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RESUMO

A sintese de acetoina por Hanseniaspora guilliermondii a partir de glicose como fonte de
carbono sob condigdes acrdbias ¢ estudada. Um planejamento experimental e andlise de
superficie de resposta sdo desenvolvidos para avaliar a influéncia da concentrago inicial
de glicose, temperatura ¢ pH na produgio de acetoina. Os ensaios foram desenvolvidos em
frascos agitados contendo meio YM a temperatura controlada. Um monitoramento do
consumo de glicose, produgdo de biomassa € metabodlitos (acetoina, acetato de etila e
etanol) foi realizado. Os efeitos da concentragdo inicial de glicose e da temperatura
apresentaram-se significativos para a resposta concentragdo maxima em acetoina. Ja para a
resposta produtividade, a concentragio inicial de glicdse ¢ a interagdo entre temperatura ¢
pH foram os efeitos que apresentaram significancia estatistica. Modelos empiricos para a
produtividade e concentragdo maxima de acetoina foram determinados, os quais
demonstraram-se ndo sé significativos, como também preditivos. A otimizagdo do processo
foi realizada determinando-se os pontos de maximo nas equagdes representativas dos
modelos acima citados. As condigdes Otimas encontradas sdo concentragdo inicial de
glicose de 63 g/l e temperatura de 28 °C para a obtengdo de uma concentragio maxima em
acetoina, sendo esta em torno de 365 mg/l. O ponto maximo considerando a produtividade
e a concentragio de acetoina € encontrado nas condigdes de concentraggo inicial de glicose

igual a 64 g/l, temperatura de 30 °C ¢ pH de 4,5.



ABSTRACT

The synthesis of acetoin production tb‘y Hanseniaspora guilliermondii using glucose as
carbon source, under aerobic conditions was investigated. Experimental design and
response surface analysis were developed to evaluate the influence of initial
concentration of glucose, temperature and pH on the acetoin production. The assays
were carried out in agitated flasks with YM medium under controlled temperature. The
glucose consumption, biomass and metabolites (acetoin, ethyl acetate and ethanol)
productions were analyzed. The effects of initial concentration of glucose and
temperature had shown significant on the maximal concentration of acetoin. On the
productivity, the effects of initial concentration of glucose and the interaction between
temperature and pH had shown statistic significance. Empirical models to represent the
productivity and maximal acetoin concentration were determined, which showed
significant and predictive. The process optimization was made through the maximal
point of the model equations. The optimal conditions to produce a maximal acetoin
concentration were 63 g/l for initial concentration of glucose and 28 °C for temperature,
which was approximately 365 mg/l. However, the optimal conditions to productivity
and acetoin concentration together were 64 g/l for initial glucose concentration, 30 °C

for temperature and 4,5 for pH.






1. INTRODUGCAO

Os aromas estdo presentes em todos os alimentos, € podem ser formados
durante seu processamento ou pela agdo de microrganismos.

Muitas vezes, para reforgar ou mascarar o sabor de produtos alimenticios
faz-se necessaria a adicdo de substincias quimicas puras ou misturas, tornando o produto
mais atrativo para o consumidor. Desta forma, os aromas tomaram-se aditivos
indispensaveis para as industrias de alimentos.

E crescente a importincia da biotecnologia na sintese de componentes de
aromas. Aromatizantes sintéticos, derivados da petroquimica ou outra natureza quimica,
estdo sendo substituidos gradativamente pelos de origem enzimatica ou fermentativa.

Além de serem menos agressivos ao meio ambiente, 0s processos
biotecnologicos produzem aromas considerados naturais, enquanto que aromatizantes €
flavorizantes sintéticos sdo artificiais.

Tendo em vista as exigéncias cada vez maiores do mercado consumidor
para a utilizagdo de produtos naturais, e o alto custo de extragdo e purificacdo destes,
diversos grupos de pesquisa vém dedicando-se & investigagdo de bioprocessos capazes de
produzir cofnpostos naturais de interesse comercial.

A acetoina, objeto deste estudo, € sintetizada quimicamente por redugio
parcial do diacetil ou por acdo microbiana a partir de uma fonte de agucar. Funciona como

potencializador de aromas, principalmente de manteiga.
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De acordo com Romano & Suzzi (1996) e Moritz (1998), altas
concentragdes de acetoina sdo produzidas por Hanseniaspora guilliermondii, uma levedura
apiculada do vinho.

Em face disso, este trabalho tem como objetivos o estudo da produqﬁo de
acetoina por Hanseniaspora guilliermondii, utilizando planejamento experimental e analise
de superficie de resposta para verificar a influéncia da concentragfio inicial de glicose, da
temperatura ¢ do pH no processo e, otimizar estas condi¢des para a obten¢do de uma

maxima concentragio desse produto.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Aromas
2.1.1. Conceito

Flavorizantes ou aromatizantes sdo substancias quimicas ou misturas
acrescentadas a um alimento ou medicamento para suplementar ou modificar o “flavor”
proprio ou mascarar o original (Siméo, 1986).

De acordo com legislagdo brasileira ( Decreto-Lei Federal n® 986 de 21
de outubro de 1969:

Aditivo Intencional ¢ toda substdncia ou mistura de substancias dotadas
ou ndio de valor nutritivo, adicionada ao alimento com a finalidade de impedir
alteragdes, manter, conferir ou intensificar seu aroma, cor ¢ sabor, modificar ou manter
seu estado fisico geral ou exercer qualquer agdo exigida para uma boa tecnologia de

fabricagdo do alimento.

2.1.2. Consideracoes gerais sobre aromas

O consumo de alimentos e bebidas estd intimamente associado ao
estimulo das sensagdes quimicas humanas: odor e sabor. A sensa¢io de odor ¢
despertada pelas misturas altamente complexas de pequenas e hidrofobicas moléculas
de muitas classes quimicas. Ocorrendo em tragos de concentragdes, estas moléculas, sdo
detectadas pelas células receptoras do epitélio olfativo, localizado no interior da
cavidade nasal. Os mensageiros quimicos nio volateis do paladar interagem com os
receptores localizados na lingua e conferem somente quatro sensagdes basicas: doce,
salgado, amargo e acido. Também percebidos dentro da cavidade oral, mas transmitidos
para o cérebro por neurénios ndo especificos, estio as impressdes quente, frio e

pungéncia (Berger, 1995).
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A primeira identificagio de compostos volateis nos alimentos
compreendia umas poucas centenas de constituintes. Mas, com o advento da »anélise
instrumental moderna, particularmente a cromatografia gasosa associada a
espectrometria de massa, o niimero de compostos identificados explodiu, e a listagem
corrente contém mais de 6200 registros de aproximadamente 400 diferentes fontes
alimentares. A sensibilidade da espectroscopia classica (ressonancia magnética nuclear
de alta resolugdo) aumentou durante os ultimos anos e contribuiu, assim, para a
caracteriza¢do estrutural de componentes de aromas. Apesar destas realizagdes, a
descoberta de novos aromas esta se tornando cada vez mais dificil. Extrapolando o
numero de precursores de aroma, desde resultados industriais confidenciats, até
pesquisas recentemente publicadas, foi estimado que até 10.000 volateis podem estar
presentes nos alimentos. Encontrou-se uma maior complexidade de compostos em
produtos que, depois de uma liberagdo fermentativa de precursores de aromas,
receberam tratamentos térmicos ou outros tecnoldgicos adicionais: mais de 500 volateis
foram relatados no café, vinho, cerveja, rum, cha preto e cacau (Berger, 1995).

O interesse de muitos pesquisadores substituiu a ;1etermina<;§o de
componentes isolados, pela investigagdo de misturas de compostos formadores de
aroma em um produto. A importincia sensorial expressa através de unidades de odor
(valor de aroma), depende da concentraggo ativa do odor identificado e seu respectivo
limiar de detecgdo, o qual é determinado experimentalmente, de preferéncia na matriz
do alimento. O ponto fraco deste conceito ¢ a impossibilidade de predizer a interagdo
das moléculas de aromas entre si € com 0s outros componentes do alimento. Uma
solugdo parcial para o problema ¢ a associagdo cromatografia gasosa e olfatometria
(CG-0), também chamada “sniffing-gas chromatography”. Dilui¢des sucessivas de

extratos de aromas sdo submetidas a separagdo por cromatografia gasosa, os
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componentes separados séo identificados fisico-quimicamente sendo que , em paralelo a
coluna de separagdo, um fluxo ¢ detectado por provadores humanos (Berger, 1995).

O valor dos aromas e fragrincias ¢ altamente dependente de suas
qualidades sensoriais € pureza. Os processos biotecnologicos t€m como vantagem a
capacidade de gerar reagtes altamente estercoseletivas, ja que a percepgdo de aromas e
fragrancias ¢ baseada nas propriedades esteroquimicas das moléculas. Moléculas de
aromas, ¢ especialmente de fragrancias, podem ser detectadas pelo nariz ou pela boca
em concentragdes muito pequenas, sendo utilizados em produtos a niveis muito baixos.
Entretanto, como os limiares de detecgdio podem variar entre 10° ¢ 107, de molécula para
molécula, os aromas e fragrincias sdo utilizados em concentragdes totalmente
diferentes, o que resulta na necessidade de produgdo em escalas variando desde poucos
quilogramas a varias toneladas por ano. As moléculas comumente utilizadas como
aromas e fragrancias sdo quimicamente muito diferentes, mas sdo geralmente pequenas,
com pesos moleculares menores que 300, pois deverdo ser volateis para exercer seus
efeitos. Qualquer modificag@io na estrutura quimica pode resultar em variagdes muito
grandes nas propriedades sensoriais, em termos de intensidade, qualidade e limiar de
detecgdo. Moléculas com a mesma funcionalidade basica, por exemplo, aldeidos e
cetonas, podem ter, freqlientemente, caracteristicas sensoriais muito diferentes. Aromas
e fragrancias sdo compostos por uma mistura complexa de diferentes moléculas.
Geralmente, uma alta qualidade destes ¢ devida a efeitos combinados de um grande
numero de moléculas diferentes, cada uma com diferentes caracteristicas no sabor e

odor (Cheetham, 1993).
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2.1.3. O mercado de aromas

A industria original de aromas e fragrancias foi influenciada por quatro
principais areas tecnologicas: primeira, a extragio de aromas e Oleos essenciais de
plantas e, em menor escala, de fontes animais. Segundo, a quimica, que tem
representado um papel importante na identificacdo de algumas moléculas de
propriedades sensoriais, € também no desenvolvimento de processos eficientes,
baseados na sintese orgénica utilizando derivados petroquimicos como matéria-prima.
Terceiro, alimentos fermentados tradicionais, como cerveja, vinho, vinagre, pdo, queijo
e iogurte, que incentivaram pesquisas biotecnologicas e agora sdo beneficiadas pelos
avangos na engenharia de bioprocessos. E, finalmente, o progresso que propiciou um
aumento no conhecimento cientifico das reagdes que ocorrem durante o cozimento € 0
processamento dos alimentos (Cheetham, 1993).

A sintese biotecnoldgica de compostos de aromas vem crescendo
consideravelmente na industria de alimentos. Isto € resultado, entre outras coisas, dos
avangos cientificos em processos biologicos, fazendo uso de microrganismos ou
enzimas como alternativa as sinteses quimicas, combinado aos recentes
desenvolvimentos de técnicas analiticas como HPLC, CG e espectrometria de massa. O
aumento das pesquisas a procura de novos produtos € bioprocessos também deve-se ao
desenvolvimento de um mercado consumidor que procura ingredientes alimentares néo-
toxicos ou naturais (Christen & Munguia, 1994).

Por outro lado, a industria alimenticia vem sendo fortemente influenciada
pelo aumento do conhecimento dos consumidores sobre as caracteristicas nutricionais €
os insumos de sua dieta, bem como dos aditivos empregados nos produtos

industrializados. Isso pode ser observado ndo s6 pelo aumento do nimero de produtos
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com baixo indice de gordura, sodio, cafeina e colesterol, como também pela troca da
sacarina pelo aspartame e pela busca de corantes, antioxidantes € preservativos naturais.

Devido a complexidade de muitos aromas naturais, tanto em relagdo a
composigdo, como estrutura quimica individual, a aplicagdo de métodos biotecnologicos
na produgéo destes compostos vem atraindo muita atengédo desde a tltima década.

Aromas produzidos biotecnologicamente podem ser caracterizados como
“naturais” ou “idénticos aos naturais” ¢, portanto, sdo preferidos pelo consumidor. A
presenga de aromas adiciona valor ao produto, o que significa que o custo do
bioprocesso passa a ser menos significativo no custo do produto final.

Durante os ultimos 15 anos, os processos biotecnolégicos vém se
estabelecendo nas industrias para produgdo de aromas naturais. As leis de
regulamentagio de aditivos para alimentos de muitos paises reconhecem o fato que
aromas € constituintes de aromas naturais possam ser obtidos biotecnologicamente
(Figura 2.1). Contudo, algumas condigdes devem ser garantidas para se assegurar que o
produto final seja natural. Estas condig¢des estipulam que a matéria-prima ou substrato
sejam naturais e, somente processos fisicos sejam empregados no isolamento e

purificagiio dos produtos formados. (Gatfield et al, 1995)

= Extragdo: animal (bovinos, aves, peixes, etc.)
vegetal (cogumelos, ervas, etc.)

= Destilagao: citrus, pimentas, mentas, etc.
= Concentragao: extratos, sucos de frutas, etc.
. = Biotecnologia: fermentagao (acidos, alcoois, ésteres, etc.)

modificagbes enzimaticas (queijos, sopas, etc.)

Figura 2.1 — Processos para obtengéio de aromas naturais (Gatfield ez al, 1995).
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E possivel obter uma escala de produgdo tanto para misturas complexas
como para componentes individuais de aromas, via fermentagdo microbiana e
tecnologia enzimatica. Muitas classes diferentes de componentes de aromas podem ser
obtidas por estas vias, incluindo acidos, €steres, alcoois, aldeidos e cetonas, todos
caracterizados por sua alta volatilidade (Christen & Raimbault, 1991; Gatfield et al,
1995).

O prego dos produtos biotecnoldgicos ainda ndo se justifica para alguns
alcoois e cetonas, os quais sdo sintetizados com relativa facilidade a partir de
hidrocarbonetos. No entanto, o fato das matérias-primas derivadas do petréleo estarem
sendo gradativamente substituidas por matérias-primas naturais, sugere O
desenvolvimento da produgdo. Os processos biotecnoldgicos, em geral, sio menos
agressivos ao meio ambiente que seus similares sintéticos (Berger, 1995).

Em 1996, 0 mercado mundial de aromas e fragrincias, incluindo vendas
de componentes de aromas e fragrancias e oleos essenciais, foi estimado em 10 bilhdes
de ddlares a uma taxa média de crescimento anual de 7,5% desde 1992. O setor de
aromas ocupa uma fatia de 39% do total deste montante. Para 1999 ¢é projetado um
crescimento anual de 3,5 a 4%, quando espera-se que o consumo de aromas e
fragrancias exceda 11 bilhdes de dolares. Os Estados Unidos e a Unido Européia, juntos,
sdo responsaveis por aproximadamente 70% do consumo de todos os aromas quimicos.
(Somogyi et al, 1996, 1998).

Os produtos da quimica fina importados pelo Brasil representam,
anualmente, um montante de 2 bilhdes de ddlares. Deste montante, o setor de aditivos
para alimentos e cosméticos deve representar aproximadamente 100 milhdes de dolares

anuais, indicando sua importancia econdmica ( Vitolo, 1994).
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2.2. Biotecnologia na producdo de aromas

A biotecnologia tem sido utilizada pelo homem na produgéo de alimentos
por milhares de anos (Figura 2.2). O beneficio original deste método de preparo dos
alimentos foi um consideravel aumento na vida util de alguns produtos. A razdo pela
qual este modo tradicional ainda vem sendo utilizado € devida as modificag3es

u

sensoriais positivas provocadas pelds enzimas e microrganismos (Gatfield er al, 1995).

QUELO bactérias, Camembert: Pen. camemberti
fungos Roquefort: Pen. roqueforti
Emmentale: bacteria Propioni

IOGURTE bactérias Lactobacillus bulgaricus
Streptococcus thermophilus

PAO leveduras Sacharomyces cerevisae

CARNE enzimas proteases

VINHO, CERVEJA leveduras Sacharomyces cerevisae

VEGETAIS bacterias, pepinos Lactobacillus
leveduras azeitonas Sacharomyces

CHAS, CACAU enzimas,

microrganismos

MOLHO DE SOJA fungos Aspergillus oryzae

Figura 2.2 — Produtos alimenticios naturais produzidos biotecnologicamente (Gatfield ef al, 1995)

Biotransformagdes vém sendo crescentemente empregadas na
manufatura de substincias quimicas especificas, especialmente aromas e fragrancias.
Avangos nesta tecnologia, conduziram ao desenvolvimento de um numero crescente de
novidades cientificas e de processos eficientes para a fabricagdo de moléculas de alta
atividade biologica. Tais processos vém exigindo pesquisas multidisciplinares no seu

desenvolvimento (Cheetham, 1993).
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A sintese de componentes de aromas, via processos biotecnoldgicos,
atualmente vem ocupando um importante papel na industria de alimentos (Fabre et al.,
1995). Além disso, o consideravel interesse dedicado pelos grupos de pesquisas
académicas e industriais nesta area indicam a importdncia desta tecnologia para
desenvolvimentos futuros de aromas naturais (Gatfield er al, 1995).

De uma forma geral, sio duas as formas de produzir aromas por vias
biotecnologicas. A via mais utilizada pelos sistemas tradicionais consiste na sintese de
substincias aromaticas por bioproducdo. Esta se d4 por via fermentativa, onde a cultura
microbiana pode ser melhorada pela otimizag&io das condi¢des de cultivo (Fabre, 1996).
Outro processo que envolve reagdes multiplas ¢ a bioconversdo, onde a partir de
sistemas enzimaticos ¢ possivel ampliar, degradar ou modificar o substrato, deste modo

acrescentando ou substituindo a sintese quimica (Berger, 1995).

2.3. Microrganismos produtores de aromas

A tecnologia existente para a producdo de aromas ¢ baseada
principalmente em materiais de plantas onde as flutuacdes sazonais sdo uma
desvantagem. Por outro lado, a sintese quimica, geralmente carece de
estereoseletividade. Por essas razdes os microrganismos sio uma fonte em potencial de
esséncias naturais (Pastore, 1994).

Dentre os microrganismos produtores de aromas estio as bactérias, as
leveduras e os fungos filamentosos.

A classe de fungos mais estudada para a producdo de aromas sdo 0s
basidiomicetos. As bactérias e leveduras apresentam vantagens consideraveis em
relagdo aos fungos filamentosos, devido a sua facil tecnologia, conhecimento bioldgico

e as diversas modificagdes genéticas realizadas nestes microrganismos (Fabre, 1995).
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Sob condigdes mais amenas que as utilizadas na sintese quimica, muitas
leveduras produzem aromas intensos, como os compostos volateis reportados a partir de
cepas de Tyromyces sambuceus, Ceratocystis sp., Yarrowia lipolytica, Kloeckera
satarnus, Hansenula anomala, Pichia pastoris, Sacharomyces. cerevisae, Geotrichum
sp. € Kluyveromyces lactis ( Fabre, 1995).

A acetoina, objeto deste estudo, € produzida na fermentagédo do vinho por
leveduras (Romano & Suzzi, 1996).

As leveduras do vinho foram subdivididas por Antonioni (1951) em
leveduras - ativamente  fermentativas, produzindo somente 2, 3-butanodiol,
moderadamente fermentativas, produzindo 2,3-butanodiol ¢ acetoina e fracamente
fermentativas, produzindo somente acetoina (Romano & Suzzi, 1996).

Um estudo biométrico de 96 cepas de Kloeckera apiculata €
Hanseniaspora guilliermondii, realizado por Romano et al. (1993), para verificar a
capacidade de produgdo de acetoina destas leveduras em meio sintético e mosto,
verificou que altos niveis deste componente sdo uma caracteristica destas espécies,
confirmando estudos anteriores realizados por Antonioni & Gugnoni (citado por
Romano & Suzzi, 1996) os quais determinaram que as levedura§ apiculadas sfo
normalmente produtoras de altas concentragdes de acetoina ( em torno de 200 mg/l).

Moritz (1998) estudando o crescimento de leveduras produtoras de
aromas em meio complexo, verificou que Hanseniaspora guilliermondii apresentou os
maiores niveis em acetoina (334 mg/l) contra 277mg/l produzidos por Kloeckera
apiculata.

Deiana et al. (1990), estudando a capacidade de produgdo de acetoina e
diacetil por Debaromyces hansenii verificou niveis em acetoina em torno de 100 mg/l a

partir de concentragdes iniciais de 2% em glicose.
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A acetoina também pode ser produzida por bactérias do acido lactico,
bem como espécies de Micrococcaceae, Enterobacteriaceae € Propionibacterium com
um interesse em particular na produgéo de queijos ( citados por Deiana et al., 1990).

De acordo com Boumerdassi et al. (1997), na presenga de altas
concentragdes de citrato e oxigénio dissolvido, Lactococcus lactis, produz
concentragdes em acetoina em torno de 8,5 mM.

Rezanka et al. (1994) estudando a produgdo de compostos volateis em
culturas de Streptomyces avermetilis, detectou de 0.8 a 1,21% de acetoina entre 36

compostos identificados.

2.4. Hanseniaspora guilliermondii
A espécie H. guilliermondii ¢ também conhecida como o Hanseniaspora
melligeri e Hanseniaspora apuliensis. Crescem em meio de glicose, extrato de levedura,
agua e peptona. Apos dois. dias de incubagio a 25 °C, as células tornam-se apiculadas,
de forma alongada ou oval, ¢ tamanho entre (2,2 — 5,8) um x (4,5 — 10,2) um. Sua
reproducdo € por brotamento bipolar (Smith, 1984).
Bioquimica, morfologica e nutricionalmente, as espécies de
Hanseniaspora e o género imperfeito Kloeckera t€m sido reportadas como um grupo. .
guilliermondii ¢ a forma perfeita da K. apis, sendo que a K. apiculata é o estado

imperfeito da H. uvarum (Miller et al.,1958 citado por Romano et al., 1993).
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2.5. Acetoina

Acetoina (C4HgO,), também conhecida por acetil-metil-carbinol, ¢ uma
cetona (3-hidroxi-2-butanona) de odor agradavel, peso molecular 88,10 e ponto de
ebuligdo 148°C. E um aromatizante utilizado pela industria alimenticia, na produggo de
alimentos lacteos e bebidas. Juntamente com o diacetil, ¢ responsavel por parte do
aroma de uma vasta gama de produtos lacteos, principalmente queijos € manteiga.
Também funcionam como potencializadores de outros aromas, como o de vinagre e café
(Merck & Co.,1983; Hughes, 1994).

Acetoina ¢ um produto comum em fermentagdes alcodlicas, e um
componente muito importante no vinho, pois estd intimamente ligada ao seu “bouquet”,
sendo também um componente chave na biossintese do 2,3-butanodiol e diacetil. Estes
trés compostos estdo correlacionados, representando trés niveis de oxidagdo. Os
microrganismos produzem quantidades bem maiores de acetoina do que diacetil (
Collins, 1972).

Nem acetoina, nem 2 3-butanodiol sdo odores fortes. De fato, seus
limiares de detecgdo no vinho sdo muito altos, em torno de 150mg/l. Entretanto o
diacetil, o qual gera um odor ruim em bebidas alcodlicas, possui um odor caracteristico
e detectavel em niveis muito baixos (limiares de detecgdo em torno de 8mg/1) (Dubois,
1994).

A acetoina é formada durante a fermentagéo pela atividade microbiana de
bactérias lacticas e leveduras, mas existem poucos estudos que relatem a quantidade
produzida por espécies individuais durante a fermentagio do vinho (Romano e Suzzi,
1996). A Tabela 2.1 descreve as quantidades de acetoina produzidas no vinho por

diferentes espécies de leveduras de relatadas por diversos autores.
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Tabela 2.1 — Acetoina produzida no vinho por diferentes espécies de leveduras

Espécie n° de cepas Faixa (mg/l) média (mg) Referéncia
Saccharomyces cerevisae 1 0-0 0 Antoniani et al.(1941)
10 26,3-76,2 56,4 Rosini et al.(1992)
100 0,1-194,6 8,5 Romano et al.(1993)
Torulaspora delbrueckii 10 0,0-21,9 5,5 Rosini et al.(1992)
Kloeckera apiculata 2 90-220 Antoniani et al.(1941)
10 68,6-225,0 138,1 Rosini et al.(1992)
48 55,8-187,4 290,6 Romano et al.(1993)
Hanseniaspora guilliermondii 48 50,3-258,1 168,3 Romano et al.(1993)
Hanseniaspora valbyensis 10 22,9-408,7 1449 Rosini et al.(1992)
Candida stellata 10 34,9-254,1 94,9 Rosini et al.(1992)
Zigosaccharomyces bailii 35 17,1-34,4 24,8 Romano et al.(1993)
Zigosaccharomyces fermentati 35 0,0-0,0 0,0 Romano et al.(1993)
Saccharomycodes ludwigii 10 211,7-478,3 310,2 Rosini et al.(1992)
20 55,5-362,7 154,0 Romano et al.(1996)

*Fonte: Romano e Suzzi (1996)

2.5.1. Biossintese da acetoina

A presenga de compostos carbonilicos, como diacetil e acetoina, em
produtos fermentados, foi por muito tempo atribuida unicamente a a¢do bacteriana.
Entretanto, entre os anos de 1950 e 1960, tornou-se claro que as leveduras também
produziam acetoina e diacetil. Ndo obstante, os mecanismos de produgdo permaneceram
em controvérsia por um longo fempo até os estudos de Collins (1972) e Wainwright
(1973) que revelaram a biossintese da acetoina por leveduras.

De acordo com Collins (1972) a reagdo chave na utilizagéo do piruvato,
proveniente de glicolise, ¢ a descarboxilagdo do piruvato a hidroxietiltiamina
pirofosfato, chamado de complexo acetaldeido-TPP. A descarboxilagdo do piruvato

requer tiamina pirofosfato e um metal bivalente (Figura 2.3).
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CI:H3 CH3
c—0 —T° o  Cc—0 + co,
boow M
/PP
piruvato complexo acetaldeido-TPP

Figura 2.3 — Formacao de hidroxiletiltiamina pirofosfato a partir do piruvato

Existem dois mecanismos através dos quais os microrganismos utilizam
hidroxietiltiamina pirofosfato (complexo C, ) na formagdo de acetoina. Bactérias, exceto
Escherichia coli, utilizam o mecanismo descrito pela figura 2.4 a. O complexo C, reage
com outra molécula de piruvato para formar acido a-acetolactico, € o C € , entdo
descarboxilado para formar acetoina. Na presenga de NAD reduzida ¢ da enzima
redutase, acetoina pode ser reduzida a 2,3-butilenoglicol, com simultinea reoxidagio da
NAD.

Leveduras e E. coli utilizam o mecanismo descrito pela figura 2.4b. O
complexo C, reage com o acetaldeido livre para formar acetoina diretamente, sem a
formagdo intermediaria do a-acetolactato.

Collins (1972) relata que leveduras produzem o-acetolactato, mas elas
ndo possuem a-acetolactato descarboxilase € ndo podem formar acetoina a partir do a-
acetolactato que elas produzem. De acordo com Chuang & Collins (1968),
aparentemente as leveduras utilizam o o-acetolactato que elas produzem
exclusivamente para formar produtos importantes ao seu metabolismo, como valina €
acido pantoténico.

Ao contrario do que foi anteriormente suposto, Haukeli & Lie (1972)
verificaram que leveduras também podem descarboxilar o a-acetolactato a acetoina

pelo mecanismo normalmente utilizado por bactérias. Em ensaios radioativos, Deiana et
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al. (1990) descobriram que algumas cepas de Debaromyces hansenii produziram

acetoina a partir da glicose e acido lactico através da descarboxilagdo do a-acetolactato.

A quantidade de acetoina produzida foi afetada pela cepa, substrato ¢ tempo de

incubag@o.
T
C=0 CHs CHs CH3
| I o | |
H/ PP C=0 0> C—0 H—C—OH
TPP = = NADH,
+ — HO—-C|3——-COOH —~———» H—C—O0OH =—/——> H—C—OH
| NAD
COOH CHs; CH3 LH;;
C|)= o acido o-acetolactico acetoina 2,3-butilenogilicol
|
CHs
piruvato

Figura 2.4a — Mecanismos de formacio de acetoina a partir de hidroxiletiltiamina pirofosfato

T
C—0 CH3 CH3
| | |
H TPP C=0 H—C—OH»
/Tpp ___.-' | NADH; |
+ — » HO—C—H =——==H—C—OH,
| NAD I
COOH CHj4 CH3
| acetoina 2,3-butitenoglicol
?=‘ 0
H
acetaldeido

Figura 2.4b — Mecanismos de formacio de acetoina a partir de hidrexiletiltiamina pirofosfato
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2.5.2. Biossintese da acetoina por leveduras

Nas leveduras do vinho, a acetoina é um importante subproduto do
metabolismo de carboidratos, 0 qual ocorre somente na presenca de carboidratos
fermentesciveis ou de acido pirGivico, necessario a0 metabolismo dos microrganismos,
particularmente para a sintese de material celular. Leveduras formam piruvato a partir
da glicose via glicolise, ‘o qual € sua descarboxilado a hidroxietiltiamina PP; (TPP)
(Romano e Suzzi , 1996).

Dependendo do substrato com o qual o acetaldeido ativo reage, as

seguintes vias podem ser derivadas:

acetaldeido ativo + piruvato — acetolactato——> acetoina Rota A
acetaldeido ativo + acetil coenzima A——> diacetil —> acetoina RotaB

acetaldeido ativo + acetaldeido —— acetoina Rota C

Rota metabdlica A

A sintese comega com o piruvato, o qual € derivado da degradagdo de
carboidratos. O acetaldeido ativo € o piruvato sdo, entdo transformados em o-
acetolactato pela agdo da enzima acido acetohidroxi sintetase.

Leveduras pertencentes ao género Sacharomyces produzem q-
acetolactato em concentragdes consideraveis durante a fermentagfo, € este componente
altamente 1abil podera ser convertido facilmente & diacetil ou acetoina, particularmente
na presenga de oxigénio (Haukeli & Lie, 1972).

Com tratamento térmico sob condigdes estritamente anaerdbicas, o acido
a-acetolactico pode ser gliretamente convertido, por ¥ia ndo enzimatica, 4 uma taxa de

aproximadamente 0,05%.h™", formando principalmente acetoina ¢ algum diacetil ( De



CAPITULO 2: REVISAO BIBLIOGRAFICA 18

Man, 1959, citado por Romano ¢ Suzzi, 1996). Um maximo de 80% de conversdo em
acetoina foi obtido a partir de 30 minutos de tratamento térmico a 70°C em condi¢des
anaerobicas ( oxigénio dissolvido em concentragdes inferiores a 0,1mg/l) (Inoue et al.,
1991). Entretanto, o acido o-acetolactico microbiano ¢ descarboxilado a acetoina
somente na presenca da enzima acido a-acetolactico descarboxilase. Uma explicagdo
para esta observagdo € que o acido a-acetolactico produzido por microrganismos nio
esta livre, mas completamente rodeado por enzimas, ndo podendo ser convertido por
uma decomposi¢do espontanea (Romano e Suzzi, 1996).

O a-acetolactato pode ser degradado ndo enzimaticamente a diacetil
através da descarboxilagdo oxidativa, e sua decomposigdo depende das propriedades
quimicas e fisicas das bebidas alcodlicas. A conversdo do acido a-acetolactico a diacetil
¢ quantitativa quando solugdes aquecidas de a-acetolactato sdo agitadas com ar
(Wainwright, 1974 citado por Romano e Suzzi, 1996). A evidéncia é que o diacetil €
formando a partir do acido a-acetolactico como um subproduto da biossintese do acido
o-0x0-isovalérico, um composto intermediario na biossintese da valina, leucina e acido
pantoténico.

Finalmente, a conversdo do acido a-acetolactico a diacetil, geralmente
ocorrei de um modo ndo enzimatico fora da célula da levedura, e estudos mais
avangados s3o0 necessarios para provar que as enzimas das leveduras ou células intactas

catalisem esta transformacao.
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Rota Metabdlica B

Uma outra rota de biossintese da acetoina em leveduras € a condensagdo
do acetaldeido ativo com a acetil coenzima A para formar diacetil (Collins, 1972), o
qual é sucessivamente reduzido a acetoina. Embora elas produzam uma grande
quantidade de acetoina (Collins, 1972), algumas cepas de S. cerevisae ndo sdo aptas a
produzir diacetil devido & inefici€ncia da diacetil sintetase, a enzima necessaria para a
reacgdo da acetil coenzima A com o acetaldeido ativo. A aeragdo das culturas aumenta a
produgdo de diacetil.

Uma vez que as leveduras tenham formado diacetil por este mecanismo,
elas podem , por meio da diacetil redutase (Seitz e al., 1963 citado por Romano €
Suzzi, 1996), reduzir o diacetil a acetoina, e muitas delas podem reduzir acetoina a 2,3-
butanodiol (Juni, 1952, citado por Romano e Suzzi, 1996). A diacetil redutase catalisa a
redugdo do diacetil a acetoina com NADH como um doador de elétrons mas falha para
catalisar a reagdo inversa (Schwarz ef al., 1994). A redugdo do diacetil pela enzima é
irreversivel. O 2,3-butanodiol ¢ oxidado a acetoina com NAD®, demonstrando que a
reducdo da acetoina € uma reacéo reversivel.

A diacetil redutase é mais ativa no diacetil a pH 7,0, considerando que
esta ndo ¢ ativa a baixos valores de pH, consequentemente, ha uma menor converséo de
diacetil 4 acetoina quando o pH da cultura é baixo. A enzima é mais ativa a 40°C em
Kluyveromyces marxianus (Schwarz et al., 1994) e S. carisbergensis (Legeay et al.,
1989). A atividade da diacetil redutase foi detectada em S. cerevisae (Heidlas et al.,
1990), S. carisbenrgensis (Legeay et al., 1989) e Candida utilis (Verduyn et al., 1988).

A atividade metabolica das leveduras reduz rapidamente o diaceti] a
acetoina e entdo a 2,3-butanodiol, e este metabolismo rapido explica a auséncia de

quantidades apreciaveis de diacetil durante a fase ativa da fermentagdo. Quanto mais
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leveduras estiverem presentes, mais rapidamente o diacetil ¢ reduzido, entdo altas
razdes de indculo favorecem a redugdo do diacetil. A redugdo do diacetil & acetoina €
mais rapida a temperaturas maiores € quando a levedura € uniformemente suspendida no

meio (Geiger e Piendl, 1@75, citado por Romano e Suzzi, 1996).

Rota Metabélica C

As leveduras também formam acetoina por um mecanismo diferente
daqueles observados nas bactérias: pela condensagdo do acetaldeido ativo (complexo
acetaldeido-TPP) com o acetaldeido livre formado a partir do piruvato (Juni, 1972
citado por Romano e Suzzi, 1996), sem formagfo intermedidria do a-acetolactato. A
producdo de acetoina pelas células extraidas de leveduras ¢ estimulada pela adi¢do de
acetaldeido, o que indica que as leveduras formam acetoina pela condensagio do
acetaldeido livre com o complexo acetaldeido-TPP. Este mecansimo descrito por
Collins (1972), confirma que a acetoina ndo pode ser oxidada a diacetil, ao contrario de
relatos anteriores.

A formagio de acetoina depende da razio NAD'/(NADH + H') e da
concentragdo intracelular de acido piravico (Dittrich e Eschenbruch, 1968 citado por
Romano e Suzzi, 1996).

A Figura 2.5 apresenta o resumo das reagdes que sdo atualmente

conhecidas de acordo com Romano e Suzzi (1996).
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Figura 2.5 — Esquema da biossintese da acetoina por leveduras
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2.5.3. Fatores que afetam a producao de acetoina

De acordo com Fabre et al. (1995), varios estudos tém revelado que a
produgdo de compostos volateis por microrganismos ¢ dependente da composi¢ido do
meio e das condi¢do de cultura.

A produgdo de acetoina ¢ dependente da temperatura. Quando a
temperatura aumenta, g ve:locidade de decomposicdo do a-acetolactato no meio de
fermentagdo também aumenta, e mais diacetil e acetoina sdo produzidos. Fermentagio a
temperatura de 30°C, em comparagdo com 12, 18 ¢ 24°C, aumenta sensivelmente a
quantidade de acetoina produzida por S. cerevisae no vinho (Romano e Suzzi, 1992).
Mais acetohidroxi acidos sdo formados quando a temperatura de fermentagdo ¢ elevada
(Inoue, 1974 citado por Romano e Suzzi, 1996), sugerindo uma rota preferencial de
produgéo de acetoina a partir do acetolactato (Romano e Suzzi, 1996). A redugdo do
diacetil a acetoina ¢ mais rapida a temperaturas maiores ¢ quando a levedura ¢é
uniformemente suspendida no meio (Geiger e Piendl, 1975, citado por Romano e Suzzi,
1996). A enzima diacetil redutase é mais ativa a 40°C em Kluyveromyces marxianus
(Schwarz et al., 1994) e S. carisbergensis (Legeay et al., 1989).

Acetoina € detectada em quantidades maiores em fermentagdes por
leveduras em meios altamente acrados ( Crowell € Guymon, 1963 citado por Romano e
Suzzi, 1996). Leveduras pertencentes ao género Sacharomyces produzem o-
acetolactato em concentragdes considerdveis durante a fermentacfo, que podera ser
convertido facilmente a diacetil ou acetoina, particularmente na presenga de oxigénio
(Haukeli & Lie, 1972). Um meio pobre em oxigénio (0,2 mg/l de O,) leva a formagéo
mais rapida de a-acetolactato, sendo que niveis maximos deste composto sdo obtidos
em meio altamente aerado (17,4 mg/l de O,). Aeragdes normais proporcionam niveis

menores. A formagio de a-acetolactato, dependente de oxigé€nio, estd intimamente
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relacionada a utilizagéo de carboidratos, aminoacidos treonina e lisina, e cations de ferro
€ potassio presentes no meio.

De Mas et al. (1988), estudando a produgido de 2,3-butanodiol por cepas
‘de  Bacillus polymixa, verificaram que a producdo de qualquer metabolito foi
dependente da taxa de disponibilidade relativa de oxigénio na cultura. A uma alta taxa
de aeragio (acima de 50 mmoles 0,1 "), foram detectados maiores rendimentos em
acetoina e acetato. Em uma disponibilidade intermediaria de oxigénio o rendimento de
2.3-butanodiol foi maximo.

Bassit et al. (1993), estudando o efeito da concentragdo inicial de
oxigénio na produgdo de diacetil e acetoina por Lactococcus lactis, verificou que
concentragdes maximas desses componentes foram encontradas em meio com 100% de
saturagdo em O,. Justificado pelo aumento da atividade da a-acetolactato sintetase na
presenga de oxigénio.

O volume do meio de cultura apresentou importante influéncia na
produgdo de 2,3-butanodiol, etanol, acetoina e acetato em estudos realizados em frascos
agitados por Nakashimada et al. (1998). Quando este aumenta, a taxa de transferéncia
de oxigénio diminui e, a producdo de etanol e 2,3-butanodiol aumentam com o
decréscimo da produgdo de acetoina e acetato.

O pH ¢ um importante pardmetro na regulagio do metabolismo
microbiano. Condigdes alcalinas favorecem a produgdo de &cidos organicos, a0 passo
que a formagdo de acetoina e 2;3-butanodiol ¢ privilegiada em valores de pH
ligeiramente acidos ( Jansen, 1983). Romano et al. (1993) observaram que a produgio
de acetoina em mosto de uva por H. guilliermondii € K. apiculata foi cerca de cinco
vezes maior que as produzidas em meio complexo formulado. Parte deste efeito pdde
ser atribuido ao pH do mosto, em torno de 2,85, contra 5,5 do meio formulado. A

diacetil redutase é mais ativa a pH 7,0, considerando que esta nfo ¢ ativa a baixos
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valores de pH, ha uma menor conversao de diacetil a acetoina quando o pH da cultura ¢
baixo (Romano e Suzzi, 1996).

Normalmente, pequenas quantidades de diacetil sdo acumuladas por
bactérias quando o pH cai abaixo de 5,5. Isto ocorre porque a enzima citrato permease €
muito mais ativa a baixos valores de pH (Harvey, 1962 citado por Collins, 1972).
Citrato permease ¢ requerida para o transporte ativo de citrato dentro das células de
Streptococcus diacetilactis, Lactococcus citrovorum, € algumas outras bactérias. Outro
fator importante ¢ que a diacetil redutase, enzima envolvida na conversdo de diacetil a
acetoina, ndo ¢ muito ativa em pH baixo (Sandine, 1965 citado por Collins, 1972).
Entretanto, pouco se sabe sobre o pH interno da célula, e uma suposi¢éo que se faz ¢
que este decresce com o pH do meio. Porém, se isto ocorre, a diacetil redutase presente
torna-se menos ativa, ocorrendo uma menor conversdo de diacetil & compostos menos
ativos quando o pH da cultura é baixo. Também, ¢ importante salientar que a maioria
das bactérias crescem mais lentamente em pH baixo. Isto resulta em uma maior
disponibilidade de piruvato para ser utilizado na producdo de diacetil e acetoina, porque
quando crescem lentamente, as células requerem menores quantidades de piruvato para
sintese de material celular. As taxas de entrada e metabolismo do citrato ndo estdo
relacionadas ao crescimento ( Harvey, 1963, citado por Collins, 1972) e, a utilizagéo de
citrato, de fato, aumenta a baixos valores de pH, quando a taxa de crescimento €
pequena (Collins, 1972). |

Cachon e Diviés (1993) propuseram um modelo de utilizagdo de citrato
por Lactococcus lactis € observaram que a bioconversdo de citrato em diacetil e
acetoina foi maxima em pH de 5,5. Quando o acido citrico entra na célula a molécula €
quebrada em acetato, acumulado no meio de cultura, e oxaloacetato que sera

descarboxilado a piruvato. A produgdo de moléculas C4 (diacetil, acetoina e 2,3-
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butilenoglicol) somente € observada quando altas concentragdes de piruvato sdo
acumuladas, o que ocorre durante a fermentagéo de citrato em pH acido.

A quantidade de diacetil sintetase nas células de S. cerevisae ¢
influenciada pela idade da cultura e pela composi¢gdo do meio, especificamente a
concentragdo de glicose (Collins, 1972). De acordo com Wickerham (1951) citado por
Romano er al. (1993), esta devera estar em torno de 50 g/l.

A atividade metabodlica das leveduras reduz rapidamente o diacetil a
acetoina .Uma quantidade elevada de inoculo favorece a produgéo de acetoina, pois
quanto mais leveduras estiverem presentes no meio, mais rapidamente o diacetil €
reduzido (Burger et al., 1958 citado por Romano e Suzzi, 1996). Em estudos realizados
em leveduras do vinho por Romano et al. (1997), foi utilizada uma concentragdo de
inoculo de 5 g/l, ja Haukeli e Lie (1972) estudando o comportamento cinético de
algumas linhagens de leveduras do vinho utilizaram indculo em concentragdes de 2,5

g/l

2.6. Acetato de etila

O acetato de etila (C4HgO») € um éster de peso molecular 88,10 e ponto
de ebuligdo 777°C. E um liquido incolor com aroma avinagrado, e sabor agridoce,
parecido com o da uva. E utilizado pela indistria de alimentos em esséncias artificiais
de frutas para bebidas alcoodlicas, refrescos, pudins e sorvetes e, pela indastria quimica
na fabricagdo de vernizes , filmes fotograficos, perfumes e outros ( Merck & Co., 1983;

Hughes, 1994).
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> Fatores que afetam a producao de acetato de etila

A tensdo de oxigénio ¢ um fator que exerce importante influéncia no
acumulo de acetato de etila em H. anomala e outros microrganismos (Nordstrom, 1964,
citado por Armstrong et al:, 1984). Para Candida wtilis, a aeragio também apresentou
um efeito significativo na u{iiiza(;ﬁo de etanol e no actimulo de acetato de etila. Aeragdo
pobre resulta em baixa utilizagdo de etanol e pequeno acamulo do éster. Aumentos nos
niveis de aeragdo resultaram em maiores velocidades de utilizagdio de etanol e de
acumulo de acetato de etila. Entretanto, a niveis muito altos de aeragio, o rendimento
em ¢éster decresce ( Armstrong et al., 1984).

O pH tem demonstrado ser critico na producdo de acetato de etila por A.
anomala, sendo determinados como niveis 6timos os valores entre 24 ¢ 3,0 (
Tabachnick, 1953, citado por Armstrong et al, 1984). Em niveis maiores de pH, o éster
formado € hidrolisado por esterases (Nordstrém, 1964, citado por Armstrong et al.,
1984). Armstrong et al.(1984) estudando a produgdo de acetato de etila por Candida
utilis a partir de solugdes de etanol, utilizou trés valores iniciais de pH (2,5;4,5¢ 7,0) e
verificou que as maiores quantidades de acetato de etila foram produzidas a pH 7,0, com
uma conversdo quase 2 vezes maior que em pH de 2,5. Otimos rendimentos foram
demonstrados em valores de pH entre 5,0 e 7.,0.

O efeito da concentragdo de etanol na conversdo em acetato de etila por
C. utilis foi estudado por Armstrong ef al. (1984). Foram observadas conversdes mais
rapidas de etanol & acetato de etila quando a concentragdo do substrato era em torno de

10g/1, enquanto concentragdes acima de 35g/l indicaram um forte efeito inibidor na

produgéo do éster.






3. MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo serfo descritas a metodologia  utilizada para o
delineamento do experimento, bem como o microrganismo, meios de cultura,

equipamentos € métodos analiticos utilizados nos ensaios.

3.1. Planejamento Experimental

A otimizag8o, que visa maximizar a economia global de um processo
fermentativo, esta relacionada principalmente a trés critérios na indudstria: maximizagéo
das concentragdes dos produtos (biomassa, metabdlitos), minimiza¢do do tempo de
fermentacgdo e do custo da operagdo (Deneuville, 1991).

O planejamento experimental, ou fatorial, ¢ um conjunto de técnicas,
freqiientemente utilizado em estudos de processos para investigagdes qualitativas ou
quantitativas, explorando os efeitos e relagdes de varidveis de entrada (fatores) sobre as
variaveis de saida (respostas). Este processo pode atingir diferentes areas, como a
engenharia quimica, biotecnologia, pesquisas da area agricola, melhoria de processos
industriais, bem como em processos que utilizam simulagdo computacional (Box et al,
1978).

Por meio de planejarﬁentos experimentais, baseados em principios
estatisticos, podemos extrair do sistema em estudo o maximo de informagdes, fazendo
um numero minimo de experimentos, permitindo a investigagdo do processo em uma
faixa ampla de variag@o com redugdo de tempo e custos (Barros Neto et al, 1995).

No planejamento de um experimento € necessario, primeiramente,
determinar quais s3o os fatores e as respostas de interesse para o sistema em estudo.

Com isto, serdo programados ensaios através de um planejamento fatorial, o qual
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consiste em uma especificagdo detalhada das condigdes experimentais que devem ser
realizadas. Deverdo ser especificados os niveis (valores) em que cada fator é estudado.

Em geral, sdo realizadas investigacdes preliminares para que se tenha
conhecimento de quais fatores influenciam a resposta, sendo usual para tanto, a
utilizagdo de um planejamento fatorial simples (Barros Neto ef al., 1995; Santos, 1998).

E importante salientar que, para uma adequada avaliagio dos resultados
obtidos, ¢ necessario um conhecimento prévio do processo, aliado as ferramentas
utilizadas no planejamento experimental (Navarro, 1996).

O planejamento fatorial em que todas as varidveis sdo estudadas em
apenas dois niveis € o mais simples. Assim, havendo “k” fatores, isto € “k” varidveis
controladas, serfo necessérios 2° ensaios para investigar todas as combinagdes possiveis
dessas variaveis.

Para avaliar o erro experimental associado aos ensaios € ao
experimentador, sdo realizadas duplicatas ou triplicatas nas condigdes experimentais
intermediarias entre os dois niveis atribuidos a cada variavel, que corresponde ao nivel
“0” ou ponto central (Barros Neto et al., 1995; Santos, 1998).

De posse dos resultados do planejamento € possivel calcular os efeitos
principais ¢ de interagdio dos fatores sobre as respostas, especificar os efeitos mais
significativos e ajustar um modelo linear ou de primeira ordem, que correlaciona as
variaveis de entrada e saida.

Caso ocorra uma falta de ajuste do modelo linear, pode-se complementar
o planejamento fatorial inicial adicionando-se 2k ensaios segundo a configuragfo
“estrela”, para obter um modelo quadratico ou de segunda ordem (Santos, 1998).

A metodologia de superficie de resposta (RSM, de Response Surface

Methodology) tem sido utilizada com grande sucesso na andlise, modelagem e
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otimizagdo de diversos processos industriais. A modelagem, normalmente, é feita
ajustando-se modelos lineares ou quadraticos a resultados experimentais a partir de
planejamentos fatoriais (Barros Neto et al, 1995).

Para verificar a influéncia das variaveis de entrada sobre as respostas, foi
realizado um planejamento experimental, onde tém-se um planejamento fatorial com
dois niveis adicionado de‘outro realizado com configuragcdo “estrela”, que utiliza a

metodologia por analise de superficie de resposta para modelar e otimizar tal processo.

3.1.1. Planejamento Fatorial Completo + estrela

Neste estudo considerou-se que a produgéo via fermentativa de acetoina
¢ afetada por trés variaveis x; independentes: concentragdo inicial de glicose (x;),
temperatura (x;) € pH (x3) do meio. Como respostas foram obtidas as yi, variaveis
dependentes: concentragfio maxima em acetoina (y;), fator de conversdo substrato em
produto (y,) € produtividade em acetoina (y3).

Um planejamento fatorial com trés fatores e dois niveis (-1 e +1)
adicionado de seis ensaios distribuidos rotacionalmente (pontos axiais) a uma distancia
“o” da condigdo do ponto central foi desenvolvido. Foram realizados ainda, dois
ensaios no ponto central, para a estimativa do erro experimental.

A distdncia “a” ¢ definida pela Equagéo 3.1.

a=32" (3.1)
onde k é o nimero de variaveis ou fatores.
Para este estudo k =3 portanto, a = 1,68, sendo ento incluidos na matriz

de planejamento os niveis —1,68 e +1,68.
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A determinagdo dos valores reais foi realizada fixando-se inicialmente os
valores correspondentes aos niveis -1 e +1. A seguir, calculou-se o restante
relacionando-se as respectivas distancias entre os valores codificados.

Na Tabela 3.1 sdo apresentados os valores utilizados neste planejamento

fatorial relativos aos niveis codificados (-1,68; -1; 0; +1; +1,68).

Tabela 3.1 — Valores relativos aos cédigos dos niveis para as variaveis
independentes no planejamento fatorial em estrela

Codigo do niveis

Variaveis independentes simbolo -1,68 -1 0 +1 +1,68
concentragdo inicial X, 17 30 49 68 81
de glicose (g/1)
temperatura (°C) X2 24 26 30 34 36
pH X3 4,0 4.4 5,0 5,6 6,0

O planejamento fatorial completo em estrela com ponto central, que
totaliza dezesseis experimentos realizados em ordem aleatoria € apresentado na Tabela
3.2.

E importante salientar que o niimero de experimentos e o niimero de
condi¢bes experimentais sdo conceitos diferentes. Um determinado numero de réplicas
deve ser adicionado ao niimero de condigbes experimentais para fornecer o numero de
experimentos. As réplicas sdo de fundamental importancia, pois servem para determinar

o erro experimental (Santos, 1998).
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Tabela 3.2 — Ensaios realizados no planejamento fatorial completo 2° + estrela

ensaio Xy X2 X3
1 -1 -1 -1
2 +1 -1 -1
3 -1 +1 -1
4 +1 +1 -1
5 -1 -1 +1
6 +1 -1 +1
7 -1 +1 +1
8 41 +1 1
9 -1,68 0 0
10 +1,68 0 0
11 0 -1,68 0
12 0 +1,68 0
13 0 0 -1,68
14 0 0 +1,68
15 0 0 0
16 0 0 0

O ajuste matematico aos resultados deste planejamento experimental foi
realizado através de um modelo quadratico com interagdes, que segue a Equagio

genérica 3.2.

y=b, +ib,.xi +Z3:bﬁx,.2 +i ibi}.xixj (3.2)
i=l i=1

i=l j=i+l

onde:

y . estimativa dos valores populacionais das respostas;

b,,b,,b..b. . coeficientes de regressdo relativos aos efeitos principais lineares (x;)

0>Yi>Y%5%; -

o 2 . ~
quadraticos (x,”) € interagdes (x,x ).
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Para avaliagdo do desempenho do modelo foram analisados os desvios

das observacdes com relagdo a média global, a soma quadratica total (Equagéo 3.3).

m A,

—\2

SOr =223+ (3.3)
i j v

onde:

n,: nimero de repetigdes do nivel 1;

1

m : numero de niveis distintos;

'y : média global das respostas;

¥, - Tespostas observadas.

A SQ, compreende a soma quadratica devido a regressdo (SQ;) € ao

residuo ( SQ, ), de acordo com a Equagdo 3 4.

SOy =8Oy + SO, G.4)

Sendo a SQ, definida pela Equacéo 3.5.

SO, =S50, + SO, 3.5)

onde:

SQ,, : soma quadratica devido ao erro puro, responsavel pela medida do erro aleatorio
que oferta a resposta;

SQ;, - € a soma quadratica devido a falta de ajuste do modelo em relagdo as respostas
observadas (Box et al, 1978).

Para verificar se 0 modelo explica uma quantidade significativa da

varia¢do dos dados experimentais, utilizou-se o teste F de significdncia. Neste teste
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comparam-se os valores de F estimados a partir dos dados experimentais com o valor
tabelado de uma distribui¢io de freqiiéncia de referéncia (F,i,2) no nivel de
significancia desejado.

A partir do teste F podemos verificar se a hipétese nula € valida, isto €, se
as modifica¢des introduzidas nas condigfes experimentais ndo possuem efeito sobre os
resultados obtidos e., se as variagdes destes resultados sdo devidas exclusivamente a
fatores aleatdrios (Santos, 1998).

A Equagdo 3.6 apresenta o teste F para a regressao:

MQg

F5;p—];n—p = MO 3.6)

onde:
d : nivel de significincia desejado;
p - mimero de pardmetros do modelo;
n : niimero total de observagdes (ensaios);
MQ, : média quadratica da regressao;
MQ, : média quadratica dos residuos.
Para uma melhor visualizagio a Tabela 3.3 apresenta a andlise de
variancia para o ajuste do modelo pelo método dos minimos quadrados _(;'.'Bar.‘rigls;‘ ‘et:a_.{, :

YRS

1995).

Biblioteca Universitarial
UFSC
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Tabela 3.3 — Analise de varidncia para o ajuste de um modelo pelo método dos
minimos quadrados

Fonte de Soma quadratica Nuimero de graus Média quadratica
variaciao ' de liberdade
Regressio p-1 SOr

S0k =230, - 77 MOy =~
iJ

Residuos

m N, . 2 n—-p B SQr
8O, =2.2.(vi = 1) Mo =0
iJ

Total

SOr =33y~ 9°
i

% variagdo explicada: SQp /SOy ;
¥y : média global das observagdes,

Y : valor da observagéo,
y

: valor estimado pelo modelo.

3.1.2. Analises Estatisticas
As andlises estatisticas dos resultados obtidos nos planejamentos

experimentais completos € em estrela foram realizadas utilizando-se o software

Statistica 5.0° (Statistica, 1995).

3.1.3. Determinacio as Condi¢des Otimas do Processo

A verificagdo das condigbes Otimas para a producio de acetoina foi
realizada através da determinagfo dos valores codificados das variaveis, os quais fazem
com que a fungfo (modelo empirico) alcance seu valor maximo. Para esta constatagio €

necessario obedecer a condi¢do representada pela Equagio 3.7.
Y'(x;,%,,%3)=0 3.7

onde: y': derivada da fungdo em estudo; x,,x,,x,: variaveis independentes.
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3.2. Microrganismo

O microrganismo utilizado para a realizagdo de todos os ensaios
fermentativos foi a levedura Hanseniaspora guilliermondii CCT 3800 (Figura 3.1),
obtida da Fundagdo Tropical de Pesquisa e Tecnologia “André Tosello” (Campinas,

SP).

Figura 3.1 — Haseniaspora guilliermondii CCT 3800 (x1000)

3.3. Manutencao da Levedura
O meio de cultura YMA (Yeast Malt Extract Agar), descrito na Tabela

3.4, foi utilizado para manutengio e repique da cepa em tubo inclinado.
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Tabela 3.4 — Composicao do meio YMA (Yeast Malt Extract Agar)

Componentes Concentracao (g/l)
Extrato de levedura (Micromed) 3,0
Extrato de malte (Oxoid ltda.) 3,0
Bactopeptona (Micromed) 5,0
Glicose (Vetec Quimica fina) 10,0
Agar (Reagen) 20,0

*Yeast Morphology Agar (DIFCO, 1984)

O pH foi ajustado em 5,0 com solugdo de 0,5% de acido citrico (Reagen)
conforme descrito por Moritz (1998).

O meio foi introduzido em tubos de ensaio com tampa e esterilizado a
121°C por 15 minutos em autoclave. Apos a esterilizagdo, o meio ainda quente ¢
inclinado sob a bancada em um angulo de aproximadamente 30° até completo
resfriamento.

A levedura foi inoculada e incubada por 24 horas a 28°C em estufa
bacteriologica. Apos o crescimento, os tubos contendo os microrganismos foram

conservados a 4°C em refrigerador. A repicagem foi realizada a cada dois meses.

3.4. Ensaios Fermentativos
O meio de cultivo utilizado para os ensaios fermentativos ¢ descrito na
Tabela 3.5.

Tabela 3.5 — Composicio do meio YM (Yeast Malt Extract)

Componentes Concentracao (g/1)
Extrato de levedura (Micromed) 3,0
Extrato de malte (Oxoid Itda.) 3,0
Bactopeptona (Micromed) 5,0

Glicose (Vetec Quimica fina)*

*utilizada de acordo com o ensaio descrito na tabela (3.1)
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Inicialmente foi preparado um indculo com a cultura estoque, com o
objetivo de adaptar a levedura as condi¢des de operagéo de cada ensaio.

O preparo do inoculo foi realizado transferindo-se duas algadas de
células da cultura estoque para o frasco Erlenmeyer, contendo o caldo de cultivo
previamente esterilizado em autoclave a 121°C por 15 minutos.

O frasco foi tampado com algoddo para permitir a aeragdo adequada e
incubado em banho termostatizado agitado a uma freqii€ncia de aproximadamente 100
min”. O movimento giratério faz com que a forga centrifuga desloque o fluido
formando uma camada aerada por difusdo através da superficie liquida. As temperaturas
de incubagio utilizadas sdo descritas na Tabela 3.1 de acordo com o ensaio.

A evolugdo celular de um indéculo foi acompanhada por turbidimetria e
gravimetria (descritos no Item 3.5.2), visando determinar o periodo em que 0s
microrganismos alcangam a fase exponencial de crescimento (Figura 3.2). As condigdes
de cultura utilizadas foram baseadas nas descritas por Moritz (1998).

Apos 15 horas de incubagdo o inoculo foi transferido para os frascos de
fermentagdo em uma fragdo de 10% para ndo alterar de forma consideravel a

concentragdo dos nutrientes do meio de cultivo.

l
|
|
|
|
|
\
|
|

concentragéo de células (g/l)
o = N W d O O N @
L

tempo (h)

Figura 3.2 — Crescimento celular do inéculo de Hanseniaspora guilliermondii (40g/l de glicose; pH
de 5,5 e temperatura de 30°C)
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Os frascos utilizados na fermentagéo eram do tipo Erlenmeyer aletados
com volume de 1000 ml, contendo 500 ml do caldo de cultivo previamente esterilizado
e nas condigdes descritas na Tabela 3.1.

Os processos foram acompanhados durante 24 horas, sendo avaliados

pH, concentrago celular, concentragdo de glicose, acetoina, etanol e acetato de etila.

3.5. Métodos Analiticos

3.5.1. Amostragem

Durante os ensaios fermentativos, foram retiradas aliquotas de
aproximadamente 5 ml da suspenséo celular, em intervalos de tempo de 2 horas na fase
inicial do processo, diminuindo para 1 hora no decorrer da fermentagéo.

As amostragens foram realizadas em condigdes assépticas utilizando-se

pipetas esterilizadas e bico de Bunsen.

3.5.2. Determinacio da concentracao celular

A concentragio celular durante as fermentagdes foi determinada por dois
métodos: indiretamente por turbidimetria e diretamente por gravimetria (Leveau &
Bouix, 1984).

As medidas de absorbincia foram realizadas a um comprimento de onda
(A) de 550 nm em espectrofotdometro modelo E225D (CELM) com cubetas de vidro
cilindricas de 1 cm de didmetro. Os valores obtidos foram convertidos em concentragdo
celular (massa de matéria seca por unidade de volume) utilizando-se uma curva de

calibragio (Figura 3.3), determinada para cada ensaio.
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A curva de calibragdo foi construida, coletando-se 20 ml de suspensdo
celular no final da fermentagdo, filtrada em filtro Millipore com membrana de 0,8 um
seca a peso constante em estufa a 105°C e previamente tarada. Apos secagem até peso
constante, a membrana contendo as células foi pesada, e a biomassa determinada pela
diferenga de peso seco. Esta etapa foi realizada em triplicata. A massa seca obtida
dividida pelo volume filtrado (20 ml) forneceu a concentragdo de células na suspensdo
(g).

Simultaneamente foram coletados aproximadamente 20 ml do
fermentado ¢ realizadas dilui¢des 1:8; 1:10; 1:15; 1:20. Cada diluigdo teve sua
absorbancia lida a 550nm. A concentragdo celular obtida foi, entdo, dividida por cada
uma das diluigdes.

As curvas de calibragdo plotadas correlacionando-se a concentragdo
celular (g/1) éom a absorbancia (A = 550nm) apresentaram limites de linearidade na
faixa utilizada, onde os coeficientes de determinagdo (r*) variaram entre 0,9832 e
0,9995. As curvas de calibragdo obtidas para cada ensaio encontram-se em anexo.

E importante salientar que, para a determinagdo da concentragdo celular
nos ensaios deve-se considerar a dilui¢do utilizada em cada leitura, mantendo-se a

absorbancia dentro do limite de linearidade.

3.5.3. Dosagem de glicose
A determinagio da concentragio de glicose foi realizada utilizando-se o
teste enzimatico colorimétrico Enz Color (Biodiagndstica Industria Quimica Clinica

Ltda.), cujos reagentes sdo descritos na Tabela 3.6.
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Tabela 3.6 — Reagentes utilizados no teste enzimatico colorimétrico Enz Color

Reagente Composigido

Glicose Enz Color 0,1 mmol/l de 4-aminofenazona,;
5 mmol/l de hidroxibenzoato;
5.000 U/l de glicose oxidase;
500 U/1 de peroxidase;

tampao e estabilizador.

Padrio de glicose 1,0 g/l de solugdo de glicose

O método (Figura 3.4) ¢ baseado na formagdo de acido gluconico e
peroxido de hidrogénio a partir da glicose em uma reagdo catalisada pela enzima glicose
oxidase. Os produtos formados nesta reacdo reagem com o hidroxibenzoato ¢ a
aminofenazona sob a agdo catalitica da enzima peroxidase, formando um complexo
quinona de cor vermelha, cuja intensidade de cor € proporcional a concentragdo de

glicose na amostra.

B-D-glicose + O, + 2H,0 _dlicose oxidase D-acido glucdnico + H,0,

peroxidase

2H,0, + hidroxibenzoato + 4-aminofenazona ——————=> complexo quinona + 4 H,O

Figura 3.4 — Reacdes ocorridas no método enzimatico colorimétrico para
determinacao da concentracio de glicose

Como a relagdo entre os valores de absorbincia ¢ de concentragdo de
glicose seguem uma tendéncia linear até uma concentragdo de 4g/l de glicose, as
amostras foram diluidas em uma proporgdo de 1:40. Aliquotas de 20 pl das diluigdes €
do padrdo foram adicionadas a 2ml do reagente “Glicose Enz Color”, homogeneizadas €

incubadas durante 10 minutos a 37 °C. A absorbéncia da coloragdo obtida foi lida contra
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o branco do reagente, a um comprimento de onda (1) de 500 nm, em espectrofotometro
modelo E225D (CELM) com cubetas de vidro cilindricas de 1 cm de didmetro.

A concentragdo de glicose foi determinada através da Equagéo 3.8.

) absorbdncia da amostra . |
conc. glicose (g /1) = * diluicdo (3.8)
absorbdncia do padrdo

3.5.4. Determinacio da concentracao de acetoina, etanol e acetato de etila

As amostras coletadas durante os ensaios foram centrifugadas a 15000
min" a uma temperatura de 4 °C durante 5 minutos, em centrifuga modelo 2K15
(SIGMA Laboratory Centrifuges) para posterior andlise cromatografica.

A concentragdo de acetoina, etanol e acetato de etila foi determinada por
cromatografia gasosa, utilizando-se cromatdgrafo CG-90-DIC equipado com detector de
ionizagéo de chama (DIC ar-hidrogénio) e coluna de silica fundida (< 0,53 mm x 30 m)
modelo Supercowax-10.

Os pardmetros utilizados no desenvolvimento das analises (vazio do gas
de arraste e temperatura da coluna) foram avaliados a fim de obter uma melhor
separagdo dos componentes.

A temperatura da coluna e a vazdo do gas de arraste, nitrogénio, que
apresentaram melhores resultados foram 80°C e 7ml/min, respectivamente. Estes
valores foram utilizados para todas as analises cromatograficas.

Como gases de chama foram utilizados hidrogénio a 75 ml/min e ar a 300
ml/min. As temperaturas do injetor e detector utilizadas foram: 185 e 230°C,

respectivamente. O volume injetado manualmente foi de 1 pl. A integragdo e os
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cromatogramas (anexo) foram obtidos através de uma placa interface AD/DA
(MICROQUIMICA Indistria e Comércio Ltda.).

Néo foi possivel a determinagdo de diacetil, j& que o componente era
detectado com mesmo tempo de retencgdo que o etanol.

As curvas de calibragdo foram obtidas utilizando-se solugdes padrdo de
acetoina (Merck), etanol (Biotec Reagentes Analiticos) e acetato de etila (Grupo
Quimica) nas faixas de 50 a 450 mg/l; 0,5 a 4,0 g/I; 0,5 a 4,0 g/, respectivamente.
Correlacionou-se a concentragio da substancia em analise com a area absoluta dos picos
gerados.

As curvas de calibragdo obtidas para cada um dos compostos analisados

encontram-se €m anexo.

3.6. Metodologia utilizada nos calculos

A seguir serdo descritos os céalculos utilizados para a determinagéo dos
fatores de conversdo, produtividade, e velocidade especifica maxima de crescimento, de

acordo com Leveau & Bouix (1984).

3.6.1. Fatores de conversao
O fator de conversdo de substrato (glicose) em células é expresso pela
Equagéo 3.10.

_ (Xmax _Xo)
Folgle) =S@2gss G10)
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onde:

X ... . valor maximo de concentragéo celular (g/1);
X, :valorinicial de concentragdo celular (g/1);
S, :valor final de concentragdo de glicose (g/1);
So : valor inicial de concentragdo de glicose (g/1).

O fator de conversdo de substrato (glicose) em produto (acetoina, etanol

ou acetato de etila) ¢ descrito pela Equagdo 3.11.

Yps(gg™) == (3.11)
(So - Sf)
onde:
P_.. :valor maximo de produto formado (g/).

3.6.2. Produtividade total

A produtividade em células ¢ definida pela Equagéo 3.12.

P (gl = —)g—t"l% (3.12)
onde:

¢ : tempo de fermentagdo (h), quando a concentragdo celular € maxima.

A produtividade em produto (acetoina, etanol e acetato de etila) €

definida pela Equagdo 3.13.
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P (gl = PI“T“ (3.13)

onde:

t :tempo de fermentagdo (h) quando a concentragédo de produto € maxima.

3.6.3. Velocidades especificas de crescimento
A partir das curvas de concentragio celular determinou-se as velocidades

especificas de crescimento microbiano para cada ensaio de acordo com a Equagao 3.14.

He =57 (3.14)

Tragando-se curvas em coordenadas semi-logaritimicas, InX = f{t),
obtém-se uma fase (crescimento exponencial), onde a distribuicdo dos pontos formam

uma reta, de coeficiente angular igual a velocidade especifica maxima de crescimento.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na primeira parte deste capitulo serdo descritos os resultados obtidos do
planejamento fatorial completo ( 2%) adicionado do planejamento em estrela e ponto
centfal, totalizando dezesseis experimentos. Também serdo apresentadas as estimativas
dos parametros dos modelos empiricos, sua validade estatistica € a determinagio do
ponto 4timo. A seguir serdo apresentados os resultados da cinética de crescimento,

produgéo de acetoina, acetato de etila e etanol por Hanseniaspora guilliermondii.

4.1. Planejamento Experimental

Conforme descrito na metodologia (Item 3.1.1) supds-se que trés fatores
exercem influéncia na producio de acetoina por H. guilliermondii: concentragdo inicial
de glicose, temperatura e pH inicial.

A partir dai desenvolveu-se um planejamento experimental completo
adicionado do planejamento em estrela e ponto central. As respostas foram obtidas em
termos de concentragio maxima em acetoina, conversdo substrato em produto €
produtividade, para as variaveis independentes descritas na Tabela 3.1.

Os resultados sdo apresentados na Tabela 4.1. A amplitude das respostas
na faixa estudada foi de 108 a 367 mg/l para concentragdo maxima em acetoina
(Cacetoina), de 3,5 a 7,7 mg/g para converséio substrato em acetoina (Yaeus) € 5,7 a 23,1

mg/l.h para produtividade em acetoina (Pcetoina)-
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Tabela 4.1 — Resultados do planejamento fatorial 2° + estrela, para avaliar a
concentracio maxima em acetoina ( Cicetoina)> cONversao substrato em produto

(Yacews) € produtividade (Pacetoina)-

ExPeﬁmento G T pH Cacetoina (mgl I) Y acet/s (gl g) Pacetoina (gl I-h)
1 -1 -1 -1 140 0,0044 0,0058
2 1 -1 -1 342 0,0068 0,0142
3 -1 1 -1 186 0,0067 0,0143
4 1 1 -1 300 0,0077 0,0231
5 -1 -1 1 229 0,0076 0,0127
6 1 -1 1 338 0,0073 0,0141
7 -1 1 1 115 0,0035 0,0068
8 1 1 1 272 0,0055 0,0145
9 -1,682 0 0 108 0,0063 0,0057
10 1,682 O 0 334 0,0058 0,0158
11 0 -168 0 344 0,0070 0,0144
12 0 1682 O 237 0,0048 0,0103
13 0 0 -1,682 367 0,0073 0,0153
14 0 0 1,682 338 0,0069 0,0169
15 0 0 0 317 0,0065 0,0132
16 0 0 0 354 0,0073 0,0177

* Ensaios realizados em ordem aleatoria

Através das Tabelas 4.2, 4.3 e 4.4 pode-se observar as estimativas dos
efeitos principais e de interagéio das variaveis independentes em relagdo as respostas em
concentragdo maxima de acetoina, conversdo substrato em produto ¢ produtividade em

acetoina.

Tabela 4.2 — Analise dos efeitos das variaveis independentes sobre a
resposta em concentra¢io maxima de acetoina (Cacetoina)

Variaveis do processo Efeito sobre  Desvio padrao
Cacetol’na

Glicose — x; 141,00* 18,67
Glicose — (x;)* -9821% 20,56
Temperatura — x;, -52,17* 18,67
Temperatura — (X;)* -48,87% 20,56
Glicose x pH — xj+X3 -12.62 24.39
Temperatura X pH — X7+x3 -46,03 24,39

* efeitos significativos em um intervalo de 95% de confianca
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Tabela 4.3 — Analise dos efeitos das variaveis independentes sobre a resposta em
conversio substrato em acetoina(Y yceys)

Variaveis do processo Efeito sobre  Desvio padrao
Yacet/s

Glicose — x; 0,00063 0,00040
Glicose — (x)* -0,00068 0,00044
Temperatura — x; -0,00095* 0,00040
Temperatura — (x,)’ -0,00078 0,00044
pH —x; -0,00033 0,00040
Glicose x pH — x;2+x3 -0,00039 0,00052
Temperatura x pH — xp¢x3 -0,00226* 0,00052

* efeitos significativos em um intervalo de 95% de confianga

Tabela 4.4 — Analise dos efeitos das variaveis independentes sobre a
resposta em produtividade em acetoina(P ,cetoina)

Variaveis do processo Efeito sobre Desvio padrao
Pacetoina

Glicose — x; 0,00636* 0,00132
Glicose — (x;)° -0,00344* 0,00146
Temperatura — (x;)* -0,00233 0,00146
Glicose x temperatura — x;+X 0,00169 0,00172
Glicose x pH — x;+x3 -0,00202 0,00172
Temperatura x pH — X;+X3 -0,00570%* 0,00172

* efeitos significativos em um intervalo de 95% de confianga

Das trés variaveis estudadas pode-se observar que apenas a concentragio
inicial de glicose € a temperatura, em suas formas linear e quadratica mostraram-se
significativas a um nivel de 95% de confianca, para a concentragdo méaxima em acetoina
(Tabela 4.2).

Para a conversdo substrato em acetoina, mostraram-se significativos o
efeito linear da temperatura € a interag@o temperatura € pH (Tabela 4.3).

Quando a resposta ¢ a produtividade em acetoina, os efeitos da
concentragdo inicial de glicose em sua forma linear e quadrdtica e a interagdo

temperatura e pH, apresentaram-se significativos (Tabela 4.4).
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Modelos empiricos foram ajustados aos resultados de cada resposta,
sendo os coeficientes de regressdo, juntamente com os desvios padrdo mostrados na

Tabelas 4.5,4.6 ¢ 4.7.

Os parametros do modelo foram obtidos para as varaveis codificadas.

Tabela 4.5 — Coefi¢ientes de regressio (codificados) para o modelo estimado para
concentracao maxima de acetoina (Cjcetoina)

Coeficientes de regressio Desvio da padrao

Média 332,70* 16,55
Glicose — x; 70,50%* 9.33
Glicose — (x)* -49,10% 10,28
Temperatura — x; -26,09* 9.33
Temperatura — (x;)° -24.44% 10,28
Glicose x pH — x;+xX3 -6,31 12,20
Temperatura x pH — X;+x3 -23,02 12,20

* Efeito significativo em um intervalo de 95% de confianga

Tabela 4.6 — Coeficientes de regressao (codificados) para o modelo estimado para
conversao substrato em produto (Yaceys)

Coeficientes de regressio Desvio da padrio

Média 0,00697* 0,00036

Glicose — x; 0,00031 0,00020
Glicose — (x)* -0,00034 0,00022
Temperatura — X, -0,00048* 0,00020
Temperatura — (x,)* -0,00039 0,00022
pH — x3 -0,00016 0,00020

Glicose x pH — x;+x3 -0,00020 0,00026
Temperatura x pH — x)+X3 -0,00113* 0,00026

* Efeito significativo em um intervalo de 95% de confianga
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Tabela 4.7 — Coeficientes de regressao (codificados) para o modelo estimado para
produtividade em acetoina (P,cctoina)

Coeficientes de regressio Desvio padrae

Média 0,01588* 0,00117

Glicose — x; 0,00318* 0,00066

Glicose — (x;)* -0,00172* 0,00072
Temperatura — (x,)’ -0,00116 0,00072
Glicose x Temperatura — x;+X; 0,00084 0,00086
Glicose x pH — x;#Xx3 -0,00101 0,00086
Temperatura X pH — X;+X3 -0,00285* 0,00086

* Efeito significativo em um intervalo de 95% de confianga

Considerando-se apenas os efeitos estatisticamente significativos,
podemos escrever as equagdes finais para concentragdo maxima em acetoina (Cacetoina)s

conversdo substrato em produto (Yaceys) € produtividade em acetoina (Pacetoina):

C acetoina = 332,70 +70,50x, — 26,09x, — 49,10x,* — 24,44x,” (4.1)
Y oorrs = 0,00697 —0,00048x, —0,00113x,x, 4.2)
P oroina = 0,01588+0,00318x, — 0,00172)612 —0,00285x,x, (4.3)

onde: Cacetoina: MEN;, Yacers: /8, Pacewoina: g.l'l.h'l; x;, X, X3 valores codificados de

concentragio inicial de glicose, temperatura e pH, respectivamente.

A avaliagio do desempenho dos modelos foi realizada através do teste F

de significincia estatistica (Tabelas 4.8, 4.9 € 4.10).
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Tabela 4.8 — Analise de variancia para avaliar a significincia estatistica do modelo

quadratico para concentracio maxima em acetoina (Cicetoina)

Fonte da SQ GL MQ Fealculado Ftabelado
variacio
Regressdo 110107,22 6 18351,20 15,42 3,37
Residuos 10709.,66 9 1189,96

Total 120816,88 15

* variacdo explicada: 91,14%
nivel de significancia: 95%
SQ; soma quadratica; GL: graus de liberdade; MQ: média quadratica

Tabela 4.9 — Anilise de varidncia para avaliar a significincia estatistica do modelo

para conversio substrato em produto (Y aceys)

Fonte da SQ GL MQ Feaiculado Ftabelado
variacio
Regressdo 0,0000177 7 0,00000253 46 3,5
Residuos 0,0000044 8 0,00000055

Total 0,0000221 15 0,00000147

* variagdo explicada: 79,94%
nivel de significancia: 95%

Tabela 4.10 — Andlise de variancia para avaliar a significAncia estatistica do
modelo quadritico para produtividade em acetoina (Pacetoina)

Fonte da SQ GL MQ Fcatcutado Fabelado
variacio
Regressdo 0,0002556 6 0,000426 71 3,37
Residuos 0,0000536 9 0,000006

Total 0,0003093 15 0,000021

* variagdo explicada: 82,65%
nivel de significancia: 95%
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Analisando-se os resultados das Tabelas 4.8, 49 e¢ 4.10 podemos
observar que os valores de F calculados para os modelos sdo maiores que os valores de
F tabelados, demonstrando que as regressdes sdo estatisticamente significativas.

Segundo Barros Neto et a/. (1995), para que a regressdo ndo seja apenas
estatisticamente significativa, mas também util para fins preditivos, o valor de F
calculado deve ser no minimo 4 vezes maior que o F tabelado. Desta forma, o modelo
para a conversdo substrato em produto € apenas significativo e ndo preditivo. Ja os
outros dois casos podem ser considerados preditivos pois os valores de F calculados
foram 4,6 ¢ 21 vezes maiores que os valore de F tabelados para concentragdo maxima e
produtividade em acetoina, respectivamente.

As Figuras 4.1, 4.2 ¢ 4.3 apresentam os valores previstos por cada um

dos modelos em fungdo dos valores observados.

450 - v . - T - .

350
300

250 | : p

valores previstos
+

150 ; -
100 |

50

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450

valores observados

Figura 4.1 — Valores previstos em fun¢io dos valores observados para o modelo da
concentracio maxima em acetoina
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Figura 4.2 — Valores previstos em fun¢éo dos valores observados para o modelo da
conversio substrato em acetoina
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Figura 4.3 — Valores previstos em funcéo dos valores observados para o modelo da
produtividade em acetoina

Podemos verificar que existe alguma dispersdo entre os dados previstos

pelo modelo e os dados experimentais.
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As Figuras 4.4, 4.5 e 4.6 apresentam as superficies de resposta geradas
pelo modelos em fungdo das variaveis que apresentaram efeito, sendo que a variavel ndo
plotada, foi fixada no ponto central.

Analisando-se as superficies de resposta podemos observar que em todos
os casos, altas concentragdes de glicose favoreceram a produgdo de acetoina. Tal fato
pode ser atribuido a uma maior disponibilidade de piruvato, proveniente da glicolise, o
que de acordo com Chuang & Collins (1968) proporciona uma maior produgdo de
metabolitos secundarios.

Valores extremos de pH (Figuras 4.5, 4.6b e 4.6¢) inibiram o crescimento
e favoreceram a producio de acetoina.

Nas Figuras 4.4, 4.5, 4.6a ¢ 4.6c, podemos verificar que as temperaturas
intermediarias favoreceram a producdo de acetoina. De acordo com Romano & Suzzi
(1992), a quantidade de acetoina produzida aumenta sensivelmente em fermentagdes
realizadas a 30 °C, quando comparadas a ensaios realizados a temperaturas de 12, 18 e
24 °C, ja que a velocidade de decomposigio do a-acetolactato aumenta.

Podemos observar ainda, que a interag@o entre os valores extremos de pH
¢ temperatura (Figuras 4.5 e 4.6¢) favoreceram a conversdo da glicose em acetoina € a

produtividade.
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Figura 4.4 — superficie de resposta da concentracio maxima em acetoina em
funcdo da concentragdo inicial de glicose e temperatura (pH=5,0)
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Figura 4.5 — superficie de resposta da conversio substrato em acetoina em funcio
do pH inicial e temperatura (conc. de glicose = 49g/1)
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Figura 4.6a — superficie de resposta da produtividade em acetoina em funcio da
concentracdo inicial de glicose e temperatura (pH = 5,0)
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Figura 4.6b — superficie de resposta da produtividade em acetoina em funciio do
pH e concentragio inicial de glicose (temperatura = 30°C)
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Figura 4.6¢ — superficie de resposta da produtividade em acetoina em fung¢io do
pH e temperatura (conc. de glicose = 49¢g/l)

4.2. Otimizagdo das condigdes de producéo de acetoina

A otimizagdo das condigdes de cultura foi realizada somente para as
Equagdes 4.1 e 4.3, ou seja para as estimativas de concentragdo maxima e produtividade
em acetoina, jA& que a modelo representativo da conversdo substrato em acetoina
(Equagéo 4.2) foi considerado ndo preditivo.

Para a avaliagdo das condi¢des otimas das varidveis estatisticamente
significativas de cada modelo, determinou-se o ponto maximo da Equagdo 4.1 e da
soma das Equagdes 4.1 e 4.3 em relagdo a cada uma destas variaveis.

Da Equagdo 4.1 foram obtidos os valores codificados 0,718 e —0,534,
para concentragdo inicial de glicose e temperatura, respectivamente. Convertendo-se

para valores reais, as condi¢des obtidas sdo 63 g/l e 28°C, representadas no grafico da
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Figura 4.7. Estas condigdes proporcionam uma maxima concentragdo em acetoina

correspondente a 365 mg/l.

36

34 |

temperatura (°C)

24

concentragdo inicial de glicose (g/)

Figura 4.7 — Curvas de nivel da concentra¢cio maxima em acetoina (mg/l) em
relag@o a concentragdo inicial de glicose e temperatura.

Da soma das Equagdes 4.1 € 4.3, obtém-se a Equagéo 4.4.

C wectoinat B Picetoma = 332,70+ 70,50x, —26,09x, — 49,1 Oxl2 =~ 24,44)c22

(4.4)
+0,001588 +0,003188 x, —0,00172 x,° - 0,002858 x,x,

Observa-se que a Equacdo 4.3 foi multiplicada por um fator 3, definido
como 10, ja que a ordem de grandeza da Equagfio 4.1 ¢ consideravelmente superior.
Da equagdo 4.4 foram determinadas as condi¢des Otimas do processo,

para que se tenha um valor maximo em concentragdo e produtividade de acetoina,
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conjuntamente. Os valores codificados obtidos foram 0,771; 0,0 e —0,915 para
concentragdo inicial de glicose, temperatura e pH, respectivamente.
Os valores reais obtidos para cada uma das varidveis foram 64 g/l, 30°C e

4.5, os quais estdo representados nas Figuras 4.8 a 4.13.

temperatura (°C)

concentragao inicial de glicose (g/)

Figura 4.8 — Curvas de nivel da concentragiio maxima em acetoina (mg/l) em
relacio a concentracéo inicial de glicose e temperatura.
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Figura 4.9 — Curvas de nivel da produtividade em acetoina (g.l".h") em relagio a
concentracéo inicial de glicose e temperatura.
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Figura 4.10 — Curvas de nivel da concentra¢io maxima em acetoina (mg/l) em
relacio a concentragio inicial de glicose e pH.
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Figura 4.11 — Curvas de nivel da produtividade em acetoina (g.l".h'l) em relagéo a
concentragdo inicial de glicose e pH
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Figura 4.12 — Curvas de nivel da concentra¢io mdxima em acetoina (mg/l) em
relacdo a temperatura e pH.
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Figura 4.13 — Curvas de nivel da produtividade em acetoina (g.l".h") em relacio a
temperatura e pH

A resposta considerada de maior importancia ¢ a concentragdo maxima
em acetoina, devido ao fato que na produgé@o biotecnologica, o processo de separagdo ¢
a etapa de maior custo e, quanto maior a concentragdo do produto a ser extraido do meio

fermentativo, maior o rendimento do processo.

4.3. Cinética de crescimento, producdao de acetoina, acetato de etila e
etanol

Os perfis de crescimento e produgéo de acetoina, acetato de etila e etanol
para cada ensaio sdo apresentados nas Figuras 4.14 a 4.45.

Analisando-se as curvas podemos verificar que a fase de adaptagdo (fase
lag) foi muito pequena para todos os ensaios fermentativos.

Podemos observar, ainda, que em todos os ensaios a produgdo de

acetoina esta associada ao crescimento da levedura, confirmando o que foi
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anteriormente citado por Moritz (1998). A concentra¢do maxima em células e em
acetoina foi alcangada nas mesmas condigdes de cultura: concentragio inicial de glicose
igual a 49 g/1, temperatura de 30°C e pH 4,0 (Tabelas 4.11 € 4.12).

A concentragdo maxima de acetoina alcangada neste trabalho (Tabela
4.12) foi 84% maior que a encontrada por Romano ef a/. (1993), que citam que 48 cepas
de H. guilliermondii produziram cerca de 200 mg/l de acetoina em mosto de uva. Esta
diferenga pode ser explicada pela falta de aeragdo do meio, ja que o processo foi
realizado sem agitagdo por 20 dias.

Em fermentador de bancada utilizando meio YM com 40 g/l de glicose ¢
temperatura de 30°C, Moritz (1998) encontrou uma concentra¢io maxima em acetoina
de 334 mg/l, valor este semelhante ao alcangado neste trabalho (Tabela 4.12).

De acordo com a Tabela 4.11, os parametros maximos de crescimento
celular foram encontrados a concentragdes iniciais de glicose entre 30 e 49 g/l
Concentragdes maiores de glicose disponibilizam piruvato para a produgdo de
metabolitos secundarios, aumentando os valores de conversdo substrato em produto e
produtividade (Tabela 4.12).

Quando a concentragdo de glicose ¢ minima, 17 g/I, o tempo necessario
para o consumo total do substrato foi de aproximadamente 8 horas (Figura 4.22), porém
as concentragdes de acetoina e de células alcangadas foram baixas, 108 mg/l € 2,17 ¢/I,
respectivamente.

Nas Figuras 4.15, 4.19 e 4.23 verificou-se que o tempo de 24 horas foi
insuficiente para o consumo de todo o substrato, devido a alta concentragdo do mesmo,
68 g/l 68g/l e 8lg/l, respectivamente. No entanto, a uma concentragdo de glicose

idéntica as Figuras 4.15 e 4.19, em 24 horas, o substrato foi totalmente consumido
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(Figura 4.17), demonstrando que o efeito sinergético da alta temperatura (34°C) e baixo
pH (4,4) induziu a uma maior velocidade de consumo de substrato pela levedura.

A conversdo substrato em células e a velocidade especifica maxima de
crescimento da levedura (Tabela 4.11) alcangadas neste experimento confirmaram
resultados anteriores. Moritz (1998), estudando concentragdes iniciais de glicose de 15
e 40 g/l encontrou valores que variaram de 0,23 a 0,29 g/g ¢ 0,44 a 0,72 h', para
conversdo substrato em células e velocidade especifica maxima de crescimento,
respectivamente.

As Tabela 4.11, 412 e 4.13 apresentam um resumo dos pardmetros

cinéticos maximos encontrados durante a realizagdo dos 16 ensaios.

Tabela 4.11 — Parametros cinéticos maximos para o crescimento celular

parametros cinéticos de ensaio (figura) concentracgao inicial Temperatura pH inicial

crescimento celular de glicose (g/l) (°C)
Xmax (9/1) 11,2 13 (4.26) 49 30 4.0
Hmax (h™) 0,52 5(4.18) 30 26 56
Y ws(9/9) 0,27 1(4.14) 30 26 4.4
Pu(g.I".n") 0,62 13(4.26) 49 30 4,0

* X nax: concentragdo celular maxima; [y velocidade especifica maxima de crescimento; Y. conversao
substrato em células; P, produtividade em células.

Tabela 4.12 — Pariametros cinéticos maximos para a producio em acetoina

parametros cinéticos de ensaio (figura) concentragdo inicial Temperatura pH inicial

producdo de acetoina de glicose (g/l) (°C)
Pnax (mall) 367 13(4.26) 49 30 40
Y pis(ma/g) 77 4(4.17) 68 34 44
Py(mg.I".h™) 23,1 4 (4.17) 68 34 4.4

* Ppax concentragdo maxima do produto; Y, conversdo substrato em produto; P,: produtividade em
produto.
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Tabela 4.13 — Parametros cinéticos maximos para a producio de etanol

Parametros cinéticos de ensaio (figura) Concentragdo inicial temperatura pH inicial

Producdo de etanol de glicose (g/l) (°C)
Pmax (9/l) 9,57 14 (4.43) 49 30 6,0
Y ws(a/g) 0,28 9 (4.38) 17 30 50
Pe(g.1".h™) 0,58 3(4.32) 30 34 4,4

Nas condigdes experimentais do ensaio 2 (Figura 4.31), concentragdo de
glicose inicial igual a 68g/l, temperatura de 26°C ¢ pH de 4,4, todos os pardmetros
cinéticos de produgdo de acetato de etila foram maximos. Sendo, 1,3 g/l; 0,026 g/g e
0,054 g/lL.h a lconcentrac;ﬁo maxima em acetato de etila, conversdo substrato em produto
e produtividade, respectivamente.

Nas Figuras 4.29 a 445 e Tabela 4.13, podemos verificar que ocorreu
uma alta produgido de etanol em quase todos os ensaios. De acordo com Nakashimada e/
al. (1998) tal fato pode ser atribuido a uma baixa taxa de aeragdo, ja que esta era
fornecida apenas pela agitagdo dos frascos, e também devido as altas concentragdes de
substrato (glicose) utilizadas. Ja no ensaio 9 (Figura 4.38), onde utilizou-se a menor
concentragdo de glicose, 17 g/1, foi obtida a menor concentragdo maxima de etanol, 4,9
¢/1, pois a limitagdo da fonte de carbono fez com que a rota preferencial utilizada pelas
leveduras levasse ao crescimento celular.

Moritz (1998), encontrou concentragdes menores em etanol, ja que seus

ensaios foram realizados em fermentador de bancada, com agitagdo e aeragao.
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Figura 4.14 — Consumo de glicose, producio de acetoina e células do ensaio 1: concentraciio inicial de
glicose igual a 30 g/l; temperatura de 26°C e pH inicial de 4,4
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Figura 4.15 — Consumo de glicose, producio de acetoina e células do ensaio 2: concentracio inicial de

glicose igual a 68 g/l; temperatura de 26°C e pH inicial de 4,4
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Figura 4.40 — Produgio de acetoina, acetato de etila e etanol no ensaio 11: concentragio inicial de

Figura 4.38 — Producio de acetoina, acetato de etila e etanol no ensaio 9: concentraciio inicial de glicose
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5. CONCLUSOES

A partir do trabalho desenvolvido estudaram-se algumas variaveis
relevantes na produgdo biotecnologica de acetoina por Hanseniaspora guilliermondii:
concentragdo inicial de glicose, temperatura ¢ pH. Em fungio dos resultados obtidos foi

possivel chegar as seguintes conclusdes:

v O planejamento experimental indicou como variaveis significativas a concentragio
micial de glicose ¢ a temperatura para a resposta em concentragdo maxima de

acetoina.

v Os efeitos da temperatura e de interagdo temperatura ¢ pH mostraram-se

significativos para a resposta conversdo substrato em acetoina.

v" Para a resposta produtividade em acetoina, apresentaram-se significativos os efeitos

da concentragdo inicial de glicose e da interagdo entre o pH e a temperatura.

v" Os modelos empiricos construidos para a representar a concentragio maxima em
acetoina, a conversdo substrato em produto e a produtividade apresentaram

significancia estatistica.

v Somente os modelos para a concentragdo maxima e a produtividade em acetoina

foram considerados preditivos.
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v A otimizagdo das condigdes de cultura apontou uma concentragio inicial de 63 g/l

de glicose € uma temperatura de 28°C para a obteng¢do de concentragdes maximas

em acetoina.

v Da otimizagio conjunta da produtividade e concentra¢do de acetoina chegou-se as

condigbes de concentragdo inicial de glicose igual a 64 /1, temperatura de 30°C e

pH 4.5.

v' A concentragdo maxima obtida experimentalmente em acetoina foi de 367 mg/l.

v' A concentragdo maxima obtida pelo modelo foi de 365 mg/l.

v" A produgio de acetoina esta associada ao crescimento da levedura.

v’ As altas concentragdes produzidas de etanol foram devidas a baixa aeragio.

v" A levedura em estudo produz concentragdes consideraveis de acetato de etila.

v" Nio foi possivel a determinagio do diacetil pelo método cromatografico utilizado.
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6. SUGESTOES

Os resultados observados neste trabalho sugerem algumas investigagdes

futuras:

> A utilizagdo de uma outra coluna cromatografica para obter uma melhor separagio

dos compostos em estudo, principalmente acetoina e diacetil;

> A utilizagdo de outros meios de cultura, talvez residuos ricos em agticares, a fim de

diminuir o custo de produgéo de acetoina,

» A realizagdo dos ensaios em fermentador de bancada com aerag@o, ja que este € um

fator fundamental na produgdo de acetoina;

» A verifica¢do da influéncia da concentrag@o de oxigénio dissolvido na produgéo de

acetoina;

> A realizagdo dos ensaios com pH controlado, utilizando-se sondas no fermentador;

> " A avaliagio do processo fermentativo em batelada alimentada.
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Tabelas geradoras das figuras 4.14 a 4.45

Tabela 1-— Cmetlca de crescnmento e produg:ao de metabolitos no ensalo 1
i : i Conc de:acetato:’ Con stanol:

“LiConcider:

; ' “-acetoina: (mg_ll) deetila(mgll) Hal):

0 31 2 0 0 0
2 31 3 0 11 0
3 30 4 0 33 0
4 7 0 85 0
5 29 10 0 100 1
6 24 16 0 106 2
7 20 23 0 133 3
8 18 32 0 159 4
9 14 40 0 161 4
10 12 50 9 195 5
11 10 59 21 203 5
12 10 64 29 227 5
13 6 70 41 256 6
14 2 75 74 254 6
16 0 82 85 267 6
18 0 82 103 276 6
20 0 85 113 215 5
22 0 82

24 0 84 140 176 6

* concentragdo inicial de glicose: 30g/l; temperatura: 26°C; pH: 4,4

Tabela 2— Cmetlca de cresclmento e producao de metabolltos no ensaio 2

0

2

3

4

5 64
6 65
7 64
8 55
9 55
10 53
11 52
12 49
13 47
14 36
16 35
18 35
20 28
22 25
24 18

3
6
9
15
19

26

29

39

43

50

66

68

69

73
80

86
93

96
96

29
65
82
85
114
165
167
178
196
235
268
318
342

NNNNOCOUODO O ADDHLWNMNNAaDO

* concentrago inicial de glicose: 68g/l; temperatura: 26°C; pH: 4,4
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Tabela 3 - Cmetlca de crescxmento e producao de metabolitos no ensam 3

0 28 15 0 113

2 25 25 0 178 2
3 22 31 0 176 2
4 20 42 33 267 4
5 17 48 60 303 5
6 11 57 75 343 5
7 7 62 80 315 5
8 4 69 104 388 6
9 0 72 116 421 6
10 0 74 134 423 6
11 0 78 156 406 6
12 0 78 173 428 6
13 0 79 186 419 6
14 0 77 166 386 6
17 0 80 154 367 6
19 0 81 139 335 6
22 0 84 135 271 6
24 0 81 133 339 6

* concentragdo inicial de glicose: 30g/l; temperatura: 34°C; pH: 4,4

Tabela 4— Cmetlca de cresclmento e producao de metabolltos no ensaio 4
: ' Bl ( de ato - Conc. de etanol

94
98
164
188
162
230
235
300
242
244
245
272
245

DONNODODODOODDPODO AN HAWN -

* concentragdo inicial de glicose: 68g/l; temperatura: 34°C; pH: 4,4
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Tabela S— Cmetlca de crescimento e producao de metabolitos no ensalo 5

©CONO e hwN ol

OCOO0OO0OQOOCOO AN

29
59
56
90
92
134
174
158
179
181
228
229
223
217
195

NPT OLDWNAO

* concentragdo inicial de glicose: 30g/l; temperatura: 26°C; pH: 5,6

Tabela 6 Cmetlca de cresclmento ejroducao de metabolltos no ensalo 6

(g!l)

10
11
12
13
14
16
18
20
22
24

©o~NOOAWON Ol

104

62
46
65
98
132
134
163
222
236
218
252
319
309
338

NANODODODOOODGU OO RWOWNAAOOO

* concentraglo inicial de glicose: 68g/l; temperatura: 26°C; pH: 5,6
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Tabela 7 — Cmetlca de cresclmento e produg:ao de metabolitos no ensalo 7

e 'gli nc. de.. “Conc. de" ‘Conc. dédceta
- célu|as (x1OQII) acetoina {mgfl} . ;= deetila:(mall)

0 33 5 7

2 32 5 0 8 0
3 31 6 0 1 0
4 31 6 0 14 0
5 30 7 0 33 0
6 30 8 0 63 0
7 29 11 0 84 0
8 28 15 0 107 1
9 27 25 1" 112 2
10 26 36 44 140 3
1 23 49 45 160 4
12 12 54 62 162 5
13 12 61 74 162 6
14 7 65 76 161 6
15 3 68 88 157 6
17 0 72 115 162 7
19 0 74 106 173 7
22 0 73 93 142 7
24 0 72 72 135 7

* concentragdo inicial de glicose: 30g/l; temperatura: 34°C; pH: 4,4

Tabela 8 — Cinética de cresclmento e produg:ao de metabdlitos no ensalo 8
Tempo (h) Conc degllcoseii?’iﬁ'-' onc.de: - r Conc: de acetato. .. Col )

o (1L B de etila (mgl) Tgh
0 68 0 0
2 66 18 0
3 35 0
4 66 84 0
5 62 89 0
6 60 10 28 124 1
7 59 22 36 179 3
8 57 31 69 156 4
9 57 38 86 186 4
10 50 48 132 232 5
11 48 61 157 275 5
12 47 64 191 318 6
13 42 71 200 325 6
14 35 75 243 342 7
15 37 76 272 347 6
17 26 72 265 391 7
19 21 74 253 403 7
22 10 71 319 418 8
24 3 72 318 493 9

* concentragdo inicial de glicose: 68g/l; temperatura: 34°C; pH: 5,6
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Tabela 9 — Cmetlca de cresclmento e produgao de metabdlitos no ensaio 9
g iiConcide 7 ‘Conc.de” Conc ‘de‘acetato :-Conc. de etariol -

célUlas-(ngll) acetolna {mg/l) .-
0

0 3 0
2 5 0 1
3 7 27 2
4 9 32 3
5 7 14 44 4
6 3 17 79 4
7 0 18 82 5
8 0 18 90 5
9 0 18 85 5
10 0 18 99 5
11 0 18 103 5
12 0 19 99 5
13 0 19 102 5
15 0 19 105 5
17 0 20 106 5
19 0 21 108 5
22 0 21 96 5
24 0 22 101 5

* concentra¢do inicial de glicose: 17g/l; temperatura: 30°C; pH: 5,0

Tabela 10 — Cinética de crescnmento e produg:ao de metabohtos no ensalo 10
- W Conerde g“cose — - — e —

s (gl ‘de-etila{ma/l) (g_’l!)ff :
80 179 1
2 78 187 2
3 77 242 2
4 76 247 3
5 70 247 4
6 70 15 68 249 4
7 69 18 104 256 4
8 64 20 114 300 5
9 58 22 125 284 5
10 54 24 180 310 6

11 53 25 200 372 6
12 46 27 171 335 6
13 47 28 183 372 6
15 37 30 246 364 6
17 35 33 320 463 7
19 28 32 334 469 7
22 19 32 332 464 8
24 15 34 330 463 9

* concentragdo inicial de glicose: 81g/l; temperatura: 30°C; pH: 5,0
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Tabela 11 — Cin¢tica de cresclmento e producao de metabolltos no ensalo 11

,o,, .v49 a 0 i 56

1
2 49 4 0 74 2
4 48 7 39 9 3
5 43 9 54 84 3
6 40 13 44 70 3
7 40 15 71 136 4
8 38 18 80 139 5
9 20 88 159 5
10 35 23 113 150 5
11 31 25 142 199 5.
12 27 29 150 226 6
13 24 32 177 177 6
14 19 34 197 251 6
15 15 33 220 303 6
16 13 34 246 346 6
17 11 35 247 322 6
19 10 36 298 354 7
22 7 38 321 372 7
24 0 36 344 394 7

* concentragdo inicial de glicose: 49g/1; temperatura: 24°C; pH: 5,0

Tabela 12 — Cmetlca de crescimento e produg:ao de metabolltos no ensaio 12
mpo ' c:de:g - ' c-de acetato g.Conc de etanol

deetila; (mg_) {gfl)- :

0 49 209 0
2 49 4 0 266 1
3 47 4 0 313 1
4 46 7 0 381 2
5 45 9 28 387 4
6 39. 10 42 438 4
7 33 13 64 479 5
8 32 16 70 461 5
9 26 17 88 495 6
10 23 19 94 548 6
11 20 19 110 554 6
12 14 20 118 498 6
13 11 23 148 541 7
14 5 24 161 541 8
16 3 25 228 708 9
18 0 25 223 630 9
23 0 26 237 . 644 9
24 0 26 163 480 8

* concentragdo inicial de glicose: 49g/1; temperatura: 36°C; pH: 5,0
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Tabela 13 -

Cmetlca de cresclmento e producao de metabolltos no ensalo 13

OCO~NOOOAhwWNO

97
101
104
112
109
104

94
128
194
152
203
252
283
297
303
323
347
349
367

wowmmmmmﬂmmmmmhAon%
E]

* concentragdo inicial de glicose: 49g/1; temperatura: 30°C; pH: 4,0

Tabela 14 - Cmetlca de cresclmento e producao de metabolltos no ensaio 14

O©CoO~NOOOAWNO

10
12
13
14
15
16
18
20
24

85
105
168
186
188
253
251
291
308
309
361
314
338
306

WONNNaOO O A WN Of

* concentragdo inicial de glicose: 49g/1; temperatura: 30°C; pH: 6,0
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Tabela 15 - Cmetlca de crescnmento e producao de metabolltos n_o ensalo 15

0

48 9 0 116 1
16 23 97 1

40 21 35 114 2
37 28 59 114 2
37 38 84 138 3
33 41 102 152 3
29 49 161 175 3
24 50 178 186 3
19 53 203 200 3
18 58 243 226 4
13 65 257 240 4
10 70 277 251 4
6 71 300 274 4

3 76 294 279 4

1 75 297 281 4

0 79 307 282 4

0 76 317 298 4

* concentragio inicial de glicose: 49g/1; temperatura: 30°C; pH: 5,0

_Tabela 16— Cmetlca de crescnmento e producio de metabolitos no ensalo 16

0

2

3

4

5 44 21 39 36 4
6 44 30 49 44 4
7 35 40 82 57 4
8 34 46 128 72 5
9 26 47 131 89 5
10 22 52 188 118 6
12 18 60 235 141 6
13 14 65 310 163 6
14 8 71 297 166 6
15 6 72 293 179 7
16 3 74 330 200 7
18 0 76 347 215 7
20 0 80 354 219 7
24 0 76 327 213 7

* concentragao inicial de glicose: 49g/l; temperatura: 30°C; pH: 5,0



ANEXOS

96

Curvas de calibragdo para a determinag¢ao da concentragao celular em

Figura 1 — Curva de calibracdo de concentracéo celular utilizada no ensaio 1

Figura 2 — Curva de calibrac@io de concentragio celular utilizada no ensaio 2
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Figura 3 — Curva de calibracéio de concentragio celular utilizada no ensaio 3
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Figura 4 — Curva de calibracdo de concentracéo celular utilizada no ensaio 4
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Figura 5 — Curva de calibracido de concentragio celular utilizada no ensaio 5

y=1,4987x
2.
< R“=0,9957
2
P 1
2 08
8 —
2 06 //‘
‘§ 04 "
£ 02
S 04 : . -
S 0 0,2 0,4 0,6
Absorbancia

Figura 6 — Curva de calibracdo de concentrac¢fio celular utilizada no ensaio 6
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Figura 7 — Curva de calibraciio de concentracgéo celular utilizada no ensaio 7
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Figura 8 — Curva de calibragiio de concentracio celular utilizada no ensaio 8
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Figura 9 — Curva de calibracio de concentragio celular utilizada no ensaio 9
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Figura 10 — Curva de calibragéio de concentrag¢fo celular utilizada no ensaio 10
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Figura 11 — Curva de calibragio de concentracio celular utilizada no ensaio 11
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Figura 12 — Curva de calibragio de concentracéo celular utilizada no ensaio 12
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Figura 13 — Curva de calibracio de concentraciio celular utilizada no ensaio 13
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Figura 14 — Curva de calibracgio de concentracio celular utilizada no ensaio 14
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Figura 15 - Curva de calibracdo de concentracio celular utilizada no ensaio 15
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Figura 16 — Curva de calibragfio de concentracio celular utilizada no ensaio 16
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Determinacéo da velocidade especifica maxima de crescimento para cada

ensaio
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Figura 17 - Velocidade especifica maxima de crescimento da levedura no ensaio 1
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Figura 18 — Velocidade especifica mdxima de crescimento da levedura no ensaio 2
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Figura 19 — Velocidade especifica mdxima de crescimento da levedura no ensaio 3
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Figura 20 — Velocidade especifica maxima de crescimento da levedura no ensaio 4
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Figura 21 — Velocidade especifica mdxima de crescimento da levedura no ensaio 5
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Figura 22 - Velocidade especifica maxima de crescimento da levedura no ensaio 6
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Figura 23 — Velocidade especifica maxima de crescimento da levedura no ensaio 7
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Figura 24 — Velocidade especifica maxima de crescimento da levedura no ensaio 8
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Figura 25 — Velocidade especifica maxima de crescimento da levedura no ensaio 9



ANEXOS 105

04 4

0,2 -
0 . : : -,/
0290 1 2 / 4 5 6
[ ]

x 04 -
E .06 5
-0,8 - y =0,2752x - 1,132
-1 R? = 0,9855
L
..1,2 i
~1,4
Tempo (h)

Figura 26 — Velocidade especifica médxima de crescimento da levedura no ensaio 10
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Figura 27 - Velocidade especifica maxima de crescimento da levedura no ensaio 11
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Figura 28 — Velocidade especifica maxima de crescimento da levedura no ensaio 12
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Figura 29 - Velocidade especifica maxima de crescimento da levedura no ensaio 13
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Figura 30 - Velocidade especifica maxima de crescimento da levedura no ensaio 14
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Figura 31 — Velocidade especifica mdxima de crescimento da levedura no ensaio 15
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Figura 32 — Velocidade especifica maxima de crescimento da levedura no ensaio 16
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Determinacgio dos produtos pelo método de cromatografia gasosa
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Figura 33 — Cromatograma dos metabdlitos determinados : 1- acetato de etila; 2-
etanol; 3- acetoina
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Figura 34 — Curva de calibragfio para a analise da concentrac¢io de acetoina
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Figura 35 - Curva de calibragio para a analise da concentracéo de etanol
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Figura 36 - Curva de calibragio para a andilise da concentraciio de acetato de etila



