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RESUMO

O crescimento do nimero de cervejarias no mercado mundial tem
alavancado a abertura de industrias focadas na producéo de leveduras
cervejeiras. As dificuldades encontradas ao longo do processo de
producdo destes microrganismos estdo, em grande parte, conectadas as
complexidades envolvidas em controlar as concentragfes de aglcares no
biorreator. As oscilagdes nas concentrages de substrato estimulam o
metabolismo respiro-fermentativo pela acdo do efeito Crabtree e reduzem
a produtividade final do processo. Etanol e glicerol séo substratos
empregados na produgdo de proteina microbiana e metabolizados
exclusivamente de forma oxidativa por leveduras Saccharomyces,
garantindo maiores conversfes de substrato em biomassa. O presente
trabalho teve como objetivo avaliar estratégias de produgéo distintas que
maximizem a produtividade de leveduras cervejeiras a partir de substratos
alternativos. Primeiramente, etanol e glicerol foram avaliados como
potenciais substratos a serem utilizados pelas cepas American lager
(TB81) e English ale (TBO7) durante cultivos em frascos agitados. Os
resultados indicaram que ambas as cepas foram capazes de metabolizar o
etanol no meio de cultura, porém quantidades pequenas — menores que
20% do valor de substrato inicial — de glicerol. Na segunda fase do
trabalho, a cepa TB81 foi utilizada durante os experimentos em biorreator
utilizando etanol como substrato. A melhor estratégia de producédo foi
definida a partir de um processo evolutivo comparado. O Sistema |
caracterizou-se por uma batelada alimentada por pulsos e a produtividade
final obtida foi de 0,12 g-L*-h"1. No Sistema Il foi realizado um estagio
inicial em batelada seguido de uma batelada alimentada por pulsos. A
produtividade final obtida foi 0,15 g-L*-h", alcancando um aumento de
25% frente ao Sistema I. No Sistema Il uma mistura de etanol e glicose
foi utilizada, alcancado uma produtividade de 0,41 g-L-h%, relativo a um
aumento de 300% da produtividade quando comparado aos Sistemas | e
Il. A Ultima fase avaliou a capacidade fermentativa das leveduras
produzidas e a necessidade de um estagio de adaptacdo ao mosto de malte
apos a producdo em biorreator. Os resultados indicaram perfis similares
de solidos sollveis totais e pH para os fermentados obtidos usando
leveduras previamente adaptadas ao mosto de malte, ndo adaptadas e
aquelas produzidas comercialmente, indicando que o passo de adaptacéo
final é dispenséavel. Este é o primeiro trabalho a avaliar e desenvolver
estratégias de propagacao de leveduras cervejeiras em fontes de carbono
alternativas. Estudos futuros serdo necessarios para identificar as
melhores composi¢des para os meios de cultura, assim como estudar a



implementacdo do processo continuo durante cultivos em alta densidade
celular.

Palavras-chave: Saccharomyces sp. Producdo de biomassa industrial.
Batelada alimentada. Processo continuo.



ABSTRACT

The growth of breweries worldwide has boosted the emergence of
companies focused on the production of brewing yeasts. The difficulties
found along the production process of these microorganims are mostly
due to the complexity involved to control the sugar concentrations in the
bioreactor. The oscillations in the substrate concentrations stimulate the
respiro-fermentative metabolism by the Crabtree effect and diminish the
final productivity of the process. Ethanol and glycerol are substrates used
on the production of single cell protein and are metabolized only
oxidatively by Saccharomyces, which would guarantee greater biomass
yields. The goal of this research is to evaluate distinct production
strategies that maximize the productivity of brewer's yeasts. Firstly,
ethanol and glycerol were evaluated as potential substrates by the
American lager (TB81) and English ale (TB07) strains during cultures in
shaken flasks. The results indicated that both strains were able to
metabolize the ethanol in the culture medium, but insufficient amounts -
less than 20% of the initial substrate value - of glycerol. Throughout the
second stage, the strain TB81 was propagated on bioreactor experiments
applying ethanol as substrate. The best production strategy was defined
by an evolutionary and comparative process. System | was defined as an
intermittent fed-batch and its final productivity was 0,12 g-L*-h"1. During
System 11, an initial batch stage was applied followed by an intermittent
fed-batch. Its final productivity was 0,15 g-L*-h%, an increase of 25%
compared to System |. A mixture of glucose and ethanol was applied on
System 111, achieving a productivity of 0,41 g-L*-h"%, an increase of 300%
of productivity compared to System | and II. The last stage evaluated the
fermentative capacity of the yeasts produced and the necessity to apply
an adaptation step to malt extract after the propagation in bioreactor. The
results indicated similar profiles of total soluble solids and pH for the
beers fermented with yeasts previously adapted to malt, unadapted and
commercial yeast, indicating that the final adaptation is a dispensable
step. This is the first research to evaluate and develop brewing yeasts
production strategies on alternative carbon sources. Future studies will be
needed to identify the best compositions for the culture media used as
well as to study the implementation of the continuous process during high
density cultures.

Keywords: Saccharomyces sp. Industrial biomass production. Fed-batch.
Continuous culture.
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1 INTRODUCAO

Em 1972, Ken Grossman mudou-se do Sul para o Norte da
Califérnia com objetivo de iniciar seus estudos na cidade de Chico. Desde
aquela época, fazer cerveja em casa era um hobby o qual Ken vinha
cultivando. Quatro anos mais tarde esse mesmo hobby fomentaria a
criacdo de sua loja de insumos para cervejeiros caseiros na mesma cidade.
O objetivo de Ken, no entanto, nunca foi a loja; ele almejava em
determinado momento criar sua propria cervejaria. Com a ajuda indireta
de Jimmy Carter, entdo presidente dos Estados Unidos que em 1978
oficializou um decreto que liberava a producéo artesanal de cerveja em
todo territorio americano — a qual era instituida como ilegal desde o
periodo da Lei Seca. Através de equipamentos derivados da indUstria de
laticinios e refrigerantes, Ken foi finalmente capaz de fundar sua
cervejaria. A Sierra Nevada € hoje uma das mais proeminentes cervejarias
americanas e Ken Grossman um dos exemplos mais explicitos do que foi
0 avanco do mercado de cervejeiros artesanais na década de 80 nos
Estados Unidos (BAMFORTH, 2009). Esse mesmo movimento ndo seria
apenas local e viria a impulsionar uma mudanca global no consumo de
cervejas.

No Brasil, observa-se que nos ultimos 30 anos ha uma tendéncia
crescente associada a producéo de cerveja. Em 2016, o pais alcangou o
patamar de 140 milhdes de hectolitros produzidos, colocando-se em
terceiro lugar no ranking mundial, atrds apenas da China (460 milhdes de
hectolitros) e EUA (221 milhdes de hectolitros) (BARTH-HASS, 2016;
CERVBRASIL, 2016). O numero de estabelecimentos classificados
como “‘microcervejarias” ou cervejarias “artesanais” teve um aumento
igualmente notével, cerca de seis vezes desde 2007, segundo Marcusso e
Muller (2017). Essa evolugdo ndo ocorre individualmente; além das
microcervejarias, outras empresas relacionadas a esse mercado também
vém adquirindo cada vez mais espago no mercado nacional, destacando-
se dentre elas empresas responsaveis pela producdo de uma ampla gama
de leveduras cervejeiras, tanto para atender as microcervejarias quanto os
cervejeiros caseiros.

Através da historia, leveduras tem atuado como protagonistas na
panificacdo e producdo de bebidas alcodlicas, sendo ambas as areas
fracbes significativas da inddstria biotecnologica. As leveduras
cervejeiras foram selecionadas ao longo dos anos durante fermentagdes
consecutivas. Elas apresentam, portanto, caracteristicas fundamentais
para produzir as cervejas hoje consumidas. Essas leveduras sdo
usualmente classificadas como ale ou lager — Saccharomyces cerevisiae
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ou Saccharomyces pastorianus — apresentando pequenas divergéncias
entre si quanto a temperatura Otima de fermentacdo, floculacdo,
capacidade de atenuacdo do mosto, perfil de aromas produzidos, entre
outros (BOULTON; QUAIN, 2001, BAMFORTH, 2006).

A producdo de leveduras cervejeiras € um processo gque ocorre
tradicionalmente na propria cervejaria. A partir de uma cultura matriz, o
escalonamento é realizado no préprio mosto cervejeiro lupulado. Este
mosto contém uma mistura de acucares incluindo maltose (45%),
maltotriose (15%), glicose (10%), sacarose (5%), frutose (2%) e dextrina
(23%) (BAMFORTH, 2006). Essa producgdo baseada em um processo
contendo bateladas sequenciais acaba por ter baixos valores de conversao
de substrato em biomassa, uma vez que ocorre apenas fermentacdo nestas
condi¢des. Devido a baixa concentracdo de células obtidas, é comum a
reutilizacdo de leveduras como indculo para uma nova batelada. Essa
metodologia também apresenta desvantagens associadas geralmente a
possiveis mutacdes ou ainda contaminag@es, sejam por bactérias ou outras
leveduras (BAMFORTH, 2006; OSULLIVAN; SINDEREN;
VAUGHAN, 2005).

Empresas especializadas na producdo de leveduras para
panificacdo prezam altas concentragdes celulares e adotam processos em
batelada alimentada. Este modo de operacdo previne, no caso das
leveduras, o efeito Crabtree, o qual se caracteriza pela repressdo do
metabolismo oxidativo devido a concentracdo de glicose no meio. As
concentracBes nas quais a repressdo ocorre varia de acordo com cada
cepa, geralmente em torno de 0,2 g-L . (BAMFORTH, 2006; MORLEY;
PFEIFFER, 2014). OQutra caracteristica recorrente nesse modo de
operacdo é a presenca do perfil respiro-fermentativo, onde tanto o
metabolismo oxidativo quanto fermentativo sdo verificados e a
concentracdo final de leveduras acaba tornando-se menor do que a
almejada (GOMEZ-PASTOR et al., 2011)

Além do processo desenvolvido para producdo de leveduras para
panificacdo, a industria de proteinas microbianas (Single Cell Protein —
SCP) também tem como objetivo maximizar a concentracdo final de
biomassa (CASTRILLO; UGALDE, 2002). A utilizagdo de meios
contendo substratos que sejam metabolizados de maneira estritamente
oxidativa é usualmente aplicada nesta industria para que elevados valores
de fatores de conversdo de substrato em biomassa (maiores que 0,40
gx-gs™) sejam alcancados. No caso de leveduras, destacam-se o etanol e
o glicerol como dois desses substratos. Entre os beneficios da utilizacdo
do etanol estdo sua aceitacdo como ingrediente alimenticio, facil manejo,
estocagem, transporte e solubilidade em agua. A oscilacéo do preco no
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mercado seria a mais consideravel de suas desvantagens. O glicerol, por
outro lado, é o principal coproduto gerado na producdo do biodiesel, cuja
alta nos Gltimos anos proporcionou 0 aumento do glicerol bruto (55 —90%
puro) no mercado. Diferentemente do etanol, apresenta um preco
reduzido e grande disponibilidade (PEITER et al., 2016).

Apesar de existirem estudos avaliando diferentes pardmetros
cinéticos de crescimento de leveduras laboratoriais, industriais ou de
isolados naturais em meios contendo etanol ou glicerol (KLEIN et al.,
2017; TACCARI et al., 2012), poucos tratam de cepas cervejeiras.

Uma empresa especializada na producdo de leveduras para cerveja
ainda apresenta o desafio de propagar ndo apenas uma, mas dezenas de
cepas distintas morfologicamente e fisiologicamente. Essa diferencia¢do
entre as cepas & observada na maior dificuldade em obter nimeros
elevados de células em cepas como American Lager e English Ale frente
a outras leveduras cervejeiras, por exemplo. Estudos sdo necessarios nao
apenas para diferenciar as cepas entre si, mas principalmente para utilizar
estas diferengas como ferramentas que maximizem a produtividade final
de cada levedura.

Por fim, as pesquisas que focam no melhoramento da propagacgéo
de leveduras cervejeiras avaliando novas estratégias de producdo séo
escassas, sendo de fundamental importancia num cenario tdo crescente de
start-ups na area os estudos no tema.

1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Obijetivo geral

Desenvolver estratégias para o cultivo das leveduras cervejeiras
American Lager (TB81) e English Ale (TB07) de forma exclusivamente

oxidativa a partir de substratos alternativos — etanol e glicerol — em
biorreator com alto rendimento e produtividade.
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1.1.2 Objetivos especificos

1) Avaliar o etanol e o glicerol como substratos para
producdo de leveduras cervejeiras;

i) Estudar estratégias de cultivo de leveduras cervejeiras
a partir de substratos alternativos em biorreator;

1)) Desenvolver um processo de adaptagdo ao mosto
cervejeiro para as leveduras produzidas em biorreator.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1. LEVEDURAS

2.1.1. Fisiologia

O género Saccharomyces (Reino Fungi, Filo Ascomycota, Classe
Saccharomycetes, Ordem Saccharomycetales. Familia
Saccharomycetaceae) constitui majoritariamente as leveduras utilizadas
comercialmente. Seu habitat natural consiste em superficies de folhas,
flores e frutos, onde sdo capazes de absorver nutrientes exsudados ou
abundantes advindos de periodos de senescéncia de partes da planta
(LITI, 2015; ROGERSON; WEBSTER, 2007).

As suas células podem ser esféricas, ovoides, elipsoides ou
cilindricas ocorrendo isoladamente ou em pares, ocasionalmente
aparecendo em cadeias curtas ou aglomeradas. Baseado em seu tamanho,
as células podem ser classificadas como grandes (4,5— 10,5 x 7 —21 pm),
medianas (3,5 -8 x 5 — 11 um) ou pequenas (2,5 -7 x 4,5 - 11 um)
(BOULTON; QUAIN, 2001; ROGERSON; WEBSTER, 2007).

As leveduras podem se reproduzir sexuada ou assexuadamente. A
reproducdo sexuada ocorre através da formagéo de ascésporos quando as
células estdo expostas a restricdes de nutrientes. A reproducdo assexuada,
por outro lado, acontece por meio da divisdo celular assimétrica — ou
brotamento. A reproducdo assexuada permite um crescimento mais
acelerado no nimero de individuos da populacdo, sendo de importancia
central para o triunfo das leveduras frente a outros microrganismos, seja
dentro de tanques industriais ou na superficie de frutos (ROGERSON;
WEBSTER, 2007).

Durante a reproducdo assexuada uma célula da origem a uma
célula “filha” — ou broto — geneticamente idéntica a célula-mae. Ao se
separar do broto, a célula-mae carregara consigo uma cicatriz, um
indicativo indireto da idade da célula em questdo (COOPER,;
HAUSMAN, 2007). Quatro fases distintas sdo visualizadas durante este
processo: a mitose (M), onde ocorre a separagdo dos cromossomos da
célula filha levando subsequentemente a citocinese; gap 1 (Gi) que
corresponde ao intervalo entre mitose e replicagdo do DNA,; Sintese (S),
caracterizada pela replicagio do DNA; e gap 2 (G2), no qual o
crescimento celular se perpetua juntamente a sintetizacdo de proteinas
visando a preparagdo para mitose (Figura 2.1).
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Os processos realizados durante a reproducdo assexuada séo
altamente regulados por sinais extra e intracelulares. Um ponto de
destaque no ciclo localiza-se ao final da fase G; e denomina-se START.
Brotos sdo formados imediatamente ap6s este ponto, com a célula
subsequentemente dando continuidade ao ciclo. E dessa forma também
que, indiretamente, pode-se estimar através do tamanho do broto a
posicdo da nova célula no ciclo celular (COOPER; HAUSMAN, 2007;
PRIEST; CAMPBELL, 1996).

Figura 2.1 — Reproducéo assexuada em leveduras fragmentada em suas quatro
fases: mitose (M), gap 1 (Gu), sintese (S) e gap 2 (G;). Os fatores externos séo
determinantes para que a célula dé inicio (START) ou néo ao ciclo reprodutivo.

_ Céhula filha

Nutrientes

" START Fatores de acasalamento

Tamanho celular

Fonte: Adaptado de Cooper e Hausman (2007).

Assim como a disponibilidade de nutrientes e fatores de
acasalamento, o tamanho da célula constitui um regulador importante
durante o ciclo celular. Como a divisdo celular produz uma progénie de
tamanhos muito distintos (célula mae grande e célula filha pequena), é
necessario que as células filhas adquiram um tamanho similar ao das
células mées antes que possam dividir novamente; em outras palavras, a
fase G; da célula filha tende a ser mais extensa quando comparada a da
célula mée, cujo tamanho critico ja foi alcancado. O tamanho celular,
portanto, apresenta a necessidade de ser monitorado para que possa
coordenar o crescimento celular. Esse mecanismo de controle opera de
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forma que cada célula atinja um tamanho minimo antes que possa passar
ao START (COOPER; HAUSMAN, 2007).

2.1.2. Leveduras ale e lager

Na industria cervejeira, ale e lager sdo descri¢cdes comuns adotadas
para a identificacdo das leveduras. As leveduras ale sdo cepas de S.
cerevisiae e correspondem ao grupo mais diverso dentre as leveduras
cervejeiras.

As leveduras ale sao normalmente denominadas leveduras de “alta
fermentagdo”, devido a tendéncia observada de migrar para o topo de
fermentadores tradicionais, facilitando a recuperacéo para utilizagdo em
fermentacdes posteriores (BAMFORTH, 2006). A pressao hidrostatica
em fermentadores cilindros c6nicos, muitos contendo mais de 10.000
hectolitros de mosto a ser fermentado, acabam por superar essa tendéncia
a migracdo, sendo feita a coleta da levedura na parte conica do tanque
(WHITE; ZAINASHEFF, 2010).

As leveduras lager sdo identificadas como de “baixa fermentagdo”
uma vez que sua tendéncia é depositar-se na base do tanque
independentemente das condi¢Bes de fermentacfes estabelecidas. Sua
nomenclatura tem mudado ao longo dos anos, passando de S.
carlsbergensis a “S. cerevisiae do tipo lager” até o atual nome aceito, S.
pastorianus. Sabe-se hoje que sua diferenga comparada a S. cerevisiae €
tanto taxondmica quanto genética. Vaughan-Martini e Kurtzman (1985)
demonstraram que S. pastorianus exibe alta similaridade com S.
cerevisiae (53%) e S. bayanus (72%). No entanto, S. cerevisiae e S.
bayanus tem pouca similaridade entre si. Tal fato tornou-se uma
evidéncia de que S. pastorianus seria um hibrido entre S. cerevisiae e S.
bayanus (BOULTON; QUAIN, 2001).

Apesar do debate taxonémico que envolve a classificacdo das
leveduras ale e lager, existem evidéncias suficientes demonstrando
diferencas entre ambas. Leveduras lager utilizam o dissacarideo
melibiose, de forma a crescerem nos produtos da hidrolise do mesmo
(galactose e glicose) via a-D-galactosidase. Desta forma, este
dissacarideo é aplicado para a diferenciacdo de cepas ale e lager. Outra
diferenca é a utilizacdo de maltotriose no qual as leveduras lager usam
mais rapidamente do que as leveduras ale (BAMFORTH, 2006;
BOULTON; QUAIN, 2001; WHITE; ZAINASHEFF, 2010).

A temperatura ideal de crescimento também é distinta para
leveduras ale e lager. Ales tendem a fermentar melhor a temperaturas
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préximas a 20 °C enquanto lagers a temperaturas mais baixas, entre 8 a
15 °C. Esse melhor crescimento em temperatura mais baixas seria um
reflexo da contribuigdo da S. bayanus no genoma das leveduras lagers
(WHITE; ZAINASHEFF, 2010).

2.1.3. Metabolismo de carbono

Em habitats naturais, as leveduras podem metabolizar diferentes
fontes de carbono (polidis, alcoois, &cidos organicos e amino acidos) para
viabilizar seu crescimento. Carboidratos, no entanto, sdo suas fontes
preferenciais.

As leveduras sdo predominantemente identificadas como
anaerébios facultativos. A habilidade de crescer em diferentes
concentracdes de oxigénio e de produzir etanol até mesmo na presenca de
oxigénio fez de Saccharomyces um importante grupo de microrganismos
industriais (BOULTON; QUAIN, 2001). Dependendo das condicGes de
crescimento, concentracao e tipos de carboidratos no meio assim como
disponibilidade de oxigénio, tais microrganismos podem apresentar um
metabolismo completamente oxidativo (respiratdrio), completamente
fermentativo, ou ainda uma mistura de ambos (comumente denominado
como respiro-fermentativo). O primeiro ocorre apenas em fontes de
carbono passiveis de oxidagdo como etanol, glicerol, acetato e &cidos
graxos, ou em fontes de carbono fermentativas — glicose, frutose,
galactose — a baixas concentragdes. O segundo ocorre em circunstancias
de completa abstencao de oxigénio ou quando sob influéncia de um efeito
repressivo (ver secdo 2.1.3.1). O terceiro é caracterizado pela presenca de
oxigénio e concentracdes de substrato oscilantes. A medida que os
carboidratos sdo metabolizados a levedura tende a passar por uma
transi¢do diduxica, onde o metabolismo respiro-fermentativo passa a ser
integralmente oxidativo (GOMEZ-PASTOR et al., 2011)

No metabolismo fermentativo, alcool e diéxido de carbono séo
produzidos pela levedura a partir de carboidratos. A Equacédo (1.1) indica
a equacdo geral da fermentacéo alcodlica.

C4Hy506 + 2ADP + 2P, — 2C,H,0 +2CO, + 2ATP + 2H,0  (1.1)

O crescimento anaerobio ocorre rapidamente, com um tempo de
duplicacdo celular de cerca de 90 min. No entanto, como o rendimento
energético é reduzido, o fator de conversao de substrato em célula iguala-
se aproximadamente a 0,10 gx - g (PRIEST; CAMPBELL, 1996;
VERDUYN et al., 1991). A estratégia de produzir, acumular e consumir
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um determinado produto é fundamental para a levedura em seu habitat
natural; o etanol produzido ¢ tdxico para determinados microrganismos
gue competem pelos mesmos substratos nesses ambientes (BOULTON;
QUAIN, 2001).

No metabolismo oxidativo, o piruvato, produto da glicélise, sofre
descarboxilagdo oxidativa, catalisada pelo complexo multienzimico da
piruvato desidrogenase, e é entdo capaz de adentrar ao ciclo do &cido
citrico. Os elétrons liberados nesse processo oxidativo sdo transferidos
para trés NAD* e para a ubiquinona. A reoxida¢do dos co-fatores
reduzidos gera ATP pela fosforilagdo oxidativa, sendo um processo mais
energético do que a fermentacdo: cerca de 10% ao invés de 2% da glicose
suprida passa a ser convertida em material celular (BOULTON; QUAIN,
2001; PRATT; CORNELY, 2017; PRIEST; CAMPBELL, 1996). A
Equagdo (1.2) indica a equacdo geral da respiragdo celular.

CgH,,0¢ + 38ADP + 38P; + 20, — 6CO, + 6H,0 + 38ATP  (1.2)

As consequéncias de operar em um determinado metabolismo
durante a producdo de biomassa industrial foram estudadas por Barford
(1987) através das analises de um cultivo de levedura em modo continuo,
aerado e com limitacdo de glicose. Em velocidades de crescimento
reduzidas (em baixas vazdes especificas de alimentagdo), o metabolismo
é caracterizado por completa utilizacdo do substrato, sem producdo de
etanol e alto fator de conversao de substrato em biomassa (valor superior
a 0,50 gx-gst). Velocidades de crescimento maiores (que ocorrem acima
de uma vazdo especifica critica), no entanto, implicam o consumo
incompleto de glicose, excrecdo de etanol e baixo fator de conversdo de
substrato em biomassa. Em termos de produgdo de biomassa industrial,
baixas velocidades especificas de crescimento gerardo mais biomassa,
mas implicardo numa baixa capacidade fermentativa. Por outro lado, a
velocidades maiores, menores concentragdes de biomassa serdo
alcancadas possivelmente com uma maior capacidade fermentativa. Dado
gue a levedura é comprada por sua atividade fermentativa (seja na
producdo de didxido de carbono na massa no caso da panificacdo ou
atenuacdo do mosto na industria cervejeira), a escolha de um processo em
especifico ndo circunda a obviedade.
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2.1.3.1 Carboidratos

O metabolismo de carboidratos em leveduras pode ocorrer tanto de
forma oxidativa quanto fermentativa. Essa troca entre metabolismos
ocorre como consequéncia da variacdo de dois fatores externos aos quais
0S microrganismos podem se encontrar sujeitos: a disponibilidade de
oxigénio e a concentracdo de carboidratos no meio.

Ao analisar a influéncia da presenca de oxigénio durante o
metabolismo de carboidratos, torna-se fundamental discorrer sobre trés
efeitos observados frequentemente em cultivos de leveduras: Pasteur,
Custer e Crabtree.

O efeito Pasteur ocorre quando a necessidade de ATP celular ndo
é saciada através da fermentacdo. Em decorréncia, ha a inativacdo do
metabolismo anaerdbio de maneira que 0 microrganismo seja capaz de
moldar-se as demandas de energia impostas (RODRIGUES;
LUDOVICO; LEAO, 2006).

O efeito Custer, por outro lado, é conhecido como a inibicéo
transitdria da fermentacéo alcoolica em condiges anaerdbias. Esse efeito
é observado em leveduras do género Brettanomyces e Dekkera, que
metabolizam glicose a etanol e 4&cido acético dependendo da
disponibilidade de oxigénio no meio (KULP; LORENZ, 2003;
RODRIGUES; LUDOVICO; LEAO, 2006).

O dltimo e mais significativo dos efeitos, considerando a produgédo
de biomassa industrial, é designado Crabtree, o qual se caracteriza pela
repressdo do metabolismo oxidativo devido a concentracdo de glicose no
meio. Frutose, galactose e maltose também podem apresentar efeitos
semelhantes, porém com agdo menos inibitoria que a realizada pela
glicose (KRUCKEBERG; DICKINSON, 2004).

A razdo por trds desse mecanismo demonstra que a glicose é
considerada como a fonte de carbono preposta de leveduras. Genes SUC,
necessarios para a codificacdo de invertases, sdo inibidos; genes MAL,
para utilizacdo de maltose, e FBP1, que codificam frutose bifosfatase,
também cessardo suas transcricbes. O metabolismo de fontes néo-
fermentesciveis também estardA ameacado, uma vez que 0S genes
responsaveis pela codificacdo de proteinas envolvidas na biogénese
mitocondrial, respiracdo e ciclo do acido citrico estardo reprimidos
(DIAZ-RUIZ; RIGOULET; DEVIN, 2011; KRUCKEBERG;
DICKINSON, 2004; PFEIFFER; MORLEY, 2014).

A consequéncia a longo prazo deste efeito implicard o
metabolismo respiro-fermentativo, o qual pode ser observado em cultivos
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em batelada alimentada ou cultivos continuos operados em vazes
especificas acima da diluicdo critica.

Halasz e Lasztity (1991) relataram que ndo ha uma concentracao
exata na qual a glicose acarretara o efeito repressivo na S. cerevisiae, com
este valor variando de acordo com o estado nutricional no qual a célula se
encontra. No entanto, a faixa de concentracdo de glicose na qual este
efeito repressivo é observado € relativamente baixa, encontrando-se entre
0,03-0,10 g-L*. Rai (2012) indicou que durante a producéo de leveduras
para panificacdo a alimentacdo é programada de forma a manter a
concentracdo de glicose abaixo de 0,20 g-L* no biorreator.

O mosto de malte utilizado nas cervejarias € uma mistura de
diversas fontes de carbono, incluindo maltose, maltotriose, glicose,
sacarose e frutose. Dextrina também esta presente, porém contribui
apenas com o aroma e o corpo do produto final, visto que ndo sdo
fermentadas por leveduras cervejeiras. O consumo de cada um dos
carboidratos presentes no mosto de malte apresenta peculiaridades,
principalmente quando presentes ao mesmo tempo (BAMFORTH, 2006).

Glicose e frutose sdo transportadas por difusdo facilitada para
dentro da célula e metabolizadas rapidamente nos estagios iniciais da
fermentagdo. Como os transportadores de glicose sdo mais eficientes que
os de frutose, o primeiro acaba por ser consumido mais rapidamente
mesmo que o segundo esteja presente em concentragcdes mais elevadas
(BAMFORTH, 2006; BOULTON; QUAIN, 2001; VIDGREN, 2010).

A sacarose é 0 proximo carboidrato no consumo sequencial. A
inversdo da sacarose em glicose e frutose juntamente do consumo
retardado da frutose frente a glicose pode até gerar um aumento inicial na
concentracdo de frutose do meio (WHITE; ZAINASHEFF, 2010;
VIDGREN, 2010).

Sendo glicose o substrato com maior afinidade e levando em
consideracdo os demais efeitos inibitérios citados, ocorre um atraso no
consumo de maltose e maltotriose. A maltose comeca a ser degradada
guando aproximadamente 60% da glicose presente ja foi consumida
(VIDGREN, 2010).

Leveduras cervejeiras variam consideravelmente na habilidade de
metabolizar maltose e maltotriose. A importancia desses carboidratos, no
entanto, impulsionou a sele¢do de cepas que apresentassem esse gendtipo
(WHITE; ZAINASHEFF, 2010). Maltose e maltotriose tendem a ser 0s
carboidratos em maior proporcdo (45 e 15%, respectivamente)
considerando um mosto de malte tipicamente utilizado em cervejarias
(BAMFORTH, 2006). Seu metabolismo inicia através do transporte
intracelular por um mecanismo de simporte no qual um préton é co-
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transportado com uma molécula de maltose ou maltotriose. Dentro da
célula, essas moléculas serdo hidrolisadas a glicose por a-glicosidases
(KRUCKEBERG; DICKINSON, 2004; WHITE; ZAINASHEFF, 2010).

A velocidade de transporte desses aglcares diminui
consideravelmente na presenca de etanol em elevadas (proximas a 100
g-L%) concentracdes ou escassez de nutrientes. Assim, necessita-se que o
consumo de maltose e maltotriose seja elevado nos estagios iniciais da
fermentacdo do mosto de malte (DICKINSON; KRUCKEBERG, 2004).
Boulton e Quain (2001) indicam que o aumento de temperatura promove
um consumo mais rapido em cepas de levedura cervejeiras, com pH ideal
de 5. Os autores também ressaltam que a pressdo osmotica formada em
mostos cervejeiros com alta concentracdo de acucares (14 — 17 °Brix)
tende a prejudicar o consumo de maltotriose, especificadamente por cepas
lager.

Os genotipos caracteristicos das leveduras cervejeiras sdo aqueles
que corresponderam ao longo dos anos as necessidades da industria.
Assim, as cepas de S. cerevisiae comumente utilizadas em laboratdrios de
pesquisa diferenciam-se substancialmente das cepas cervejeiras, tanto na
robustez e complexidade do material genético como por serem incapazes
de produzir os produtos finais almejados (BOULTON; QUAIN, 2001;
VIDGREN, 2010). O consumo de carboidratos apresenta diferengas
significativas: cepas laboratoriais ndo utilizam maltose, e a inversdo da
sacarose é atrasada pela repressdo gerada pela glicose, enquanto que em
muitas cepas cervejeiras ocorre a rapida hidrdlise periplasmatica na
presenca de glicose. (BOULTON; QUAIN, 2001; HAMMOND, 2003).

Estudos variados ja avaliaram o crescimento de leveduras em
diferentes fontes de carbono. Tendo como propésito a produgdo de
biomassa industrial, meios contendo carboidratos sdo geralmente os
empregados. Ha na literatura registros de cultivos realizados em fontes
metabolizadas pelas leveduras apenas de forma oxidativa, relacionados a
utilizacdo de etanol e glicerol.
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Figura 2.2 — Metabolismo dos principais carboidratos presentes no mosto cervejeiro e as enzimas envolvidas: INV, invertase; GL,
a-glicosidase, HXK, hexocinase; PGI, fosfoglicoisomerase; PFK, fosfofrutocinase; FBA, aldolase; 1SO, isomerase; TPI, triose-
fosfato-desidrogenase; PGK, fosfoglicerocinase; GPM, fosfogliceromutase; ENO, enolase; PYK, piruvato cinase. Hx_t:
transportadores de hexoses; Malt_t: transportador de maltose; Mtr_t: transportador de maltotriose; ATPase: ATP-sintase.
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Fonte: Adaptado de Yeast Pathways (2018), Pratt e Cornely (2017), SDG (2018), Vidgren (2010).
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2.1.3.2. Etanol

Em leveduras, o etanol é metabolizado através da oxidacdo a
acetaldeido e subsequentemente a acetato pela acdo de enzimas
citosOlicas, etanol e acetaldeido desidrogenases, ambas NAD-
dependentes (Figura 2.3). O acetato formado dara origem ao acetil-CoA
por intermédio da acil-CoA sintase, estando pronto para adentrar ao ciclo
do &cido citrico ou glioxilato nos passos seguintes (PRATT; CORNELY,
2017).

Figura 2.3 — Degradacdo do etanol em Saccharomyces cerevisiae. Em cinza as
enzimas envolvidas nas diferentes vias, sendo: ADH: alcool desidrogenases.

Acetaldeido

desidrogenase

Acetato

Fonte: Adaptado de Yeast Pathways (2018).

Em S. cerevisiae existem 20 alcoois desidrogenases com cinco
genes principais envolvidos no metabolismo do etanol, ADH1 a ADH5.
Quatro dessas enzimas codificadas (Adhlp, Adh3, Adh4p e Adh5p)
reduzem acetaldeido a etanol durante a fermentacdo da glicose, enquanto
Adh2p é responsével por catalisar a reacdo reversa de oxidacéo do etanol
a acetaldeido. Essas cinco desidrogenases, assim como a enzima
bifuncional Sfalp, sdo também envolvidas na producdo de alcoois
superiores durante a fermentacdo, produtos finais da quebra de
amino&cidos via rota de Ehrlich, contribuindo para o sabor e aroma de
alimentos e bebidas fermentadas (SGD, 2018).
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A descricao da aplicacdo de etanol na propagacéo de leveduras esta
presente desde a década de 70 na literatura. Paalme et al. (1997) indicaram
gue, em determinadas circunstancias, etanol costumava ser adicionado ao
meio de cultivo usado na producdo de leveduras para panificagdo com
intuito de melhorar a eficiéncia e economia do processo. Paalme et al.
(1997) obtiveram uma velocidade especifica maxima de crescimento de
0,12 h! (tg = 5,75 h) para um cultivo contendo 9,6 g-L* de etanol.
Wasungu e Simard (1982), por outro lado, utilizaram apenas o etanol
como substrato para a producdo de leveduras para panificacdo (S.
cerevisiae). Os resultados do estudo do efeito da concentragéo de etanol
(0,79 — 79 g-L'1) em cultivos em frascos agitados demonstrou que em até
7,9 g-L* havia uma relagdo proporcional entre o crescimento da levedura
e aumento da concentracdo do substrato. A cepa atingiu concentracfes
maximas de biomassa entre 0,79 — 31,6 g-L*! de etanol, sendo que
concentracBes superiores a estas provocaram inibicdo. A velocidade
especifica de crescimento maxima obtida foi de 0,28 h* (tg = 2,46 h) entre
1,97 a7,9 g-L de etanol.

A aplicacéo de etanol como substrato no crescimento de leveduras
apresenta vantagens e desvantagens que necessitam ser ressaltadas. Entre
o0s beneficios salientam-se sua ndo toxicidade para as pessoas, sendo
aceito como ingrediente alimenticio; é de facil manejo, estocagem e
transporte; solubilidade em agua e passivel de ser obtido com alta pureza
(WASUNGU; SIMARD, 1982; WATTEEUW et al., 1979). Quanto as
desvantagens, o preco no mercado seria a mais consideravel, uma vez que
0 mesmo ¢ exposto a consideravel flutuagdo. Outro fator limitante seria a
toxicidade durante o crescimento do microrganismo. Diversas formas nas
guais o etanol pode acarretar toxicidade sdo descritas na literatura, sendo
classificadas em ndo especificas e especificas. A acdo ndo especifica é
exemplificada pelo aumento da pressdo osmética intracelular. A acéo
especifica, por outro lado, considera a acdo do etanol em regides
especificas da célula como nas membranas celulares e mitocondria
(BOULTON; QUAIN, 2001; STANLEY et al, 2010). Seja a
circunstancia pela qual o efeito inibitério do etanol ira agir, Boulton e
Quain (2001) ressaltam que a tolerancia ao mesmo é uma particularidade
de cada cepa a ser estudada, sendo a concentracdo na qual o efeito
inibitério € comumente visualizado em leveduras cervejeiras proxima a
150 g-Lt. Ademais, muitas espécies de leveduras podem utiliza-lo
prontamente como fonte de carbono e energia.
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2.1.3.3. Glicerol

O glicerol é o principal coproduto gerado na producéo de biodiesel
(DASARI et al., 2005). Esse coproduto, também chamado de glicerina na
forma pura, possui inimeras aplicagdes industriais. A producdo de
biodiesel nos dltimos anos proporcionou o aumento do glicerol bruto (55
— 90% puro) no mercado que, diferentemente do etanol, apresenta um
preco reduzido e grande disponibilidade.

Existem quatro tipos de glicerina que podem ser obtidas: a bruta,
gue contém alta concentracdo do catalisador da transesterificacdo, etanol,
agua, acido graxo e sabdes); a loira, que recebe tratamento acido, seguido
de remocdo dos acidos graxos, possuindo de 75 a 85% de glicerol, sendo
0 restante composto de sais, agua e tracos de etanol; grau farmacéutico,
sendo 0 mesmo que a glicerina loira apds ser bidestilada a vacuo e tratada
com absorventes, apresentando 99% de pureza; e grau alimenticio, o qual
é completamente isento de etanol, e pode ser obtida pela hidrélise de
0leos e gorduras (BIODIESELBR, 2008).

O glicerol esta envolvido no metabolismo de carbonos na S.
cerevisiae de duas formas distintas: pode ser catabolizado como Unica
fonte de carbono em condigdes aerdbias, ou pode ser produzido como
coproduto no metabolismo de glicose ou outro aglcar fermentescivel
(KLEIN et al.,, 2017). Duas vias metabdlicas sdo propostas para o
catabolismo: na primeira ha a rota fosforilativa, onde L-glicerol-3-fosfato
é formado como intermediario. Essa rota envolve a acdo da glicerol
quinase e uma glicerol-3-fosfato desidrogenase dependente de FAD
localizada na superficie exterior da membrana mitocondrial. Na segunda
rota ha primeiramente a oxidacdo do glicerol a di-hidroxicetona via
glicerol desidrogenase NAD* dependente. A di-hidroxiacetona €
subsequentemente fosforilada a di-hidroxicetona fosfato via di-
hidroxicetona quinase (KLEIN et al., 2017) (Figura 2.4).
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Figura 2.4 — Rotas propostas para catabolismo de glicerol em leveduras via (a) L-
glicerol 3-fosfato e (b) dihidroxiacetona.
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Fonte: Adaptado de Klein et al. (2017).

A razdo fisioldgica para a producéo de glicerol em leveduras esta
associada osmoregulagéo e ao desbalanco redox. A exposic¢éo de células
de levedura a meios hipertonicos leva a um fluxo massivo de liquido
intracelular para o meio exterior. Esse processo deriva das atividades
distintas da &gua dentro e fora da célula. A osmoregulagdo, portanto, é
entendida como a resposta celular direcionada a restaurar e manter
volume, turgor, pressdo e atividade bioldgica normais na célula. O
mecanismo que microrganismos usam como resposta para esse fluxo de
moléculas de agua durante o crescimento em baixas atividades de agua
externas € o acumulo de um ou mais solutos especificos. Glicerol é o
soluto mais utilizado em S. cerevisiae, assim como em outras espécies
(NEIVOGT, 1997).

O glicerol tem também papel fundamental no balango redox da
célula. Ao ser produzido como coproduto no metabolismo de glicose ou
outro agucar fermentescivel, o glicerol recicla cofatores, balanceando os
niveis de NADH na célula.

Existe uma grande variabilidade nas espécies de leveduras em
relacdo a capacidade de metabolizar glicerol como unica fonte de
carbono. Algumas espécies apresentam crescimento comparado com
aqueles em glicose enquanto outras sdo incapazes de utiliza-lo,
especialmente em meio sintético. O conhecimento € nos Ultimos anos tem
baseado-se nos estudos utilizando cepas laboratoriais de S. cerevisiae
(KLEIN et al., 2017). Em pesquisa desenvolvida por Swinnen et al.
(2013), S. cerevisiae CBS 6412 apresentou os melhores resultados quanto
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ao crescimento em glicerol dentre o grupo de cepas selecionadas,
alcancando uma velocidade especifica maxima de crescimento e periodo
de fase lag de 0,10 h't e 27 h, respectivamente. Nos estudos de Taccari et
al. (2012) 11 cepas de S. cerevisiae e duas de S. pastorianus foram
avaliadas crescendo em etanol puro com velocidades especificas méaximas
variando de 0,09 - 0,12 h't e 0,08 — 0,13 h'%, respectivamente. Durante o
crescimento em glicerol bruto em cultivo aerado, a cepa S. pastorianus
DBVPG 6258 apresentou um fator de conversdo de substrato em
biomassa em glicerol de 0,73 gx - gs*, valor alto comparado ao
crescimento em glicose nas mesmas condicoes (0,47 gx - gs2).

A conversao de glicerol em produtos de valor agregado através de
metodologias quimicas e bioldgicas é altamente empregada. Tabah et al.
(2016) utilizaram S. cerevisiae (cepa ndo especificada) na
biotransformacdo em 1,3 propanodiol, um intermediario para a sintese de
polimeros usados em cosméticos, alimentos e medicina. Glicerol também
tem sido empregado como substrato para obter acidos organicos
(KAMZOLOVA et al., 2011), carotenoides (SAENGE et al., 2011),
lipidios microbianos (QIN et al., 2017) e biomassa microbiana (PETRIK
et al., 2013) a partir do cultivo de leveduras.

2.1.3.4. Metabolismo de maltiplos substratos em condi¢des limitantes

Durante a secdo 2.1.3.1, é descrito o mecanismo no qual as
leveduras, na presenca de diferentes fontes de carboidratos, tendem a
metaboliza-los de forma sequencial. Essa caracteristica, no entanto, ndo é
uma verdade absoluta, visto que esta condicionada a concentracdo destes
compostos no meio. Na presenca de multiplos substratos que atendam as
mesmas funcbes fisioldgicas (como fonte de carbono ou fonte de
nitrogénio, por exemplo) e que estejam em concentracBes limitantes de
crescimento no meio de cultura, o que se observa ¢ a utilizagao simultanea
dos mesmos ( DIJKHUIZEN; HARDER; POSTGATE, 1982; KIM et al.,
2012). Apesar das estratégias atuais para utilizacdo simultinea de
substratos serem comumente direcionadas para a modificacdo genética
das cepas, como nos melhoramentos de leveduras para producao de etanol
de segunda geragdo (SONG et al., 2018), existem extensos estudos sobre
a utilizacdo de misturas de substratos por microrganismos distintos em
condi¢des limitantes (EGLI; LENDENMANN; SNOZZI, 1993;
HARDER; DIJKHUIZEN; POSTGATE, 1982; LENDENMANN;
SNOZZI; EGLI, 1996).
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Existem registros na literatura da co-utilizagdo de glicerol com
outras fontes de carbono, principalmente monossacarideos, em bactérias
e fungos filamentosos com objetivo de produzir compostos
biotecnolégicos (KOWALCZYK et al.,, 2018; LIU et al., 2011;
MARTINEZ et al., 2008), porém ndo foram encontradas pesquisas que
abordem a assimilacdo de misturas semelhantes em leveduras. Por outro
lado, a utilizagdo simultanea de carboidratos e etanol a partir de leveduras
apresentam estudos aprofundados, os quais descrevem as alteracdes
metabolicas advindas do consumo de ambos os substratos. Jong-Gubbels
etal. (1995), por exemplo, estudaram o uso simultaneo de glicose e etanol
em culturas continuas de S. cerevisiae T23D avaliando as modificacfes
envolvidas no metabolismo de carbonos com a variacdo da proporcao de
etanol na alimentacdo. Para razdes de etanol/glicose baixas, ha a auséncia
do ciclo do glioxilato para metabolizagdo do etanol. Enquanto a glicdlise
ocorre normalmente estimulando a producdo de compostos pelos seus
intermediarios (como glicose-6-fosfato e fosfoenolpiruvato, por
exemplo), etanol é utilizado para substituir a formacdo de acetil-CoA,
sintetizar 4cidos graxos, amino4cidos e fomentar o ciclo do &cido citrico.
Por outro lado, quando as razdes entre etanol/glicose sdo elevadas, a
sintese de intermediarios do ciclo do &cido citrico a partir do ciclo do
glioxilato é iniciada até a eventual substituicdo completa do etanol como
fonte de carbono a partir do estabelecimento da gliconeogénese. O etanol
ndo sé fica responsavel pelo fomento do ciclo do &cido citrico como
também pela formagéo de intermediarios que anteriormente eram obtidos
pela degradacdo da glicose. De acordo com Paalme et al. (1997) que
testou a aplicacdo de razdes distintas da mistura contendo etanol e glicose
em culturas continuas de S. cerevisiae ALKO743, a concentracdo de
etanol ndo deve ser superior a 50%, de forma a ndo estimular os efeitos
descritos por Jong-Gubbels et al. (1995) e diminuir a produtividade em
biomassa final.

2.2. BIORREATORES

Biorreatores sao classificados como reatores em que uma série de
reagdes quimicas catalisadas por “biocatalisadores” tomam forma. Esses
biocatalisadores podem ser enzimas, células microbianas, animais ou
vegetais. Sua classificacdo pode logo ser realizada a partir desses dois
grandes grupos em reatores enzimaticos ou aqueles que atuam na
presenca de células vivas (SCHMIDELL et al.,, 2001). Dentre os
biorreatores, percebe-se 0 uso de dois modelos na producao de leveduras
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para panificacdo, cervejarias ou SCP: reatores agitados mecanicamente
(SRT) e coluna de bolhas.

Reatores agitados mecanicamente ou (STR: “stirred tank reactor”)
sdo mais amplamente reconhecidos como reatores de mistura,
constituindo a maioria do total de reatores utilizados industrialmente. Eles
consistem em tanques cilindricos, no qual sdo comuns relagdes entre a
altura e o diametro de 2:1 ou 3:1. O reator é normalmente equipado com
chicanas cuja funcdo é evitar a formacao de vdrtice durante a agitacdo do
liquido. O agitador é posicionado num eixo central ao biorreator, podendo
apresentar, ao longo de sua altura, uma série de turbinas. As turbinas séo
usualmente classificadas de acordo com o escoamento que proferem:
axial ou radial. Das diversas geometrias disponiveis, a turbina com seis
pas (Turbina Rushton) é a mais utilizada em configuracdes padrdes. Suas
vantagens incluem facil controle sob o gas disperso e mistura do meio
através da velocidade de rotagdo da turbina e eficiente dispersdo do gés
(REUSS, 1994; SCHMIDELL et al., 2001).

Biorreatores ndo agitados mecanicamente dependem do
movimento das bolhas para que a mistura ocorra no meio de cultivo; em
outras palavras, sua agitacdo ocorre de forma pneumatica. Suas menores
tenséo de cisalhnamento quando comparados a configuragdo STR torna-os
atraentes para o cultivo de células animais e vegetais (SCHUGERL;
LUBBERT, 1995). Os biorreatores coluna de bolhas s&o caracterizados
por um movimento aleatdrio do liquido no reator. O regime de
escoamento dependera essencialmente da velocidade do gas e diametro
do biorreator. Em velocidades superficiais baixas do gas, e diametros de
coluna mais amplos, um escoamento homogéneo, com bolhas
uniformemente distribuidas na se¢do transversal do duto, tendem a
prevalecer. Em velocidades superficiais acima do limite superior para
vazdo de gas na alimentacdo (> Scm-s™) — velocidade de inundacéo — e
didmetros menores que 10 cm, grandes bolhas serdo formadas por
coalescéncia, estabilizando-se préximo as paredes da coluna, mudando o
escoamento homogéneo para o escoamento em golfadas. Quando a
coalescéncia de bolhas se forma em colunas com diametros maiores, elas
tendem a localizarem-se préximas a linha central da coluna. O tamanho
das bolhas e velocidades de distribui¢do sdo variados e o0 escoamento €
classificado como cadtico-turbulento. Algumas das vantagens da coluna
de bolhas estdo associadas as excelentes transferéncias de calor e massa
associadas a essa configuragdo, menor manutencao e custos operacionais
devido a menor quantidade de partes moveis, e compacidades
(SCHMIDELL et al., 2001; SCHUGERL; LUBBERT, 1995).
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Além dos biorreatores descritos, a producdo de leveduras pode
ocorrer utilizando um ou mais modos de opera¢do, 0 quais sao descritos
a sequir.

2.2.1. Modos de operagéo

As operacgdes em batelada, batelada alimentada e continuas séo as
principais envolvidas na producdo industrial de leveduras.

Durante um processo em batelada, o meio de cultura e inéculo séo
adicionados no inicio do processo, de forma que suas concentracoes
variam de acordo com a evolucdo do cultivo. Os produtos finais séo
captados apenas no final da operagdo. Controles basicos como pH,
temperatura e oxigénio dissolvido sdo utilizados durante o curso do
cultivo. Como estes parametros sdo normalmente mantidos constantes, o
Unico parédmetro passivel de otimizagdo torna-se a composi¢cdo do meio
de cultivo (SCHMIDELL et al., 2001; YAMANE, 1994).

O cultivo em batelada alimentada pode ser definido como uma
operacdo onde as fontes de carbono, nitrogénio, sais ou precursores
necessarios para o crescimento celular e formacdo de produtos sdo
adicionados em pulso ou continuamente através de uma ou mais
alimentacgdes durante a operacdo. A cultura € drenada apenas no final da
operacao, seja de forma parcial, onde parte fica retida no biorreator como
inéculo para o préximo cultivo, ou completamente. Dessa forma, o
volume do cultivo aumenta durante o periodo de operago, caracterizando
um processo dindmico (DORAN, 2012; YAMANE, 1994). Além disso, a
alimentacdo A mais antiga aplicacdo desse processo é justamente datada
na produgdo de leveduras, em que glicose era adicionada
intermitentemente com objetivo de manter as concentragcBes da mesma
reduzidas no biorreator (BERRY; RUSSELL; STEWART, 1987).

No processo continuo, um ou mais substratos contendo os
nutrientes  necessarios para 0 crescimento sdo alimentados
constantemente, enquanto que o efluente contendo as células e produtos
sdo retirados na mesma vazdo. O estado estacionario pode se estabelecer
através da manutencdo de uma vazdo constante. Assim, o volume do
cultivo, as concentracdes de nutrientes e células dentro do biorreator sdo
também mantidas constantes. Alguns exemplos da aplicacdo deste
sistema sdo na producao de SCP, fabrico de algumas cervejas e tratamento
de residuos municipais (DORAN, 2012; SCHMIDELL et al., 2001;
YAMANE, 1994).
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Um mesmo composto pode ser obtido a partir de modos de
operacao distintos, assim como da combinacdo entre eles. A Tabela 2.1
indica a produgdo de SCP a partir de etanol para diferentes
microrganismos usando etanol como substrato.

Tabela 1.1 — Producdo SCP usando etanol como substrato durante cultivos em
batelada alimentada.

. . Parametro utilizado Modo de
Microrganismo . N - ~
para alimentacdo alimentacéo
Candida utilis 1. Sem controle Em passo de acordo

com planejamento
2. Com controle

Candida brassicae  [Etanol] Pulso, manual
Candida brassicae  [OD¥*] Pulso, manual
Candida utilis Presenca de etanol na  On-off

saida de gas
Pichia farinosa [Etanol] Continuo
Candida brassicae  [Etanol] Continuo

*0OD: oxigénio dissolvido.
Fonte: Adaptado de Fiechter (1984).

2.3. PRODUGAO INDUSTRIAL DE LEVEDURAS

Leveduras sdo utilizadas desde os primordios da humanidade de
maneira espontanea para produgdo dos mais diferenciados produtos
alimenticios. Apenas em 1845 que Louis Pasteur identificou as leveduras
como microrganismos capazes de fermentar agucares transformando-os
em alcool e dioxido de carbono. Com o decorrente desenvolvimento da
industrializa¢do, a demanda por produtos fermentados aumentou e a partir
do Século XIX a producéo de leveduras para a panificacdo e cerveja passa
a ser uma pratica comum. Gémez-Pastor et al. (2011) indicam que cerca
de 400 mil toneladas de leveduras sejam produzidas anualmente. A
demanda exige ndo apenas grandes quantidades a serem produzidas, mas
também diversidade de microrganismos, 0s quais devem gerar
fermentacdes completas com produtos de alta qualidade e de forma
rapida.
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2.3.1. Panificacéo

A producdo de leveduras para a panificagdo é baseada numa
fermentacdo em multiestagios e inicia a partir de um meio de cultura
contendo normalmente melago suplementado com nutrientes (Figura 2.5).
A cepa de levedura selecionada é inoculada no meio e incubada por meio
de metodologia conveniente. No segundo estagio a cultura inicial é usada
para inocular o primeiro fermentador e, a partir de entdo, as células irdo
crescer em estagios subsequentes e transientes durante a fase em batelada
(ou descontinua) e em batelada alimentada (ou descontinua alimentada)
do processo (BARFORD, 1987; GOMEZ-PASTOR et al., 2011).

Figura 2.5 — Diagrama dos diferentes estagios do processo de producéo industrial
de biomassa de leveduras.

Estresse osmético Estresse etandlico Estresse aerobio e oxidativo
A A Sacarose = = % Oxigénio
Fasa = ooenneoo Etanol Temperatura
Estresse oxidativo  Estresse nutricional | _ Densidade celular + - Alimentagio

Fonte: Adaptado de Gomez-Pastor et al. (2010).

Durante fase em batelada, as células sdo expostas a altas
concentracBes de carboidratos presentes no melago. Outros nutrientes
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também estardo presentes no meio e o pH é ajustado entre 4,5 e 5,0 apds
a esterilizagdo para entdo ser monitorado ao longo do processo. Uma vez
dado o inicio, 0s Unicos parametros a serem controlados serdo
temperatura e aeracdo. A producdo de leveduras envolve aeragdo continua
de forma a permitir a sintese de lipidios, revitalizacdo da populacéo
celular deficiente em ergosterol e garantir que o cultivo seja conduzido de
forma eficiente. Quando a concentracdo de glicose atinge seu valor
critico, geralmente em torno de 0,20 g-L* (RAI, 2012) o metabolismo
respiro-fermentativo ocorre (GOMEZ-PASTOR et al., 2011).

A fermentacdo alcodlica gera uma concentragdo de biomassa
reduzida quando comparada aoc metabolismo oxidativo, uma vez que o
rendimento de ATP é consideravelmente menor: durante a respiracdo, 38
moléculas de ATP séo produzidas por molécula de glicose, enquanto que
na fermentacdo obtém-se 2 moléculas de ATP.

Uma vez esgotada as fontes de carboidratos fermentesciveis no
melago, a presenca do oxigénio permite que a levedura oxide o etanol
advindo da fermentacdo alcodlica, desencadeando uma mudanca no
metabolismo fermentativo para oxidativo e levando a elimina¢do do
etanol no meio. Esgotado o etanol, a fase em batelada alimentada pode
ser iniciada (GOMEZ-PASTOR et al., 2011).

A otimizacdo da produtividade de biomassa requer um aumento no
rendimento de biomassa para os maiores valores possiveis durante o
cultivo com alimentacéo de substrato em condi¢des limitantes. A cinética
de crescimento é usualmente controlada pela alimentac&o e o controle do
oxigénio dissolvido fundamental para altos rendimentos em biomassa.
(BARFORD, 1987; GOMEZ-PASTOR et al., 2011).

A extensdo de um processo aerobio depende fundamentalmente da
capacidade de se transferir oxigénio para a fase liquida. O oxigénio é
muito pouco soltvel em agua (7 mgO--L?), sendo necessario alimenta-lo
continuamente ao longo do processo. Cultivos em densidades superiores
a 100 g-L! utilizando células em altas velocidades especificas de
crescimento (maiores que 0,2 h'1) irdo demandar velocidades igualmente
elevadas de respiracdo celular. O escalonamento de tais cenarios torna-se
complexo devido as altas capacidades de transferéncia de oxigénio
exigidas (SCHMIDELL et al., 2001).

Diversas varidveis que tem efeito nas atividades metabdlicas das
leveduras devem ser controladas durante o processo em batelada
alimentada, tal como pH e temperatura. Além disso, estes cultivos devem
permitir a maturacdo das células. A alimentacdo, dessa forma, é
normalmente interrompida no final da fermentacdo permitindo que a
aeracgdo continue por mais uma hora. Durante esse periodo, 0 substrato é
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completamente assimilado, permitindo com que células se tornem
maduras e mais estaveis, evitando a autdlise (BARFORD, 1987;
GOMEZ-PASTOR et al., 2011).

O processo de producéo das leveduras destinadas a panificacdo ndo
é um processo completamente estéril. Kulp e Lorenz (2003) indicam que
o fermento comercial ndo estd livre de contaminantes e que tais
microrganismos ndo sdo designados como perigo eminente numa
aplicacdo futura da levedura, estando muitos deles presentes em
ingredientes naturais (farinhas e cereais) que entrardo em contato com a
mesma durante a manufatura do produto a ser desenvolvido. Todos os
contaminantes, no entanto, devem ser controlados e o nivel de alguns
deles é limitado até mesmo por especificacdes governamentais. Alguns
dos microrganismos comumente encontrados apontados por Kulp e
Lorenz (2003) em plantas de producdo de fermento para panificagdo séo
bactérias acido lacticas ndo esporulantes (Leuconostoc sp. e Lactobacillus
sp.) e esporulantes (Bacillus subtilis), fungos (Oideum lactis) e outras
leveduras (Candida sp. e Torulopsis sp.).

2.3.2. Proteinas microbianas

Além do processo desenvolvido para producdo de fermentos para
panificacdo, a industria de proteinas microbianas (SCP, Single Cell
Protein) apresenta processos com o mesmo objetivo final: maximizar a
concentracdo final em biomassa. Essa biomassa, no entanto, destina-se
tanto a alimentacdo humana como animal (RITALA et al., 2017).

Os excedentes de leveduras obtidos ap6s a fermentacéo da cerveja
foram as primeiras SCP utilizadas. Foi durante a | Guerra Mundial, no
entanto, que o processo de producdo se ampliou, principalmente na
Alemanha, onde até 60% dos alimentos foram substituidos pelas
leveduras cervejeiras. A produgdo de leveduras a partir do etanol
apresenta poucos registros atualmente, mas é datada desde a década de
70, quando o primeiro processo de producdo de proteina microbiana a
partir desse substrato foi patenteado. Em 1976, a Amoco (associada desde
1998 a British Petroleum — Reino Unido) construiu uma planta continua
totalmente automatizada para a producdo de 7.000 toneladas anuais de
SCP a partir de Candida utilis. O produto denominava-se “Torutein” e era
utilizado como suplemento nutricional e aditivo flavorizante em produtos
como massas, pizzas congeladas e molhos. (BARFORD, 1987)

Além da Amoco, outras companhias investiram na producdo de
SCP. A linha de petroquimicos da Mitsubishi (Japao) utilizava Candida
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ethanothermophilum, enquanto a Chemopetrol (Tchecoslovaquia), parte
da UNIPETROL RPA — Refinaria, Petroquimica e Agroquimica — desde
2007, visionava gerar 1.000 toneladas de SCP por ano com uso de S.
cerevisiae.

SCP ¢é frequentemente avaliado como um co-produto em potencial,
com a oportunidade de alavancar a economia de uma biorefinaria que
opere um processo pouco lucrativo. O custo estimado na producgédo de SCP
dependera de fatores como custo de producéo, capital de investimento e
lucratividade. A matéria prima, que pode contabilizar 35 — 62% do custo
total do produto final (AGGELOPOULOS et al.,, 2014; UGALDE;
CASTRILLO, 2002), o custo energético envolvido na transferéncia de
oxigénio e remocdo de calor dos biorreatores, tem geralmente custo
significativo no produto final. No entanto, é importante realcar que a
escala em que o material é produzido se torna igualmente importante para
a viabilidade econdmica da producdo. OperagBes continuas sdo mais
lucrativas e a maioria dos processos de SCP implementados em escala
industrial foram pensados a partir de um modo de operagdo continuo
(BARFORD, 1987; UGALDE; CASTRILLO, 2002).

2.3.3. Leveduras cervejeiras
2.3.3.1. Cenério mundial

A producdo de leveduras ale e lager ocorria tradicionalmente nas
préprias cervejarias. Com o desenvolvimento do mercado cervejeiro € a
necessidade de diferentes cepas, novas empresas de enfoque
biotecnoldgico, especializadas na produgdo das leveduras cervejeiras,
vém tornando-se cada vez mais representativas tanto no mercado
internacional como nacional.

As fermentagdes em cervejarias costumavam utilizar como in6culo
parte da biomassa de leveduras produzida durante a fermentacéo anterior.
Existem ainda hoje cervejarias que seguem essa pratica, porém existem
implicagBes negativas como a deriva genética, selecdo de variantes e
envelhecimento (DIACETIS; POWELL, 2007). Grande parte das
cervejarias propagam as leveduras a partir de culturas matrizes para cada
novo tanque a ser fermentado. Além disso, grandes plantas industrias tém
implantado uma linha para producéo de biomassa padronizada dentro da
cervejaria, evitando assim gastos com transporte e manejo.

Diferentemente da producdo de leveduras para panificagdo, as
leveduras cervejeiras tendem a ser propagadas no mesmo mosto usado
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para a fermentacdo da cerveja; ou seja, 0 mosto advindo do cozimento do
malte de cevada. A distribuicdo precisa dos carboidratos do mosto, dessa
forma, depende do grdo e das condi¢bes de brassagem (BAMFORTH,
2006).

O sistema de producdo segue a mesma metodologia de
escalonamento sucessivo reproduzido comumente em ambiente
laboratorial. A partir de uma cultura matriz, a propagacao inicia com 5
mL do mosto lupulado estéril o qual serd inserido em incubador orbital
por 48 h a 28 °C. A mesma metodologia sera utilizada para inocular
sucessivamente volumes maiores de mosto com crescimento por 48 h a
temperaturas progressivamente menores (BAMFORTH, 2006). Todas as
cepas utilizadas na producdo de cerveja tém temperatura Otima de
crescimento em torno de 30 °C. No entanto, durante a fermentacdo do
mosto cervejeiro, temperaturas relativamente baixas sdo empregadas (20
°C para leveduras ale e 18 — 10 °C para leveduras lager) e portanto a
temperatura durante a propagacdo tende a diminuir gradualmente,
chegando a temperatura 6tima para a fermentacdo no ultimo estagio
(BOULTON; QUAIN, 2001).

A pureza da levedura é verificada antes de entrar na fase industrial
pelo uso de meios seletivos. No estagio industrial a levedura sera usada
para inocular elevados volumes de mosto estéril em um tanque aerado.
Essa fase leva de dois a trés dias e gerard leveduras suficientes para
inocular um fermentador de 500 hL (BAMFORTH, 2006). A Figura 2.6
demonstra o passo a passo do processo de producdo de leveduras dentro
da cervejaria, detalhando volumes e temperaturas comumente utilizadas.



48

Figura 2.6 — Processo de producéo de leveduras em cervejaria

Cultura matriz

5 mL de mosto lupulado estéril
| wsn@2so

50 mL de mosto lupulado estéril
| (48 h @ 28 °C)

I 1
200 mL 200 mL 200 mL 200 mL 200 mL
1
| | (48/7@I22 °C) | |
5L 5L 5L 5L 5L

| mg==] |

I
Pureza da levedura verificada

Old0LvdHOoaY1

Tanque de propagagao
65 hL
(48-96h@ 19 °C
aeragé&o)

VIdvYrang3o

Tanque de fermentagao 650 hL -
Fonte: Adaptado de Bamforth (2006).

Uma forma de compreender o porqué de empresas independentes
especializadas na produgdo de leveduras estarem surgindo nos dltimos
anos é analisar a conjuntura da revolucdo das cervejarias artesanais nas
Gltimas duas décadas. Observa-se, primeiramente, que o papel do
consumidor tem mudado substancialmente dentro da economia: um perfil
que antes designava-se por isolado e passivo torna-se dinamico, com
pessoas conectadas, informadas e ativas, de acordo com Prahalad e
Ramaswamy (2004). Essa troca de perfil gerou ndo apenas uma procura
por estilos de cervejas diferentes, mas também na organizacdo desses
consumidores em associagcdes focadas em compartilhar experiéncias e
disseminar informac@es sobre o tema. Houve também um aumento na
renda de paises industrializados, responsavel pela geracdo de uma
demanda de produtos mais sofisticados e variados, trazendo a exemplo as
préprias cervejas artesanais, cujo valor pode oscilar substancialmente
acima daquelas de cervejas tradicionais padrdes (GARAVAGLIA;
SWINNEN, 2018). Dados publicados por Estados Unidos (2017)
mostram que entre 2010 e 2016, o ndmero de cervejarias nos Estados
Unidos ndo s6 aumentou mais de cinco vezes como a mdo de obra
associada a esse ramo cresceu 135%. Com o escalonamento desse
mercado, setores associados também comecam a seguir na mesma
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direcdo, dando origem a produtores artesanais de lupulo, malte e
leveduras.

Na questdo de producgdo de leveduras para cervejarias, empresas
como Wyeast Laboratories e White Labs sdo companhias que iniciaram
de forma pequena e detém hoje destaque no mercado internacional.
Grandes multinacionais no ramo de leveduras também vém se adaptando
ao novo mercado, como € o caso da Lallemand, uma empresa canadense
especializada na pesquisa, desenvolvimento, producdo, comercializacdo
e distribuicdo de leveduras e bactérias. Sua diviséo responsavel pelo ramo
cervejeiro é denominada Lallemand Brewing cujo objetivo é fornecer
leveduras secas para cervejas e produtos de nutricdo a base de leveduras
para melhoramento da fermentacdo. O processo de produgdo das
leveduras na Lallemand (Figura 2.7) é semelhante aqueles da producéo
de leveduras para panificacdo, uma vez que a empresa se especializou
primeiramente na produgdo do Gltimo. Nele, melaco de cana ou beterraba
podem ser empregados no mosto, 0s quais passardo na fase upstream por
processos em batelada e bateladas alimentadas, havendo variagdes nos
mesmos para cada estirpe de levedura propagada. Durante a fase
downstream, a extrusora e secador de leito fluidizado sédo responsaveis
por gerar um produto final com menos de 7% de umidade, resultando em
menos de uma bactéria ou levedura selvagem detectada por milhdo de
células de levedura, de acordo com o fornecedor.
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Figura 2.7 — Fluxograma de producdo das leveduras cervejeiras pela Lallemand.
FRV: Filtro Rotativo a vacuo; SLF: Secador de leito fluidizado; CQ: Controle de
qualidade.
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Fonte: Lallemand (2018).

Um contratempo da utilizacdo de leveduras secas é a
necessidade de uma fase de reidratacdo antes de fermentar o meio
desejado. Sem a reidratacdo, efeitos como longo tempo de fermentagéo e
ma utilizagdo de maltotriose podem ser observados. Tanto a temperatura,
tipo de agente de reidratacdo (devidamente esterilizado independente do
qual a ser empregado) e periodo de reidratacdo sdo critérios essenciais
para insercdo da levedura nas melhores condi¢des possiveis a0 mosto
cervejeiro (WHITE; ZAINASHEFF, 2010).

Outra companhia de destaque é Wyeast, fundada 1986 em
Oregon. A empresa foca na producdo de leveduras liquidas para
cervejarias, vinicolas e sidrerias. Pouco se sabe sobre o processo de
producdo das leveduras na companhia, porém a mesma conta com um
sistema de ativagdo na embalagem (Smack-Pack Activator System™) que
exemplifica a importancia dada a adaptagdo da levedura ao mosto
cervejeiro. O sistema, através de uma solugdo estéril liquida de nutriente
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(ndo especificados) contida em recipiente dentro da propria embalagem,
prop@e reduzir o periodo lag de fermentagdo “ativando” o metabolismo
da levedura e gerando didxido de carbono na embalagem. O periodo de
ativacdo pode ser de trés horas ou mais, mantendo o pacote entre 21 — 24
°C. A expansdo do pacote também funciona como um indicador da
viabilidade das leveduras. Outros possiveis microrganismos podem estar
presentes no produto: leveduras selvagens — ndo Saccharomyces sp. e ndo
Brettanomyces sp. — e bactérias anaerdbias e aerobias contabilizando
valores até 1 UFC por produto final. Dessa forma, conclui-se que por mais
que as cepas estejam efetivamente “ativadas” e adaptadas ao meio ao qual
serdo inseridas, o produto final ndo pode ser descrito como puro.

Prezando adaptacdo e pureza, a White Labs patenteou em 2014 o
processo FlexCell™ (WHITE, 2014). Anteriormente, a producdo
utilizava biorreatores aerados contendo extrato de malte e outros
nutrientes, tal como mostra a Figura 2.8a. A cultura final passaria
subsequentemente por uma separacdo do meio de cultivo e concentracéo,
para entdo serem expedidas em diferentes embalagens. O novo processo
descrito por White (2014), visa a produgdo pela inoculagdo de um
recipiente de plastico, propagando as leveduras no mesmo.
Posteriormente, as leveduras s@o concentradas em uma das se¢des da
sacola a qual sera selada com chapa quente e separada em diversos
fragmentos menores (Figura 2.8b). Assim, a levedura propagada teria o
minimo contato possivel com o ambiente externo, evitando
contaminagbes. A metodologia foi inspirada nos trabalhos de Singh
(1999), criador do biorreator de onda (Wave Bioreactor), e Mikola, Seto
e Amanullah (2007), que estudaram a adicdo de um aerador no modelo de
Singh (1999) para o cultivo de leveduras. Por mais que a produgéo tenha
niveis de pureza mais elevados, as sacolas de leveduras propagadas
contem baixas concentrac@es celulares, exigindo, portanto, a necessidade
da etapa de concentracao.
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Figura 2.8 — Fluxograma dos processos utilizados pela White Labs para producéo
de leveduras cervejeiras. (a) Primeiro processo desenvolvido e (b) FlexCell. CQ:
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2.3.3.2. Brasil

A crescente demanda por cervejas artesanais fez crescer desde
2015 para 91% o numero de cervejarias registradas no Brasil. O
Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento ainda indica 8.903
cervejas e chopes registrados no mesmo ano com aproximadamente 80%
das cervejarias concentradas nas regifes Sul e Sudeste (BRASIL, 2017).

O crescimento acelerado de pequenas cervejarias ainda ndo é uma
ameaca eminente as grandes companhias que lideram o mercado nacional.
A Associacgdo Brasileira da Industria da Cerveja (CervBrasil), que reline
as quatro gigantes do mercado brasileiro — Ambev, Brasil Kirin, Grupo
Petropolis e HEINEKEN Brasil — estima que as marcas dos trés grupos
sejam responsaveis por 96% da producdo nacional (CERVBRASIL,
2018). Contudo, o crescimento das cervejarias artesanais ndo passa
despercebido. As empresas vém apostando constantemente em novos
produtos (Linhas como Brahma Extra e Skol Hops) como na aquisi¢éo de
cervejarias artesanais (a exemplo, a Colorado comprada em 2015 pela
Ambev).

Além das microcervejarias, empresas nacionais especializadas na
producdo de leveduras também estdo ocupando espa¢o no mercado como
a Levteck Tecnologia Viva (Floriandpolis, SC), a Bio4 — Soluces
Tecnologicas (Curitiba, PR), a Artisan Leveduras (Brasilia, DF) e a
Yeastlabs Biotecnologia (Franca, SP). O processo de producdo utilizado
por essas empresas segue, de certa forma, as mesmas metodologias
aplicadas das empresas descritas anteriormente. A Bio4 (Figura 2.9), por
exemplo, emprega maltose e biorreatores agitados mecanicamente
durante a propagacdo em um processo em batelada (B104, 2017).
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Figura 2.9 — Processo de producéo de leveduras pela empresa Bio4. CQ: Controle

de qualidade.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1. MICRORGANIMOS

Foram utilizadas leveduras  pertencentes ao  género
Saccharomyces. A empresa Levteck Tecnologia Viva disponibilizou duas
cepas da espécie S. cerevisiae para os estudos: TB81 (American Lager) e
TBO7 (English Ale). Os cultivos em frascos aerados foram realizados com
as duas cepas enquanto que nos experimentos em biorreator e de
fermentac&o utilizou-se apenas a cepa TB81.

3.2. MANUTENGAO DAS CULTURAS

As culturas estoque foram mantidas em meio YPD &gar contendo
(em g-L™): extrato de levedura, 10; glicose, 20; peptona, 20; agar, 20.
Utilizou-se agua deionizada e a esterilizacdo foi feita em autoclave a 121
°C por 15 min. A incubacéo foi realizada por cerca de quatro dias a 28
°C, tempo suficiente para verificar a formacdo de uma camada densa de
células na superficie do slant. As culturas foram conservadas a 4 °C em
refrigerador, e repicadas a cada dois meses.

3.3. FRASCOS AGITADOS

3.3.1. Meios de cultura

Foi utilizado um meio de cultura base que continha (em g-L?):
extrato de levedura, 1; KH2PQOy, 1,5; MgSO4-7H0, 0,4; CaCl, 0,6; NaCl
0,5. O pH foi ajustado para 5,20 com solugdes de NaOH (1 M) e H3PO4
(0,2 N). As fontes de carbono (etanol e glicerol) variaram de acordo com
cada experimento (Tabela 3.1).

A concentracao da fonte de nitrogénio (NHsH2PO.) foi calculada
com base na maior concentracdo da fonte de carbono utilizada,
considerando uma razéo entre carbono e nitrogénio de 13. Essa razéo
provém da consideracéo de uma converséo da fonte de C em biomassa da
ordem de até 40% (Yx/s~0,40). Isso equivale a uma razdo C/N de cerca
de 5:1 para o crescimento, razdo essa relacionada com a razdo C/N média
determinada para células de leveduras (STAMBURY et al., 1995). A
observacdo de altas conversdes e consumo total da fonte de carbono pode
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sugerir corre¢des no sentido de diminuir essa razdo, aumentando-se o teor
de N.

A esterilizacdo foi realizada em autoclave a 121 °C por 15 min.
Como o etanol ndo necessita de esterilizagdo, sua adicdo ao meio de
cultura foi realizada a partir de solucdo absoluta (PA 99,8%) apds a
esterilizacdo prévia dos outros nutrientes. Para 0s meios contendo glicerol
(PA 99,5%), sua adicdo foi realizada antes da esterilizacdo.

Tabela 3.1 — Fontes de carbono e nitrogénio utilizadas nos experimentos em
frascos.

Concentragdo Concentragdo
Experimento Fonte de Carbono dafontede C dafontede N

(g-Lh (gL
E81 Etanol 2-6 0,61
G81 Glicerol 5-20 1,54
EQ07 Etanol 2-6 0,61
GO07 Glicerol 5-20 1,54

E: etanol; G: glicerol; 81: Cepa American Lager; 07 = Cepa British Ale.

3.3.2. In6culo

Os in6culos foram preparados a partir do repique da cultura
estogue em 10 mL de meio YPD liquido, o qual foi incubado (Incubadora,
da marca Dist) por 48 horas a 28 °C.

3.3.3. Sistema de Cultivo

Para o cultivo em frascos foi utilizado um sistema de aeracao
conforme demonstrado na Figura 3.1.
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Figura 3.1 — Aparato experimental para o cultivo em frascos. @: pedra difusora;
@: filtro de ar 0,2 um; @: valvula para controle da aeracdo; @: bomba de ar.

Fonte: Elaborado pela autora (2018)

Os cultivos foram realizados em duplicatas e mantidos a
temperatura ambiente (2512 °C). A aeracdo foi realizada com pedras
difusoras e a vazdo de ar controlada através de valvulas. Cada saida de ar
teve a vazdo ajustada para 0,5 vvm utilizando um aparato com marcador
de volume baseado no deslocamento de uma bolha de sab&o (Figura 3.2).
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Figura 3.2 — Exemplificacdo do uso do aparato de deslocamento de bolha de
sabdo para determinacéo da vazdo de ar no cultivo em frascos aerados.

Fonte: Elaborado pela autora (2018)
3.4. BIORREATOR

3.4.1. Meios de cultura

Houveram trés sistemas estudados ao longo do trabalho, cada qual
com suas peculiaridades relacionadas ao meio de cultura utilizados.

No Sistema | foi usado o meio de cultura base concentrado (para
um volume final de 3 L). O meio foi adicionado ao biorreator e
esterilizado em autoclave a 121 °C por 20 min. Uma solugdo de 1 L de
etanol 50% (v/v) foi preparada visando o volume final de 3 L e utilizada
na alimentac&o. Para o preparo da solucdo de etanol, agua deionizada foi
esterilizada junto ao recipiente que, ap0s ser resfriado, foi completo com
etanol (Alcool Etilico 92,8° INPM, marca ITAJA) sem previa
esterilizacéo.

No Sistema I, 0 meio de cultura base contendo como fonte de
carbono glicose (20 g- L*) foi utilizado durante a fase inicial em batelada,
tendo como referéncia um volume de 2 L. A fase em batelada alimentada
so foi iniciada quando os valores de glicose no meio de cultivo foram
inferiores a 0,1 g- L, identificado a partir da amostragem. A segunda
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fase do processo foi iniciada pela alimentagéo da solucéo de 1 L de etanol
a 50% (v/v), visando o volume final de 3 L.

No Sistema 11l o meio de cultura base contendo como fonte de
carbono glicose (2 g- L) foi utilizado na fase em batelada inicial. A fase
continua so foi iniciada quando os valores de glicose no meio de cultivo
foram inferiores a 0,1 g- L, identificado a partir da amostragem. A
solucdo de alimentag&o foi estabelecida com base nos trabalhos de Jong-
Gubbels et al. (1995) e Paalme et al. (1997), o qual indicaram uma mistura
de 500 C-mM de glicose (60%) e etanol (40%). A mistura foi adicionada
ao meio de cultura base.

3.4.2. In6culo

Os pré-indculos foram preparados a partir do repique da cultura
estoque em 10 mL de meio YPD liquido, o qual foi incubado por 48 horas
a 28 °C (Incubadora, da marca Dist). O in6culo consistiu no meio de
cultura base com adicdo (em g-L): glicose, 20, NH4H2PO,, 1,54. O pH
foi ajustado para 5,2 com solugdes de NaOH 1M e H3PO40,2 M. Os 10
mL do pré-inéculo foram usados para inocular 270 mL de meio, o qual
foi incubado por 48 horas a 28 °C.

3.4.3. Estratégias utilizadas

Trés modos de produgdo distintos foram empregados durante os
cultivos: batelada, batelada alimentada por pulsos e continuo. Esses
modos combinados entre si puderem definiram os sistemas de producao.

O Sistema I consiste em uma operacao em batelada alimentada por
pulsos. Durante a alimentacéo, o tempo de operagéo é dividido em ciclos
gue podem conter periodos iguais ou varidveis. Um ciclo é caracterizado
por duas fases distintas: a primeira com alimentagdo constante e a
segunda sem alimentacao.

O Sistema Il consistiu em uma operacdo em batelada seguida de
uma batelada alimentada por pulsos, similar a descrita no Sistema I. A
adicdo da etapa em batelada surgiu da necessidade de elevar o nimero de
celulas dentro do biorreator previamente ao inicio da alimentacéo.

O Sistema Ill consistiu no modo de operagdo continuo. Para
estabelecer o sistema continuo, fez-se necessario obter uma concentracéo
inicial de células no biorreator maior que as obtidas nos sistemas
anteriores. A aplicagdo de uma etapa em batelada para elevar o nimero
de células como no Sistema Il ndo seria aplicavel, uma vez que a ideia é
iniciar com baixas concentracfes de glicose para prevenir possiveis
acumulos de etanol no meio (PAALME et al., 1997). Dessa forma,
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concentraram-se as células obtidas no Sistema Il para que fossem
utilizadas como o indculo para o Sistema IlI.

Durante o Sistema I11, houve primeiramente uma batelada inicial a
baixa concentracdo de glicose. A fase continua inicia com o quase
esgotamento da glicose (<0,1 g-L1). O cultivo perdurou por cinco dias,
com as vazOes sendo incrementadas de forma a obter um aumento na
diluicdo de 0,02 h'* durante os trés primeiros dias e posteriormente um
aumento de 0,05 h.

A Tabela 3.2 apresenta as principais diferencas entre os Sistemas
trabalhados.

Tabela 3.2 — Variagdo na vazdo de alimentacdo de substrato (Fg), volume inicial
de cultivo (V;), volume final de cultivo (V) e tempo de processo (tr) de acordo
com os Sistemas definidos.

Variaveis Sistema | Sistema |1 Sistema 111
Fe (L- hY) 0,11 0,11 0,06 —1,05
Vi(L) 2 2 3

Ve (L) 3 3 3

tr (h) 72 96 120

3.4.4. Sistema de cultivo

Os experimentos foram conduzidos em biorreator mecanicamente
agitado (modelo RALF+, da marca BIOENGINEERING), com
capacidade de 5 L.

O equipamento conta com controles de pH, temperatura, oxigénio
dissolvido e nivel de espuma, além de uma adaptacdo ao vaso do tanque
gue viabiliza a saida por transbordamento do meio reacional durante
culturas continuas (Figura 3.3).
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Figura 3.3 — Vaso do biorreator RALF+ com a tampa e portas de acesso. @:
sensor de nivel de espuma; @: sensor de pH, ®: sensor de oxigénio dissolvido;
@: sensor de temperatura. ®: entrada de alimentagdo; ®: saida de meio.

Fonte: Elaborado pela autora (2018).

A aeracdo do sistema foi mantida através de um compressor de ar
cuja vazao foi mantida a 0,5 vvm. O ar inserido ao sistema foi distribuido
a partir de um anel dispersor submerso ao meio de cultivo enquanto que
a agitacdo foi realizada através de duas turbinas Rushton localizadas ao
longo do eixo central. A temperatura durante o cultivo foi mantida em 28
°C, 0 pH em 5,2 com adi¢do de NaOH 0,5 M ou H3PO4 0,2 M. A agitacéo
inicial foi de 300 rpm chegando a um méximo de 600 rpm. Essa agitagdo
foi estabelecida como limite pois acima desse valor é possivel verificar
danos as células de leveduras. Tanto as condigBes de agitacdo como
aeracdo foram elevadas gradualmente ao longo do cultivo, respeitando
suas limitagdes, de forma a manter o oxigénio dissolvido superior a 20%
(m/v) emrelagdo a saturacdo com ar atmosférico. O acompanhamento dos
cultivos foi realizado tanto presencialmente quanto remotamente através
do software TeamViewer.

A Figura 3.4 mostra um esquema do aparato experimental
envolvido nos cultivos desenvolvidos.



62

Figura 3.4 — Aparato experimental envolvido nos cultivos de producdo de
leveduras cervejeiras a partir de processos em batelada alimentada e continuo.

16. Sistema de controle

. Compressor

1. Solugdo de NaOH 0,5 M 18.
2. Solucgéo de H;P0, 0,2 M 19
3. Meio de cultura 20.
4. Antiespumante 21,

(Polipropilenoglicol a 50%) 22,
5. Amostragem 23.
6 — 9. Bombas peristalticas 24,
10 - 15. Vélvulas 25.

17. Rotametro 26.

—

25
[
—

Motor

Filtro de ar;

Anel dispersor

Camisa

Banho termostatico

Software de controle

Controle remoto via software
TeamViewer

Chicanas

Fonte: Elaborado pela autora (2019).

3.5. ESTUDOS DE FERMENTACAO

3.5.1. Meios de cultura

O mosto de malte foi utilizado como meio de cultura nos estudos
de fermentagcdo. A preparacdo do mosto assim como 0s célculos

envolvidos sdo descritos no Apéndice C.
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3.5.2. In6culo

As leveduras utilizadas como in6culo foram classificadas em trés
grupos distintos durante os estudos de fermentagdo: leveduras adaptadas
(AD+) e ndo adaptadas (AD-), produzidas durante os experimentos em
biorreator, e as leveduras do controle (C), obtidas comercialmente.

As leveduras AD+ passaram por um estagio denominado de
adaptacdo ap0s sua retirada do biorreator. Este estagio consistiu na adi¢éo
de uma solucéo de extrato de malte concentrado previamente esterilizado
(121 °C por 15 min) até uma concentragdo final de 2 °Brix nas bombonas.
As bombonas foram posteriormente armazenadas a temperatura ambiente
(252 °C) entre 12 — 18 h.

Leveduras AD- ndo passaram por um estagio de adaptacdo apds a
retirada do biorreator, seguindo diretamente para o armazenamento a
temperatura ambiente (25+2 °C) entre 12 — 18 h.

As leveduras comerciais em saché liquido foram conservadas a 4
°C em refrigerador, ndo havendo uma diferenca maior que 10 dias entre
a data de fabricagdo e do inicio dos estudos de fermentag&o.

A concentragcdo do in6culo de cada um dos grupos a ser a
adicionado ao mosto cervejeiro foi determinada com base na Equacdo
(3.1) descrita por White e Zainasheff (2010):

Numero de células = TI; oger X Vmosto % SST (3.1)

Onde:

Tl ager: Para uma cepa lager corresponde a 1,5-10° células.
Vinosto: VOlume de mosto, em mL

SST: Solidos solGveis totais em °Brix

3.5.3. Sistema de Cultivo

As fermentacbes foram realizadas durante 14 dias & 16 °C
(Incubadora, da marca Dist), com avaliacdo didria do pH (pHmetro
PHS3BW, marca BEL) e s6lidos sollveis totais (Refratdmetro X090,
marca Vodex) do fermentado.

3.6. METODOS ANALITICOS

3.6.1. Amostragem

Durante os experimentos em frascos, amostras de 2 mL foram
retiradas ao longo de 48 horas para determinacao da biomassa seca. Fazia-
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se necessario um volume de 10 mL de amostra para a leitura de etanol.
Para que a amostragem ndo reduzisse drasticamente o volume da cultura
(ndo fosse maior que 1/3 do volume total), de seis a sete amostras foram
retiradas para fazer a determinacdo do etanol produzido. As amostras
foram filtradas em membrana de celulose (47 mm de didmetro e 0,45 pm
de porosidade). O mesmo procedimento foi empregado nos experimentos
utilizando glicerol como substrato.

Nos experimentos em biorreator, amostras de 10 mL foram
retiradas para determinacdo da concentra¢do de biomassa seca e substrato.

Nos estudos de fermentagdo, amostras diarias contendo 10 mL do
mosto fermentado foram retiradas ao longo de 14 dias para determinacdo
do pH e solidos soluveis totais.

3.6.2. Determinacéo da concentracao de biomassa seca

A concentragdo de biomassa foi determinada mediante
gravimetria. Para os cultivos em frascos, as amostras foram armazenadas
em tubos de Eppendorf previamente pesados em balanca analitica
(modelo AR2140, da marca OHAUS), centrifugadas (modelo 5452
Minispin, da marca EPPENDORF) a 12000xg por 10 min e lavadas duas
vezes com agua deionizada. Os tubos foram secos a 80 °C até massa
constante. A concentracdo de biomassa seca em gramas por litro
correspondeu a diferenca entre a massa do material e do tubo dividido
pelo volume de meio amostrado.

Para os cultivos em biorreator, a biomassa foi determinada
mediante gravimetria adaptando a metodologia apresentada por Rice,
Sullivan e Helbert (1980). A amostra retirada do biorreator foi filtrada em
membrana de celulose (47 mm de didmetro e 0,45 um de porosidade) cuja
massa foi previamente pesada (modelo AR2140, da marca OHAUS). O
primeiro filtrado obtido foi coletado e congelado, sendo posteriormente
utilizado para anélise do consumo de substrato. O material retido junto a
membrana foi lavado com agua deionizada (10 mL), e submetido a
secagem por 10 minutos em forno micro-ondas (Modelo Giropratic, da
marca PANASONIC) em poténcia média (600 W). Por fim, o material foi
transferido para um dessecador por 15 min antes de ter sua massa
mensurada. A concentracdo de biomassa seca em gramas por litro
corresponde a diferenca entre a massa do material e da membrana
dividido pelo volume de meio amostrado.
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3.6.3. Determinacédo da concentracéo de etanol

A concentracdo de etanol foi determinada por um medidor de
alcool e extrato (Modelo Alex 500, da marca Anton Paar). O método
assim como 0 equipamento utilizados para determinacdo do contetdo
alcoolico em solugbes liquidas sdo descritos por BENES (2012). A
amostra pré-filtrada é bombeada para o equipamento alojando-se numa
célula no interior que sera irradiada por um diodo emissor de luz
infravermelha (Epitex multi Wavelength LED). O LED emite trés
comprimentos de onda distintos com radiagéo entre 1000 — 1500 nm que
sdo lidos por um detector de germéanio (EG&G, didametro 3 mm). A
fotocorréncia detectada é traduzida em valores demodulados e os dados
coletados processados eletronicamente. Os dados sdo transformados %
(v/v). A conversdo para g-L* é feita a partir da Equacéo (3.2).

Ceron = Cerons* f* dgron (3.2)

Onde:

Cgropn: concentracdo de etanol em g.L™*
Cerom.: concentracdo de etanol em % (v/v)
d: fator de conversdo igual a 10.

dgron: densidade do etanol absoluto em g.Lt

3.6.4. Determinacéo da concentracdo de glicerol

A concentragdo de glicerol foi determinada utilizando o kit
TRIGLICERIDES Liquiform (Labtest), o qual se baseia no método
enzimatico-colorimétrico da lipoproteina lipase. A lipoproteina lipase
(LPL) é responsavel pela hidrélise dos triglicérides em glicerol, o qual é
convertido, pela acdo da glicerolquinase (GK), em glicerol-3-fosfato. O
glicerol-3-fosfato é oxidado a dihidroxiacetona e peréxido de hidrogénio
na presenga da glicerol-3-fosfato oxidase (GPO). Em seguida, uma rea¢do
de acoplamento entre o perdxido de hidrogénio, 4-aminoantipirina e 4-
clorofenol, catalisada pela peroxidase (POD), produz uma quinoneimina
de cor avermelhada cuja intensidade serd proporcional a concentracdo dos
triglicérides na amostra.

Uma curva padrdo correlacionando absorbancia a 505 nm e
concentracao de glicerol foi desenvolvida visando os limites de deteccéo
(5 g-L1) do teste e as concentragdes de glicerol trabalhadas durante os
ensaios. Um exemplo de curva produzida para a determinacgdo encontra-
se na Figura B.1 do Apéndice B. Para a determinagdo da concentracao de
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glicerol nas amostras as mesmas foram previamente diluidas e incubadas
a 37 °C (incubadora modelo B52 043/7, da marca B. BRAUN) por 10
minutos. As absorbancias foram determinadas a 505 nm em
espectrofotdmetro (modelo SP1105, da marca BEL PHOTONICS) e as
concentracdes determinadas utilizando-se a Equacéo (3.3).

Cglicerol = ((1 x Absteste) xf (33)

Onde:

Cylicerol: CONCeNtracdo de glicerol em g.L*

Abs,.q. fator de conversao

a: coeficiente angular da curva padrdo em g.L-*nmt
f. fator de diluicdo

3.6.5. Determinacéo da concentracao de glicose

A concentracdo de glicose foi determinada utilizando o kit
GLICOSE Liquiform (Labtest), o qual se baseia no método enzimético-
colorimétrico da glicose oxidase. A glicose oxidase (GOD) é responsavel
pela catalisacdo da reacdo de oxidacdo da glicose. O peroxido de
hidrogénio formado reage com 4-aminoantipirina e fenol, sob acdo da
peroxidase (POD). Essa reago forma uma antipirilquinonimina vermelha
cuja intensidade de cor é proporcional a concentracdo da glicose na
amostra.

As amostras analisadas foram previamente diluidas de acordo
com os limites de deteccdo do teste (5 g-L) e incubadas a 37 °C
(incubadora modelo B52 043/7, da marca B. BRAUN) por 10 minutos.
As absorbancias foram determinadas em espectrofotémetro (modelo
SP1105, da marca BEL PHOTONICS) a 505 nm. A concentracdo de
glicose, em gramas por litro, foi obtida a partir da Equacéo (3.4).

Absteste

aox T
Abspadrio : Cpadraox (3-4)

glicose —

Onde:

Cgiicose: Concentracéo de glicose (g.L™)
Absteste: Absorbancia do teste

ADbSpadrao: Absorbéncia da solucdo padréo
Cpadrao: Concentracéo da solucdo padrdo (g.L?)
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f. Fator de diluicdo

3.6.6. Determinacéo da vazéo especifica de aeragado

Para determinacdo da vazao especifica de aeracdo utilizou-se um
dispositivo que consistia de um tubo de vidro (1200 x 16 mm) com uma
de suas extremidades cortada a 45°. A extremidade cortada é acoplada a
um recipiente com uma solugdo de detergente 1:1. Ar proveniente da
saida do sistema de cultivo é canalizado para dentro do recipiente de
maneira a gerar bolhas que ascendem no tubo. O tempo necessario para
gue uma bolha percorra um intervalo de volume do tubo foi utilizado para
o calculo da vaz&o de ar de acordo com a Equag&o (3.5).

Vperc

q e
Vmeiox tdesl

3.5)
Onde:

q: vazdo especifica de ar em min

Vpere: VOlume do intervalo do tubo percorrido por uma

bolha em L

Vineio: VOlume do meio de cultura submetido a aeracéo

emL

t4est: t8MpPO necessario para a bolha percorrer o intervalo do tubo
em min

3.7. TRATAMENTO DE DADOS

3.7.1. Frascos agitados

3.7.1.1 Balango de massa

O sistema em analise consiste no frasco aerado contendo um
volume constante de meio de cultivo, células e substrato a ser
consumido. Considerando um processo em batelada, as seguintes
hipo6teses sdo assumidas:

(a) Sistema isotérmico;

(b) Vazéo de ar constante;

(c) Massa especifica (p) constante;
(d) Mistura completa.
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(e) Velocidade especifica de morte celular desprezivel quando
comparada a velocidade especifica de crescimento;

(f) N&o ha entrada ou saida de componentes no volume de
controle para o caso do glicerol como substrato. Para o etanol,
Nno entanto, torna-se necessario considerar a perda decorrente da
evaporagdo ao longo do processo. A evaporagdo €
majoritariamente afetada pela concentragdo de etanol no meio,
dadas as hipdteses

@) e (b).

A partir dessas hipoteses, as equagfes para o balango de massa
global, balango de massa para a célula e balanco de massa para o
substrato podem ser descritas pelas Equacgdes (3.6), (3.7) e (3.8),
respectivamente, com o termo de evaporagéo (evap) sendo adicionado
apenas aos modelos utilizando etanol como substrato.

dv
%= —evap (36)
—X = uxCx
dt (3.7
dCs _ Hx
pTae —(W/S+ms> Cxy —evap (3.8)

A velocidade especifica de crescimento celular € comumente
descrita pelo modelo cinético de Monod (1941) descrito na Equagéo
(3.9). No entanto, esse modelo nédo leva em consideracdo possiveis
efeitos inibitdrios, sejam eles causados pelo substrato ou por algum
produto formado. Sabendo do potencial inibitério que substratos
como etanol e glicerol possam vir a ter em leveduras, considerou-se
também o modelo de Andrews (1968), como descrito na Equacdo
(3.10).

— PmaxCs
X = K + Cs (3.9)
[y = Hmax CS
x=— .2 (3.10)
&+Q+§—

K;



69

3.7.2. Biorreator
3.7.2.1 Balango de massa

O sistema em analise, independentemente do modo de
operacdo, consiste no biorreator aerado, agitado mecanicamente e
contendo o meio de cultura e células no instante inicial. Trés
configuragdes principais foram adotadas para descricdo dos
processos escolhidos: operagdo em batelada, batelada alimentada a
vazdo constante e continuo. Durante a operagdo em batelada, as
mesmas hipdteses assumidas na se¢do 3.7.1.1 foram consideradas.
Assim, para descricdo dessa operacdo as Equacdes (3.6), (3.7) e
(3.8) foram utilizadas. Na operacdo em batelada alimentada a
vazdo constante, ndo ocorre saida do meio de cultura do volume.
As seguintes hipo6teses sdo assumidas:

(a) Sistema isotérmico;

(b) Massa especifica (p) constante;

(c) Vazao volumétrica de alimentacao constante. A saida de
substrato € apenas considerada para o caso da evaporagao
de etanol como descrito na se¢do 3.7.1.1,;

(d) Mistura completa.

A partir dessas hip6teses, as equagfes para o balanco de
massa global, balango de massa para a célula e balanco de massa
para o substrato podem ser descritas pelas Equages (3.11), (3.12)
e (3.13), respectivamente.

dv (3.11)
a = Fp —evap
dc (3.12)
d_tX = Cx(ux — D)
dc u
d_ts =D(Csp — Cs) — (W);S + m5> Cx —evap (3.13)

Onde D é o fator de diluicdo, em h, definido pela Equacéo (3.14).
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F (3.14)
b=y

A produtividade em biomassa, para todos os sistemas, foi
determinada a partir da Equacdo (3.15).

Cxr— Cx,i (3.15)

PX=
tr

Onde:

P produtividade em biomassa (g- L2+ h?)
Cx r: concentracdo de biomassa final (g- L)
Cx ;: concentracdo de biomassa inicial (g- L)
ty: tempo final de fermentacao (h)

3.7.3. Ajuste de dados

A determinacdo das velocidades especificas maximas de
crescimento foi realizada a partir do coeficiente angular da curva
linearizada pelo logaritmo Neperiano da biomassa em rela¢do ao tempo
de cultivo, de acordo com a Equacéo (3.16):

In(Cx) = pmaxt + In(Cx;) (3.16)
Onde:
Cx: Concentracdo de biomassa (g-L™?)
Cx;: Concentracdo de biomassa inicial (g-L?)
Umax:. Velocidade especifica maxima de crescimento
celular (h?)
t: tempo (h)

Para a determinacdo da constante de saturacdo (Ks), Fator de
conversdo de substrato em células (Yxss), coeficiente de manutencéo (ms)
e constante de inibicdo (Kj), o ajuste dos dados foi realizado a partir de
regressdo ndo-linear tendo como base as equacfes de balanco de massa
dos sistemas descritos (ver Apéndice D). A fungdo objetivo a ser
minimizada durante o processo de estimativa de parametros teve como
base o calculo do erro quadratico médio (EQM) descrito pela Equacéo
(3.17).
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XL (Fiy)?
EQM=——"—"—"" (3.17)

Onde:

n: nimero de pontos ajustados

§;: valor da variavel calculada pelo modelo
y: valor experimental da variavel

3.7.4. Analise estatistica

A anélise estatistica permitiu avaliar os resultados gerados a partir
do ajuste do modelo aos dados experimentais. Os testes utilizados para a
analise estatistica foram o teste do y¥* de Bartelett, coeficiente de
determinacédo (R?) e anélise dos residuos (COSTA NETO, 2002). O teste
do %2, que verifica a presenca de modelos ndo adequados entre um
conjunto de modelos ajustados, avaliando a homogeneidade das
estimativas do erro experimental, foi calculado a partir da formula de
Bartlett:

. @)X (G.L), - X2 (G.L)(s7)
P= ] T T ] (3.18)

m

3D |25 G, ~ S7,(G.L);

Onde:
s?: estimativa da variancia do modelo

137341}
1

n ok 2
& :Z ¢ -9 (3.19)
= TP

yX: valor experimental da variavel
}7%(: valor da variavel calculada pelo modelo “i”
52: estimativa combinada da variancia

X (GL)S?
?;1 (GL) i

5 (3.20)
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13342

(G.L.);=n-p,: graus de liberdade do modelo “i
n: nimero de pontos experimentais
pi: nimero de pardmetros do modelo
m: nimero de modelos ajustados

(1342}
1

Se xgalc>xfab(a, m-1), 0 modelo ao qual corresponde o maior valor
de s? é descartado, até a determinagdo do modelo mais adequado. O valor
de xfab(a, m-1) é obtido através de uma tabela estatistica (ANEXO A.1).
O nivel de significancia escolhido como referéncia foi de 5%.

A andlise estatistica do teste do y? ndo garante que os modelos
aprovados representem satisfatoriamente o conjunto de ensaios ajustados.
Desta forma a qualidade do ajuste foi verificada pela andlise de residuos
e o valor de R2. A andlise de residuos permite avaliar se 0 modelo gerado
é apropriado e identifica violagdes possiveis da premissa. O valor do
residuo é calculado a partir da Equagdo (3.21).

Yres =Y =¥, (3.21)

Onde:
Vres: Valor do residuo
¥, valor da variavel calculada pelo modelo

y: valor experimental da variavel

O coeficiente de determinacdo (R?) varia de 0 — 1, sendo que,
guanto mais préximo ao valor de 1, mais o modelo se aproxima de
explicar corretamente a variacdo dos dados experimentais. A equacéo
para obtencéo de R2 é dada pela Equacéo (3.22).

Ny

R 5
i=1 (’}71 - y)

(3.22)

Onde:
¥, valor da variavel calculada pelo modelo

y: valor experimental da variavel
y: valor da média aritmética



73

4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. EXPERIMENTOS EM FRASCOS AGITADOS

A Figura 4.1 apresenta o logaritmo Neperiano da concentragdo de
biomassa em relagdo ao tempo de cultivo para determinacdo da
velocidade especifica de crescimento, representada pelo coeficiente
angular.

Figura 4.1 — Determinacéo das velocidades especificas maximas de crescimento
em etanol para as cepas TB81 a(a) 2e (b) 6 g-L*e TBO7a(c) 2e(d) 6 g-L*
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As velocidades obtidas para ambas as cepas apresentaram valores
similares, em torno de 0,047 h' (tc=14,7 h). Annemiiller, Lietz e Manger
(2018) descreveram a dependéncia da velocidade especifica de
crescimento com base na concentracdo de glicose em um cultivo aerdbio
de leveduras cervejeiras a 30 °C. Quando a concentracdo de glicose se
encontra a 0,01 g.L !, velocidades especificas de crescimento de 0,049 h-
! (tc = 14,2 h) séo observadas, valor este que vem de encontro ao obtidos
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na Figura 4.1 e comprovando o metabolismo respiratério. Salienta-se que
a respiracdo nas leveduras sempre implicard em uma velocidade de
crescimento reduzida quando comparada a fermentacéo, independente do
substrato utilizado. A respiracdo envolvera um caminho mais longo a ser
percorrido, onde o piruvato formado necessita ser enviado para a
mitocdndria para ser oxidado no ciclo do acido citrico. Além disso, mais
mitocOndrias necessitardo ser sintetizadas, assim como enzimas
envolvidas no ciclo do &cido citrico e na fosforilagdo oxidativa
(SIMEONIDIS et al., 2010).

Avaliando as velocidades especificas maximas de crescimento
para uma mesma cepa a concentracfes diferentes de etanol pode-se
observar que ndo houveram variagcdes significativas entre as mesmas.
Esse resultado é condizente ja que as concentragdes utilizadas estdo acima
de valores considerados criticos —assim como o0s valores de concentracéo
do substrato sempre estiveram acima dos valores da constante de
saturacdo — além das condicBes de temperatura e aeragdo constantes entre
0s tratamentos. Essa mesma observacdo é igualmente valida para os
cultivos em glicerol presentes na Figura 4.2.
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Figura 4.2 — Velocidades especificas maximas de crescimento em glicerol para
ascepas TB81a(a)5e (b)) 20 g-L e TBO7a(c)5e(d) 20 g-L ™.
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A partir da Figura 4.2, nota-se que a velocidade especifica maxima
obtida para a cepa TB81 foi de 0,010 h* (tc= 69,3 h) enquanto que para a
cepa TB0O7 0,019 h? (tc= 36,4 h). Estes valores indicam uma queda
aproximada de 80% para a cepa TB81 e 60% para a cepa TB07 quando
comparadas aos valores obtidos durante os ensaios utilizando etanol como
substrato. Uma analise mais detalhada das velocidades especificas
maximas de crescimento foi obtida a partir da estimativa dos outros
parametros cinéticos envolvidos a partir do Programa |, cuja descri¢ao do
funcionamento assim como o passo-a-passo para uso do mesmo encontra-
se no APENDICE D. Dentre os parametros estimados encontram-se a
constante de saturagdo (Ks); fator de conversdo de substrato em célula
(Yxss); coeficiente de manutencdo (ms); e constante de inibigdo (Ki),
guando utilizada a equacdo de Andrews (1968) para descrever a cinética
de crescimento. Os dados inseridos no Programa 1 para a estimagao dos
parametros estdo descritos na Tabela 4.1.
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Tabela 4.1 — Dados alimentados no Programa 1lpara estimativa dos pardmetros
cinéticos durante os cultivos das cepas TB81 e TBO7 em etanol e glicerol.

Parametros estimados Intervalo de estimativa
Ks(g.L?Y) 0,001 <Ks<1

Yxis (9x.0s™?) 0,001 <Yxs<l1

m (gx.gs.h?) 0,001 <m<1
Ki(g.L?) 0,001 <Ki<100
Condicdes de simulagdo Valor

Passo no tempo (h) 0,001
NUmero de repeticdes do algoritmo 5

de otimizacdo

A Figura 4.3 e 4.4 apresenta as simulagdes referentes as cinéticas
em etanol para a cepa TB81 e TBO07, cujos valores dos parametros
estimados e indices estatisticos estdo na Tabela 4.2.
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Tabela 4.2 — Parametros cinéticos e indices estatisticos obtidos através das simulagfes do crescimento das cepas TB81 e TB07 em

etanol.

Pmax Ks Yxis Ki ms * 2 2
ETANOL ) @LY (@eod)  @LY  (geghhy MY X R
E81M* 0,048 0,056 0,59 - 0,034 0,031 0037 0,981
ES1A* 0,048 0,053 0,42 99,92 0,010 0,030 ! 0,980
EQ7M* 0,046 0,049 0,48 - 0,034 0,029 0188 0,989
EO7A* 0,046 0,035 0,35 61,50 0,019 0,025 ! 0,991

*E: Substrato etanol; 81: Cepa TB81; 07: Cepa TBO7; M: Modelo de Monod (1941); A: Modelo de Andrews (1968). EQM: Erro
quadratico médio.



78

Figura 4.3 — Simulacéo das curvas de crescimento celular (—) e consumo de substrato para a cepa TB81 (---) em meio contendo
etanol como fonte de carbono utilizando os modelos de Monod (1941) e Andrews (1968) sobre pontos experimentais de
concentragdo de biomassa (H) e consumo de substrato (A ). Crescimento descrito pelo modelo de Monod (1941) a (@) Cs; =2 g-L
1 e (b) 6 g-L e pelo modelo de Andrews (1968) a (c) Cs;=2g-Lte(d) 6 g-L ™
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Figura 4.4 — Simulacéo das curvas de crescimento celular (—) e consumo de substrato para a cepa TBO7 (---) em meio contendo
etanol como fonte de carbono utilizando os modelos de Monod (1941) e Andrews (1968) sobre pontos experimentais de
concentragdo de biomassa (H) e consumo de substrato TB07 (@®).Crescimento descrito pelo modelo de Monod (1941) a (a) Cs,i =

2g-Le(b) 6 g-L e pelo modelo de Andrews (1968) a (c) Csi=2g-L*e(d)6g-L™.
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Além da pouca variacdo observada de pmax entre as cepas testadas,
observa-se pela analise da Tabela 4.2 que o valor de Ks € da mesma ordem
(10?) para ambas as cepas, cujo valores diminutos indicam uma boa
afinidade entre o substrato e os micro-organismos em questdo. Os fatores
de conversdo de substrato em células apresentaram pouca variacdo na
aplicacdo de modelos distintos para a cepa TB81. Por outro lado, para a
cepa TBO7, 0o modelo de Andrews acabou gerando um valor menor, o que
pode estar vinculado a adi¢do do novo parametro estimado (Kj).

Existem poucos registros de pardmetros cinéticos envolvendo o
crescimento de cepas do género Saccharomyces em etanol, visto que
maior atencdo é dada a sua capacidade em produzir o mesmo. O estudo
mais completo referente a capacidade de crescimento neste substrato seria
0 de Wasungu e Simard (1982) que estudou a influéncia da temperatura e
pH no crescimento de S. cerevisiae CB5-47 23-57, cepa utilizada na
panificagdo, em etanol. Os valores obtidos para pmax e Ks (Cs = 10 g-L1)
foram de 0,28 h'* e 0,611 g-L, respectivamente. Paalme et al. (1997)
obteve um valor para pmax € Yxss durante uma cultura continua da cepa S.
cerevisiae ALK0743 em etanol (Cs = 9,6 g-L ™) de 0,125 h'te 0,68 gx.gs
1. Jong-Gubbels et al. (1995) alcancou valores de Yxss, também durante
culturas continuas em etanol, proximos a 0,61 gx.gs"*a cepa S. cerevisiae
T23D. A parte dos valores obtidos para Yx/s que encontram-se proximos
aqueles esperados para culturas aerdbias, os valores de umax € Ks variaram
consideravelmente. E possivel que a divergéncia de resultados esteja
relacionada a complexidade envolvida nos meios de culturas utilizados
durante as pesquisas citadas, 0s quais complexos vitaminicos foram
adicionados em todos o0s experimentos realizados, estimulando
positivamente o crescimento no meio de cultura em questéo.

Para os valores obtidos para o coeficiente de manutengdo, assim
como para 0s outros parametros estimados anteriormente mencionados,
existem poucos valores disponiveis na literatura. Sabe-se no entanto, que
culturas em glicose de S. cerevisiae (cepa ndo especificada) os valores
podem variar de 0,3 — 0,03 gx-gs*-h, por exemplo (DORAN, 2012). O
fato de ter-se assumido a influéncia do coeficiente de manutencédo durante
este trabalho vem da concepgdo que, com diferentes cepas trabalhadas,
uma forma de distingui-las seria avaliando a energia necesséria que cada
uma necessitaria apenas para manter seu sistema metabélico funcionando,
sem reproducdo envolvida. Este coeficiente, introduzido por Pirt (1965),
contabiliza a energia necessaria para modificacbes de componentes
celulares, preservacdo dos gradientes i6nicos e osmoticos através da
membrana celular, assim como mobilidade do microrganismo em questdo
(SCHMIDELL et al., 2001). Sabe-se que dentre as cepas utilizadas na
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producdo de cerveja existe uma variedade extensa de microrganismos que
apresentam caracteristicas cinéticas distintas. As cepas estudadas neste
trabalho, mais especificadamente, sdo identificadas como células que
apresentam maior dificuldade de crescimento frente as outras,
demandando mais energia durante os cultivos. A adicdo do coeficiente de
manutencdo pode ser, portanto, uma forma de diferenciar as cepas
trabalhadas. Vale destacar que apesar de ter sido considerado constante,
sabe-se que o valor do coeficiente de manutencdo é variavel ndo apenas
entre microrganismos distintos, mas também a partir da influéncia de
fatores como temperatura do cultivo e forca idnica do meio de cultura
utilizado (DORAN, 2012). Além disso, para obter melhores estimativas
de seus valores, seria necessario obter mais pontos na curva,
principalmente durante a fase estacionaria e de decaimento.

Além do valor do erro quadratico médio para avaliar a qualidade
dos ajustes, foram realizados gréaficos de residuos e de correlacdo (valores
preditos pelo modelo versus observados experimentalmente) para cada
um dos ensaios descritos na Tabela 4.2. Um exemplo de um dos gréaficos
realizados encontram-se na Figura 4.5 referente aos ensaios em etanol
para a cepa TB81 utilizando o modelo de Monod (1941) e Andrews
(1968).

O valor de %2 em ambos 0s ensaios se mostrou menor que aquele
tabelado (y2raseLabo = 5,991), indicando que ndo hd uma variacdo
significativa entre os modelos utilizados. A tendéncia a similaridade dos
modelos é melhor compreendida ao se observar os valores de K; os quais
para a cepa TB81 e TBO7 foram de 99,92 g-L! e 61,50 g-L71,
respectivamente. Sabe-se que a diferenca entre a descricdo do modelo
cinético de crescimento de Andrews para com o de Monod baseia-se na
adicdo do termo Cs?/K; no denominador. Quao maior o valor de K;, maior
a tendéncia de o termo apresentar um valor reduzido e consequentemente
a aproximar-se do modelo de Monod. Nessa predisposicdo a descricao
pelo modelo de Monod faz-se mais evidente no ensaio da cepa TB81, cujo
valor de K; foi praticamente equivalente ao limite superior da faixa
imposta para determinagdo do parametro. Apesar dessa tendéncia ser
constatada, os valores de K; encontraram-se dentro dos descritos pela
White Labs (2018) para cepas similares: a cepa American Lager WLP840
(cepa especificada), semelhante a TB81, apresenta coeficiente de inibicdo
em etanol numa faixa de 63 — 95 g-L* enquanto que uma cepa semelhante
v0063a TBO07, a English Ale, apresenta a 39 — 79 g.L . Por essa razao,
optou-se por implementar os valores de K; estimados nos cultivos
subsequentes.
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Figura 4.5 — Correlagdo entre os dados preditos pelo modelo de (a) Monod (1941)
e (b) Andrews (1968) versus os dados observados assim como o0s residuos
correspondentes ao modelo de (c) Monod (1941) e (d) Andrews (1968) para a
cepa TB81 durante o crescimento em etanol & Cs;=6 g-L*
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Diferentemente das cinéticas em etanol cujo crescimento celular e

consumo de substrato puderam ser verificados plenamente através das
curvas, o crescimento em glicerol apresentou-se muito lento, com baixo
consumo de substrato, como pode ser observado na Figura 4.6 e 4.7. A
Tabela 4.3 apresenta os valores dos parametros e indices estatisticos
obtidos.
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Tabela 4.3 — Parametros cinéticos e indices estatisticos obtidos através das simulagfes do crescimento das cepas TB81 e TB07 em
glicerol.

Imax Ks Yxis Ki ms * 2 2
GLICEROL (1)) gL (o @LY (gothy EM° R
G81M* 0,010 0,999 0,09 - 0,001 0,068 074 0,978
G81A* 0,010 0,991 0,08 99,99 0,001 0,075 ! 0,981
GO7M* 0,019 0,999 0,16 - 0,001 0,160 015 0,975
GO7A* 0,017 0,990 0,13 99,94 0,001 0,162 ! 0,978

*G: Substrato glicerol; 81: Cepa TB81; 07: Cepa TBO7; M: Modelo de Monod (1941); A: Modelo de Andrews (1968).
EQM: Erro quadratico médio
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Figura 4.6 — Simulacéo das curvas de crescimento celular (—) e consumo de substrato para a cepa TB81 (---) em meio contendo
glicerol como fonte de carbono utilizando os modelos de Monod (1941) e Andrews (1968) sobre pontos experimentais de
concentragdo de biomassa (H) e consumo de substrato (A ). Crescimento descrito pelo modelo de Monod (1941) a (a) Cs; =2 g-L
1 e (b) 6 g-L e pelo modelo de Andrews (1968) a (¢) Csi=2g-L*e(d)6g-L ™
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Figura 4.7 — Simulacéo das curvas de crescimento celular (—) e consumo de substrato para a cepa TBO7 (---) em meio contendo
glicerol como fonte de carbono utilizando os modelos de Monod (1941) e Andrews (1968) sobre pontos experimentais de
concentragdo de biomassa (H) e consumo de substrato TB07 (@®).Crescimento descrito pelo modelo de Monod (1941) a (a) Cs,i =

2g-L'e(b)6g-Lte pelo mod
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A decorréncia do crescimento e consumo de substrato estagnados
sdo melhores visualizados a partir da analise da Tabela 4.3, onde pode-se
visualizar a tendéncia dos parametros ajustados como Ks, Ki e m a terem
valores similares aos limites superiores e inferiores impostos durante a
execucdo do programa. Os valores de y2 apresentam-se ainda menores dos
que os obtidos na Tabela 4.2, indicando que ndo ha diferenciacéo entre os
modelos propostos; neste caso, no entanto, presume-se que o resultado
esteja sendo influenciado justamente pela auséncia de crescimento e
consumo pelas cepas.

O crescimento em meio contendo glicerol como fonte de carbono
por cepas de S. cerevisiae e S. pastorianus é descrito como variavel na
literatura (BOULTON; QUAIN, 2001; VAUGHAN-MARTINI;
MARTINI, 2011). Klein et al. (2017) aponta que para a S. cerevisiae as
variages encontradas referentes ao potencial de consumo de glicerol séo
afetadas mais significantemente pela composi¢do do meio de cultura do
que pela variacdo interespécie, demonstrando que a adicdo de
suplementos como peptona e extrato de levedura beneficiam
positivamente o crescimento. O estudo de Swinnen et al. (2013) avaliou
a capacidade de crescimento de 52 espécies distintas de levedura em
substrato contendo glicerol como fonte de carbono, porém sem a adi¢do
de suplementos. Das 52 espécies avaliadas, quatro estdo envolvidas na
producdo de bebidas alcoolicas: Eau de Vie (Wyeast Laboratories),
Lalvin V1116 (Lallemand), Thermosacc (Lallemand) e Alcotec 24
(Hambleton Bard). Enquanto que para as cepas Thermosacc e Alcotec 24
ndo houve crescimento aparente, mais de 60 h foram necessarias para
inicio da multiplicag8o celular das cepas Eau de Vie e Lalvin V1116. A
partir disso, pode-se inferir que um longo periodo de adaptacdo (ou lag)
possa estar envolvido no crescimento em glicerol pelas cepas estudadas
e/ou haja a necessidade de adicionar outros suplementos como
aminoacidos e vitaminas para estimular o crescimento.

Para superar tais dificuldades encontradas durante o crescimento
em glicerol, Ochoa-Estopier et al. (2011) realizaram a pré-adaptacdo das
leveduras ao meio de cultura, apresentando resultados positivos para a
producdo de S. cerevisiae CBS 8066, durante cultivos em batelada
contendo 60 g-L*de glicerol. Outra estratégia inclui a selecéo de células
melhoradas durante o crescimento por geragdes consecutivas (MERICO
et al., 2011). No entanto, para 0 caso das cepas estudadas, almeja-se ndo
gerar modificacGes genéticas no microrganismo em questdo. A inddstria
cervejeira apresenta diversas regras baseadas em tradi¢des antigas como
por exemplo a Lei de Pureza alemd (Reinheitsgebot) do século XVI
(TONGEREN, 2011) e indicadores de protecdo geografica para
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determinados produtos (CAFIA, 2015; DEFRA, 2014; DPMA, 2019). De
acordo com Karabin et al. (2018), sabe-se até 0 momento que nenhum
pedido de autorizacdo de uso de leveduras cervejeiras geneticamente
modificadas ou a aplicagéo industrial das mesmas foi registrado até 2016.

Enfatiza-se que os valores de concentracdo utilizados nos
experimentos em frascos agitados, tanto para etanol quanto glicerol,
foram determinados com base na literatura a partir de trabalhos com cepas
similares (SWINNEN et al.,, 2013; WASUNGU; SIMARD, 1982).
Apesar dos valores de concentragdo inicial dos substratos terem sido
reduzidos frente aos valores de inibicdo encontrados, eles permitiram
atingir o objetivo de avaliar o crescimento em etanol e glicerol e estimar
0s principais parametros cinéticos durante os cultivos.

Algumas das vantagens relativas a aplicacdo do etanol foram
citadas na se¢do 2.1.3.2, mas a partir dos resultados em frascos agitados,
foi possivel visualizar de forma mais concreta 0 que essa substituicéo
acarretaria. Annemuller, Manger e Lietz (2018) apontam um valor de
concentracdo de glicose critico igual a 0,1 g-L' para o limite do
metabolismo oxidativo para a levedura cervejeira durante um cultivo
aerohio. Ou seja, para se obter uma levedura respirando durante toda a
cultura de forma a otimizar a producdo de biomassa seria necessario um
controle preciso da concentracdo de agUcares no biorreator abaixo de 0,1
g-Lt. No entanto, o etanol é metabolizado exclusivamente de forma
oxidativa e até 6 g-L"* — o valor maximo testado durante os experimentos
em frascos agitados — ndo houveram registros de inibi¢ces nos cultivos
realizados neste trabalho. Outra vantagem do etanol frente a acUcares
como fonte de carbono estaria associada ao fato de se obter altas
concentracBes sem modificar a viscosidade da solugdo, visto que muitas
vezes ha a necessidade de concentrar o substrato para alimenta-lo no
biorreator. A viscosidade para o extrato de malte e 0 melaco a 83 °Brix,
ambos a 20 °C, ¢ de 9,5 e 50 Pa-s, respectivamente (BURKLE GMBH,
2016). Tendo como referéncia a viscosidade da agua que estaria
aproximadamente na mesma ordem que a do etanol, obtém-se um valor
de 107 Pa's (BURKLE GMBH, 2016). Assim, uma embalagem de etanol
a 92,8% apresenta uma concentracéo de aproximadamente 732 g-L* do
mesmo. Este fato ainda implica que pouco etanol é necessério para
alcancar as concentragdes a serem trabalhadas: nos experimentos em
frascos agitados, incluindo duplicatas para as duas concentracdes distintas
e duas cepas trabalhadas, foi utilizado um total de 16 mL de etanol.

Os resultados em frascos agitados permitiram avaliar o
crescimento em etanol e glicerol das cepas trabalhadas e estimar as
grandezas cinéticas durante os cultivos. O etanol foi a fonte de carbono
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que proporcionou melhor desempenho e foi definida para ser utilizada nos
experimentos em biorreator, considerando os resultados dos testes em
frascos agitados. Na secdo seguinte, objetiva-se a partir desses resultados,
simular e identificar a melhor estratégia de cultivo para a cepa TB8L1.

4.2. EXPERIMENTOS EM BIORREATOR

Durante os ensaios em biorreator, trés sistemas de producdo
distintos tiveram a performance avaliada levando em consideracdo a
produtividade final em células. A Figura 4.8 apresenta 0s resultados
preliminares obtidos para o Sistema | no crescimento da cepa TB81 em
etanol.

Figura 4.8 — Concentracdo de biomassa (H) e etanol (A) durante o cultivo da
cepa TB81 a partir do processo em batelada alimentada por pulsos (Sistema ).
Curvas de tendéncia polinomiais para a concentracdo de biomassa (—) e etanol
(—) no biorreator. o
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No periodo de 0 a 24 h as alimentagcbes foram realizadas
aproximadamente a cada hora, com vazdes variando de 0,02 a 0,05 L-h!
(Figura 4.8), e observa-se que todo etanol alimentado no periodo de 14 h
foi totalmente consumido. Dessa forma, foi percebido que volumes
maiores de etanol poderiam ser alimentados nos periodos iniciais,
garantindo que a concentracdo de substrato ndo seja um fator limitante
para o crescimento celular. A partir das 24 h, quando vazdes entre 0,11 a
0,23 L-h't sdo aplicadas, ocorre um aumento gradual da concentracgdo de
etanol no biorreator. Quando a concentracdo do substrato alcanca
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aproximadamente 40 g-L*, o crescimento celular cessa e inicia-se 0
decaimento da concentracdo celular. Esse valor esta abaixo do K; = 99
g-L* encontrado para a cepa TB81, porem vem de encontro com a faixa
de inibicdo pelo etanol descrita para uma cepa similar a TB81 citada por
White (2018) na secéo 4.1.

A Figura 4.9 apresenta os dados de um cultivo em batelada
alimentada a uma vazéao de F = 0,11 L-h"* (Sistema 1), cujo planejamento
da alimentacdo teve como base as simulagdes realizadas a partir do
Programa 2 que prevé o crescimento celular e a variacdo de etanol no
meio durante um cultivo em batelada alimentada por pulsos (ver
APENDICE E).

Figura 4.9 — Concentracéo de biomassa (H) e etanol (A) durante o cultivo da
cepa TB81 a partir do processo em batelada alimentada por pulsos (Sistema 1)
apoés o ajuste das alimentacdes de acordo com o Programa 2. Ajustes aos dados
experimentais de biomassa (—) e etanol (—) a partir do programa para simulacéo
de um cultivo em batelada alimentada por pulsos. A seta indica o inicio da
desaceleracdo do crescimento celular.
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A partir da Figura 4.9 é possivel observar que até as 42 h do
processo, o crescimento celular foi razoavelmente descrito pelo modelo
proposto e seguiu o perfil de uma curva exponencial. No entanto, a partir
das 54 h, observou-se uma desaceleracdo no crescimento até o final do
periodo de cultivo. A concentragdo final de biomassa foi de 10,04 g-L*
(4,06x108 células-mLt) com a produtividade média em biomassa de 0,12
g-Ltht
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Uma hipétese para a reducéo da velocidade de crescimento a partir
das 54 h seria a formacdo de acetato. Watteeuw et al. (1979) citam o
acumulo de acetato extracelularmente durante cultivos de Candida utilis
ATCC 26387 cultivadas em etanol como um dos principais fatores
envolvidos na reducgdo da produtividade em biomassa. Indicam também
que concentracdes de etanol superiores a 16 g-L™* para C. utilis sdo
suficientes para iniciar o acimulo de acetato no meio de cultura. Quando
as concentracfes de etanol caem, o acetato passa a ser assimilado pela
célula, porém com taxas de conversao de substrato em biomassa menores.
De fato, Smolke (2009) demonstra que em cultivos continuos de S.
cerevisiae (cepa ndo especificada) com velocidade especifica de
alimentacéo de 0,10 ht, a conversdo de etanol em biomassa atinge 0,60
gx-gst, enquanto que para o acetato é de 0,30 gx-gs’. Dessa forma,
presume-se que para otimizar o processo, torna-se necessario prevenir a
formagdo de acetato mantendo as concentracBes de etanol reduzidas.
Assumindo que os valores que induzam essa formacdo variem entre
espécies diferentes e que a desaceleracdo do crescimento ocorreu por
volta de 8 g-L* para o cultivo representado na Figura 4.6, procurou-se
manter as concentragdes de etanol abaixo desse valor através do ajuste da
alimentacdo. Outra observacdo importante é de que o modelo proposto
por Watteeuw et al. (1979) adiciona um termo relativo a concentragdo de
acetato nos balancos de massa, tanto para contabilizar o crescimento
nesse substrato quanto sua formacéo a partir do etanol. Nao foram feitas
alteragdes no Programa 2 para considerar a formacao de acetato no meio,
apesar de ser um aspecto relevante para melhoramento da descri¢do do
fendmeno.

A Figura 4.10 apresenta os dados do cultivo baseado no Sistema
I, com uma fase inicial em batelada e alimentacdo definida a partir da
simulacdo dos cultivos no Programa 2 de forma a manter a concentracéo
de etanol inferior a 8 g-L*. A figura apresenta-se dividida em duas fases,
referentes aos dois modos de produgdo que caracterizam o Sistema Il. Até
18 h ndo havia alimentacdo de etanol, de modo que o etanol detectado é
decorrente da fermentacgdo da glicose pela levedura. No momento em que
se verificou uma concentracdo baixa o suficiente de glicose (valor
estabelecido como 0,1 g-L1), iniciou-se a aeracdo de forma a dar inicio a
fase alimentada subsequente.

A segunda fase do processo inicia com as alimentacGes. Até 57 h
do processo hé concordéancia entre o crescimento proposto pelo modelo e
os dados experimentais. A partir desse momento, no entanto, percebe-se
um actimulo mais rapido do etanol no meio de cultura acompanhado de
uma desaceleracdo no crescimento celular. Considerando que a
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alimentacdo de etanol era mantida reduzida de forma a prevenir o
acimulo de acetato ao longo do processo, assumiu-se que algum
componente essencial para o crescimento celular poderia estar causando
a limitag&o ao crescimento, provocando o consequente acimulo de etanol
no meio de cultura. Assim, as 69 h (posicdo da seta no grafico) foi
adicionado uma solugdo de extrato de levedura e durante as horas
subsequentes se observou a queda da concentracdo de etanol no meio de
cultura. A concentragdo final de biomassa obtida foi de 15,09 g-L*!
(5,73-108 células-mL?), atingindo uma produtividade final de 0,15 g-L-
L.h-, Este valor de produtividade final indica um aumento de 0,03 g-L
L.h1, 25% a mais do que observado no Sistema I.

Figura 4.10 — Concentragdo de biomassa (H), etanol (A) e glicose (@) durante
0 cultivo da cepa TB81 durante o cultivo em batelada alimentada por pulsos com
uma fase em batelada preliminar (Sistema 11). Curvas dos ajustes para biomassa
(—), etanol (—) e glicose (—) a partir do programa para simulagdo de cultivo em
batelada alimentada por pulsos. A linha tracejada distingue a etapa em batelada
inicial da fase em batelada alimentada. A seta indica o inicio da desaceleracdo do
crescimento celular.
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Os nutrientes disponiveis em meios de cultura ndo sdo apenas
destinados a garantir energia para o crescimento celular, mas operam
como sinais para a inicializacdo de transcri¢des e rotas metabdlicas nos
micro-organismos (CONRAD et al., 2014). A adicéo de nutrientes a base
de extrato de leveduras pode cobrir uma gama de necessidades, uma vez
gue sua composicdo inclui proteinas (45 — 65 %), minerais (4 — 7 %),



92

lipideos (6 -7 %), esterois (< 1 %), entre outros (TAYLOR; HORT, 2007).
Nota-se que uma fracao consideravel dos estudos revisados ao longo deste
trabalho apresentaram a adicdo de solugfes vitaminicas no meio de
cultura. Além disso, as necessidades nutricionais podem variar de acordo
com o processo de cultivo, visto que a dependendo a via a ser estimulada
a célula podera ser mais autdnoma ou ndo em relacdo a produgdo de
vitaminas e aminodacidos; a espécie (S. cerevisiae ou S. pastorianus) e
ainda entre as cepas de uma mesma espécie, de acordo com White e
Zainasheff (2010). Deduz-se, por conseguinte, que a formulacdo de um
meio de cultura especifico para cepas distintas seja um estudo relevante.

E importante frisar que durante os calculos aplicados ao Programa
2 ndo foi considerado o volume de amostragem retirado. Este fator
contabilizou no desvio abrupto final da curva de biomassa.

De forma geral, os Sistemas | e 11 operando em batelada alimentada
por pulsos resultaram valores ndo muito diferentes para a produtividade
média em biomassa. A Figura 4.11 apresenta os resultados obtidos a partir
do Sistema 11l no cultivo da levedura TB81 a partir do meio de cultura
base contendo como fonte de carbono glicose e etanol.

Figura 4.11 — Concentracdo de biomassa (H), etanol (A) e glicose (@) em
funcdo da vazdo especifica de alimentagdo durante cinco dias do cultivo
permanente da cepa TB81 (Sistema I11) com alimentagdo de 500 C-mM de uma
mistura de glicose (60%) e etanol (40%). A linha tracejada indica a diluicdo
critica e os valores de concentragdo associados.
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A partir da Figura 4.11 pode-se observar que aproximadamente até
D = 0,10 h', ndo ha presenca de etanol ou glicose no meio de cultura.
Essa taxa de diluicdo seria considerada como critica, onde valores
superiores indicariam uma velocidade especifica de alimentagao superior
a velocidade especifica maxima de crescimento celular. A partir de D =
0,10 h'! é possivel observar a lavagem da biomassa a partir da reducéo de
sua concentragcdo no biorreator, juntamente do inicio do acumulo de
glicose, contabilizando cerca de 0,11 g.L™! no biorreator nesse momento.
O acUmulo de etanol é detectado a partir de vazdes especificas de
alimentacéo préximas a D = 0,25 h', quando contabiliza 0,16 g.L' e a
concentragdo de glicose se encontra préxima a 1 g.Lt. Operando a D =
0,09 h1, uma vazéo abaixo da diluigdo critica, a produtividade seria cerca
de 0,41 g-L*-h't, um aumento de 300% em produtividade comparado aos
Sistemas I e Il

Cultivos aerdbios continuos utilizando glicose como substrato para
cepas de S. cerevisiae direcionadas a industria de panificacdo geralmente
diluic@es criticas similares a 0,25 h** (HOEK; DIJKEN; PRONK, 1998;
PAALME et al.,, 1997). Por outro lado, estudos com leveduras
relacionadas a producdo de vinhos apresentaram valores similares aos
obtidos neste trabalho. Serra, Strehaiano e Taillandier (2003), durante o
cultivo aerébio continuo em glicose de S. bayanus var. uvarum P3 CBS
395, obtiveram uma diluicdo critica de 0,15 h?' e Petrik, Kappeli e
Fiechter (1983), para condicGes de cultivo similares porém utilizando a S.
uvarum H2055, obtiveram uma diluicdo critica de 0,16 h*. Fleet (2002)
ao descrever a producdo industrial de leveduras para vinicultura
(incluindo cepas S. cerevisiae, S. bayanus e S. uvarum) indica que a
produtividade em biomassa das mesmas €, de fato, menor do que as
obtidas para leveduras de panificacdo, com velocidades especificas
maximas de crescimento préximas a 0,10 — 0,12 h em condi¢Ges
aerobias usando melago como substrato.

Como visto na secdo 2.1.2, sabe-se que a origem de cepas S.
pastorianus advém da hibridizacdo das espécies S. cerevisiae e S.
bayanus. Evidéncias indicam que o DNA mitocondrial (PISKUR et al.,
1998) e ribossémico (MONTROCHER et al., 1998) de leveduras lager
tenham sido derivado da S. bayanus, ao invés da S. cerevisiae. Tal
caracteristica foi também observada por Dunn e Sherlock (2008) em todas
as leveduras lager (17 ao todo) utilizadas, todas obtidas de locais
geograficos distintos. E provavel, portanto, que o valor baixo da
velocidade especifica maxima de crescimento durante condicBes
aerobias, estejam conectadas a uma limitagdo na capacidade respiratoria
da cepa TB81, assim como observado nas cepas de S. uvarum.
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Boulton e Quain (2001), ao examinarem a bioquimica de
fermentacdes de leveduras cervejeiras, afirma que todas as cepas
apresentardo capacidade respiratéria limitante, o que viria de encontro aos
obstaculos encontrados na producdo de cepas que ndo necessariamente
sejam S. pastorianus e realcando a importancia do desenvolvimento de
metodologias de producdo distintas para o melhoramento da
produtividade final do processo. Ademais, fica evidente a necessidade de,
em estudos futuros, agregar informacdes relacionadas a capacidade
respiratéria das cepas para obtencdo de melhores resultados, seja para
uma diferenciacdo entre as leveduras do ponto de vista de produgéo
industrial ou nas simula¢fes dos modelos matematicos.

A adicdo de etanol como suplemento de carbono e energia para
cultivo de leveduras é documentada por Berry, Russell e Stewart (1987)
como uma préatica adotada desde a década de 40, quando na auséncia de
matérias primas devido a Il Guerra Mundial. A adigéo de etanol nos meios
de cultura, porém, ainda é algo atual e em uso. Edupuganti e Lipke (2018)
patentearam um método com objetivo de estimular maiores conversdes
em biomassa do que aquelas obtidas por carboidratos, cujo principio
aborda justamente a adicao de etanol durante o inicio da fase exponencial,
de forma a estimular uma regulacdo ascendente de rotas anabdlicas
envolvidas no metabolismo desse composto. Uma vez aperfei¢oada a
capacidade em consumir o etanol, a célula poderia diminuir o estresse
relacionado sua formacdo, desenvolvendo a habilidade de consumi-lo
simultaneamente junto aos carboidratos do meio de cultura quando em
condi¢des limitantes de ambos os substratos. Os resultados obtidos
indicam que a formulacdo do meio contendo um carboidrato como base e
sendo suplementado como etanol podem gerar resultados positivos,
principalmente quando comparados as produtividades obtidas durante o
processo batelada alimentada.

4.3. ESTUDOS DE FERMENTACAO

A avaliacdo do desempenho fermentativo de leveduras cervejeiras
é comumente realizada a partir de ensaios de atenuacdo (WHITE;
ZAINASHEFF, 2010). Em tais ensaios, a capacidade da cepa em questdo
em fermentar os carboidratos presentes no mosto de malte estara
diretamente relacionada a diminuicdo na densidade relativa do mosto,
visto que o etanol apresenta uma densidade relativa consideravelmente
menor que aquela de solugdes contendo carboidratos (BAMFORTH,
2006). O monitoramento de uma fermentacao de cerveja é normalmente
acompanhado pelo decaimento dos solidos sollveis totais (SST, em
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°Brix) da solucdo. Outros parametros varidveis como pH, nimero de
células e concentracdo de etanol no meio, por exemplo, também podem
ser avaliados de forma a fornecerem informagGes adicionais sobre as
alteracGes envolvidas no processo. Durante os ensaios de avaliagdo do
desempenho das leveduras produzidas neste trabalho, os sélidos sollveis
e pH foram escolhidos para avaliagcdo por serem pardmetros de rapida
medicdo e permitirem uma analise coerente dos eventos metabolicos
presentes.

O desempenho das leveduras propagadas (cepa TB81) em
substrato contendo etanol puro e a mistura de etanol e glicose foi avaliado
a partir de ensaios fermentativos em mosto de malte (Figura 4.12).

Figura 4.12 — Estudos de fermentacdo das leveduras em extrato de malte. (a):
leveduras submetidas a uma etapa prévia de adaptagdo em extrato de malte (AD+)
@, e leveduras ndo submetidas a adaptagdo (AD-) @. (b) leveduras AD+ e AD-
sendo testadas quanto ao desempenho fermentativo em comparagdo com levedura
controle (C). A cor mais escuraem @ ocorre devido a adi¢do do extrato de malte
no estagio de adaptacéo.

IR

Fonte: Elaborado pela autora (2018).

A adicdo de uma fase de adaptacdo surge da necessidade em
preparar as células fisiologicamente para a fermentagéo dos carboidratos
presentes no mosto de malte. O processo de propagacao aer6bio permite
0 alto rendimento em células durante os cultivos em biorreator, onde o
principal objetivo é a formacdo de biomassa celular. No entanto, ao
sairem dos biorreatores e serem deslocadas aos fermentadores industriais
para a producao de cerveja, sua fungdo muda e com isso seu metabolismo
requer uma nova estratégia para consumir o substrato.
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A Figura 4.13 mostra a evolucao dos sélidos solUveis totais e pH
durante a fermentacdo por leveduras produzidas a partir de etanol puro.

Figura 4.13 — Concentracdo de sélidos sollveis totais (SST) e pH durante a
fermentacdo de mosto de malte pela cepa TB81 controle (M) e advindas do
cultivo em batelada alimentada utilizando apenas etanol como substrato (Sistema
I1) com a adi¢do de uma etapa de adaptacdo (A) e sem etapa de adaptacéo (@).
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A partir da Figura 4.13(a) pode-se perceber que ha um periodo de
estagnacdo nos sélidos sollveis totais observados no controle e em
leveduras AD+ durante os dois primeiros dias de fermentacdo. De acordo
com Fix (1999), o processo de fermentacdo por leveduras pode ser
separado em duas fases distintas: um periodo inicial caracterizado por
uma fase de preparacdo — ou fase lag — e 0 segundo caracterizado pela via
de Embden-Meyerhof, até a formacéo final de etanol. Durante a fase
inicial, as leveduras estariam se preparando para a segunda fase do
processo, o que envolve principalmente modificacdes na parede celular,
cuja permeabilidade apresentard uma importancia intrinseca na utilizagéo
das fontes de nitrogénio e carboidratos presentes no mosto. Oxigénio
também é essencial durante essa etapa, pois permite a sintese de esterois
e acidos graxos insaturados, componentes essenciais das membranas.
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Tanto as fases de adaptacdo como de consumo dos agucares do
mosto sdo perceptiveis na Figura 4.13a). A fase de adaptacdo varia entre
0s experimentos, perdurando por até dois dias para as leveduras do
controle. Passado o periodo de adaptacdo hd uma queda continua até o
11° dia de fermentacdo. A partir desse ponto, ha pouca variacdo nos
solidos solUveis totais do meio, terminando em um valor préximo a 5.

E interessante analisar os acontecimentos que possam estar
envolvidos no atraso das fermentacGes da Figura 4.13(a), visto que a
temperatura, aeracdo, nimero de células inoculadas, mosto utilizado e
data de produgéo das células foram similares para os experimentos.

Os diferentes substratos utilizados no processo anterior a
fermentacdo da bebida alcodlica poderiam ser uma justificativa para o
atraso observado. No entanto, Holzer e Lenz (1980) demostraram que as
leveduras se adaptam muito rapidamente em fontes de carbono que
apresentam maior afinidade. Foram necessarios apenas 3 min para que a
atividade da frutose-1,6-bifosfatase (responsavel pela hidrolise inversa da
frutose 1,6-bifosfato em frutose 6-fosfato) fosse reduzida a 50% com a
adicdo de glicose em um meio contendo leveduras que cresceram em um
substrato ndo fermentescivel.

Sabe-se que o0 processo em batelada alimentada foi adotado na
producdo das leveduras AD+, AD- e C. Neste modo de operagdo, €
possivel que determinados produtos acumulem a niveis indesejaveis
durante a alimentacdo dos pulsos. O etanol é o exemplo mais recorrente
deste cenario. Como observado na se¢do 4.1, concentragdes proximas a
70 g-L™* sdo necessarias para inibirem o crescimento da cepa TB81.

Durante as fases iniciais de fermentacdo, o pH diminui
rapidamente nos primeiros trés dias, como constatado na Figura 4.11b,
atingindo um valor proximo a 3,3. A partir desse ponto, observam-se
baixas oscilagbes do pH, variando em torno da faixa de 3,5 a 3,0 até o
final do processo.

Alguns dos fatores envolvidos na queda do pH durante a
fermentacdo sdo o consumo de ions de amoénio para sintese de proteinas
e a presenca de acidos organicos e protons excretados pelas leveduras
(FERREIRA; GUIDO, 2018; FIX, 1999). Essa queda nas fases inicias da
fermentacdo é, portanto, um indicativo direto da atividade celular,
principalmente quando n&o se visualiza o decaimento dos solidos sollveis
totais nos dias iniciais do processo.

Nos trés experimentos realizados, o mesmo perfil de variacdo de
pH é constatado, porém destaca-se que as leveduras AD- apresentam
valores ligeiramente elevados quando comparados as leveduras do
controle e AD+.
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Os perfis obtidos para as leveduras produzidas com a mistura de
etanol e glicose como substrato podem ser observados na Figura 4.14.

Figura 4.14 — Concentragdo de sélidos sollveis totais (SST) e pH durante a
fermentacdo de mosto de malte pela cepa TB81 controle (M) e advindas do
cultivo continuo em substrato contendo a mistura de glicose (60%) e etanol (40%)
(Sistema 111) com (A) e sem etapa de adaptacdo (@)
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Na Figura 4.14(a) nota-se novamente um periodo lag presente no
controle. Porém, tanto para as leveduras AD+ quanto AD-, esse periodo
lag foi suprimido. Os perfis apresentam decaimento até o 8° dia de
fermentacdo, onde ambos 0s experimentos estabilizaram em 6 °Brix.

Durante 0 processo continuo, as células sdo caracterizadas por
apresentarem um estado fisiolégico constante. A adi¢do da etapa de
adaptacdo nao interferiu na similaridade das curvas para as leveduras AD-
e AD+.

O pH, como visualizado na Figura 4.14(b), apresentou uma queda
similar a visualizada na Figura 4.13(b), porém com menores oscilagGes.
Apesar do pH inicial ter sido menor frente ao do ensaio anterior, 0s

SST (°Brix)
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valores finais alcancados ficaram préximos daqueles descritos na Figura
4.13(b).

A partir desses dados, verifica-se que ndo ha uma diferenciacdo
significativa entre leveduras AD+ e AD-, ndo havendo a necessidade de
realizar o passo de adaptacéo final.
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5 CONSIDERAGOES FINAIS

A producdo de leveduras € um processo complexo. Altas
velocidades de crescimento sdo obtidas em vias fermentativas que sao
mais simples e répidas. Essas vias proporcionam baixos rendimentos
energéticos impactando negativamente no rendimento celular. O baixo
rendimento celular impacta nos custos de producdo, além de que o
estresse pelo alcool produzido pode afetar o desempenho das leveduras
no processo de producgdo de cervejas. Pode-se aumentar em muitas vezes
0 rendimento do substrato em células através do metabolismo
respiratério, mas em leveduras as vias respiratdrias sao reprimidas pelos
acUcares a partir de concentragdes baixas (préximas a 0,2 g-L™?), além das
velocidades de crescimento serem muito mais baixas (menores que 0,1 h-
1) devido a complexidade das vias respiratorias.

O processo de cultivo em batelada alimentada permite limitar a
concentracdo dos agUcares e liberar as vias respiratorias das leveduras.
Mas, infelizmente, os niveis dos agucares a controlar sdo muito baixos e
de dificil implementacdo tecnoldgica, principalmente em pequenas
empresas. Nesse contexto, a utilizagdo de substratos exclusivamente
metabolizados de forma aerdbia surge como uma alternativa interessante.
Entretanto, tais substratos além de serem opg¢bes menos diversas em
comparacdo aos substratos fermentaveis, implicam em varios estudos
para viabilizar sua aplicacdo. Neste trabalho estudou-se o glicerol e o
etanol, dois subprodutos relativamente baratos, e produzidos também
pelas préprias leveduras. Neste estudo apenas o etanol revelou-se
apropriado para as cepas testadas. Assim, velocidades especificas de
crescimento, concentrages méaximas de etanol no meio, habilidade
fermentativa em mosto (posterior ao crescimento em etanol), entre outras,
sdo qualidades que precisam ser avaliadas.

Os resultados deste estudo indicam que o etanol é um substrato
extremamente interessante. Por ser de natureza quimica mais reduzida
gue a glicose, pode fornecer um rendimento maior em células e sua
implementacdo num processo € mais factivel para uma pequena empresa
gue o complexo processo de controle da glicose. Adicionalmente pode-se
conseguir velocidades de crescimento em etanol equivalentes ou até
superiores que em glicose em aerobiose, e rendimentos obviamente
maiores que em anaerobiose. Isso pode ser alcangado utilizando certas
misturas de etanol e glicose, que em parte é explicado pelo fato de que
compostos celulares com mais de dois carbonos (como é o caso da
maioria dos amino&cidos) sdo sintetizados preferencialmente a partir de
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glicose. A presenca de glicose na mistura pode evitar ciclos como a
neoglicogénese e até possivel ciclo fatil. Mas o mais interessante no
aspecto tecnoldgico, é que toda perda de produtividade decorrente das
menores velocidades especificas em vias aerébias pode ser suplantada
pela implantacdo de um sistema de cultivo continuo. Nesse sentido, a
dificuldade maior na implementacdo dessa estratégia volta-se para a
manutencdo da pureza das culturas e, nesse quesito, o etanol torna-se um
substrato extremamente vantajoso. O etanol ndo contamina, ndo precisa
de esterilizacdo e a alimentacdo e suas manobras no processo sdo muito
seguras quanto ao problema de contaminag&o. Para laurear ainda mais as
vantagens do etanol, as leveduras produzidas com essa fonte de carbono
e em condigBes aerébias mantém ou até melhoram seu desempenho
fermentativo em mosto cervejeiro.

A partir do cultivo continuo, foi possivel alavancar a produtividade
final do processo em 300% comparado aos Sistemas | e Il. Estudos
futuros devem, além de considerar as particularidades das diferentes
cepas cervejeiras, explorar a manutencédo do cultivo continuo visando o
estabelecimento do estado estacionario, 0 que poderda entre muitas
vantagens, permitir a producdo de leveduras fisiologicamente
padronizadas. Um produto padronizado (leveduras cervejeiras) seria
altamente apreciado como ferramenta para a padronizagéo das cervejas,
principalmente as denominadas especiais.
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6 PROPOSTAS PARA TRABALHOS FUTUROS

o Avaliar as exigéncias nutricionais de cada cepa de levedura
para melhorar a produtividade do processo, independentemente da
fonte de carbono.

e Estudar o periodo no qual o processo continuo possa ser
aplicado e estuda-lo com maiores concentracdes celulares.

o Fazer uma avaliacdo sensorial das cervejas produzidas com
leveduras propagadas pelos diferentes sistemas de producéo.

e Os programas gerados foram ferramentas esséncias para
estimacao e simulacdo dos processos. A melhoria do seu desempenho
podera ser realizada a partir da adicao de termos que ndo s6 permitam
a diferenciagdo entre diversas cepas trabalhadas, mas também
venham a considerar variaveis importantes na produgdo, como por
exemplo a transferéncia de oxigénio.
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APENDICE A - DETERMINACAO DA EVAPORACAO DO

ETANOL NO MEIO DE CULTURA

Figura A.1 — Curva padrdo para determinagéo da evaporagéo do etanol
de acordo com sua concentracdo no meio de cultura.
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APENDICE B -DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE
GLICEROL

Figura B.1 — Curva padrédo para determinagdo da concentracédo de glicerol.
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APENDICE C - PRODUCAO DO MOSTO CERVEJEIRO
C.1. MOSTURA

Para producdo do malte cervejeiro, utilizou-se como base uma
receita de amber lager, escolhida de acordo com a levedura que iria
fermentar o mosto (TB81). Trés maltes distintos foram utilizados na
producdo do mosto cervejeiro em questdo. Suas principais caracteristicas
e quantidades utilizadas sdo descritas na Tabela C.1.

Tabela C.1 — Quantidades e caracteristicas dos maltes utilizados durante a
producdo do mosto cervejeiro.

Malte EBC* Massa utilizada (kg)
Pilsen Agraria 4 12
Crystal Crisp 170 1
Carared 50 0,5

*EBC: European Brewing Convention, referente a escala de cor do malte.

Ao malte foi adicionado 50 litros de dgua pré-aquecida a 40 °C, na panela
de mostura. A concentracéo de sal para correcdo do pH (em g-L?) foi
realizada a partir da Equagdo (C.1).

C.. = (Cﬁnal - Cinicial) X PMsal
. PMl’on x 1000 (Cl)

Onde:

Chinal cOncentracéo final de sal em mg-L*
Cinicial: cONcentragdo inicial de sal em mg-L™*
PM,: peso molar do sal em g-mol-*

PM;,,: peso molar do ion em g-mol*

A Tabela C.2 aponta as quantidades de sais adicionados durante
para correcdo do pH (pH final 5,60). Apds a correcdo, a mistura foi
submetida a aumento de temperatura de um grau por minuto até atingir
65 °C e assim conduzida a mosturacdo por infusdo do tipo single mash
por 60 minutos, prosseguindo-se ao mash-out durante 5 minutos, a uma
temperatura de 76 °C.



115

Tabela C.2 — Valores de sais adicionados para ajuste da dgua de mosturagéo.

Sal Massa (g)
CaCl,.2H,0 24
CaS04.2H20 8
ZnS04.7H0 0,05

C.2. CLARIFICACAO

O mosto foi clarificado por meio da recirculacdo do liquido,
utilizando o bagaco do malte como meio filtrante, até obtengdo da
aparéncia limpida. ApGs este passo, procedeu-se com a lavagem do
bagago. Aproximadamente 50 L de mosto foram obtidos nesta etapa.

C.3. FERVURA
O mosto clarificado foi aquecido gradualmente em fogareiro até a
ebulicdo, que foi mantida por uma hora. A quantidade de iso-a-acidos na

cerveja (em mg-L) é obtida a partir da Equacéo (C.2).

Dosag.gemh,lpu]o>< Taxa de Conversao x oy, <100 (C.2)

iSo'mcerveja =
V
mosto

Onde:

Dosagemmpulo: dosagem de IGpulo adicionado em kg

Taxa de conversio: taxa de conversao do lipulo adicionado em %
augpulo: quantidade de a-&cidos presentes no ltpulo em %
Vonosto: VOlume do mosto em L

A primeira adicdo de lipulo (Hallertau) ocorreu aos 15 minutos da
fervura e a segunda (Cascade) aos 45 minutos (Tabela C.3). A dosagem
final de iso-a-4cidos foi de 20 mg-L*. Ao final da fervura, realizou-se o
whirlpool e adi¢do de clarificante (Whirfloc T, marca Ponto do Malte).
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Tabela C.3 — Teor de a — acidos.

Lupulo Alfa Tempo de Conversao
acidos fervura (min) (%)
(%)
Cascade 6,50 45 27,50
Hallertau 3,90 15 5,20

(Mittelfruet)

C.4. TRATAMENTO DO MOSTO

O mosto foi resfriado até aproximadamente 15 °C mediante
aplicacdo de trocador de calor. O mosto final apresentou 15 °Brix e pH
5,14. O mesmo foi armazenado em congelador a -6 °C.
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APENDICE D - PROGRAMA PARA ESTIMAGAO DE
PARAMETROS CINETICOS E SIMULAGAO DE CULTIVOS
EM BATELADA

D.1. VISAO GERAL

A fim de estimar os parametros cinéticos e simular as cinéticas de
crescimento celular e consumo de substratos a partir dos dados
experimentais, foi desenvolvido um programa computacional escrito no
software Matlab. O programa, de forma geral, apresenta duas fases
distintas: a estimagdo de pardmetros (K, Ks, ms, Yxs) e a simulacéo final
das curvas de crescimento e consumo de substrato. Durante a primeira
fase, a estimacdo é realizada a partir da minimizac&do da Funcédo Objetivo
(FO), o qual determina o erro quadratico médio (EQM) entre os valores
experimentais e os gerados pelo modelo. O algoritmo envolvido na
minimizacdo utiliza programacdo sequencial quadratica (SQP) na busca
de um valor minimo para uma funcéo nao-linear multivariavel a partir de
estimativas iniciais. Uma vez determinado o minimo, a simula¢do do
modelo com os parametros estimados é realizada e comparada junto aos
dados experimentais durante a exibicao de graficos finais. A Figura D.1
mostra um fluxograma simplificado da rotina aplicada ao programa.
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Figura D.1 — Fluxograma da rotina aplicada ao Programa 1.

Insergio de dados do
Cultivo pelo usuario
{ ¢ /‘*I Minimizagdo: FO [:] 00E4S t:] Mocdo

EQMi = EOM
Savar C.l

Fonte: Elaborado pela autora (2019).
D.2. ESTRUTURA E EXECUCAO
Assim como proposto por JUNIOR (1995) durante o estudo de

producdo de SCP a partir de gas natural, a integragcdo do conjunto das
variaveis dindmicas é realizada para os diversos conjuntos de
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experimentos fornecidos pelo wusuario. Os dados obtidos nos
experimentos sdo inicialmente inseridos pelo usuario através de uma
planilha do Excel elaborada de acordo com a Figura D.2.

Figura D.2 — Exemplo de formatacdo da planilha a ser inserida pelo usuario com
dados do cultivo na rotina computacional
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O programa foi desenvolvido com trés modelos cinéticos possiveis
de serem avaliados: 0 modelo de Monod para o caso de um Udnico
substrato limitante e os modelos de Andrews (1968) e Wu et al. (1988)
para o caso de crescimento num Unico substrato limitante e inibidor. Cabe
ao usuario, durante a operacdo do programa, selecionar a cinética a qual
deseja utilizar para descrever 0 processo em questao.

Figura D.3 — Janela para sele¢do do modelo cinético a ser utilizado.

J\-' MENU - X
Escolha o0 modelo cinético de crescimento:
Monod
Andrews

Wu

Informacdes referentes ao passo no tempo, periodo do cultivo a ser
avaliado, limites minimos e maximos para a busca dos parametros e
pontos iniciais dos mesmos também seréo inseridos pelo usuério (Figura
D.4).
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Figura D.4 — Exemplo da insercdo de dados pelo usuério durante a execugéo do
programa.

i -
4. Limites minimos: - X F

ks -\
\

Yus

ki

A insercdo de pontos iniciais distintos durante o processo de
estimacgdo garante que o minimo verdadeiro seja encontrado ao longo do
processo. Assim, a repeticdo (NR) ao qual a FO é avaliada para um
determinado vetor de pontos iniciais ficou estabelecida em 5. Para cada
repeticdo, um valor de EQM ¢ registrado e comparado ao anterior de
forma a garantir que o menor valor prevaleca. Quando o nimero de
repeticdes se iguala a NR, o menor valor de EQM encontrado juntamente
ao seu vetor de pardmetros obtidos é salvo e utilizado nas simulagdes
posteriores. O programa finaliza com a plotagem dos graficos com os
dados experimentais e os desenvolvidos pelo modelo em questéo.
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APENDICE E - PROGRAMA PARA SIMULAGAO DE
CULTIVO EM BATELADA ALIMENTADA POR PULSOS

E.1. VISAO GERAL

O programa tem como objetivo simular um processo em batelada
alimentada por pulsos. Esse modo de produgdo é caracterizado por um
intervalo no qual ha alimentacdo constante seguido de um periodo sem
alimentacdo. Assim, 0 processo em questdo pode ser descrito como a
juncdo de uma operacdo em baelada alimentada e uma operagdo em
batelada.

Alguns dos processos empregados ao longo deste trabalho
apresentaram uma fase em batelada prévia a fase e batelada alimentada
por pulsos. O programa em questdo pode considerar ou ndo essa fase.
Caso a mesma seja levada em consideracdo, os dados finais da primeira
operacdo serdo utilizados como dados iniciais da segunda operacdo. A
rotina aplicada ao programa é exemplificada na Figura E.1.



Figura E.1 — Fluxograma da rotina aplicada ao Programa 2.
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Fonte: Elaborado pela autora (2019).
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E.2. ESTRUTURA E EXECUCAO

Os dados experimentais sdo inicialmente inseridos pelo usuario
através de uma planilha do Excel elaborada de acordo com a Figura E2.
A primeira aba (a) indica informag6es referentes a condices iniciais do
cultivo. A adicdo de informacGes na aba condizente as aos dados
experimentais (b) é opcional. A aba de alimentacdo (c) apresenta duas
colunas na qual a primeira indica o tempo de alimentagdo e a segunda o
tempo sem alimentacdo, ambas em horas.

Figura E.2 — Exemplo de formatacdo da planilha a ser inserida pelo usuéario com
dados do cultivo na rotina computacional
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o o 3 0w | s
o 4 o s

) s | oms
[ 034 | oar 5[ ow | as
105 | 2m 6 0w | &7
175 7 a0 | s

0 s
6 050 | 78
9 0w | 54
w _on | 53

Assim como descrito no Programa 1 do Apéndice D, informag6es
referentes ao periodo do cultivo e cinética de crescimento celular serdo
requeridas pelo usudrio as quais deverdo ser preenchidas em tela nas
janelas abertas.

O programa finaliza com a plotagem dos graficos juntamente com
os dados da planilha de alimentacéo (Figura E.3).

Figura E.3 — Finalizac&o do Programa 2.
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ANEXO A - DISTRIBUICOES DE y2

Figura A.1 — Valores de y2,p, onde P =P (32 = »%.p)
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Fonte: COSTA NETO (2002)




125





