efeitos inibitorios, resultantes de seu acumulo ou de sua reassimilagdo pelos
microrganismos, constituindo-se num inibidor do catabolismo respiratério (GHOUL,
1983).
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6.1.1 - Metabolismo da Glicose

A glicose ao passar pelo plasmalema é fosforilada se transformando em
glicose 6-fosfato e dai pode ser metabolizada de duas maneiras: uma pela via
glicolitica, que produzira acido piruvico e etanol, e outra pela via pentose fosfato que
tem como objetivo produzir NADPH reduzido e pentose (Figura 1.7). O NADPH sera
utlilizado para a sintese de acidos graxos, aminoacidos e esterdides, e as pentoses,
acidos nucléicos (AMORIM, 1977).

A diferenga entre a respiragdo e fermentacdo ndo consiste somente na
producéo de alcool e CO> (fermentagéo) e H.O e CO, (respiragdo). Na fermentagao
cada molécula de glicose produz 2 moléculas de ATP, e na respiracdo cada
molécula de glicose produz 36 moléculas de ATP (AMORIM, 1977). Se o meio
possui oxigénio e a respiragdo ocorre, uma grande quantidade de acidos organicos
vai se formar no ciclo de Krebs, e dois deles principalmente (acido oxaloacético e a-
cetoglutarico) poderéo produzir o esqueleto carbonico das proteinas. Para que isto
ocorra, logicamente € necessario que haja nitrogénio no meio. Leveduras em meio
aerobio podem produzir de dez a vinte vezes mais o peso daquelas que crescem em
meio sem oxigénio, considerando a mesma quantidade de oxigénio consumida
(AMORIM, 1977).

CO,
Via pentose:NADPH
ATP ADP fosfato Pentose - 5P

Glicose glicose 6-fosfato —»Via glicolitica

'

Acido piravico {COZ
etanol

Acetil CoA {CIClO de krebs

cadeia resp.

Figura 1.7 - Dire¢bes que a glicose-6-fosfato pode tomar no metabolismo da
Saccharomyces cerevisiae (AMORIM, 1977).



Revisdo Bibliogréfica ' 20

6.1.2 - CINETICA DE CRESCIMENTO DE S. cerevisiae

A cinética de crescimento de leveduras sobre um substrato carbonado é um
resultado de atitudes fisioldgicas do microrganismo e das condi¢ées do meio. O
conhecimento desta cinética é indispensavel em uma parte para o desenvolvimento
de processo mediante o jogo das reagbes bioldgicas, de outra, para definir os
procedimentos de uma conduta 6tima conforme o objetivo visado.

O crescimento em reator descontinuo se inicia com um alto consumo de
glicose e a S. cerevisiae cresce rapidamente em uma primeira fase de crescimehto
exponencial. A velocidade de crescimento estd compreendida entre 0,1-0,5 ht
dependendo da cepa e das condi¢bes de processo. A forte produ¢do de etanol e o
elevado (>1) Quociente Respiratério ( QR = razdo molar entre CO; livre e 0 oxigénio
consumido), indicam um tipo de metabolismo fermentativo (OLIVEIRA 1995). Nesta
fase, as células reprimidas pela glicose em excesso produzem CO,, etanol, glicerol e
acidos organicos, sendo apenas 13% da glicose assimilada nos constituintes
celulares (revisto por STAMBUK, 1995). |

Uma fase de laténcia € em seguida observada como sendo aquela em que a
levedura se adapta ao meio isento de glicose, mas rico em etanol. Uma segunda
fase éxponencial de crescimento € verificada com uma velocidade de crescimento
especifica entre 0,14 e 0,2 h™'. Nesta fase se observa um QR compreendido entre
0,4 - 0,7 indicando um met_abolismo oxidativo do etanol.

Em processo fermentativo “fed-batch”, WU et al. (1995) mostraram que a
concentracéo de etanol pode ser mantida constante em valores abaixo de 0,4 %
(viv), enquanto a velocidade especifica de crescimento sobre a glicose for igual a
0,21 h™, e o metabolismo da glicose fica sendo todo oxidativo. Em contrapartida, o
etanol tende a se acumular a velocidades especificas de crescimento iguais ou
superiores 30,22 h™".

Enquanto a glicose é oxidada em fermentagdo batelada alimentada, o QR é
proximo de 1 e o rendimento € da ordem de 0,5 g de biomassa por g de glicose.
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6.2 — FORMAS DE CULTIVO EM BIORREATORES

Os processos fermentativos podem ser conduzidos em batelada (“batch”),
continuo e batelada alimentada (“fed-batch”). O modo de operagdo a ser escolhido
esta relacionado ao tipo de produto a ser produzido.

A batelada é um exemplo de sistema de cuitura fechado contendo uma
quantidade inicial limitada de nutrientes. O indculo pode passar pelas fase de
adaptagdo, de crescimento exponencial, desaceleragdo e estacionaria, tipicas do
crescimento microbiano (STANBURY e WHITAKER, 1984). No caso do crescimento
Saccharomyces cerevisiae em “batch” em meio de cultura, contendo glicose como
fonte de carbono,, verifica-se uma fase inicial de crescimento logaritmico, onde as
células, reprimidas pela glicose, realizam o metabolismo anaerdbico produzindo
CO., etanol, glicerol e acidos organicos. A seguir ocorre uma fase de transi¢do ou
diauxia, que geralmente comeg¢a quando 50% da glicose foi consumida, e se
caracteriza por uma parada no crescimento e inicio da de-repressao das células.
Finalmente, ocorre uma Segunda fase de crescimento aerdbio, as custas dos
compostos produzidos na primeira fase de crescimento, que apesar de ser mais
'eficiente (aproximadamente 39% da fonte de carbono é assimilada), ocorre com uma
velocidade menor (revisto por STAMBUK, 1995).

A cultura em batelada alimentada ocorre quando ha uma alimentacdo
continua ou sequencial, com o meio ou parte dele, sem a remogcdo do meio
reacional, resultando num aumento do volume do reator com o tempo.

O uso de batelada alimentada tem vantagens em relagdo a concentragdo
residual de substrato que pode ser mantida a niveis muito baixos num sistema. Um
baixo nivel residual de substrato pode ser vantajoso para:

v eliminar efeitos repressivos da fonte de carbono utilizada rapidamente e manter
as condic¢des de cultura dentro da capécidade de aeragdo do fermentador.
v evitar efeitos téxicos de um ou mais componentes do meio.

Quando o objetivo do processo fermentativo é a produgdo de levedura, o
processo descontinuo leva a grandes perdas no rendimento e na produtividade, pois
0 microrganismo utiliza a glicose tanto por via fermentativa (com maior produgdo de
etanol), quanto por via respiratéria ( maior producéo de célula). Apés a exaustdo do
principal substrato carbonado, a glicose, as leveduras irdo utilizar o etanol e
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continuaf a crescer. No entanto, a produg¢éo e depois 0 consumo do etanol leva a
perdas energéticas enormes, que seriam evitadas se o metabolismo fosse dirigido
unicamente para a reprodugao celular (NINOW, 1994).

O objetivo do processo batelada alimentada é a otimizagdo da producdo da
biomassa pela minimizagdo da represséo catabdlica que induz a producéo de etanol
(OLIVEIRA, 1995). Para atingir este objetivo ndo se pode ultrapassar valores criticos
na concentracido de acgucares (0,1 g/l - NINOW, 1994; 0,5 g/l — OLIVEIRA, 1995;
0,25 g/l — EJIOFOR et al, 1996), de forma a evitar um acimulo de etanal,
favorecendo assim o metabolismo respiratério das leveduras.

Existem algumas estratégias para controlar a entrada de substrato
(alimentagdo) no processo “fed-batch”, podendo ser através de balangos materiais
de células dentro do fermentador, sendo para tanto, necessario o conhecimento da
concentragdo de biomassa inicial, do fator de conversdo biomassa/substrato e da
velocidade especifica de crescimento. Outra forma de controlar a alimentagéo é
através da medida de parametros relacionados diretamente com a fonte de carbono,
como por exemplo substancias toxicas do metabolismo, Quociente Respiratério (QR)
(AIBA et al.,, 1976; PONS, 1985; WILIANS et al., 1986), determinacdo da
concentragao de etanol (NAMBA et al., 1981; NINOW, 1994; OLIVEIRA, 1995; WIN
et al., 1996) e a prépria concentracdo de biomassa (GHOUL, 1995). Outros autores
fizeram uso do monitoramento da velocidade especifica de crescimento, a qual
deveria ficar em valores inferiores a 0,21 h™! (WU et al., 1984; EJIOFOR et al., 1996);
monitoramento da concentracdo de oxigénio, controle do limite da capacidade
respiratéria (SONNLEITNER e KAPPELI, 1986) e controle da coﬁcentragéo de
acucares redutores no meio (WIN et al., 1996).

A determinagdo da concentragdo de etanol na cultura durante a fermentacéo
pode ser empregada para o controle do sistema devido a producéo de etanol ser a
maior razdo para o decréscimo do rendimento celular maximo (WIN et al., 1996).

NAMBA et al. (1981) e WIN et al. (1996) obtiveram fatores de conversdo de
0,5 e 0,47 g célula/g glicose, respectivamente, mantendo a concentragédo de etanol a
200 ppm; OLIVEIRA (1995) apresenta um fator de conversdo de 0,51 g célula/g
glicose, monitorando a concentragéo de etanol (0,1 e 0,5 g/l). Nestes trabalhos foi
usado somente a concentragdo de etanol como variavel de observagio, com auxilio
de um sensor “on line” de compostos volateis, e a vazédo da solugéo de alimentagéo

como variavel manipulada.
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Monitorando a concentragdo de agucares redutores no meio, provenientes de
hidrolisado de amido de mandioca, WIN et al. (1996) mantendo-os em valores entre
0,1 — 0,3 g/l, obtiveram valores de produtividade e fator de convers&o de 3,12 g/lLh e
0,52 g ceélula/g glicose, respectivamente.

As Tabelas 1.3 e 1.4 apresentam valores obtidos em fermentac¢des do tipo
batelada e batelada alimentada, res.pectivamente, usando Saccahromyces
cerevisiae e diferentes substratos.

Tabela 1.3 — Resumo dos parametros cinéticos obtidos por diversos autores em

processos tipo batelada.

Melaco 45 0,18 0,22 WIN et al., 1996
Hidrolisado de 45 023 | 0,31 WIN et al., 1996
mandioca
Hidrolisado de 10 0,22 0,15 — NINOW et al., 1994
mandioca
Glicose 5 0.2 0,15 OLIVEIRA, 1995
Glicose 10 0,28 | 0,164 OLIVEIRA, 1995
Glicose 15 0,20 | 0,118 OLIVEIRA, 1995
Glicose 10 0,45 | 0,15 ORLOWSKI e
| BARFORD, 1991
Frutose 10 043 | 017 | - ORLOWSKI e
BARFORD, 1991
Sacarose 10 0,55 0,16 - ORLOWSKI e
BARFORD, 1991
Glicose + 5+5 032 | 0149 | - OLSSON et.
Sacarose al.(1997)
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Tabela 1.4 — Resumo dos parametros cinéticos obtidos por diversos autores em

processos tipo batelada alimentada.

Melaco — 0,46 2,33 |- WIN et al., 1996
Hidrolisado de — 052 | 312 WIN et al., 1996
mandioca '
Hidrolisado™ de — 047 | 215 WIN et al. 1996
mandioca }
Hidrolisadode |4 1g/023| 049 |208| EJIOFORetal., 1996 (a)
mandioca
Glicose 018/023| 049 |178| EJIOFOR etal., 1996 (a)
Hidrolisado de — 0,70 — | EJIOFOR et al., 1996 (b)
painco
Glicose — 068 — | EJIOFOR etal., 1996 (b)
Glicose 016 0,38 OLIVEIRA, 1995
Glicose* 0.21 0,51 OLIVEIRA, 1995
1986
Glicose 0,21 -— --- WU et al., 1984
Glicose 017 0,5 — NAMBA et al. 1981
Glicose 0,15/0,19 | 0,33/048 | — WILLIAMS et al., 1976

* Fermentagdo com controle de etanol

6.3 — PRODUGAO DE BIOMASSA

Entre os maiores processos fermentativos comerciaimente importantes de
producdo de células microbianas (ou biomassa) como produto encontramos
(STAMBURY e WHITAKER, 1984):

v Produgéo de levedura para serem usadas na industria de panificagdo, e
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v Produgdo de células microbianas direcionadas a ragédo animal como fonte de
proteina (Single Cell Protein — SCP).

Diversos autores, preocupados com a saude, agricultura e produgdo de
alimentos e tendo em vista a escassez mundial de proteina, estimularam os estudos
e a producédo de SCP.

Em comparagdo com os tradicionais métodos de produgéo de proteina para a
alimentagdo humana e ragdo animal, a produc&o de biomassa em escala industrial
apresenta algumas vantagens (BU'LOCK E KRISTIASEN, 1987):

v' Microrganismos em geral tem alta velocidade de multiplicagéo;

v Contém altas concentragdes de proteina (em termos de peso seco, pode conter
de 30-80% de proteina);

v' Pode-se utilizar uma ampla variedade de fontes de carbono como substrato, o
que se torna mais atraente a medida que a cada dia se tem maiores quantidades
de residuos disponiveis a custo zero;

v Algumas espécies com alto rendimento e boa composicdo podem ser
selecionadas e produzidas com relativa facilidade; '

v Instalagdes de produgdo ocupam areas limitadas para bons rendimentos, e

v A excecdo de algas, a producdo microbiana é independente da sazonalidade e

variagdes climaticas.

Dentre os microrganismos, a levedura, por ter seu pH 6timo de crescimento
entre 3,5 e 5,0, tem reduzido risco de contaminacdo bacteriana, além da célula de
levedura poder ser recuperada submetendo-se 0 meio a centrifugagéo.

A proteina bruta contida na levedura pode ser de 55-60% e o conteudo de
acido nucléico superior a 15% em base seca (BU'LOCK e KRISTIASEN, 1987). A
Tabela 1.5 apresenta a composi¢do em aminoacidos de leveduras em comparagéo
com outras fontes de proteina e a referéncia da FAO. A levedura seca € um dos
alimentos mais ricos em lisina e treonina, contudo é pobre em tirosina, cistina e
metionina. S&o praticamente desprovidas de vitamina C e A, mas por outro lado, € a
mais rica fonte de vitaminas do complexo B, particularmente niacina, riboflavina e
acido pantoténico (MIYADA e LAVORENTI, 1979)

Devido ao alto conteudo de éc_idos nucléicos, microrganismos nédo séo
diretamente saudaveis para a nutricio humana, mas estudos podem confirmar que
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s3o bem utilizadas para ragdo animal (NETO e SIQUEIRA, 1989; LIMA et al., 1987:
CHIQUETTE, 1995).

Tabela 1.5 - Composi¢do de aminoacidos de leveduras e outros alimentos proteicos.

Isoleucina 46 46 54 6,7 42
Leucina 7.0 7,3 7,7 8,9 48
Fenilalanina 41 40 5,1 5,8 2.8
Tirosina —— 2,9 2,7 42 2,8
Treonina 48 42 40 51 2,8
Triptofanc 1,0 1,2 1,5 1,6 1,4
Valina 5,3 52 50 7.3 472
Arginina _— 5,0 7.7 —
Histidina ——- 2,3 2,4 -— —
Lisina 7.7 7,0 6,5 8,5 42
Cistina -— 1,0 1,4 2,4 2,0
Metionina 1,7 2,6 1,4 51 2,8

Fonte : BU'LOCK e KRISTIASEN, 1987.

Varios autores vém pesquisando o uso de leveduras como suplemento
proteico em ragbes de animais. NETO e SIQUEIRA (1989) verificaram que com
suplementacdo de até 37% de levedura (Saccharomyces cerevisiae), os bovinos
apresentaram ganho de peso em relacdo aos ndo suplementados e a utilizacdo de
aminoacidos pré-formados das leveduras proporcionou maior energia para as
bactérias celuloliticas melhorando a digestibilidade dos ruminantes.

LIMA et al. (1987) em estudos com ragles para leitdes contendo
Saccharomyces cerevisiae constataram que a levedura seca possui amplas
possibilidades como substituto de farelo de soja. MIYADA e LAVORENTI (1979)
indicam o uso de leveduras secas como fonte de proteina em suinos em
crescimento e acabamento, em pelo menos 21% da racéo.

CHIQUETTE (1995) cita que a composicao do leite ndo é afetada pela adigédo
de S. cerevisiae na dieta de vacas em lactacdo, e a produgdo pode ser aumentada
com esse tipo de dieta. Em seu estudo verificou um aumento da propor¢do do
rendimento do leite sobre a matéria seca ingerida.
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Além da possibilidade do uso como suplemento de ragdes animais,
Saccharomyces cerevisiae € recomendada como GRAS (“Generally Regarded as
Safe”) e sua importancia industrial & atualmente relacionada com novas aplicagdes
da genética com a producdo de proteinas recombinantes, tais como interferon
humano, ou antigeno da hepatite B; e estd cada vez mais consolidada a sua
utilizacdo em panificagéo e fermentacéo (GUILLOU, 1996).

A rentabilidade econdmica dos processos de producdo de leveduras depende
da concentracdo celular obtida no final da fermentagao.
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MATERIAL E METODOS

Neste capitulo s&do apresentadas as descricbes dos equipamentos e
metodologias utilizadas para a execugdo dos testes enzimaticos e processos
fermentativos. Estdo descritas também, as técnicas analiticas adotadas para as
determinagbes das concentragdes de células, etanol, proteina e glicose, e os
procedimentos experimentais adotados.

1 — PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

O procedimento experimental foi realizado em 5 etapas:

12 etapa: testes enzimaticos utilizando as enzimas amiloliticas o-amilase e
amiloglicosidase. As mesmas enzimas foram empregadas na convers&o de
ahido de mandioca em glicose, substrato carbonado das fermentacgdes;

2"' etapa: ensaios fermentativos com Saccharomyces cerevisiae cepa 1530 em
“shaker’, com vistas na adaptacido do meio usado por WIN et al. (1996);

32 etapa: fermentagbes batelada simples com Saccharomyces cerevisiae cepa 1530
em trés concentragdes iniciais de glicose de mandioca (5, 10 e 15 g/l), para
o estabelecimento das condicdes de operagdo da fermentagdo batelada
alimentada;

42 etapa: fermentagdes batelada simples com Saccharomyces cerevisiae cepa CCT
1531, igualmente a etapa 3, para estabelecer um comparativo entre as
cepas CCT 1530 e CCT 1531 utilizada por OLIVEIRA (1995);

53 etapa: fermentagdes batelada alimentada com Saccharomyces cerevisiae, cepas
CCT 1530 e CCT 1531.
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2 — ENSAIOS ENZIMATICOS

Os ensaios enzimaticos realizados neste item, foram feitos com o intuito de
conhecer os efeitos dos parametros pH, temperatura, concentragdo de substrato e
concentracdo de enzima escolhidos, sobre a atividade da amiloglicosidase, de forma
a se utilizar as propriedades cataliticas da enzima sobre o0 amido da melhor maneira.

2.1 - SUBSTRATO

Foi usado como substrato para os testes, amido de mandioca comercial
(polvilho doce), adquirido em uma unica compra, visando reduzir o erro com respeito
a uniformidade da amostra.

2.2 - ENziMAS

Na etapa de liquefagdo, processo de hidrdlise parcial do amido, foi utilizada a
enzima o-amilase TERMAMYL 120L (NOVO NORDISK) obtida de Bacillus
ligueniformis com atividade declarada pelo fabricante de 120 KNU/g. A empresa
define 1 KNU, ou seja, um quilo da unidade Novo de a-amilase como a quantidade
de enzima que decompde 5,26 g de amido por hora nas condiges padrdo (NOVO
NORDISK).

Para o processo de sacarificagio, hidrélise total do amido com formacéo de
glicose como produto final, foi usada a enzima amiloglicosidase AMG 200L,
procedente da Novo Nordisk Bioindustrial do Brasil SA., com atividade padrdo de
200 AGU/m, apresentada pelo fabricante AGU ou unidade de amiloglicosidase Novo
Nordisk como sendo a quantidade de enzima que hidrolisa um micromol de maltose
por minuto, sob condi¢cdes padréo de ensaio (NOVO NORDISK). A AMG 200 L é
obtida através de fermentacdo submersa de Aspergillus niger.

As duas enzimas se apresentam como um liquido de coloragdo marrom.



Material e Métodos 30

- 2.3 — TESTE DA CONCENTRAGAO DE SUBSTRATO

Foram realizados testes para se estudar o efeito da concentragdo da solugéo
de amido liquefeito sobre a velocidade inicial da reagdo. Para tanto, a atividade
enzimatica da enzima amiloglicosidase AMG 200L (NOVO NORDISK) foi
determinada com concentragdes de 1,5; 3,0; 6,0; 15,0; 30,0; 60,0; 90,0 e 300,0 g/l
de amido de mandioca (polvilho doce) liquefeito. As diferentes concentragbes foram
obtidas por meio de diluicbes em agua de uma solugdo-mée de amido liquefeito de
concentracdo de 300 g/l de amido de mandioca.

A realizagcdo dos testes, bem como o preparo da solugdo-mae, foram
sugeridos por ZANIN (1989).

2.3.1 — PREPARO DA SOLUGAO DE AMIDO LIQUEFEITO — SOLUGAO-MAE

A solucdo-mae era preparada com 300 g de amido de mandioca diluido em
800 ml de agua destilada acrescida de 0,282 g de CaCl, - 2H,0 (70 ppm), sendo o
pH ajustado em 6,5 com NaOH 1N, aquecido a 85°C. Apds a adicé&o de 330 ul de
enzima a-amilase TERMAMYL 120L (equivalente a 1,10 | de enzima/ton. de amido),
a solugéo era mantida sob agitagcdo em agitador magnético e copo Béquer tampado,
durante 1 hora. Durante este tempo a temperatura aumentava até a fervura com a
finalidade de, inicialmente permitir a completa agdo da enzima e numa segunda
acéo, favorecer sua inativagéo.

Com a solugéo ja resfriada a temperatura ambiente, o pH era ajustado em 4,5
com HCI 1N, adicionava-se solugdo-tampdo acetato de sédio 2M, pH 4,5, na
proporgcé&o de 10 mi/l a fim de ter uma concentragao final de tampdo de 0,02M, e
finalmente completava-se o volume para 1.000 mi com agua destilada.

A solucéo mae era, entdo, esterilizada a 121°C por 15 min em autoclave de
calor umido e armazenada em geladeira, a 4° C, até o seu uso.
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2.3.2 — DETERMINAGAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA ~ METODO DAS VELOCIDADES INICIAIS

Os testes enzimaticos com a amiloglicosidase AMG 200L eram realizados em
duplicatas apdés o processo de liquefagdo em agitadores magnéticos
(simultaneamente). '

A reacdo se dava a 55-57°C em béquer tampado com vidro de relégio. O
volume inicial do meio reacional era de 50,05 ml, sendo 50 ml da solugdo de amido
liquefeito nas concentracbes estabelecidas e 50 ul de enzima. O crondmetro era
disparado no momento da adi¢cao da enzima, onde se iniciava, entdo, a reacdo.

A amostragem era feita em volume de 500 ul a cada 2 minutos para as
solugdes de concentragdes iniciais de 1,5; 3,0; 6,0 e 15,0 g/l de amido, durante 25
minutos e para as concentragdes superiores a 15,0 g/l de amido a cada 5 minutos
durante 60 minutos. A reducao do volume de reacgéo era contabilizada.

As amostras eram adicionadas em tubos de ensaio contendo 4,5 mi de agua
destilada (diluicdo 1:10) e submetidas a fervura durante 10 minutos com os tubos
tampados com septo de borracha. Esse procedimento visava a inativagdo da
enzima, permitindo que as amostras pudessem ser armazenadas em congeiador até
terem sua concentragdo de glicose determinada através de um “kit” enzimatico
(Biodiagnéstica).

Por definicdo, uma unidade (U) de amiloglicosidase é a quantidade de enzima
que catalisa a formacdo de 1 umol de glicose por minuto, em pH de 4,5 e
temperatura de 55-57° C.

Para o calculo da atividade enzimética a glicose determinada em mg/ml, era

transformada para pymoles de glicose, por meio da seguinte formula:

. GxVr
umoles de glicose=

(2.1)

onde: G: concentragdo de glicose formada na reagdo (mg/ml)
Vr: volume da reagdo no tempo considerado (mi)

PM: peso molecular da glicose (0,180 mg/umol)
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Cdm os dados obtidos foram construidos graficos de umol de glicose versus
tempo e, através tangente na origem da melhor reta tracada, se determina o
coeficiente angular (vp) para o posterior calculo da atividade enzimética.

‘A atividade enzimatica (A) em Unidades/ml é dada pela equagéo:

Ve

A=-E
Ve

(2.2)

onde: vp € a velocidade de formagdo de produto (umol glicose/min);

V. € 0 volume de enzima utilizada (ml).

A atividade especifica (Ae) é obtida dividindo-se a atividade (A) pela
concentracdo de proteina da solugcdo enzimatica (129,56 mg/ml), determinada
através do método de Biureto, descrito no item 4.3.

A

Pl

Ae = (2.3)

onde: [P] é a concentragdo protéica da solugdo de enzima

2.4 — TESTE DA CONCENTRAGAO DE AMILOGLICOSIDASE

Para obten¢do de melhores rendimentos em termos de glicose foram testadas
duas concentragbes de enzima amiloglicosidase (AMG 200L.).

A sacarificagdo do amido foi realizada com a solugdo-mae (300 g/l) sem
diluicdo e com concentragdes de enzima de 0,5 e 1,0 mi/l de solugdo de amido
liquefeito.

O teste se deu em agitador magnético, a 55-57° C e pH de 4,5, por 2 horas.
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' Bibiioteca Universitaria
3 - CULTURAS DE CELULAS UESC

3.1 — MICRORGANISMOS

Foram utilizadas duas linhagens da levedura Saccharomyces cerevisiae, a
CCT 1530 e a CCT 1531, ambas adquiridas da Fundagdo Tropical de Pesquisa e
Tecnologia André Tosello — Campinas, SP.

A linhagem CCT 1530 foi utilizada em todas as fermentagdes: “shaker”,
batelada simples e batelada alimentada. Com a linhagem CCT 1531 foram feitas
fermentacGes batelada e batelada alimentada para estabelecer comparativo, ja que
esta Ultima ja havia sido utilizada por OLIVEIRA (1995), no préprio Laboratério de
Engenharia Bioquimica - UFSC.

Dados recebidos da Fundacdo Tropical de Pesquisas e Tecnologia André
Tosello informam que a cepa CCT 1530 é &cido tolerantre e é participante da
fabricagc@o de cerveja hungara; e a cepa CCT 1531 apresenta atividade da invertase

e n&o apresenta exigéncias vitaminicas.

3.2- MANU"I'ENQI\O DAS CULTURAS

Para a manutengédo das leveduras CCT 1530 e CCT 1531 foi feito uso de-
tubos de agar inclinado contendo meio complexo (YMA) composto por:

Extrato de levedura 3,04g/ marca Oxoid
Extrato de malte 3,09/ marca Oxoid
Bacto peptona 504q/ marca Difco
Glicose (PA) 10,0 g/l marca Vetec
Agar 20,0 g/l marca Reagen

A incubacdo das culturas se dava por 48 horas a 30°C em estufa, e a
conservacgao em refrigerador a 4°C. |
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3.3 — ENSAIOS FERMENTATIVOS EM “SHAKER”

Com intuito de testar o meio proposto por WIN et al. (1996) e propor uma
modificagdo na composi¢cdo em relagcdo a troca da solugao vitaminica por extrato de
levedura, foram realizadas fermentacdes com a S. cerevisiae CCT 1530 em frascos
Erlenmeyer (quintuplicata) de 300 ml.

Composig¢ao do meio:

(NH4)2S04 10,0 g/t marca Vetec

Glicose (PA) 10,0 g/l marca Vetec

KH2PO4 6,0 g/l marca Nuclear
MgSQ, - 7H0 3,0g/t marca Ecibra

CaCl, - 2H,0 0,1 g/l marca Riedel-de Haén
NaCl 0,1g/i marca Merk

Foram testadas a solugdo vitaminica (proposta por WIN et al., 1996) e de

extrato de levedura em concentragdes de 0,5; 1,0; 2,0; 3,0 e 4,0 g/l.

Solugao vitaminica

Tiamina 30,0 mg/l
m-inositol 30,0 mg/|
Pantotenato de calcio 1,0 mg/l
Biotina 0,5 mg/l
Piridoxina 0,5 mg/l

As pré-culturas eram preparadas com a mesma composicdo do meio de
fermentac&o e inoculadas com 2 alcadas da cultura. Esta era mantida sob agitagdo
em “shaker” por 12 horas. Os frascos de fermentagdo eram inoculados com 5 ml da
pré-cultura, depois de esterilizados.

Apds ter seu pH ajustado em 4,5 com HCI 1N, os Erlenmeyers eram
esterilizados em autoclave a 121°C por 15 min. A solugdo vitaminica era esterilizada
fazendo-a passar, sob vacuo, em filtro Millipore estéril (porosidade 0,45 pm), e

adicionada ao meio sob condi¢des assépticas.
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A fermentacao ocorria em Erlenmeyer de 300 ml com volume total de 130 ml
acondicionados em “shaker’ com rotagdo de 100 min™, a 30°C por 12 horas. A
amostragem era feita a cada 2 horas, a partir da quarta hora de fermentacdo para a
determinac&o das concentragSes de glicose e de células.

Para se assegurar resultados isentos de distorgées, quer fosse por variacdo
do volume do fermentado ou por contan‘iinagéo, a amostragem seguiu um plano
(Figura 3.1) em que a cada retirada de amostra fosse “inaugurado” um frasco
Erlenmeyer. O frasco que ja tivesse sua aliquota retirada, passava a ser amostrado
até o final da fermentagéo (12 horas).

Foram tracadas curvas de concentragdo de biomassa e glicose versus tempo
para o frasco A, para a média dos frascos em cada tempo e para as primeiras
amostras retiradas dos respectivos frascos (A-4, B-6, C-8, D-10, E-12).
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Figura 2.1 — Plano de retirada de amostra para as culturas em “shaker”.

3.4 — CULTURAS EM BATELADA SIMPLES

Foram realizados ensaios com as duas cépas de Saccharomyces cerevisiae
CCT 1530 e CCT 1531 e testados os meios de WIN et al. (1996) modificado, de
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acordo com os resultados obtidos nos ensaios realizados em “shaker” (item 2.3),
com trés concentragdes iniciais de substrato, e o meio YM usado por OLIVEIRA
(1995).

3.4.1 — PREPARO DO MEIO DE CULTIVO

Em todos os ensaios era usado como substrato o hidrolisado de amido de

mandioca comercial (polvilho doce) diluido até concentragSes de glicose desejada.

3.4.1.1 — PREPARO DA SOLUGAO DE GLICOSE DE MANDIOCA

Amido de mandioca a uma concentragdo de 300 g/l era hidrolisado a glicose
empregando-se dois processos consecutivos, a liquefagdo e a sacarificagdo, tendo-
se como promotores as enzimas a-amilase (TERMAMYL 120L) e amiloglicosidase
(AMG 200L), respectivamente, ambas cedidas pela Novo Nordisk Bioindustrial do
Brasil Ltda.

A solugdo de amido de mandioca liquefeito (300 g/l) era preparada como
descrito no item de preparo da solugdo-mae (item 2.3.1) e a sacarificacdo se dava
em presenca de 1 mi de enzima amiloglicosidase/litro de solugéo de amido liglefeito

(300 gfl) em solugdo tampéo acetato de sédio 2M, pH 4,5 e temperatura de 55-57° C - |

em agitador magnético. Um resumo esquematico pode ser verificado na Figura 22
onde as setas indicam o tempo de adi¢do das enzimas a-amilase e amiloglicosidase.

A solucgéo obtida era esterilizada em autoclave a 121°C por 15 minutos para
inativagdo das enzimas e armazenadas sob refrigeragdo. Antes do uso era feita a
analise de glicose para célculo da diluicéo. o
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Figura 2.2 - Esquema da hidrolise do amido.

3.4.1.2 — MEIOS DE CULTIVO

Foi estudada a influéncia da concentracéo inicial de substrato, testando-se
as concentragdes de 5,0; 10,0 e 15,0 g/l de glicose de mandioca no meio de WIN et
al. (1996) modificado. Para efeito de comparagdo foram realizadas fermentacdes
com meio YM.

O meio de WIN et al. (1996) modificado tem em sua composicdo 0s
elementos citados no item 3.3, tendo como fonte de vitaminas o estrato de leveduras
na concentragéo de 3,0 g/l. E o meio YM ¢ idéntico ao YMA, apresentado no item
3.2, a excegdo da exclusdo do agar.

Para verificar a influéncia da fonte de nitrogénio no rendimento foi realizada
uma fermentagcdo com o meio de WIN et al. (1996) modificado com 15,0 g/l de
glicose de mandioca, porém com o dobro da concentragdo de (NH4)>SO4 (20 g/l).

O pH das solugdes de meio era ajustado em 4,5 com HCI 1N, e autoclavado a

121°C por 15 minutos dentro do vaso do fermentador.

3.4.2 — PREPARO DO INOCULO

Para o in6culo eram utilizados exatamente os mesmos meios utilizados nas
fermentacoes.
As culturas eram inoculadas (duas algadas) em 3 frascos Erlenmeyers de 500

ml contendo 200 ml de meio estéril cada um, e incubados em “shaker” a 100 min™' e
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30°C por 24 horas. Para a inoculagéo do fermentador eram utilizados 2 dos frascos,
sendo a transferéncia realizada com a ajuda de uma bomba peristaltica. O
fermentador era, entdo, inoculado com 400 ml desta pré-cultura.

O terceiro frasco era utilizado para a construgéo da curva de calibracdo da

concentragéo de células versus absorbancia.

3.4.3 — CONDICOES DE OPERAGAO

Todos os ensaios se deram em um biorreator de bancada BIOFLO Ill da New
Brunswik Scientific Co. Inc. com capacidade total para 6 |, sendo o volume nas
fermentacbes de 4,4 |.

A Figura 2.3 apresenta o biorreator, pHmetro e o cromatégrafo com o
microcomputador usado na integragéo das curvas cromatograficas da determinacéo
de etanol.

Figura 2.3 — Biorreator BIOFLO Ill, New Brunswick Co. e cromatégrafo CG 90 com

microcomputador acoplado para integragao das curvas cromatograficas.

A temperatura foi mantida constante a 30°C e a velocidade de agitagéo e o
fluxo de ar eram de 400 min™ e 3,6 I/min respectivamente. O pH inicial era de 4,5 e

no decorrer do processo nédo houve controle.
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A amostragem para a determinacdo da concentracdo de etanol, concentracdo
de glicose e concentracdo de células era feito de hora em hora, sendo as amostras

tratadas conforme descrito no item 4.

3.4.4 — METODOLOGIA DE CALCULO DO PROCESSO EM BATELADA SIMPLES

a) Velocidades especificas de crescimento em processo batelada

A partir dos perfis de crescimento celular, formacado de etanol e consumo de
glicose com o tempo, foi possivel determinar em cada instante, as velocidades
instantaneas de crescimento microbiano, formacdo de produto e consumo de
substrato.

As velocidades especificas maximas de crescimento foram calculadas através
do coeficiente angular da reta obtida relacionando-se o logaritmo neperiano da
concentracdo celular com tempo na fase exponencial de crescimento.

Para tracar as curvas e determinar a melhor reta foi feito uso do programa

gréfico Microcal Origin 3.78.
b) Fator de conversdo de glicose em célula (Yxc) do processo batelada
simples
O fator de conversdo de glicose em células foi obtido a partir do coeficiente
angular da por¢é&o linear do grafico da concentragdo (X;) , contra a concentracdo de

glicose (Gt), equagéo 2.4:

Ky==Yx6 G (2.4)
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c) Fator de conversdo de etanol em células (Yxeron) do processo batelada

simples

~ De forma semelhante a determinag&o do fator de conversdo de glicose em
célula, o fator de conversdo de etanol em célula € o valor do coeficiente angular da
porcdo linear do grafico da concentracdo de célula onde se inicia 0 consumo de
etanol (Xt eTon) contra a concentragdo de etanol no tempo t, respectivo (ETOH;). A

equacao da reta € a seguinte:

XtETOH == YX/EI'OH ) ETOHt (2-5)

d) Produtividade em célula (Px)

A produtividade em célula era calculada dividindo-se a concentragdo maxima

(Xmax) pelo tempo de fermentag&o correspondente,

(2.6)

onde: Py & a produtividade em células;
Xmax € @ concentracdo maxima de célula obtida no ensaio;

Tmax € 0 tempo onde se observou a concentracao maxima de célula.

3.5 — CULTURA EM BATELADA ALIMENTADA (“FED BATCH”)

Com as duas cepas, CCT 1530 e CCT 1531, foram realizadas fermentacdes
batelada alimentada, sendo utilizado como inéculos meio de WIN et al. (1996)
modificado com 10 g/l de glicose de mandioca e meio complexo YM com 10 g/l de
glicose PA, respectivamente.

As fermentacdes batelada, neste caso, serviram de inéculo para as cultura em
“fed batch” realizadas.
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No decorrer do processo foram determinados as concentragdes de células, de
glicose e de etanol, sendo estes dois ultimos feitos a cada 30 minutos e a analise da

concentracdo de células a cada hora.

3.5.1 — ESTRATEGIA DE ALIMENTAGAO

Para o estabelecimento da estratégia de alimentagdo foi adotado um “set
point” na concentracdo de etanol de 0,5 g/l (OLIVEIRA, 1995). Quando este valor
fosse superado, a alimentacdo se estagnava, até que as leveduras consumissem o
etanol. O fermentador voltava a ser realimentado apds o etanol voltar a faixa
permitida (0,1 a 0,5 g/l). Havia um monitoramento simultaneo da concentracdo de
glicose de forma a garantir um melhor controle. A concentracéo de glicose n&o
ultrapassa valores de 0,8 g/l.

A alimentagdo era realizada com o auxilio de uma bomba peristaltica
Masterflex e mangueira de silicone Masterflex n® 14 (96400-14).

Composigao da solugao de alimentagao

Glicose 150 g/l
KH2PO4 54l
MgSO4 - 7H20 1,5 g/l

3.5.2 — METODOLOGIA PARA CALCULO DO PROCESSO EM BATELADA ALIMENTADA
a) Velocidade especifica maxima de crescimento

As velocidades especificas maximas de crescimento foram calculadas atraveés
do coeficiente angular da reta obtida relacionando-se o logaritmo neperiano da
concentracdo celular multiplicado pelo volume de meio reacional contra tempo (h).

Para tragar as curvas e determinar a melhor reta foi feito uso do programa
grafico Microcal Origin 3.78.
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b) Fator de conversao de substrato em célula (Yxs)

O fator de conversao de glicose em célula no processo batelada alimentada
foi determinado como sendo o coeficiente angular da reta obtida da massa de célula

formada versus a masa de glicose consumida pela biomassa, ou seja:

X, -V,
Yy o =2 (2.7)
GAL 'VAL

onde: X; € a concentragdo de célula no tempo t (g/l);
VRt € 0 volume total do meio reacional no tempo t (I);
GaL é a concentragdo de glicose na solugdo de alimentacéo (150 g/l);

VaL € o volume de substrato alimentado (I).

4 - METODOS ANALITICOS

Neste tdpico sdo descritas as metodologias de amostragem e determinacgdes

das concentragbes de glicose, etanol, proteina e de células.

4.1 — AMOSTRAGEM

Conforme mencionado nos itens de cada tipo de processo, a amostragem era
realizada a cada 2 horas, a partir da quarta hora, para os ensaios em “shaker”’, de
hora em hora para os processos em batelada e a cada 30 minutos para os
processos em batelada alimentada.

O volume das amostras retiradas em todas as culturas foi em torno de 3 a 4
ml, o suficiente para a realizacdo das andlises, de forma que ndo houvesse
variagdes significativas no volume do meio reacional.

Apds a coleta, cada amostra era convenientemente diluida para a medida de
absorbancia de suspenséo celular. O restante do volume era centrifugado em uma
centrifuga SIGMA 2 K 15 a 15000 min™ por 20 minutos e o sobrenadante separado
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em dois tubos de ensaio com septo de borracha e congelado para posteriores

analises das concentragdes de etanol e glicose.

4.2 — DETERMINAGCAO DE GLICOSE

A concentragcdo de glicose foi determinada por método enzimatico (kit da Bio
diagnéstica). O “kit” consta de um reagente contendo enzima glicose-
oxidoredutaseperoxidase e solugdo padrdo de glicose com concentragéo igual a 1
gll.

O método se fundamenta na oxidagdo da glicose pela glicose-oxidase (GOD)
transformando-a em acido gluconico e agua oxigenada. Esta ultima & responsavel
por catalisar a reacdo do fenol com a 4-aminofenazona, formando um composto
chamado quinonimina, de coloragdo vermelha, cuja intensidade de cor é
proporcional & concentragéo de glicose presente na solucéo analisada.

A determinacéo foi feita adicionando-se em tubo de ensaio 2 ml do reagente
de cor e 20 ul da amostra a ser analisada. Simultaneamente sdo feitos o branco
contendo apenas o reagente de cor e os tubos (duplicata) contendo a solugéo
padrdo. Todos os tubos eram incubados por 10 minutos a 37°C em banho
termostatizado. A leitura foi feita contra o branco em espectrofotdbmetro (modelo
E225D-CELM) a 500 nm.

Em virtude do equipamento apresentar linearidade para os valores de
absorbancias inferiores a 0,8, as amostras cujos valores de absorbancia superassem
este valor, eram diluidas e a determinacéo repetida.

A concentragc&o de glicose era obtida dividindo-se a absorbancia da amostra
pela do padréo, multiplicada pela diluicdo, quando esta era realizada.

4.3 - DETERMINAGAO DE PROTEINA

Para a determinacdo de proteina foi utilizado o método colorimétrico de
Biureto. Este método permite determinar o numero de ligacées peptidicas em
solugdo alcalina pela intensidade de cor gerada da reagédo da proteina com o cu®

presente no reagente de Biureto.
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O procedimento consiste em adicionar 0,1 ml de solugéo protéica em 5 ml de
reagente de Biureto, deixar reagir durante 30 minutos e fazer a leitura de
absorbancia em espectrofotdometro (modelo E225D-CELM) a 550 nm. |

A concentragdo protéica da amostra foi estabelecida por comparagdo com a
curva de calibragéo construida com concentragdes entre 0 e 100 g/l de albumina
sérica bovina (BSA). A equagdo matematica que descreve a curva de calibragdo
apresenta coeficiente de correlagcado linear (r) igual a 0,999 e é representado pela

expressao:

[P]=164014+22915101ABS, (2.8)

onde: ABS,: absorbancia da solug&o protéica;
[P]: concentragao de proteina [g/l].

4.4 — DETERMINAGAO DA CONCENTRACAO CELULAR

A concentragdo celular foi determinada por turbidimetria. Durante as
fermentagdes eram feitas leituras de absorbancia das suspensdes de células em
espectrotofometro (modelo E225D-CELM) a 660 nm e convertidas a concentragao -
celular (g/l) por meio de curva de calibragdo.

Para a construcdo da curva de calibragdo, 25 ml da cultura de
Saccharomyces cerevisiae, eram coletadas do frasco Erlenmeyer sobressalente de
indculo, filtrada a vacuo em filtro Millipore com membrana de acetato de celulose
(0,8 um) previamente seca e pesada, e submetida a secagem em estufa a 90-100°C
durante 24 horas. A concentracdo de célula era determinada pela diferenga de peso
seco.

Outra porgao da cultura era retirada e realizadas diluigées, lendo-se as
absorbancias em espectrofotdmetro. As diluicbes eram realizadas de forma que o
valor lido no espectrofotdometro fosse inferior a 0,8, limite de linearidade do
equipamento.

Graficando-se a densidade otica pela‘ massa seca correspondente as

diluicbes tem-se a curva de calibragcdo de biomassa. Na Tabela 3.1 estdo
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apresentadas todas as curvas de calibragdo obtidas para cada cepa nas diferentes

condi¢des de cultura.

Tabela 2.1 — Equacdes das curvas de calibragédo para as diferentes condi¢cdes de

cultura.

Fermentacdo em “shaker” S. cerevisiae CCT 1530

Concentragdo de ext. de
levedura (g/l)

Equacao

Coeficiente de
Correlacéo (r)

0,5 Y =-0,13794+0,90446X 0,99186
1,0 Y = -0,0208+1,03824X 0,99873
2,0 Y = -0,05546+0,81004X 0,99272
3,0 Y =-0,0235+0,98317X 0,99929
4,0 Y =-0,07976+0,82909X 0,99593
Sol. Vitaminica Y =-0,01572+1,12604X 0,99926

Fermentacdes em fermentador S. cerevisiae CCT 1530

Coeficiente de

Meio Equacédo
correlacdo (r)
5,0 g/l glicose Y =-0,01385+0,51182X 0,99032
10,0 g/l glicose Y =-0,11782+0,73316X 0,99944
15,0 g/l glicose Y =-0,00026+0,423X 0,9961
15,0 g/l glicose e 20 g/l Y =-0,05961+0,87859X 0,99355
(NH4),SO,
Meio YM Y =-0,03834+0,79193X 0,99892

Fermentacdo em fermentador S. cerevisiae CCT 1531

Concentragdo de

Coeficiente de

glicose (g/l) EqHagR0 correlacéo (r)
5,0 g/l Y =-0,03416+1,15723X 0,99967
10,0 g/l Y =-0,03025+1,57534X 0,99353
15,0 g/l Y =-0,00226+1,1517X 0,99952

4.5 — DETERMINAGAO DA CONCENTRAGAO DE ETANOL

Foi utilizado para esta andlise um cromatégrafo em fase gasosa CG90-DIC,

com ionizagdo de chama e coluna em fase estacionaria PORAPAK Q - 80-100

mesh, de 1 mm de didmetro intemo e 2 m de comprimento.

As amostras foram injetadas manualmente e analisadas sob as seguintes

condi¢cdes de operagao:

e gas de arraste: nitrogénio (N2) com fluxo de 20 mi/min;
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e gas de chama: hidrogénio e ar sintético com vazdes de 50 ml/min e 300 mi/min,
respectivamente;,

e temperatura da coluna: 105°C;

e temperatura do injetor: 185°C;

e temperatura do detector: 230°C;

e volume de injecdo: 2 pl.

Para a conversdo das areas obtidas nos cromatogramas das amostras, era
construida, a cada série de testes, uma curva de calibragdo, com 9 pontos, com
concentragdes de etanol variando entre 0,3 e 4,0 g/l (Figura 2.4). O tempo de analise
era de 2 minutos.

No caso da anédlise de etanol realizada durante as fermentacgdes batelada
alimentada, onde as concentragdes n&o deviam exceder a 0,5 g/l, a curva de
calibragéo feita com concentragdes que variavam entre 0,1 a 1,5 g/l (8 pontos). Um

exemplo da curva de calibragcéo esta apresentada na Figura 2.5.
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Figura 2.4 - Exemplo de uma curva de calibracdo de etanol com concentracdes
entre 0,3 e 4,0 g/l.
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Figura 2.5 - Exemplo de uma curva de calibragdo de etanol com concentragées
entre 0,1 e 1,5gll
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Figura 2.6 — Apresentacdo de um cromatograma tipico de analise de amostras com

as telas de aquisi¢cao de dados e de relatério.
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CAPITULO 3
RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo sdo apresentados e discutidos os resultados obtidos nos
experimentos descritos no capitulo de Material e Métodos.

Os resultados apresentados sdo referentes aos ensaios enzimaticos e
ensaios de culturas em “shaker” e em biorreatores com processos batelada e
batelada alimentada.

Em anexo sdo mostradas tabelas e figuras com os resultados experimentais.

1 — ENSAIOS ENZIMATICOS

Foram realizados dois ensaios enzimaticos com a enzima amiloglicosidase
(AMG 200L), sendo um para a verificacdo da influéncia da concentracéo de
substrato e outro para determinar a melhor concentragao de enzima. Em ambos foi

utilizada a solugdo-mae de amido liquefeito como substrato.

1.1 — INFLUENCIA DA CONCENTRAGAO INICIAL DE SUBSTRATO SOBRE A ATIVIDADE DA
ENZIMA AMILOGLICOSIDASE - TESTE DAS VELOCIDADES INICIAIS

Os testes foram realizados com diferentes concentragées de amido de
mandioca comercial previamente liquefeito com enzima a-amilase, a temperatura de
55-57°C e pH tamponado de 4,5. Em todos os ensaios foi utilizado um volume de
enzima de 50 pl.

As Figuras 3.1 e 3.2 demostram a evolugdo da formagéo de glicose durante a
hidrolise de amido liquefeito para concentragdes iniciais de 1,5; 3,0; 6,0 e 15,0 e
30,0; 60,0; 90,0 e 300,0 g/l, respectivamente. Todas as curvas partem do zero por
ter sido subtraida a concentragdo de glicose formada no processo de liquefagdo do
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amido, de forma a se obter a concentracdo de glicose formada somente durante a

reagcdo com a amiloglicosidase.
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Figura 3.1 — Concentracdo de glicose formada (g/l) contra o tempo (min), com

concentragdes iniciais de amido liquefeito de 1,5; 3,0; 6,0 e 15,0 g/l.
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Figura 3.2 — Concentragéo de glicose formada (g/l) contra o tempo (min), com

concentracdes iniciais de amido liquefeito de 30,0; 60,0; 90,0 e 300,0 g/l.
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Pode-se verificar, nas Figura 3.1 e 3.2, que com o0 aumento da concentracdo
de substrato aumenta a velocidade de formagéo de produto.

A Tabela 3.1 apresenta os valores de velocidades iniciais de reacéo e
unidade de amiloglicosidase para as concentragbes testadas. Os calculos da
velocidades iniciais foram realizados de forma que fossem obtidas diretamente o
valor da unidade (U) da amiloglicosidase determinada em tamp&o acetato de sddio 2
M, pH 4,5 e temperatura de 55-57° C. A atividade foi obtida dividindo-se a unidade
pelo volume de enzima utilizado nos ensaios e a atividade especifica € o quociente
da atividade pela concentragdo de proteina da solugdo de enzima (129,56 g/l),
determinada pelo método de Biureto. As curvas de atividade obtidas com cada
concentracao inicial de amido liquefeito, bem como as tabelas contendo os valores

determinados durante os experimentos, se encontram no Anexo |.

Tabela 3.1 — Velocidade inicial da reagdo da enzima amiloglicosidase em fung&o da

concentracdo de substrato, pH 4,5 e temperatura de 55-57° C

Concentracdo| Velocidade Atividade Atividade
de amido inicial de Unidade média média especifica
liquefeito reacéo media (V) (U/ml) - média (U/mg)

(g/l) (g/l.min)

15 1,28 356,45 7.129,0 55,02
3.0 1,67 520,18 10.403,6 80,30
6,0 1,93 537,84 10.756,8 83,03
15,0 1,96 538,99 10.779,8 83,20
30,0 1,86 51261 10.252 2 79,13
60,0 2,02 556,18 11.123,6 85,86
90,0 2,02 560,73 11.214.6 86,56
150,0 1,91 549,64 10.992,8 84,85
300,0 2,07 551,77 11.035,4 85,18

Observando-se a Tabela 3.1, pode-se verificar menores velocidades quando
se trata de concentragdes iniciais baixas de amido liquefeito (1,5 e 3,0 g/l), isso pode
ser devido ao fato de que nessas situagdes ndo se tem todos os sitios ativos da
enzima amiloglicosidase preenchidos, contudo tem-se a transformagéo completa do
amido em glicose no tempo de reagdo, como pode ser visto na Figura 3.1, ao passo
que para a concentracdo inicial de amido liquefeito de 300,0 g/l ndo se tem a

transformagéo completa durante o tempo do experimento.
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Os valores de velocidade inicial (Tabela 3.1), apresenta-se com uma certa
constancia a partir de 6,0 g/l de concentracdo de amido liquefeito, podendo ser
atribuido a uma saturagéo da enzima.

Atribuimos o valor obtido nos ensaios de 30 g/l de amido liquefeito a algum
tipo de erro experimental, que pode estar relacionado a falta de controle de
temperatura. 7

Fazendo-se uma média dos valores de atividade especifica obtidos apds a
saturac&o da enzima temos de 84,5 U/mg se aproxima do valor obtido por ZANIN
(1989) que foi de 83,6 U/mg.

Com a construgdo de um grafico (Figura 3.3) de atividade especifica (U/mg)
contra a concentragcdo de amido liquefeito (g/l), pode-se verificar uma boa
aproximacgdo a uma cinética de Michaelis-Menten, com uma curva em forma de uma
hipérbole. Para o ensaio com a concentragéo inicial de 300 g/l de amido liquefeito, a
atividade especifica diminui, podendo isto ser atribuido a uma possivel inibicdo da
enzima pelo substrato. ZANIN (1989) verifica efeitos de inibicdo pelo substrato com
concentragdes de amido liquefeito a partir de 50 g/l usando uma concentragéo de
amiloglicosidase 20 vezes menor em seus experimentos.

Devemos salientar a dificuldade em se manter constante a temperatura de
reacdo, pois foi utilizado como reator um béquer, sendo este submetido a
aquecimento somente em sua parte inferior. Ao se observar as curvas dos
experimentos plotadas juntas, Anexo |, nota-se uma pequena diferenca que pode ser
justificada por variagcdes de temperatura ocorridas durante o processo e por terem
sido realizadas em aquecedores diferentes. Contudo pode-se dizer que as hidrélises
foram realizadas com sucesso.

Tendo-se observado uma maior velocidade de reagéo para a concentragéo de
300 g/l, e ainda apoiado ao fato de se ter um menor volume de reag&o para uma
maior concentracdo de glicose, foi definido que as hidrdlises realizadas para a
obtencéo de substrato para as fermentagdes teriam como concentragdo inicial de
amido liquefeito, 300 g/l, o que estd de acordo com as recomendag¢des da Novo
Nordisk Bioindustrial do Brasil SA., fabricante das enzimas.
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Figura 3.3 — Atividade especifica (U/mg) em fungdo da concentracdo inicial da
solucdo de amido liqUefeito (g/l) para a enzima amiloglicosidase — pH 4,5 e
temperatura de 55-57°C.

1.2 — TESTE DA CONCENTRACAO DE ENZIMA AMILOGLICOSIDASE

Visando um melhor rendimento em glicose, testou-se a influéncia da
concentracdo de enzima amiloglicosidase AMG 200L. Os ensaios foram realizados
sobre uma concentracgao inicial de substrato de 300 g/l (solugdo-méae).

Os resultados podem ser verificados na Figura 3.4.

A formacgdo de glicose (g/l) foi acompanhada desde a agdo da enzima a-
amilase ocorrida no tempo zero (Figura 3.4). Pode-se verificar que ha uma baixa
formacéo de glicose nesta etapa, vindo a confirmar a maior formacédo de dextrinas
limite e outros oligossacarideos nao determinados neste trabalho (NOVO NORDISK,
1996). A etapa de sacarificagéo se inicia com cerca de 9,5 g/l de glicose formada
durante a acao da a-amilase.

Utilizando-se 1ml de enzimal/l de solugdo de amido liquefeito (300g/l), durante
260 minutos, pH 4,5 e temperatura de 55-57°C; obteve-se uma concentracéo de
205,79 g/l de glicose. Este valor supera em 37,8 % o valor obtido com 0,5 ml de
enzima/ | de solugdo de amido liquefeito (300g/l) — 128 g/l de glicose, nas mesmas

condicdes.
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Durante outras hidrélises realizadas sem um acompanhamento mais rigoroso
tivemos producgdes de 210,4; 212,8; 231,6; 228,1, 221,1; 203,5 e 223,3 g/l de glicose

com 1 ml de enzima/l de solug&o.
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Figura 3.4 — Formac&o de glicose (g/l) contra o tempo (min) para concentragdes de
0,5 e 1,0 ml enzima amiloglicosidase/l de solugdo de amido ligliefeito - pH 4,5 e
temperatura de 55-57°C.

Se considerarmos o calculo da concentracdo total de glicose formada durante
a hidrdlise do amido proposto por CHIANG e JOHNSON (1977), o qual usa um fator
de conversdo de amido (trigo suave) em glicose de 1,1; nessa reacdo obtivemos um
rendimento médio (218,7 g/l de glicose) de 66,3%, no tempo proposto. EJIOFOR et
al. (1996), utilizando o mesmo periodo de hidrélise para amido de mandioca
liquefeito com concentragéo inicial de 200 g/l, conseguiu um rendimento de
aproximadamente 69% de glicose e o restante dos produtos foram essencialmente
maltose e isomaltose, e as mesmas condi¢des utilizadas neste trabalho.

Em termos de atividade especifica, foram obtidos valores de 93,5 U/mg e 83,3
U/mg para enzima amiloglicosidase AMG 200L, nos ensaios com 1,0 e 0,5 ml de
enzimall de solugdo-mée, respectivamente. O experimento com 1,0 ml de enzima
teve sua atividade 10,9 % maior que o experimento realizado com 0,5 ml de AMG.

Segundo ZANIN (1989), a concentracdo de 1 ml de enzima/l de solugdo tem



Resultados e Discussé&o 55

garantida a ocupagéo de todos os sitios ativos da enzima, o que faz com que haja
um maior aproveitamento da sua capacidade catalitica.

Apesar de terem sido testadas somente duas concentragdées de enzima
amiloglicosidase AMG 200L, ficou determinado que as hidrélises posteriores seriam
realizadas com 1ml de enzima/l de solugéo de amido liquefeito (300g/l), nas mesmas
condi¢cdes do experimento, tendo como tempo de reagdo 240 minutos. Apds este
tempo, a temperaturas superiores a 50°C, ha uma redugdo da atividade da

amiloglicosidase.

2 — CULTURAS DE CELULAS EM “SHAKER”

Foram realizados experimentos em frascos Erlenmeyer utilizando-se o meio
proposto por WIN et al. (1996), variando-se as concentragdes de extrato de levedura
(0,5; 1,0; 2,0; 3,0 e 4,0 g/l) em substituicdo a solugéo vitaminica referenciada, para o
cultivo da levedura Saccharomyces cerevisiae cepa CCT 1530. Para a execucao dos
ensaios foi usada uma velocidade de agitacdo de 100 min™ e temperatura de 30°C.

O objetivo destes ensaios foi de estudar a viabilidade de substituicdo da
solucdo de vitaminas por extrato de levedura para facilitar a manipulacdo e garantir
uma esterilizacdo eficiente do meio de cultura. O fato de as vitaminas terem sua
atividade extremamente fragilizada quando em solugdo, as torna ainda menos
atraente do uso.

Para a escolha da melhor concentragdo de extrato de levedura levou-se em
consideragao a concentragdo final de célula e o fator de conversdo de glicose em
célula (Yxg) dos valores médios dos experimentos realizados. Os resultados
experimentais podem ser verificados no Anexo Il

A Figura 3.5 apresenta os valores das concentragdes finais de células (g/l)
obtidas nos ensaios realizados com solugdo de vitamina e concentragdes de extrato
de levedurade 0,5; 1,0; 2,0; 3,0e 4,0 g/l.

Como demonstra a Figura 3.5, o0 melhor resultado obtido foi de 1,58 g/l de
células para a concentragdo de extrato de levedura de 3,0 g/l, nas condi¢gdes do
experimento. Este valor superou em 29,1% d resultado do ensaio utilizando a
solugéo de vitaminas proposta por WIN et al. (1996).
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Figura 3.5 — Concentracao final de células (g/l) para as diferentes concentracées de
extrato de levedura (Y.E.) e solugdo vitaminica, obtida com 12 horas de cultivo em
“shaker”.
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Figura 3.6 — Fator de conversdo de glicose em células (g/g) para as diferentes
concentragbes de extrato de levedura (Y.E.) e solugdo vitaminica, obtida com 12

horas de cultivo em “shaker”.

Na Figura 3.6 estdo apresentados os fatores de converséo (g células /g de

glicose), Yxi, dos ensaios realizados em shaker. Pode-se verificar um maior
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rendimento na cultura de células que tiveram o meio adicionado de 3,0 g/l de extrato
de levedura, apresentando um fator de conversdo de substrato em célula de 0,172
g/g. O valor mostrado pela cultura com solugio de vitamina foi de 0,12 g/g, 30%
menor.

O fator de conversdo global obtido por WIN et al. (1996) foi de 0,18 g/g
utilizando um biorreator aerado e processo batelada. O valor de 0,17 g/g conseguido
no experimento com 3,0 g/l de extrato de levedura, foi considerado muito bom,
levando-se em consideracdo que o ensaio foi realizado em “shaker” sem o controle
de pH. Contudo, apesar da concentragéo de 3,0 g/l de extrato de levedura ter sido o
maior obtido, as demais concentragdes também se apresentaram muito boas.

Diante dos resultados obtidos com estes ensaios ficou determinado que os
demais ensaios fermentativos deveriam ser realizados com o meio de WIN et al.
(1996), tendo como substituto para a solugcédo de vitaminas o extrato de leveduras na
concentragdo de 3,0 g/l, além do que esta concentracdo é a encontrada na
formulacdo do meio YMA, meio recomendado pela Fundagéo Tropical de Pesquisa

André Tosello, banco de cepas.

3. CULTURA DE CELULAS EM BIORREATOR

Estdo apresentados e discutidos, neste item, os experimentos realizados em
biorreatores fazendo-se uso dos processos em batelada simples e batelada
alimentada, visando a determinacdo das cinéticas de crescimento e melhoria dos

parametros de fermentacdo de Saccharomyces cerevisiae, cepas CCT 1530 e CCT
15631.

3.1 — CULTURA EM BATELADA SIMPLES

Os resultados dos experimentos realizados em processo batelada simples,
estdo demonstrados neste item. S&o discutidos os ensaios com a cepa CCT 1530 e

cepa CCT 1531, onde foram testadas a influéncia da concentragao inicial de
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substrato, influéncia da concentragéo da fonte de nitrogénio (cepa CCT 1530) e
comportamento das cepas crescendo em meio complexo YM.

A influéncia da concentragcao inicial de substrato foi avaliada visando uma
maior produgdo de células, uma vez que é sabido que a Saccharomyces cerevisiae,
quando em presenca de excesso de glicose desvia seu metabolismo para um
metabolismo fermentativo, apresentando uma oxidagdo incompleta do substrato
levando a um processo pouco energético em termos de produgdo de ATP.

Para verificar a possibilidade de haver insuficiente quantidade de nitrogénio
no meio reacional, foi realizado um ensaio com a cepa CCT 1530 contendo o dobro
da concentragdo de sulfato de amoénia (20 g/l) e uma concentragéo de 15 g/l de
glicose inicial.

O meio YM, sugerido por OLIVEIRA (1995) e o meio de sais sugerido por WIN
et al. (1996) e modificado na fase de cultura em “shaker”, foram testados para testar
a influéncia do meio no crescimento da levedura.

Nas cultura em batelada simples foram determinados os parametros cinéticos
do crescimento celular: fator de conversdo de glicose em células (Yxc), fator de
conversdo de etanol em célula (Yxerton), velocidade maxima de crescimento sobre
glicose (uxc), velocidade maxima de crescimento sobre etanol (uxeton) €
produtividade em célula (Px)

A discussdo dos resultados esta separada, primeiramente, de acordo com a

cepa e, apos isto, fica estabelecida a comparagéo entre as cepas utilizadas.

3.1.1 — ENsAIOS coM A CEPA CCT 1530

3.1.1.1 — INFLUENCIA DA CONCENTRAGAO INICIAL DE SUBSTRATO — CEPA CCT 1530

Foram realizados ensaios com concentragdes iniciais de substrato de 5, 10 e
15 g/l. A glicose proveniente da hidrolise do amido de mandioca foi utilizada como
substrato carbonado das culturas.

O processo foi realizado sem controle de pH. Os demais parametros de
processo foram temperatura de 30°C, frequéncia de agitagdo de 400 rpm e a
aeragdo de 3,6 I/min. A agitagdo mantida em 400 rpm, a mesma utilizada por
OLIVEIRA (1995), é uma parametro importante por participar da particdo das bolhas
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de ar, e consequentemente, melhorar a aeragéo do meio. O pH n&o foi controlado
por haver falhas no equipamento, contudo, este foi monitorado.

As Figuras 3.7, 3.8 e 3.9 mostram a cinética de crescimento da cultura de
células de Saccharomyces cerevisiae CCT 1530 para os ensaios com
concentragdes iniciais de glicose (hidrolisado de amido de mandioca) de 5, 10 e 15
g/l, respectivamente. O tempo de cultura foi de 23 — 26 horas com o monitoramento

do pH, concentragdo celular, concentragéo de etanol e concentragéo de glicose.
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Figura 3.7 — Cinética da cultura de células de S. cerevisiae CCT 1530 em meio de
WIN et al. (1996) modificado, com valores de pH e concentragdes (g/l) de células,
etanol e glicose contra tempo (h), para processo em batelada simples com 5 g/l de

glicose inicial.
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Figura 3.8 — Cinética da cultura de células de S. cerevisiae CCT 1530 em meio de
WIN et al. (1996) modificado, com valores de pH e concentragdes (g/l) de células,
etanol e glicose contra tempo (h), para processo em batelada simples com 10 g/l de

glicose inicial.
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Figura 3.9 — Cinética da cultura de células de S. cerevisiae CCT 1530 em meio de
WIN et al. (1996) modificado, com valores de pH e concentragdes (g/l) de células,
etanol e glicose contra tempo (h), para processo em batelada simples com 15 g/l de

glicose inicial.
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De acordo com as cinéticas de crescimento apresentadas nas Figuras 3.7, 3.8
e 3.9, existem trés fases bem definidas na curva do crescimento celular. A primeira
fase, que vai do inicio do processo e termina onde a curva de substrato tende a
zero, é a fase em que se tem o consumo de glicose como substrato. A segunda fase
se caracteriza por uma parada no crescimento celular, que pode variar de 1 a 4
horas e se inicia quando o substrato principal, a glicose, € exaurida do meio. Neste
periodo a levedura se adapta ao novo substrato sintetizando as enzimas
necessarias para a assimilagcédo de outro tipo de molécula, que n&o glicose, que pode
estar presente no meio reacional. A terceira fase ocorre com a utilizagéo' pela
levedura de outro substrato carbonado, que pode ser etanol ou outro agucar
proveniente da hidrélise incompleta do amido, esta se mostra menos acentuada que
a primeira fase, em fungdo da baixa concentragao de substrato presente, ou devido
a uma menor afinidade da levedura pela molécula.

Uma cinética tipica seria a terceira fase de crescimento se dar em fungéo do
consumo de etanol, contudo pode-se observar na Figuras 3.7, 3.8 e 3.9, que apesar
de ndo haver concentracbes aparentes de etanol, esta fase se apresenta
ascendente. Uma |justificativa para este comportamento pode ser dada com a
possivel existéncia de outras fontes de carbono assimilaveis pela levedura.

MARC (1982) e GRIFFIN (1970) demonstram que, apds o consumo do
substrato principal, glicose, a Saccharomyces cerevisiae, quando em presenca de
outros agucares redutores de baixo peso molecular, passa a consumir a maltose,
maltotriose e frutose como fonte de carbono. Como é sabido, ndo se tem uma
hidrélise completa do amido, assim, € muito provavel que se tenha presente no meio
dextrinas limite e, até, maltose e maltotriose.

O consumo dos agucares redutores diferentes de glicose (AR) ocorre de
forma mais lenta como pode ser verificada através da velocidade especifica maxima
de crescimento (uxar) demonstrado na Tabela 3.2.

O monitoramento dos diversos acgucares redutores contidos na solugdo de
amido liquefeito ndo foi realizado em virtude da limitagdo de equipamento para a
analise dos mesmos.

Na Figura 3.9 pode se verificar uma maior produgdo de etanol, significando
gue a concentracéo inicial de 15 g/l de glicose ha um favorecimento do metabolismo
fermentativo por agdo do efeito crabtree, com consequente redugdo no rendimento

em célula no processo.
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A Tabela 3.2 apresenta os valores dos parametros cinéticos obtidos com a
culturas da cepa CCT 1530, com concentragdes iniciais de glicose de 5, 10 e 15 g/l
de glicose de mandioca. A determinacdo destes valores pode ser avaliada no Anexo
[l

Tabela 3.2 — Parametros cinéticos determinados nos ensaios em batelada simples

com a cepa CCT 1530, para o estudo da influéncia da concentragdo inicial de

substrato.
el [ | & W o
(@) | e
5 0,34 0,031 0,40 - 0,118
10 0,48 0,054 0,44 - 0,266
15 0,32 0,043 0,23 0,18 0,202

** AR sao os agucares redutores fermenteciveis que ndo seja glicose

Na Tabela 3.2 vemos que os maiores valores foram os obtidos com as
culturas realizadas com 10 g/l de glicose inicial. Acreditamos que 5g/l de glicose foi
insuficiente para o bom rendimento da cultura, enquanto que 15 g/l de glicose inicial
se mostrou superior a concentragao critica, onde o metabolismo é desviado para a
rota anaerdbica, com produgéo de etanol.

Os fatores de conversdo de outros agucares redutores em célula para as
concentragdes de 5 e 10 g/l ndo puderam ser calculados, como ja citado, devido a
concentragao de agucares redutores totais ndo ter sido determinada.

O fator de converséo de etanol em célula da cultura de 15 g/l de glicose pode
estar refletindo um valor mascarado de um fator de conversdo de outros agucares
redutores (AR) presentes no meio, por poder estar havendo uma concomitante
assimilagéo pela levedura de etanol e AR.

Os experimentos foram realizados em duplicata, tendo apresentado boa
reprodutibilidade dos resultados.
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3.1.1.2 — INFLUENCIA DA CONCENTRAGAO INICIAL DE NITROGENIO — CEPA CCT 1530

O ensaio foi realizado com o meio de WIN et al. (1996) modificado, com uma
concentragdo de glicose inicial de 15 g/l e um suprimento de (NH4)>SO4 como fonte
de nitrogénio de 20 g/l, o dobro da concentragdo utilizada nos experimentos

anteriores (Figura 3.10).
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Figura 3.10 — Cinética da cultura de células de S. cerevisiae CCT 1530 em meio de
WIN et al. (1996) modificado, com valores de pH e concentracdes (g/l) de células,
etanol e glicose contra o tempo (h), para processo em batelada simples com 15 g/l

de substrato inicial e 20 g/l de fonte de nitrogénio ((NH4)2S04).

A Tabela 3.3 apresenta os parametros cinéticos determinados na cultura de
célula CCT 1530 com 15 g/l de glicose e 20 g/l de (NH4)2SO..

Em comparagdo com ensaios com 15 g/l de glicose e 10 g/l de fonte de
nitrogénio, a cultura com o dobro de nitrogénio apresenta um fator de converséo da
ordem de 40% maior e velocidade especifica maxima de crescimento sobre glicose

13% menor.
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Tabela 3.3 — Parametros cinéticos determinados nos ensaios em batelada simples

com a cepa 1530, para o estudo da influéncia da concentragdo de nitrogénio.

- Conc. :
b Ux/c LLX/AR* Yxe Y x/ETOH Px
'g‘l‘;(';'-s‘;e (W (h™) (g/g) (g/9) (g/.h)
(g)
15 0,29 0,013 0,34 - 0,128

** AR sdo os agucares redutores fermenteciveis que ndo seja glicose

GUILLOU (1996) apresenta dados de fatores de conversdo calculados por
SUZUKI et al. (1985) a partir da composi¢do de levedura, sendo que o fator de
rendimento de célula sobre nitrogénio é de 8,55 g/g. Como o nitrogénio perfaz 21%
da massa de sulfato de amoénia teriamos uma producdo de célula total de 17,9 g e
35,9 g de células nas culturas com 10 g/l e 20 g/l de fonte de nitrogénio,
respectivamente. Portanto, como nos ensaios realizados, a concentragdo de célula
nao ultrapassou 7 g/l, ndo houve limitagdo de nitrogénio nos meios utilizados.

Segundo AMORIM (1977) a fermentacdo alcodlica ocorre de forma mais
rentavel em presencga de concentragdes baixas de nitrogénio, entre 500 e 600 ppm.
ZAGO (1982) citado por RIBEIRO, et al.(1987), afirma que o nitrogénio foi o
elemento cuja deficiéncia mais evidenciou o decréscimo na produgdo de matéria
seca das leveduras de panificagdo Fleischmann, 1Z 1904 e M 300A. Contudo o que
foi observado neste ensaio foi um aumento do fator de converséo de 48% em
relacéo ao ensaio com a mesma concentracao de glicose inicial (15 g/l).

Apesar de se apresentar com resultados superiores aos obtidos nas culturas
sem suplementagédo de nitrogénio, o ensaio suplementado n&o superou os valores
apresentados pelas culturas realizadas com concentragdo de glicose inicial de 10 g/l.
Isto se deve a influéncia da concentragdo de glicose sobre o metabolismo da

Saccharomyces cerevisiae.

3.1.1.3 — Cultura da cepa CCT 1530 com controle de pH

Valores de pH muito baixos diminuem o rendimento de Saccharomyces
cerevisae (VERDUYN, 1991). Para verificar a influéncia do pH sobre a cinética de
crescimento da cepa CCT 1530, foi escolhida a cultura com a concentragéo de 10 g/l
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de glicose inicial, a qual apresentou melhores comportamentos cinéticos, para a
realizagdo do ensaio.

A Figura 3.11. demonstra a cinética de crescimento de S. cerevisiae CCT-
1530 em meio de WIN, et al. (1996) modificado com glicose inicial de 10 g/l e

controle de pH.
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Figura 3.11 Cinética da cultura de células de S. cerevisiae CCT 1530 em meio de
WIN et al. (1996) modificado, com valores de concentracdes (g/l) de célula, etanol e
glicose contra tempo (h), para processo em batelada em meio de WIN et al. (1996)

modificado simples com 10 g/i de glicose inicial com controle de pH em 4,5.

De acordo com os valores dos parametros cinéticos apresentados na Tabela
3.4, podemos verificar que o fator de converséo de glicose em célula, Yxg, € menor
que o valor obtido com a cultura realizada com a mesma concentragcéo de glicose
inicial sem corregao de pH. Este fato se reflete ao contrario da hipotese inicial
proposta, talvez pelo fato de se tratar de uma cepa acido-tolerante, como declara o
banco de cepa de origem (Fundacgéo de Pesquisa e Tecnologia André Tosello).

Pode-se observar, também que houve uma maior produgdo de etanol,
levando a um fator de converséo de etanol em célula, Yxerton, elevado (0,48 g/g), e
que a velocidade especifica maxima de crescimento (uxc) se apresentou 29%

inferior a mesma cultura sem controle de pH (ver Tabela 3.2)
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Tabela 3.4 — Parametros cinéticos determinados nos ensaios em batelada simples

com a cepa CCT 1530 com controle de pH.

Conc. inicial
: HX/G LX/AR™ Yxe Y xeToH Px
e |0 () (9/9) (9/g) (gh)
10 0,34 0,08 0,33 0,48 0,264

** AR sdo os acgucares redutores fermenteciveis que ndo seja glicose

3.1.1.4 — ENSAIO cOM MEIO cOMPLEXO YM — CcePA CCT 1530

Com intuito de verificar a influéncia do meio de cultura na cinética de
crescimento de Saccharomyces cerevisiae CCT 1530, e ainda, estabelecer um
comparativo com estudos realizados por OLIVEIRA (1995), foi realizado um ensaio
com meio complexo YM. A concentragdo inicial de glicose de mandioca foi de 10g/l,
por ser esta a concentracdo que resultou em melhores valores dos parametros
cinéticos obtidos com as culturas utilizando meio de WIN et al. (1996) modificado.

A Figura 3.12 demonstra a cinética de crescimento de Saccharomyces
cerevisiae CCT 1530 em meio YM com acompanhamento da variacédo do pH, das
concentracdes de glicose, etanol e célula. O que pode ser observado € que houve
uma maior producado de etanol no inicio da cultura, onde se tinha uma concentrac&o
inicial de glicose maior. A presenca de uma alta concentragdo de substrato no inicio
do processo faz com que as células utilizem o caminho fermentativo de crescimento,
resultando na producgéo de etanol e decréscimo do rendimento em célula.

No periodo de tempo em que o etanol esteve presente, ndao houve
crescimento expressivo da populacéo de célula, o que demonstra uma inibicdo do
crescimento celular frente a este metabdlito se traduzindo em uma repressao
catabdlica. Apds o etanol se apresentar numa concentragao inferior a concentragcéo
critica (0,5 g/l) a levedura inicia sua fase exponencial de crescimento, atingindo uma
velocidade especifica de crescimento sobre glicose (uxg) de 0,368 h™.

A glicose no meio de cultivo, este é o substrato preferencialmente consumido
pela S. cerevisiae, porém se observa que o etanol presente no inicio do cultivo
desaparece, 0 que sugere um arraste (“stripping”) pelo ar deste composto volatil.
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Figura 3.12 — Cinética da cultura de células de S. cerevisiaze CCT 1530, com
valores de pH e concentragdes (g/l) de célula, etanol e glicose contra tempo (h), para

processo em batelada simples com meio YM contendo 10 g/l de substrato inicial.

Os valores dos parametros cinéticos obtidos estdo demonstrados na Tabela
3.5. O fator de conversado sobre glicose de 0,519 g/g, se apresenta muito bom,
ficando proximo do resultado obtido com meio de WIN et al. (1996) modificado
(0,435 g/g) com a mesma concentragao inicial de substrato. A velocidade especifica

de crescimento sobre glicose neste experimento € da ordem de 15% inferior.

Tabela 3.5 — Parametros cinéticos determinados nos ensaios em batelada simples

com a cepa CCT 1530 sobre meio YM.

Conc. inicial Y Y p

de glicose Hxie Hxihe e METON X
o) (h") (h) 7 (/) (a/.h)
10 0,37 0,047 052 0,214

** AR s@o os agucares redutores fermenteciveis que ndo seja glicose

OLIVEIRA (1995) utilizando glicose PA, realizou cultura de Saccharomyces
cerevisiae CCT 1531, obteve uma velocidade especifica maxima de crescimento
(uxe) de 0,28 h' e um fator de conversdo sobre glicose de 0,14 g/g. Como

demonstra a Tabela 3.5, a cultura da cepa CCT 1530 superou em 24% a velocidade
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especifica maxima de crescimento e 73% o fator de converséo (Yxg) obtido por
OLIVEIRA (1995).

O fator de conversdo de glicose em célula, Yxg, de 0,52 g/g, supera os
valores obtidos por diversos autores (WIN et al. ,1996; EJIOFOR et al., 1996) que
utilizaram hidrolisado de mandioca como substrato e processo batelada alimentada,
onde se tem a maximizacdo do rendimento. Os autores que realizaram culturas em
batelada simples com o mesmo substrato (WIN et al. ,1996; NINOW et al., 1994)
apresentaram valores de Yy, da ordem de 0,2 g/g.

3.1.2 — ENsAIOS coMm A CEPA CCT 1531

3.1.2.1 — INFLUENCIA DA CONCENTRAGAO INICIAL DE SUBSTRATO

Neste topico estdo discutidos os ensaios realizados com a cepa CCT 1531
em meio de WIN et al. (1996) modificado com concentragdes iniciais de glicose de
mandioca de 5, 10 e 15 g/l. Um ensaio com meic YM e 10g/l de glicose de
mandioca, também foi executado.

As Figuras 3.13, 3.14 e 3.15 apresentam as cinéticas de crescimento de
Saccharomyces cerevisiae CCT 1531 para as concentragdes iniciais de 5, 10 e 15
g/l de glicose de amido de mandioca hidrolisado, respectivamente Pode-se verificar
um rapido consumo de glicose, ficando esta ausente o meio a partir da 5% hora de
ensaio, com uma produgdo de concentragdes razoaveis de etanol. Isto indica que
houve um direcionamento do metabolismo da levedura a fermentagdo, com

consequente diminuigdo do rendimento da cultura em células.
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Figura 3.13 — Cinética da cultura de células de S. cerevisiae CCT 1531 em meio de
WIN et al. (1996) modificado, com valores de pH e concentragbes (g/l) de células,
etanol e glicose contra tempo (h), para processo em batelada simples com 5 g/l de

glicose inicial.
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Figura 3.14 — Cinética da cultura de células de S. cerevisiae CCT 1531 em meio de
WIN et al. (1996) modificado, com valores de pH e concentragdes (g/l) de células,
etanol e glicose contra tempo (h), para processo em batelada simples com 10 g/l de

glicose inicial.
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Figura 3.15 — Cinética da cultura de células de S. cerevisiae CCT 1531 em meio de
WIN et al. (1996) modificado, com valores de pH e concentragdes (g/l) de células,
etanol e glicose contra tempo (h), para processo em batelada simples com 15 g/l de

glicose inicial.

As curvas de crescimento de célula apresentam duas fases ascendentes
nitidas, sendo que a primeira se da em fungdo do consumo de glicose e a segunda
esta relacionada a uma utilizacdo de etanol pela levedura, como fonte de carbono.

A presenca de outros agucares fermentaveis no meio foi observada nos
ensaios realizados com a cepa CCT 1530. Assim pode estar havendo um consumo
de outros acgucares redutores juntamente com o etanol, também na cultura CCT
1631.

Contudo, devido a incerteza de estar havendo utilizagdo de outros agucares
redutores o calculo de fator de conversdo e velocidade maxima especifica de
crescimento foram realizadas sobre o etanol.

No Anexo Il estdo demonstradas as determinagbes das velocidades
especificas maximas de crescimento sobre glicose (uxc), etanol (uxeton), bem como
os fatores de conversédo de glicose em célula (Yxc) e etanol em célula (Yxeron). Os
valores dos parametros cinéticos das culturas de células CCT 1531, para as trés

concentragdes de substratos inicial, estdo apresentados na Tabela 3.6.
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Tabela 3.6 — Parametros cinéticos determinados nas culturas em batelada simples
com a cepa CCT 1531 em meio de WIN et al. (1996) modificado, para o estudo da

influéncia da concentracgao inicial substrato.

~ Conc. inicial de _ - ‘ _
= dlicose . UX/G WETOH | Yoo Voeron Px :
- on 'y | 69 | (ofe} | (alay | (ghh)
5 0,36 0,14 0,18 1,81 0,160
10 0,41 0,08 0,16 0,97 0,276
15 0,41 0,11 0,12 nd' 0,224

'ndo determinado

Os fatores de conversao de etanol em célula (Yxc) obtidos sdo superiores aos
encontrados na referéncia, 0,65 g/g — OLIVEIRA (1995), 0,61 g/g — VERDUYN
(1991), 0.68 g/g — OLSSON et al. (1997). O que se sugere € que pode estar
havendo uma assimilacdo concomitante de etanol e outros agucares redutores.

As velocidades especificas maximas de crescimento sobre glicose (uxg) das
culturas com 10 e 15 g/l de glicose s&o iguais. Os valores obtidos neste trabalho
superam em 32% a melhor velocidade maxima obtida no trabalho de OLIVEIRA
(1995) realizado com a mesma cepa, (0.28 h”'); ORLOWSKI e BARFORD (1991)

conseguiram um g de 0.45h™ em cultura sobre 10 g/l de glicose.

3.1.2.2 — ENSAIO COM MEIO cOMPLEXO YM — CEPA CCT 1531

Neste experimento foi utilizada a mesma metodologia e condi¢des de
operacéo efetuada por OLIVEIRA (1995), para verificar as condi¢ées atuais da cepa
CCT 1531. Para tanto foi utilizado meio complexo YM e glicose PA como fonte de
carbono.

A cultura teve o pH controlado e o monitoramento da concentragéo de célula,
concentracdo de etanol e da concentragcdo de glicose como demonstra a Figura
3.16. Pode-se verificar, assim como ocorreu com as culturas em meio de WIN et al.
(1996) modificado da cepa CCT 1531, o processo em meio YM apresenta um rapido

consumo de glicose com formagéo de etanol em concentragdes que chegam a 3,9
g/l.
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Figura 3.16 — Cinética da cultura de células de S. cerevisiae CCT 1531 em meio

YM, com valores de concentragdes (g/l) de células, etanol e glicose contra tempo (h),

para processo em batelada simples com 10 g/l de glicose inicial e pH controlado.

Em relagdo aos parametros cinéticos apresentados na Tabela 3.7, podemos

verificar uma velocidade especifica maxima de crescimento, uxc, levemente maior

as obtidas com a mesma cepa CCT 1531, 0,36; 0,41 e 0,41 h™’ para as culturas em

meio de WIN et al. (1996) modificado com 5, 10 e 15 g/l de glicose, respectivamente.

A produtividade Px dobrou, talvez pelo fato do pH ser mantido em 4,5, ter favorecido

o crescimento da levedura.

Tabela 3.7 — Parametros cinéticos determinados no ensaio em batelada simples
com a cepa CCT 1531 em meio YM e pH controlado.

Conc. inicial de
glicose s MX/ETOH Yxo YxEToH Px
() (h™) (h™) (9/9) (9/9) (g/L.h)
10 0,43 0,13 0,20 0,80 0,55

Os parametros cinéticos demonstrados por OLIVEIRA (1995) nas mesmas

condigdes de ensaio foram: uxc = 0,28 h™ e Yy = 0,164 g/g; comparando com o0s
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valores mostrados na Tabela 3.6 verifica-se um uxc da ordem de 35% maior. A
justificativa para este fato € que pode ter havido algum tipo de variagdo no
metabolismo da cepa usado por OLIVEIRA (1995), alterando a velocidade de
consumo de glicose, ja que para o nosso trabalho, a cepa CCT 1531 foi adquirida
junto ao banco de cepas na forma reativada, em datas recentes, ndo tendo sofrido

muitos repiques.

3.1.3 — COMPARAGAO ENTRE AS CULTURAS DAsS CEPAS CCT 1530 ECCT 1531

A principal caracteristica a ser ressaltada € a producgdo de etanol, a qual se
deu em menores quantidades nas culturas da cepa CCT 1530, demonstrando que a
cepa CCT 1531 apresentou um maior desvio do metabolismo respiratorio,
conduzindo a menores fatores de conversédo de glicose em célula. A Figura 3.17
apresenta uma comparacgdo dos valores de Yxc para as culturas de CCT 1530 e
CCT 1531 em meio de WIN et al. (1996) modificado, nas concentragdes iniciais de
glicosede 5, 10 e 15 g/l

O rapido consumo de glicose apresentado pela cepa CCT 1531 confirma a
preferéncia desta cepa pelo consumo da glicose na via anaerébica (CANO E
CALOME, 1986).

GUILLOU (1996), apresenta um fator de conversdo tedrico de glicose em
célula, Y,7,, de 0,73 g/g. Como na pratica os maiores fatores de converséo
apresentados sdo da ordem de 0,52 g/g (VERDUYN, 1991), tem-se, ai, um
excedente de glicose integrada a demanda pelo anabolismo da célula, tendo-se um
valor maximo, Yg. estimado em 0,652 g/g, calculado a partir das equagdes
estequiométricas de culturas aerdbicas. Com base no valor estimado e tomando

como definicdo que o rendimento € o valor calculado sobre um fator de converséo

maximo, temos os valores de rendimento das culturas realizadas na Figura 3.18.
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Figura 3.17 — Fatores de conversao de glicose em célula (g/g) para as culturas de
células de S. cerevisiae CCT 1530 e CCT 1531.
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Figura 3.18 — Rendimento (%) das culturas com as cepas CCT 1530 e CCT 1531

sobre o valor estimado de fator de conversédo de glicose em célula Yy, de 0,652

g/g.
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Como pode-se constatar na Figura 3.17 e Figura 3.18, a cepa CCT 1530 de
forma geral apresentou melhores rendimentos que a CCT 1531, se destacando a
cultura realizada com a cepa CCT 1530 com concentragéo inicial de glicose de 10
g/l, com um fator de conversdo de 0,44 g/g, perfazendo 67,5% do rendimento
estimado por GUILLOU (1996)

Através dos dados demonstrados podemos afirmar que a cepa CCT 1530
apresentou um melhor desempenho, e para a produgéo de células se mostra em
como uma cepa preferencial, j& que o fator de conversdo é um parametro de
relevancia para a sele¢céo de cepa para este fim.

Com relacéo a produtividade, as culturas das duas cepas realizadas sob as
mesmas condicbes apresentam valores bem proximos, com a cepa CCT 1531
ligeiramente maior, sendo que em ambas culturas com 10 g/l de glicose inicial se
mostraram mais produtivas. O resumo dos valores obtidos para esta parametro pode

ser verificado na Figura 3.19.

Bl CCT 1530
0,40 B cCT 1531
0,35- ‘
0304 0,27 929

Produtividade em célula (g/l.h)

5 10 15 ‘
Concentragao inicial de glicose (g/l)
]

Figura 3.19 - Produtividade das culturas com as cepas CCT 1530 e CCT 1531
(g/l.h).

WIN et al. (1996) obteve, realizando cultivo de células em batelada com
xarope de glicose de mandioca como fonte de carbono, uma produtividade de 0,31

g/l.h e um fator de converséo de 0,23 g/g de célula de glicose, com culturas em
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batelada simples em meio semelhante ao usado neste trabalho. Observando as
Figuras 3.17 e 3.19 podemos confirmar com os valores apresentados pela cepa CCT
1530, que a substituicdo da solugdo de vitaminas por extrato de levedura néo
causou nenhum prejuizo.

Uma caracteristica interessante observada durante os ensaios foi a
dificuldade em filtrar o meio de cultura contendo a cepa CCT 1530 em relacéo a
cepa CCT 1531. As cepas CCT 1530 e CCT 1531, filtradas no momento da
determinagdo do peso seco, quando da confecgdo da curva de calibracdo de

células, levavam, em média de 24-30 horas e 30-40 minuto, respectivamente.

3.2 — CULTURAS EM BATELADA ALIMENTADA

Foram efetuadas duas culturas em biorretor com processo em batelada
alimentada, sendo uma com a cepa CCT 1531 em meio YM e outra com a cepa CCT
1530 em meio de WIN et al. (1996) modificado.

A alimentagdo se deu através do monitoramento da concentragéo de etanol
durante o ensaio. Para evitar inibicdo do crescimento celular por parte do etanol,
estabeleceu-se um “set point” para a concentragdo deste metabdlito de 0,5 g/l. Ao
atingir este valor a adicédo de glicose era parada até chegar a uma concentracdo em
torno de 0,1 g/l de etanol.

No Anexo IV estdo demostrados os resultados experimentais obtidos durante

O processo.

3.2.1 — “FED-BATCH” — CEPA CCT 1531

O processo “fed-batch” realizado com a cepa CCT 1531 foi conduzido de
forma semelhante ao utilizado por OLIVEIRA (1995), diferenciando no sistema de
analise, onde OLIVEIRA o fez via “on line”, fazendo uso de um sensor de compostos
volateis desenvolvido no laboratério de Engenharia Bioquimica - UFSC, o que
permitia analisar uma maior quantidade de amostras durante o ensaio. Para a
analise de etanol nos ensaios realizados neste trabalho, as amostras eram retiradas,

centrifugadas e posteriormente injetadas manualmente no cromatdgrafo.
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A cinética de crescimento de Saccharomyces cerevisiae CCT 1531 em meio
YM esta demonstrada na Figura 3.20.

Observando as curvas de etanol e glicose, pode-se dizer que o controle do
processo foi bom apesar do tempo de amostragem ter sido relativamente elevado,
30 minutos, o que prejudicou na determinacdo do tempo de injegao da solugéo de
alimentacdo. Para se evitar concentragdes de glicose elevadas (superiores a critica),
procurava-se deixar a vazdo da bomba no valor minimo, em torno de 2 mi/min, e a

medida que a populacao de células aumentava, variava-se o tempo de alimentagao.
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Figura 3.20 — Cinética de crescimento em batelada alimentada de Saccharomyces
cerevisiae CCT 1531 em meio YM.

Na Figura 3.21 pode-se verificar a variagdo do volume do reator (I) com o
tempo (h), onde se nota uma tendéncia a variagdo exponencial.

Um fato que devemos ressaltar é a ndo disponibilidade de uma sonda para a
dosagem de oxigénio dissolvido no meio de cultura e monitoramento das condigbes
de cultivo. Este parametro € muito importante em culturas de leveduras facultativas,
uma vez que a capacidade respiratoria do microrganismo também é dependente da
concentragao de oxigénio no meio.

Os parametros cinéticos calculados no processo foram: velocidade especifica
maxima de crescimento (u) e fator de conversdo de glicose em célula, demonstrados

nas Figuras 3.22 e 3.23, respectivamente.
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Figura 3.21 — Variagdo do volume do reator (l) versus tempo (h) de processo

batelada alimentada da cultura de Saccharomyces cerevisiae CCT 1531 com meio
YM.
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Figura 3.22 — Determinag&o da velocidade especifica maxima de crescimento de

Saccharomyces cerevisiae CCT 1531 em batelada alimentada com meio YM.
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Figura 3.23 — Determinac&o do fator de conversédo de glicose em célula (g/g) para

cultura de Saccharomyces cerevisiae CCT 1531 em processo batelada alimentada
com meio YM.

OLIVEIRA (1995) obteve um fator de conversdo de 0,51 g de célula/g de
glicose, se aproximando bastante do valor obtido neste trabalho (0,50 g/g). A
velocidade especifica méaxima de crescimento ficou prejudicada (0,10 h™)
principalmente devido ao fato de ndo se ter um conhecimento mais preciso da real
necessidade de glicose pelos microrganismos, uma vez que o intervalo de
amostragem foi muito grande, além do fato de ndo se conhecer a concentragéo de
oxigénio no meio. As velocidades especificas maximas de crescimento apresentadas
por outros autores sdo: 0,18/0,23 h™' (EJIOFOR et al., 1996); 0,21 h™' (OLVEIRA,
1995); 0,17 h™" (NAMBA et al., 1981); 0,15/0,19 h™" (WILLIAMS et al., 1979).

3.2.2 — “FED BATCH” — CEPA CCT 1530

A cinética de crescimento do processo batelada alimentada utilizando a cepa
CCT 1530 em meio de WIN et al. (1996) modificado e glicose de hidrolisado de
mandioca, esta apresentada na Figura 3.24 e a variagdo do volume do reator, na
Figura 3.25.
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Figura 3.24 — Cinética de crescimento em batelada alimentada da cultura de

Saccharomyces cerevisiae CCT 1530 em meio de WIN et al. (1996) modificado.
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Figura 3.25 - Variacdo do volume do reator (I) versus tempo (h) de processo

batelada alimentada da cultura de Saccharomyces cerevisiae CCT 1530 com meio
de WIN et al. (1996) modificado.
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Observando a Figuras 3.24 pode-se verificar que houve um excesso de
glicose em 4 horas de processo, atingindo uma concentragdo de 1,2 g/l. Para
retornar a valores considerados bons, em torno de 0,5 g/l, foi necessario interromper
a alimentacéo (Figura 3.25). O motivo a que se deve este desvio esta relacionado ao
problema do tempo de amostragem como ja citado na cultura em batelada
alimentada da cepa CCT 1531.

Os parametros cinéticos determinados nesta cultura estdo demonstrados nas
Figuras 3.26 e 3.27.
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Figura 3.26 — Determinagdo de velocidade especifica maxima de crescimento de
Saccharomyces cerevisiae CCT 1530 em processo batelada alimentada com meio
de WIN et al. (1996) modificado.

A velocidade especifica maxima de crescimento se apresenta coerente com
os encontrados na literatura (OLIVEIRA, 1996; WILLIAMS, 1976)
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Figura 3.27 — Determinacédo do fator de converséo de glicose em célula (g/g) para
cultura de Saccharomyces cerevisiae CCT 1530 em processo batelada alimentada
com meio de WIN et al. (1996) modificado.

O fator de conversao de glicose em célula obtido neste processo de 0,33 g/g,
foi inferior ao valor obtido na cultura CCT 1531. Valores semelhantes s&o
apresentados por WILLIAMS et al. (1976) (0,33 g/g) e por OLIVEIRA (1995) sem
controle de etanol (0,38 g/g). Contudo, WIN et al. (1996), pesquisadores que fizeram
uso do mesmo meio de cultivo utilizado neste trabalho obtiveram resultados
superiores ao apresentado pela cepa CCT 1530, demonstrando que outros

parametros como agitagao, aeragao e a propria alimentacédo devam ser otimizados.
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CAPITULO 4
CONCLUSOES E SUGESTOES

1 — CONCLUSOES

O objetivo principal deste trabalho foi o estudo do uso de hidrolisado de amido
de mandioca para a producdo de biomassa microbiana, usando para tal duas cepas
de Saccharomyces cerevisiae, CCT 1530 e CCT 1531.

Para tanto foram realizados ensaios de hidrdlise, utilizando as enzimas «o-
amilase e anﬁiloglicosidase, para a obtencdo de uma solu¢do de glicose, a qual foi
incorporada ao meio de cuitivo como fonte de carbono.

Com a finalidade de substituicdo da solucdo de vitamina contida no meio de
sais proposto por WIN et al. (1996) por extrato de levedura, foram realizados
experimentos de cuitivo em “shaker”.

Um estudo comparativo entre os parametros cinéticos levantados nas culturas
em biorreator em processo batelada simples das duas cepas, foi realizado sob varias
condicdes de cultivo. Foi variada a concentragdo de substrato inicial para a
verificacdo deste parametro na cinética de crescimento das leveduras. Foram
testadas também a influéncia do meio de cuitivo, do pH e da concentracdo de
nitrogénio no meio.

Visando-se a maximizacdo da produgdo de células pelo controle da
concentracdo de glicose no meio, foram realizados cultivos em batelada alimentada,
utilizando-se o etanol, metabdlito deste tipo de fermentacdo, como variavel de
controle. |

Estes estudos permitiram concluir:

a) Ensaios enzimaticos:

e A amiloglicosidase usada na concentracéo de 1 ul de enzima/ml de solugdo de
amido liquefeito, ndo apresentou inibicdo pelo substrato como retrata a literatura

e a cinética apresentou uma curva de comportamento hiperbdlica se
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aproximando de uma cinética michaeliana até a concentragdo de 150 g/l de
substrato. O valor da atividade especifica obtida com uma concentragio inicial de
amido liquefeito de 300 g/l, indica uma inibicdo pelo substrato nas condi¢des do

ensaio.

Concentragdes de amiloglicosidase de 1 ml de enzima/l de solugdo de amido
liquefeito (300 g/l) se apresentou mais produtiva em termos de formagdo de
glicose, tendo como rendimento médio 66,3%, no tempo do experimento.

b) Ensaios em “shaker”:

O extrato de levedura substitui com vantagens a solugdo vitaminica, para o
crescimento de Saccharomyces cerevisiae, se destacando a concentragéo de 3,0
g/l; e ainda, proporciona maior agilidade no 'preparo do meio com maiores
garantias de esterilizacéo.

c) Ensaios em biorreatores, batelada simples:

Nas culturas em batelada simples, foi observado que um excesso de agucar leva
a um crescimento fermentativo, resultando numa producédo de etanol ao invés de

favorecer a producgéo de célula, o qual leva a um menor rendimento.

A concentragéo inicial de glicose que apresentou melhores resultados para
ambas as cepas foi a de 10 g/l.

A cepa CCT 1531 demonstrou uma maior tendéncia ao metabolismo

fermentativo, com o rapido consumo de glicose e maior produgéo de etanol.

A relevancia do fator de converséo de substrato em célula para o processo de
producdo de biomassa celular, faz da cepa CCT 1530 a mais indicada para este
tipo de finalidade.

A concentracgdo de sulfato de aménia de 10 g/l usada como fonte de carbono, foi

suficiente para o cultivo de célula nas condi¢des do ensaio.
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Os resultados obtidos neste trabalho tanto para a cepa CCT 1530, como para a
cepa CCT 1531 foram superiores aos apresentados por OLIVEIRA (1995),
trabalho tomado como referéncia.

d) Enéaios em biorreatores, betalada alimentada:

A cepa CCT 1531 apresentou um fator de converséo de glicose em célula de 0,5

g/l na cultura em batelada alimentada, de acordo com o esperado.

A velocidade especifica maxima de crescimento obtida na cultura em batelada
alimentada da cepa CCT 1531 em meio YM, foi inferior aos encontrados na
bibliografia, significando que para se conseguir concentragées de células ideais
levaria maior tempo de processo.

Os parametros cinéticos obtidos nas culturas em batelada alimentada da cepa
CCT 1530 foram inferiores aos esperados, apesar da concordancia com alguns
autores. Provavelmente; a otimizagdo do processo seria conseguida com um
maior numero de amostragem e acompanhamento de outras variaveis como

aeracéo, agitagdo e frequéncia de alimentacéo.

0O etanoi pode ser utilizado com sucesso como variavel de controle em culturas
em batelada alimentada de Saccharomyces cerevisiae, contudo se faz
necessario 0 monitoramento de outras variaveis, como a concentragdo de
oxigénio dissolvido.

Como conclusdo globai, tem-se que:

O uso potencial do amido de mandioca hidrolisado como fonte de carbono para o
cultivo de microrganismos interessantes biotecnologicamente, foi comprovado
neste trabalho. Assim pode-se dizer que o residuo de mandioca proveniente de

- fecularias podem vir a ser um excelente substrato para o cultivo de

Saccharomyces cerevisiae.
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2 — SUGESTOES

e Realizagéo de outros ensaios com concentragdes diferentes de enzima de forma
a obter a concentracéo ideal para tornar o processo mais produtivo e atraente
economicamente.

e Adocado de técnicas analiticas que permitam conhecer a cinética do consumo dos

diversos agucares presentes na solugdo de amido de mandioca hidrolisado.

e Observacdo de outros parametros como aeragdo e agitagcdo na realizagdo de

processos em batelada alimentada.

e Monitoramento da concentragéo de etanol “on line” durante o cultivo em batelada
alimentada para um controle mais preciso e consequente otimizagdo e
maximizacéo da producéo de célula.

e Realizagdo de ensaios em co-cultura com outras leveduras amiloliticas, ou
mesmo Saccharomyces cerevisiae engenheirada, de forma a excluir a etapa de

hidrélise-enzimatica, com o objetivo de tornar o processo mais economico.

o Estudo da cinética e modelagem do processo enzimatico.
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Estdo apresentados a seguir os resultados dos ensaios de influéncia da
concentragdo de substrato, amido liquefeito, sobre a atividade | enzimatica da
amiloglicosidase.

'O anexo esta organizado da seguinte forma: primeiramente se encontra uma
tabela com os resultados experimentais e seguindo os graficos correspondentes as
tabelas. .

Estao apresentados os graficos de concentragéo de glicose (g/l) versus tempo
(min) e micromoles de glicose versus tempo (min) para ambos os experimentos, € 0S
graficos das médias dos resultados dos dois experimentos, sendo que com esses
dltimos valores foram calculadas as velocidade iniciais de reagdo através da
tangente da curva no ponto zero (atividade).

Os experimentos com as diferentes concentragbes iniciais estéo
apresentados nas Tabelas e Figuras de Al 1 a Al 9, enquanto os ensaios com
concentragées de enzima diferentes estdo demonstrados na Tabela Al 10 e Figura
Al 10.
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Tabela Al 1 — Resultados dos experimentos 1 e 2, para a concentracao inicial de

substrato de 1,5 g/l de amido liquefeito.

[ Reagéo 1 l r Reagéo 2 I
\'Tempo‘ " Vol. |[ Glicose | ‘ Glicose | mlcromoles\ | Glicose Glicose | ‘ micromoles |
de ‘ ‘ de | presente formada ’ de ghcose ! presente formada ‘ | de glicose ‘
|reagao | \reagéo (mg/ml) (mg/ml) formado (mg/ml) (mg/ml) | formado ]
0 50,05 | 0,1562400 0,00000 0,00000 0,1 562400 0,00000 0,00000
0,4 50,05 | 0,6619718 0,50573 140,62155 | 0,6760563 0,51982 144,53782
2 49,25 | 1,3732394 1,21700 332,98457 | 1,5845070 1,42827 390,78973
4 48,45 | 1,6056338 1,44939 390,12850 | 1,6971831 1,54094 414,77052
6 47,65 | 1,7253521 1,56911 415,37885 | 1,8802817 1,72404 456,39215
8 46,85 | 1,8098592 1,65362 430,40032 | 1,8380282 1,68179 437,73209
10 46,05 | 1,7605634 1,60432 410,43940 | 1,9014085 1,74517 446,47226
12 4525 | 1,8169014 1,66066 417,47183 | 2,0070423 1,85080 465,27112
14 44 45 | 1,8661972 1,70996 422 26443 | 1,9577465 1,80151 444,87202
16 43,65 | 1,9436620 1,78742 433,44983 | 1,9788732 1,82263 441,98856
18 4285 | 1,8591549 1,70291 405,38836 | 1,9929577 1,83672 437,24086
20 42,05 | 1,8450704 1,68883 394,52955 | 1,9788732 1,82263 425,78738
22 41,25 | 1,8591549 1,70291 390,25134 | 1,9507042 1,79446 411,23138
24 40,45 | 1,9154930 1,75925 395,34323 | 1,9366197 1,78038 400,09089
26 39,65 | 1,9014085 1,74517 384,42183 | 1,9366197 1,78038 392,17809
1,5 g/l amido liquefeito ® teste 1 1,5 g/l amido liquefeito ® teste 1
SOOJ- 4 teste 2 500 A teste 2
4 A a b A i A
§400—A3""“::300 ,E\“OO—Aé""“::t¢o
o ° o °
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E 1 3
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Figura Al 1 — Graficos de velocidade inicial média de reagéo e velocidade molar

média da enzima amiloglicosidase sobre a concentragdo de 1,5 g/l de amido

liquefeito - pH 4,5 e temperatura de 55-57°C.
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Tabela Al 2 — Resultados dos experimentos 1 e 2, para a concentragdo inicial de

substrato de 3,0 g/l de amido liguefeito.

| Reagéo 1 I Reagio 2 J
|Tempo Vol Glicose Glicose \ ’ micromoles ! Glicose || Glicose ‘ micromoles |
! presente formada de glicose presente || formada | de glicose 1
reagao reagaoi (mg/ml) (mg/mil) ‘ formado ‘ (mg/ml) ‘ (mg/ml) || formado }
(mm) mh | | | v J L |

0 50,05 0,2025000 0,00000 0,00000 0,2025000 0,00000 0,00000
0,6 50,05 | 1,2534060 1,05091 292,21025 | 1,1512262 0,94873 332,00000
2 49,25 | 2,2207084 2,01821 552,20426 | 2,1185286 1,91603 682,67277
4 48,45 | 2,6498638 2,44736 658,74875 | 2,6975477 2,49505 732,09116
6 47,65 | 2,9155313 2,71303 718,19968 | 2,9223433 2,71984 720,00297
8 46,85 | 3,0449591 2,84246 739,82895 | 3,1335150 2,93101 762,87807
10 46,05 | 3,3174387 3,11494 796,90515 | 3,2629428 3,06044 782,96328
12 45,25 | 3,5899183 3,38742 851,55931 | 3,0653951 2,86290 719,70002
14 44,45 | 3,0313351 2,82884 698,56512 | 3,2016349 2,99913 740,61970
16 43,65 | 3,0994550 2,89696 702,51160 | 3,2697548 3,06725 743,80928
18 42,85 | 3,2288828 3,02638 720,44725 | 3,3446866 3,14219 748,01499
20 42,05 | 3,2722144 3,06971 717,11939 | 3,3495146 3,14701 735,17757
22 41,25 | 3,1805360 2,97804 682,46658 | 3,3564494 3,15395 722,78007
24 40,45 | 3,2440056 3,04151 683,49391 3,4257975 3,22330 724,34658
26 39,65 | 3,3145275 3,11203 685,51050 | 3,3703190 3,16782 697,80013
3,0 g/l amido liquefeito s fesied 3,0 g/l amido liquefeito - teste 1
1000 — 4-
| ¢ teste 2 1 * teste2
:g'\aoo__.:.‘ o ® & 1 e 2 . A3__ .-"::2..:"'.
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Figura Al 2 — Graficos de velocidade inicial média de reacéo e velocidade molar

média da enzima amiloglicosidase sobre a concentragdo de 3,0 g/l de amido
liquefeito - pH 4,5 e temperatura de 55-57°C.
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Tabela Al 3 — Resultados dos experimentos 1 e 2, para a concentragéo inicial de

substrato de 6,0 g/l de amido liquefeito.

r Reagdo 1 I l Reagéo 2 J
(Tempo} | Vol. || Glicose || Glicose || micromoles| | Glicose ’ ’ Glicose }micromoles
de de || presente || formada de glicose presente formada de glicose
reacao l reagao (mg/ml) ’ l (mg/mil) formado (mg/mi) i ’ (mg/mil) ‘ formado
min) | el L | | I 1 '
0 50,05 | 0,2955900 0,00000 0,00000 0,2955900 0,00000 0,00000
0,9 50,05 | 1,9642366 1,66865 463,97645 | 2,1086657 1,81308 504,13578
2 4925 | 2,7730399 2,47745 686,11598 | 2,9174691 2,62188 726,11484
4,34 48,45 | 3,8418157 3,54623 978,16725 | = - | - | e
4,583 | 48,50 e D 4,1595598 3,86397 1065,81168
6 4765 | - | - e 4,1306740 3,83508 1053,58280
6,57 47,65 | 4,4195323 4,12394 1132,93860 | - | e | e
8 46,85 | 4,8528198 4,55723 1246,90871 | - | = | e
8,5 46,50 | - | - | - 5,1416781 4,84609 1325,94356
10 46,05 | 5,1127923 4,81720 1312,68763 | 5,0261348 4,73054 1289,07346
12 4525 | 5,6893617 5,39377 1463,80971 | 5,6595745 5,36398 1455,72578
14 44,45 | 5,8085106 5,51292 1490,01994 | 5,7489362 5,45335 1473,91828
16 43,65 | 5,9872340 5,69164 1532,00085 | 5,6595745 5,36398 1443,80582
18 42,85 | 5,9574468 5,66186 1517,69217 | 5,8978723 5,60228 1501,72291
20 42,05 | 6,0468085 5,75122 1535,25583 | 5,7787234 5,48313 1463,69200
) 6,0 g/l amido liquefeito o teste1 6,0 g/l amido liquefeito | ¢ teste 1
A teste 2 6 4 teste 2
1500 a & 2 8 4 4 & 3 Ax
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Figura Al 3 — Graficos de velocidade inicial média de reacéo e velocidade molar

Tempo (min)

Tempo (min)

média da enzima amiloglicosidase sobre a concentragdo de 6,0 g/l de amido
liqUefeito - pH 4,5 e temperatura de 55-57°C.
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Tabela Al 4 — Resultados dos experimentos 1 e 2, para a concentragao inicial de

substrato de 15,0 g/l de amido liquefeito.

I Reagéo 1 I I Reagao 2 l
Tempo| | Vol. || Glicose || Glicose Imicromoles‘ Glicose || Glicose ||micromoles |
de 1 de presente || formada || de glicose || presente formada de glicose
reacao ‘reagéo (mg/ml) | \l (mg/ml) ‘ formado } (mg/mil) (mg/mil) } formado |
‘(m'")u(ml)u | I | i || |
0 50,05 | 0,0574260 0,00000 0,00000 0,5742900 0,00000 0,00000
0,5 50,05 | 1,9283747 1,35408 376,51076 | 2,1487603 1,57447 437,79022
2,1 49,55 | 4,9449036 4,37061 1203,13279 | 4,7245179 415023 | 1142,46552
4 49,05 | 7,7410468 7,16676 | 1952,94124 | 6,5289256 5,95464 | 1622,63821
6 48,55 | 8,8980716 8,32378 | 2245,10888 | 7,6859504 711166 | 1918,17285
8 48,05 | 9,8760331 9,30174 | 2483,04863 | 8,9944904 8,42020 | 2247,72571
10 47,55 | 10,6473829 | 10,07309 | 2660,97538 | 9,8071625 9,23287 | 2439,01716
12 47,05 | 11,3483146 | 10,77402 | 2816,21032 | 11,5449438 | 10,97065 | 2867,60701
14 46,55 | 12,7808989 | 12,20661 | 3156,76468 | 11,8679775| 11,29369 | 2920,67308
16 46,05 | 12,8370787 | 12,26279 | 3137,23010 | 13,0337079 | 12,45942 | 3187,53440
18 4555 | 14,5505618 | 13,97627 | 3536,77322 | 13,4269663 | 12,85268 | 3252,44114
20 45,05 | 14,0308989 | 13,45661 | 3367,89017 | 13,0617978 | 12,48751 | 3125,34569
22 44,55 | 14,4241573 | 13,84987 | 3427,84216 | 13,8342697 | 13,25998 | 3281,84497
24 4405 | 141011236 | 13,52683 | 3310,31678 | 14,2696629 | 13,69537 | 3351,56210
26 43,55 | 14,3398876 | 13,76560 | 3330,50987 | 14,2275281 | 13,65324 | 3303,32510
28 43,05 | 14,3258427 | 13,75155 | 3288,91302 | 13,5393258 | 12,96504 | 3100,80441
30 42,55 | 14,6769663 | 14,10268 | 3333,71598 | 15,4775281 | 14,90324 | 3522,95989
15’0 g/l amido IquEfeltO e teste 1 Velocidade Inicial de Reac;éo e teste1
400 4 teste 2 164 15,0 g/l amido liquefeito s teste?
g o) i
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] o e o o 4 14 / - = ="
5 3000 - / Lol ‘ 12 B
S A < 10 .
& 2000 - % . Y 3_: ™
3 1/ 889 /°
§ 1907 ) s3s.08772 © :_— / 1,96023
T d
1T v 1 ' 1 | AL EL 0 1 . L "L - "'
0 5 10 15 20 25 30 0 S 10 15 20 25 30

Tempo (min)

Tempo (min)

Figura Al 4 — Graficos de velocidade inicial média de reacéo e velocidade molar

média da enzima amiloglicosidase sobre a concentracéo de 15,0 g/l de amido

liguefeito - pH 4,5 e temperatura de 55-57°C.
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Tabela Al 5 — Resultados dos experimentos 1 e 2, para a concentragao inicial de

substrato de 30,0 g/l de amido liguefeito.

[ Reagao 1 , Reaco 2 |
Tempo‘ VoI ‘ | Glicose || Glicose | micromoles|| Glicose ’ Glicose || micromoles
| l presente ‘ formada de glicose ’ ’ presente formada de glicose
1 ' reagéo reagaor ‘ (mg/mil) ‘ (mg/ml) ‘1 formado i ‘ (mg/ml) | (mg/ml) formado 1
(mm) (mi) J J L J | ! .
0 50,05 | 1,0387900 0,00000 0,00000 1,0387900 0,00000 0,00000
0,6 50,05 | 3,3837689 2,34498 652,03441 | 3,0398900 2,00110 556,41696
5 49,55 111,1416781 1 10,10289 | 2781,10059 | 10,2475928 | 9,20880 |2,534,97878
10 49,05 | 16,2998624 | 15,26107 | 4158,64224 | 13,0398900 | 12,00110 | 3270,29974
15 48,55 | 19,8074278 | 18,76864 | 5062,31869 | 15,7083906 | 14,66960 | 3956,71729
20 48,05 [ 22,1870702 | 21,14828 | 5645,41590 | 19,1059147 | 18,06712 | 4822,91857
25 47,55 | 25,6140351 | 24,57525 | 6491,96058 | 22,2807018 | 21,24191 | 5611,40502
30 47,05 | 27,9824561 | 26,94367 | 7042,77496 | 24,5614035 | 23,52261 | 6148,54981
35 46,55 | 28,7280702 | 27,68928 | 7160,75551 | 26,4035088 | 25,36472 | 6559,59810
40 46,05 | 28,3333333 | 27,29454 | 6982,85400 | 27,1491228 | 26,11033 | 6679,89348
45 45,55 | 29,6929825 | 28,65419 | 7251,10259 | 28,2017544 | 27,16296 | 6873,73904
50 45,05 | 29,7368421 | 28,69805 | 7182,48471 | 28,6403509 | 27,60156 | 6908,05732
55 44,55 | 30,3508772 | 29,31209 | 7254,74158 | 28,4210526 | 27,38226 | 6777,11000
60 44,05 | 30,3070175 | 29,26823 | 7162,58569 | 28,4649123 | 2742612 | 6711,78159
30,0 g/l amido liquefeito ¢ testel 30,0 g/t amido liquefeito ¢ testel
8000 — . J A teste2 30 A teste 2
. ° A T R e ° ¢ 2 4z
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Figura Al 5 — Graficos de velocidade inicial média de reacéo e velocidade molar

média da enzima amiloglicosidase sobre a concentragdo de 30,0 g/l de amido

liquefeito - pH 4,5 e temperatura de 55-57°C.
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Tabela Al 6 — Resultados dos experimentos 1 e 2, para a concentracdo inicial de

substrato de 60,0 g/l de amido ligtefeito.

l Reag&o 1 | Reagéo 2 J
' Tempo| | Vol. || Glicose || Glicose | micromoles|| Glicose Glicose ‘ micromoles‘
| de || de presente formada de glicose presente formada de glicose
reagdo | [reagdo (mg/ml) (mg/ml) formado (mg/ml) (mg/ml) formado
(min) (ml) - 2 B
0 50,05 | 1,9677900 0,00000 0,00000 1,9677900 0,00000 0,00000
0,3 50,05 | 2,9519868 0,98420 273,66139 | 3,2850941 1,31730 366,28371
5 49,55 | 12,1841808 | 10,21639 | 2812,34536 | 12,4602026 | 10,49241 | 2888,32803
10 49,05 | 19,1734437 | 17,20565 | 4688,54063 | 21,4905933 | 19,52280 | 5319,96391
15 48,55 | 237534626 | 21,78567 | 5876,08003 | 25,0000000 | 23,03221 | 6212,29886
20 48,05 | 21,8836565 | 19,91587 | 7108,33333 | 30,3324100 | 28,36462 | 7571,77772
25 47,55 | 31,5789474 | 29,61116 | 7822,28074 | 32,3407202 | 30,37293 | 8023,51573
30 47,05 | 35,7340720 | 33,76628 | 8826,13094 | 356648199 [ 33,69703 | 8808,02922
35 46,55 | 36,4958449 | 34,52805 | 8929,33864 | 36,1495845 | 34,18179 | 8839,79185
40 46,05 | 38,9889197 | 37,02113 | 9471,23901 | 37,3268698 | 35,35908 | 9046,03125
45 4555 | 42,7977839 | 40,82999 |10332,25680| 46,1911357 | 44,22335 [11190,96332
50 45,05 | 44,5983380 | 42,63055 |10669,47881| 45,7756233 | 43,80783 |10964,12716
55 4455 | 47,2991690 | 45,33138 [11219,51630f - | - | = -
60 44,05 | 48,6842105| 46,71642 |11432,54625| 46,4681440 | 44,50035 |10890,22553
€0,0 gfl amido liquefeito * teste 1 60,0 g/l amido liquefeito o teste 1
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—~ : ¢ 2~ A 4 8 =
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Figura Al 6 — Graficos de velocidade inicial média de reacgéo e velocidade molar

média da enzima amiloglicosidase sobre a concentragéo de 60,0 g/l de amido

liquefeito - pH 4,5 e temperatura de 55-57°C.
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Tabela Al 7 — Resultados dos experimentos 1 e 2, para a concentragdo inicial de

substrato de 90,0 g/l de amido liquefeito.

Reagco 1 l Reagéo 2 |
' Tempo | ‘ Vol. || Glicose || Glicose || micromoles| Glicose ’ | Glicose || micromoles |
' de || de || presente || formada || deglicose || presente || formada | de glicose |
reagao ‘ ‘reagéo (mg/mil) ‘ ‘ (mg/ml) ’ ) formado ' ‘ (mg/ml) ‘ (mg/ml) ‘ formado ‘
(min) § | mb || | | | | |
0 50,05 | 2,8968000 0,00000 0,00000 2,8968000 0,00000 0,00000
1 50,05 | 7,5593873 466259 1296,45830 | 8,0281690 5,13137 1426,80566
5 4995 | 16,7117727 | 13,81497 | 3833,65491 | 16,8470907 | 13,95029 | 3871,20566
10 49,85 | 27,2658707 | 24,36907 | 6748,87874 | 26,3193505 | 23,42255 | 6486,74523
15 49,75 | 37,1394418 | 34,24264 | 9464,28571 | 35,7916103 | 32,89481 | 9091,76006
20 49,65 | 44,5872801 41,69048 |11499,62410| 44,1138911 | 41,21709 |11369,04762
25 49,55 | 50,8130081 | 47,91621 |13190,26729| 45,3252033 | 42,42840 |11679,59656
30 49,45 | 57,9945799 | 55,09778 |15136,58455| 53,6619718 | 50,76517 |13946,32082
35 49,35 | 58,2655827 | 55,36878 |15180,27458| 53,2394366 | 50,34264 |13802,27287
40 49,25 | 63,8888889 | 60,99209 |16688,11321| 61,4084507 | 58,51165 |16009,43776
45 4915 | 68,4281843 | 65,53138 |17893,70854| 62,6760563 | 59,77926 |16323,05805
50 49,05 | 72,9674797 | 70,07068 |19094,26021| 64,4366197 | 61,53982 |16769,60087
55 48,95 | 72,9281768 | 70,03138 |19044,64386| 69,1988950 | 66,30210 |18030,48640
60 48,85 | 79,4198895 | 76,52309 |20767,51623| 69,1988950 | 66,30210 |17993,65190
65 48,75 | 79,9033149| 77,0065149| 20855,9311| 68,4392265| 65,5424265| 17751,0738
90,0 g/l amido liquefeito o teste 1 ° teste
25000 A tegte 2 T 4 teste 2
4 80 o o
~ 20000 — R c° . N
g 1 1 % & £ & = 60+ I
S 15000 - s e R -E
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Figura Al 7 — Graficos de velocidade inicial média de reacéo e velocidade molar

média da enzima amiloglicosidase sobre a concentragdo de 90,0 g/l de amido

liquefeito - pH 4,5 e temperatura de 55-57°C.
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Tabela Al 8 — Resultados dos experimentos 1 e 2, para a concentragdo inicial de

substrato de 150,0 g/l de amido liquefeito.

[ Reagao 1 I [ Reacéo 2
"‘T Vol. | ‘ Glicose ‘ | Glicose || micromoles | ’ Glicose || Glicose || micromoles
de || presente formada de glicose || presente || formada de glicose
| reagao reagao‘ i (mg/mil) ‘ (mg/mil) formado | ’ (mg/ml) \ (mg/ml) ‘ formado
(m'") (i) || | | } | |
0 50,05 | 4,7550000 0,00000 0,00000 4,7550000 0,00000 0,00000
0,6 50,05 | 7,3266076 2,57161 715,04978 | 7,4170574 2,66206 740,19985
5 49,95 |16,2162162 | 11,46122 | 3155,01813 | 17,7177177 | 12,96272 | 3568,34813
10 49,85 | 24,7747748 | 20,01977 | 5455,38863 | 29,7297297 | 24,97473 | 6805,61385
15 49,75 | 42,4863388 | 37,73134 [10176,98055| 34,6994536 | 29,94445 | 8076,68456
20 49,65 | 48,9071038 | 44,15210 |11786,15883| 41,6666667 | 36,91167 | 9853,36435
25 49,55 | 53,4153005 | 48,66030 [12854,42939| 49,5901639 | 44,83516 |11843,95581
30 49,45 | 54,9180328 | 50,16303 [13112,05940| 56,0109290 [ 51,25593 [13397,73032
35 49,35 | 64,8907104 | 60,13571 |[15551,76288| 56,8306011 | 52,07560 |13467,32906
40 49,25 | 68,9890710 | 64,23407 |16433,21651| 61,6120219 | 56,85702 |14545,92143
45 49,15 | 70,4918033 | 65,73680 |16635,06327| 66,8032787 | 62,04828 |15701,66163
50 49,05 | 67,7595628 | 63,00456 |15768,64198| 72,1311475| 67,37615 |[16862,75248
55 48,95 | 71,3114754 | 66,55648 |16472,72766| 71,1748634 | 53,45715 |13230,64355
000 150, 0 g/l amido liquefeito e teste 1 180,0 g/l amido liquefeito ¢ teste 1
] A teste 2 805 A teste 2
| ° . A e 7 . A L d
’—é 15000 > & 60 ° A
o s A il e g o o & -
g 10000 o 40 - " .
E i 8 A
] A 8 A
g 5000 ) O 20 A °
0] " 1 ¢
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515000 i ¥ ° T 60 e * " .
§ ] . ® =y = "
E10000 X . o % i) 3 ®
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Figura Al 8 — Gréaficos de velocidade inicial média de reacao e velocidade molar

média da enzima amiloglicosidase sobre a concentragéo de 150,0 g/l de amido

liquefeito - pH

4,5 e temperatura de 55-57°C.
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Tabela Al 9 — Resultados dos experimentos 1 e 2, para a concentragdo inicial de

substrato de 300,0 g/l de amido liguefeito.

[ Reagéo 1 J [ Reagéo 2
NTempo] ’ Vol. | ’ Glicose | ’ Glicose ‘ ‘ micromoles || Glicose ‘ Glicose \micromoles‘
| de || de || presente || formada | de glicose L presente formada l‘ de glicose
‘ reagao ‘reagéo ‘ (mg/mil) ‘ ’ (mg/mil) ‘ ! formado | (mg/mi) (mg/ml) ‘ formado \
| (miny || o ) | | | | | |
0 50,05 | 9,3900000 0,00000 0,00000 9,3900000 0,00000 0,00000
0,2 50,05 | 14,4381223 5,04812 1403,65846 | 15,2056738 5,81567 1617,08040
5 4995 | 22,1906117 | 12,80061 | 3523,72393 | 23,6170213 | 14,22702 | 3916,38280
10 49,85 | 352062589 | 25,81626 | 7034,93055 | 32,7659574 | 23,37596 | 6369,94840
15 4975 | 48,8620199 | 39,47202 [10646,48093| 47,0212766 | 37,63128 |10149,99155
20 49,65 | 59,7439545 | 50,35395 |[13441,70840| 54,6808511 | 45,29085 [12090,14108
25 4955 | 70,6258890 | 61,23589 [16176,48069| 61,7021277 | 52,31213 |13819,12039
30 49,45 | 87,6955903 | 78,30559 [20468,21125| 68,0851064 | 58,69511 |15342,24864
35 4935 | 94,7368421 | 85,34684 |22071,64167| 81,0638298 | 71,67383 |18535,64876
40 49,25 |107,9658606| 98,57586 [25218,99100| 86,3829787 | 76,99298 |19697,37039
45 49,15 |109,8862020| 100,49620 |25431,12223] 92,7659574 | 83,37596 |21098,74923
50 49,05 |114,5803698| 105,19037 [26326,81201|101,0638298| 91,67383 |22943,92240
55 48,95 |120,9815078| 111,59151 |27618,89819|106,5957447| 97,20574 |24058,42181
60 48,85 [130,7965861| 121,40659 [29710,88953| 108,510638| 99,1206383| 24257,0229
) 300,0 g/l amido liquefeito * teste1 e 300,0 g/t amido liquefeito * teste 1
30000 A teste 2 ] A teste 2
= 25000 ] o o * 12007 "
—g ] . h; A A 100 o ® ¥ 4 a
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£ 15000 P s 2 60 —p
i 8 y 2
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Figura Al 9 — Graficos de velocidade inicial média de reacédo e velocidade molar

média da enzima amiloglicosidase sobre a concentragéo de 300,0 g/l de amido

liquefeito - pH 4,5 e temperatura de 55-57°C.
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Tabela Al 10 — Formacéo de glicose em g/l e umol durante as hidrélises realizadas
as concentragées de 1 ml AMG/ | de amido ligUefeito (experimento 1) e 0,5 ml AMG/

| de amido liquefeito (experimento 2).

| Reagao 1 | | Reagdo 2 |
‘Tempo" " Vol. ‘ | Glicose || micromoles GlicoseT micromoles |
de . de ‘ formada “ | de glicose formada | | de glicose |
reagdo 'reagéoﬁ 1 (mg/ml) formado (mg/ml) formado
| (min) (ml) I ‘ |
0 1000,00 0,0000 0,00 0,0000 0,00
20 999,50 L - 3,2857 18244,82
40 999,00 3,1402 17428,33 2,7143 15064,31
60 998,50 4,7256 26214,01 3,7419 20762,48

80 998,00 9,7561 54092,15 9,7143 53860,34
100 [ 997,50 | 48,7805 270325,22 26,5714 147250,01
120 | 997,00 | 97,2561 538690,73 46,5713 257953,98
140 | 996,50 | 122,5610 [ 678511,31 68,0321 376633,26
160 | 996,00 | 125,3049 | 693353,73 70,0017 387342,74
180 [ 995,50 | 145,7317 | 805977,26 92,5714 511971,44
200 | 995,00 166,7683 | 921858,10 96,5804 533825,40
220 | 994,50 | 176,2195 | 973612,74 118,5740 | 655106,99
240 | 994,00 | 192,0732 | 1060670,89 | 127,4286 | 703689,05
260 | 993,50 205,4878 | 1134178,50 | 128,1290 | 707200,90

= Experimento 1
1 A  Experimento 2
1200000
1 | |
1000000 . Y
. ]
S 800000 " v
\Ej; | . //‘ A A
o 0 12114,96 U S &
3 * *
'(T_) 40(X)00-J // A
200000 . 5395,11 U
Oﬁ_A’_H'. T v T T T Y T 1
0 5/0/ 100 150 200 250 300
i Tempo (min)

Figura Al 10 — Determinagé&o da atividade (U) da amiloglicosidase nos experimentos
1 e 2, sobre uma concentragdo de 300,0 g/l de amido liquefeito - pH 4,5 e
temperatura de 55-57°C.
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O Anexo |l apresenta os resultados experimentais dos ensaios realizados em
“shaker”.

Os dados dos experimentos com a solugdo vitaminica e com extrato de
levedura em concentragdes de 0,5; 1,0; 2,0; 3,0 e 4,0 (g/l) estdo demonstrados nas
figuras Al 1, All2, AlI3, All4, All5eAllS6, respectivamente.

De acordo com a metodologia de amostragem, os graficos apresentam a
concentracdo de célula (g/l) contra o tempo (hora) e concentragdo de glicose (g/l)
contra o tempo (hora) com os valores médios das amostras, os valores obtidos no

frasco 1 e os valores das primeiras amostras de cada frasco.
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—®— Média dos dados —m— Média dos dados
- ‘}‘ ® — Primeira amostra 149 ¢ Primeira amostra =
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Q 2z @ 02 =
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Figura All 1 — Resultados obtidos com culturas em “shaker” de Saccharomyces
cerevisiae CCT 1530 com meio de WIN et al. (1996) com solugdo vimaminica —
grafico (a) e (b) demonstram a concentracdo de glicose versus tempo e

concentracdo de biomassa versus tempo, respectivamente.

12 — R~ Midix dos dados —8— Média dos dados
10 1 | S ¢~ Primeira amostra 1,6 3 ® — Primeira amostra
] ‘\ 4~ Amostra do frasco A 1,4 A Amostra do frasco A A
= 8- \\:“;«;‘» =12 =] /
2 6] ‘\ 2 104 /
3 % 08- A
- N, iﬂ 0,8
8 4+ - S 06 v
0 ,] \ g 0,4 "
1 N\ 0,2
0 : I i I : | ’ l i I ‘ ‘_l 0,0 # — T - l T ' T I T ] T ' T I 1
0 4 6 8 10 12 0 2 6 10 12
Tempo (hora) Tempo (hora)
(a) (b)

Figura All 2 — Resultados obtidos com culturas em “shaker’” de Saccharomyces
cerevisiae CCT 1530 com meio de WIN et al. (1996) modificado, usando 0,5 g/l de
extrato de levedura — grafico (a) e (b) demonstram a concentragdo de glicose versus

tempo e concentragao de biomassa versus tempo, respectivamente.
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Figura All 3 — Resultados obtidos com culturas em “shaker” de Saccharomyces
cerevisiae CCT 1530 com meio de WIN et al. (1996) modificado, usando 1,0 g/l de
extrato de levedura — grafico (a) e (b) demonstram a concentragéo de glicose versus

tempo e concentrag&o de biomassa versus tempo, respectivamente.
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Figura All 4 — Resultados obtidos com culturas em “shaker” de Saccharomyces
cerevisiae CCT 1530 com meio de WIN et al. (1996) modificado, usando 2,0 g/l de
extrato de levedura — grafico (a) e (b) demonstram a concentragéo de glicose versus

tempo e concentrac&o de biomassa versus tempo, respectivamente.
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Figura All 5 — Resultados obtidos com culturas em “shaker” de Saccharomyces
cerevisiae CCT 1530 com meio de WIN et al. (1996) modificado, usando 3,0 g/l de
extrato de levedura — grafico (a) e (b) demonstram a concentragéo de glicose versus

tempo e concentragcdo de biomassa versus tempo, respectivamente.
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Figura All 6 — Resultados obtidos com culturas em “shaker” de Saccharomyces
cerevisiae CCT 1530 com meio de WIN et al. (1996) modificado, usando 4,0 g/l de
extrato de levedura — grafico (a) e (b) demonstram a concentracdo de glicose versus

tempo e concentragéo de biomassa versus tempo, respectivamente.
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O Anexo lll apresenta tabelas contendo os valores experimentais obtidos
durante as culturas em batelada simples realizadas com as cepas CCT 1530 e CCT
1531. A discussdo dos resultados esté no item 3 -~ culturas de células em biorreator,
do Capitulo de Resultados e Discussdes.

A determinacdo dos parametros cinéticos de cada cultura realizada em
batelada simples estdo demonstrados nas Figuras deste anexo. Foram |
determinados as velocidades especificas maximas de crescimento sobre glicose
(uxe), etanol (uxeTon) € agucares redutores (uxar), quando possivel, e os fatores de

conversao de glicose em célula (Yxc) e de etanol em célula (Yxeron).
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Tabela Alll 1 — Dados experimentais para a cultura em batelada simples da cepa

.Conc. de ::

0,12

3,24
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Tabela Alll 2 — Dados experimentais para a cultura em batelada simples da cepa
CCT 1530 em 10 g/l de glicose inicial.
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Tabela Alll 3 - Dados experimentais para a cultura em batelada simples da cepa
CCT 1530 em 15 g/l de glicose inicial.

e _ Conc.de | Conc.de | .'Conc.de -
w Tempo(h) pH biomassa - | - glicose. | - ‘etanol -

0 432 0,082 13,153 0.546
1 423 0,114 12,585 0.788
2 0,140 ~ 12,898 0.899
3 404 0,185 11,222 0.898
4 3,93 0,238 12,102 0.983
5 3,75 0,300 10,519 0.934
6 3,55 0,489 10,845 0.852
7 3,34 0,774 10,249 0.721
8 3,17 1,040 8,736 0.639
9 2,98 1,305 6,392 0.711
10 2,78 1,962 4 290 1.066
11 2,60 2.550 0,767 1.520
12 2,58 3,011 0,254 1.407
13 2,54 3,053 0,089 1.273
14 2,53 3,045 0 1.005

15,15 2,54 3,155 ~ 0.588

16 ' 2,53 3,223 0.243
17 2,53 3,434 0.173
18 2,53 3,570 0
19 2,55 3,756
20 2,55 4,306
21 2,60 4,534
22 2,61 4 636
23 2,62 4,737
24 2,62 4,695

245 2,63 4619
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Tabela Alll 4 — Dados experimentais para a cultura em batelada simples da cepa
CCT 1530 em 15 g/l de glicose inicial € 20 g/t de (NH4)2SOa.

i 1 :Cone. de 1| :Conc. de. - -Cone.
.| :biomassa glicose' - | etanol "
0.120 16.978 0.661
0.218 16.703 0.874
0.270 ~17.473 0.896
0.328 17.308 0.875
0.448 15.082 0.729
0.518 ' 14.533 0.565
0.740 14.451 0.442
1.083 11.951 '
1.281 9.698 0.225
1.616 8.489 0.148
2.060 6.538 0.084
2.364 3.571 0.074
2.694
2.847 3.484
2.910
2.935 -
2.851 0.011
2.842 0.008
2.965 0.008
3.058
3.024
3.079
. 3.143
24.5 2.66 3.193
26 2.65 3.508
27 2.64 3.574
28 2.64 3.354
29 2.65 3.453
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Tabela Alll 5§ — Dados experimentais para a cultura em batelada simples da cepa

CCT 1530 em 10 g/l de glicose inicial e pH controlado.

Coe) Concentragao Concentra(;ao S ;:-‘_Concentrac;éo :
- decélula - | de ghcose ~ | . :deetanol |
S gy (glL) R glLy
0 0,41332 12,9331 0,28091
1 0,4486 13,6417 0,45115
2 0,60659 12,0472 0,70809
3 0,87349 9,51772 1,26406
4 1,6834 573622 2,2958
5 2,67277 1,18726 3,40189
6 3,30934 0,04826 3,64364
7 3,76184 0,02703 3,40427
8 4 33706 0 3,15756
9 4,78956 0 2,64588
10 5,15003 0 2,21072
11 527275 0 1,75637
12 5,79428 0 1,23992
13 6,32347 0 0,48861
14 8,23319 0 0,03227
15 8,0798 0 0
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Tabela Alll 6 — Dados experimentais para a cultura em batelada simples da cepa
CCT 1530 em meio YM e 10 g/l de glicose inicial.

""" : o | Conc.de -~ Conc.de. | <
t.07" biomassa.. | - glicose |- etanol .

0.134 7.782 0.165
0.259 7.357 0.542
0.34S 8977 0.661
0.422 8.313 0.723
0.566 :
0.889 7.198 0.836
1.478 7.019 0.649
1.945 6.155 0.360
2.522 4.993 0.067
2.975 3.862 0.028
4.195 2.199 0.030
4.650 1.104 0.032
5.133 0.035 0.014
5.054 0.003 0.006
5.002 0.002
4.911 : -0.009
4.872 -0.011
4.876
4.848 -0.012
4.864
4.761 -0.007
4.749
4.852 -0.014
4.824
4.800 9.73E-0.5
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Tabela Alll 7 — Dados experimentais para a cultura em batelada simples da cepa
CCT 1531 em 5 g/l de glicose inicial.
L AR | Concentragdo - | Concentragdo | Concentragio
“ioTempo(h) oo pH - . 'de biomassa | de glicose | -deetanol.
PR BRI e {ghy e (ghy L (gh)
0 4.45 0.249 5.211 0.237
1 4.32 0.370 4.560 0.329
2 4.15 0.516 3.991 0.563
3 3.82 0.872 1.982 1.197
4 3.65 1.166 0.222 1.783
5 3.62 1.831 0.095 1.775
6 3.59 2.993 0 1.498
7 3.49 2.954 0 1.372
-8 3.39 3.060 0 0.900
9 3.18 3.701 0 0.434
10 3.09 4.058 0 0.170
11.66 3.12 4.098 0 0
12 3.12 4.102 0 0
A3 3.12 4.117 0 0
14 3.14 4.113 0 0
15 3.17 4.015 o 0
16 3.17 3.905 0 00
A7 3.16 4.082 0 0
18.5 3.17 3.999 0 0
20 3.18 4.070 0 0
21:5 3.18 4.023 0 0
23 3.18 4.062 0 0
24 3.19 4.086 0 0
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Tabela Alll 8 — Dados experimentais para a cultura em batelada simples da cepa
CCT 1531 em 10 g/l de glicose inicial.
RN B -] Concentragdo | Concentragao

. PH .| .debiomassa | "de glicose
4.3 0.427 . 9.496
4.2 0.462 9.078

4 0.663 . 7.357
3.6 1.173 4.487
3.3 1.761 0.697
3.2 2.910 0.219
3.1 3.218 0.089
3.1 3.372 0

3 3.356 0
2.9 3.760 0
2.9 4.333 0
2.8 4.692 0
2.8 4.902 0
27 5.123 0
2.7 5.376 0
2.7 5.573 o]
2.6 6.360 0
2.7 6..320 0
2.7 6.478 0
27 6.447 0
2.7 6.384 0
27 6.305 0
2.7 6.494 0
2.7 6.289 0
2.7 6.146 0
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Tabela Alll 9 — Dados experimehtais para a cultura em batelada simples da cepa

CCT 1531 em 15 g/l de glicose inicial.

i .. = | -Concentragdo -{Concentragdo. | Concentraco .
npo ( . .| .de.biomassa de; etanol. .-

0 4.5 0.203

1 4.3 0.321

2 4.2 0.554

3 3.9 0.832

4 3.5 1.230

5 3.2 0.832

6 3.1 2.397 .

7 3.13 1.820 0 2.892
8 3 3.081 0 3.172
S 3 3.823 0 2.221
10 29 3.712 0 2.755
11 2.9 4.068 0 2.560
12 29 4.194 0 2.276
13 2.8 4.257 0 2.146
14 2.8 4.297 0 1.705
15 2.8 4.423 0 0.973
16 2.7 4.487 0 1.162
17 2.7 4.510 0 1.038
18 2.7 4.597 0 0.985
19 2.7 4.945 0 0.805
20 2.6 4.890 0 0.936
21 2.6 5.111 0 0.547
22 2.6 5.143 0 0412
23 2.5 5.530 0 0.222
24 2.5 5.570 0 0.062
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Tabela Alll 10 — Dados experimentais para a cuitura em batelada simples da cepa
CCT 1531 em meio YM com 10 g/l de glicose PA inicial e pH controlado.

e : Concentragdo | Concentragdo | Concentracio
- Tempo(h) pH | debiomassa | deglicose | - etanol .

0 4.5 0.413 12.933 0.281

1 4.5 0.449 13.642 0.451

2 4.5 0.607 - 12.047 0.708

3 4.5 0.874 9.518 1.264

4 4.5 1.683 5.736 2.296

5 4.5 2.673 1.187 3.402

6 4.5 3.309 0.048 3.644

7 4.5 3.762 0.027 3.404

8 4.5 4.337 0 3.158

9 4.5 4.790 0 2.646

10 4.5 5.15 0 2.2101

11 4.5 5.273 0 1.756

12 4.5 5.794 0 1.240

13 4.5 6.324 0 0.489

14 4.5 8.233 0 0.032

15 4.5 8.080 0 0
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Figura Alll 1 — Parametros cinéticos da cultura em batelada simples de

Saccharomyces cerevisiae CCT1530, em meio de WIN et al. (1996) modificado com

5 g/l de glicose de hidrolisado de amido de mandioca.
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Figura Alll 2 — Parametros cinéticos da cultura em batelada simples de

Saccharomyces cerevisiae CCT1530, em meio de WIN et al. (1996) modificado com

10 g/l de glicose de hidrolisado de amido de mandioca.
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Figura Alll 3 — Parametros cinéticos da cultura em batelada simples de

Saccharomyces cerevisiae CCT1530, em meio de WIN et al. (1996) modificado com

15 g/l de glicose de hidrolisado de amido de mandioca.
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Figura Alll 4 — Parametros cinéticos da cultura em batelada simples de

Saccharomyces cerevisiae CCT1530, em meio de WIN et al. (1996) modificado com
15 g/l de glicose de hidrolisado de amido de mandioca suplementado com 20 g/l de

sulfato de amonia.
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Figura Alll 5 — Parametros cinéticos da cultura em batelada simples de

Saccharomyces cerevisiae CCT1530, em meio YM com 10 g/l de glicose de
hidrolisado de amido de mandioca.
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Figura Alll 6 — Parametros cinéticos da cultura em batelada simples de

Saccharomyces cerevisiae CCT1531, em meio de WIN et al. (1996) modificado com

5 g/l de glicose de hidrolisado de amido de mandioca.
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Figura Alll 7 — Parametros cinéticos da cultura em batelada simples de

Saccharomyces cerevisiae CCT1531, em meio de WIN et al. (1996) modificado com
10 g/l de glicose de hidrolisado de amido de mandioca.
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Figura Alll 8 — Parametros cinéticos da cultura em batelada simples de

Saccharomyces cerevisiae CCT1531, em meio de WIN et al. (1996) modificado com

15 g/l de glicose de hidrolisado de amido de mandioca.
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Figura Alll 9 — Parametros cinéticos da cultura em batelada simples de

Saccharomyces cerevisiae CCT1531, em meio YM com 10 g/l de glicose de

hidrolisado de amido de mandioca.
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Figura Alll 10 — Parametros cinéticos da cultura em batelada simples de

Saccharomyces cerevisiae CCT1531, em meio de YM com 10 g/l de glicose de

hidrolisado de amido de mandioca.
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O Anexo IV apresenta os dados experimentais obtidos nos ensaios em
batelada alimentada.

Tabela AIV 1 - Dados do processo de batelada e batelada alimentada para cultura e
células de Saccharomyces cerevisiae CCT 1531 em meio YM.

-} Concentracéo.de
0,78077

1,0 8,89277 0,48804 0,319
1,5 — 0,10618 0,17956
2,0 9,46032 0,59846 0,27267
2,5 — 0,04633 0,28091
3,0 10,4727 1,28185 0,63694
3,5 — 0,16598 0,63242
4,0 10,7948 0,10236 0,41685
4,5 10,9482 0,49213 0,59134
5,0 11,1323 0,12402 0,33765
5,5 11,347 0,54528 0,95021
6,0 11,5464 0,07087 0,91731
6,5 11,6538 0,70541
7.0 11,8532 0 0,37083
75 | 12,2367 0,06815
8,0 11,4237 0,47699 0,09357
9,5 12,0219 0,02185
10,0 11,7689 0,36402 0,05478
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Tabela AlV 2 - Dados do processo de batelada e batelada alimentada para cultura e
células de Saccharomyces cerevisiae CCT 15630 em meio de WIN et al. (1996)

modificado.
_ 2 | .Concentragdo . | ~'Concentragdo . |- Concentragdo. | - Volume
| decélula - de glicose . | de etanc de meio
0 3,52963 0 | .0,45858 3.3
0,5 3,69845 0.264 0,14418 3.31
1,0 3,90397 0,5678 0,12871 3.33
1,5 — 0,7 0,12825 3.33
2,0 4,40308 0,6406 0,13277 3.37
2,5 — 0,5884 0,14447 3.43
3,0 4,90219 0,3871 0,18666 3.51
3,5 e 0,9291 0,26596 3.59
4,0 5,40864 0,4528 0,56237 3.59
45. —~—— 0,5793 0,79575 3.59
50 6,34448 0,0128 0,79783 3.59
6,0 6,7812 0 - 0,72578 3.59
6,5 — 0 0,70887 3.58
7,0 7,23627 0 0,63183 3.63
7,5 —— — 0,64394 3.63
8,0 7,58859 0,0076 0,52115 3.64
8,5 e — 0,53756 3.64
9,0 7,91154 0 0,44273 3.64
9,5 —— —m 0,39060 3.67
10,0 8,45469 o . 0,11794 3.67
10,5 — 0.0894 1.29840 3.67
11,0 8,73361 0 — 3.67




