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RESUMO

Os objetivos deste trabalho foram: modelar matematicamente a hidrolise enzimatica, a
producdo de bioetanol e o padrdo de crescimento de leveduras previamente selecionadas.
A caracterizacdo da enzima foi realizada pelo estudo da atividade enzimatica nas
temperaturas de 40, 50 e 60 °C Duas cepas de leveduras (LEB-T07 e LEB-AAQ5B) foram
selecionadas e demonstraram capacidade de producdo de amilases e etanol,
respectivamente. As leveduras produziram amilases com atividade enzimética de até
10,41 U/mL. Na segunda fase, buscou-se realizar modelagem matematica, inspirada na
Equacdo de Transferéncia de Boltzmann. Foram determinadas condi¢fes 6timas para a
producdo de enzimas pela cepa LEB-TO7: tempo de fermentacdo de 120 h, cujas enzimas
alcancam maior atividade (9,19 U/mL) a 60 °C. As cepas de levedura LEB-AAQ5B
exibem condicBes 6timas para producédo de etanol: tempo de fermentacdo de 220 h sob
aeracdo de aproximadamente 0,7 vvm, em que se observa a sintese de etanol numa
concentracdo de 1,4 g/L. Definiram-se os pardmetros cinéticos de crescimento de duas
cepas de levedura Myriangium sp. (Y6511 e Y6512) em meio Sabouraud nas
temperaturas de 26, 30 e 34 °C no tempo t variando de 0 a 36 h. A concentracdo celular
méaxima foi de 34,00 g/L. A taxa de crescimento especifico maxima foi 0,30 h™ na
condicdo de crescimento a 26 °C. A produtividade em biomassa maxima foi 2,75 g/L.h a
26 °C. Os parametros observados adequam-se a producdo de massa celular, em batelada

Ou processo continuo, enzimas e outros bioprodutos de interesse comercial.

Palavras-chave: fermentacdo, hidrolise, enzima, amido



ABSTRACT

The objectives of this work were mathematical modeling of enzymatic hydrolysis,
bioethanol production and growth pattern of previously selected preparations. The
enzyme action was performed by studying the enzyme activity at temperatures of 40, 50,
and 60 °C Two yeast strains (LEB-TO7 LEB-AAQ5B) were selected and capable of
producing amylase and ethanol, respectively. Yeasts are producing amylases with
enzymatic activity of up to 10.41 U/mL. In the second phase, we sought to perform
mathematical modeling, inspired by the Boltzmann Transfer Equation. The optimal
enzymes for the production of strain LEBTO7 were determined: fermentation conditions
of 120 h, whose enzymes reach the highest activity (9.19 U/mL) at 60 °C. LEB-AAQ5B
yeast strains exhibit optimal conditions for ethanol production: fermentation time of 220
h under aeration of approximately 0.7 vvm, in which ethanol synthesis is observed at a
concentration of 1.4 g/L. To define the kinetic parameters of growth of two strains of
Myriangium sp. (Y6511 and Y6512) in Sabouraud medium at temperatures of 26, 30 and
34 °C at time t ranging from 0 to 36 h. The maximum cell concentration was 34.00 g/L.
The maximum specific growth rate was 0.30 h-1 under the growth condition at 26 °C.
The maximum biomass productivity was 2.75 g/L.h at 26 °C. The observed parameters
are suitable for the production of cell mass, in batch or in a continuous process, enzymes
and other bioproducts of commercial interest.

Keywords: fermentation, hydrolysis, enzyme, starch.
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O Brasil foi o primeiro signatario da Convencédo sobre a Diversidade Bioldgica
(CDB), e é considerado megabiodiverso — pais que retine ao menos 70 % das espécies vegetais
e animais do Planeta — pela Conservation International (Cl). Abriga sete biomas, 49
ecorregides, ja classificadas, e incalculaveis ecossistemas. A biota terrestre possui uma flora
rica, com até 56.000 espécies de plantas superiores, ja descritas; acima de 3.000 espécies de
peixes de agua doce; 517 espécies de anfibios; 1.677 espécies de aves; e 518 espécies de

mamiferos; pode ter até 10 milhdes de espécies de insetos (REBIA, 2020).

Devido a grande diversidade ecoldgica, as espécies pertencentes a fauna e a flora
brasileira talvez ndo venham a ser conhecidas em sua totalidade. Contudo, a destruicdo de
parcelas, ainda que pequenas, destes ecossistemas pode significar a perda irreversivel de

inimeras espécies, por vezes sequer estudadas pela ciéncia (IBAMA, 2007).

No contexto da variabilidade ecol6gica, atencdo particular deve ser dada a
microbiota silvestre existente no territorio brasileiro, que pode ser de grande interesse a
indUstria alimenticia, farmacéutica e quimica. A capacidade produtora de insumos pode
substituir processos quimicos por processos biologicos. Quanto a estes, visa-se a manutengdo
das benesses ao meio ambiente em detrimento da degradacdo ecoldgica daqueles. Como
exemplo, cita-se a substituicdo de hidrolises &cidas por hidrélises enzimaticas com enzimas

microbianas preparadas para cada ocasi&o.

Atualmente, hd um grande interesse em se adquirir espécies de microrganismos
ainda ndo catalogados que sejam produtores de insumos interessantes a industria de alimentos
bem como o de aperfeicoar processos de producao desses insumos a partir de microrganismos
ja conhecidos. Em particular, as amilases, uma das principais enzimas utilizadas
industrialmente, além da reducdo de gastos energéticos associados a producdo de detergentes,
por exemplo, aumenta significativamente a qualidade do produto final. Ainda, sua utilizacéo
estd de acordo com as normas estabelecidas pela ISO 14000 referente ao impacto ambiental
(AZEMA et al., 1995).

A queima de combustiveis fosseis dispensa alta carga de didxido de carbono na
atmosfera além de ser oriundo de uma fonte ndo renovavel. Esse mecanismo de combustao
potencializa o efeito estufa, que estd associado as mudancgas climaticas observadas em todo

mundo.
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Organizacgdes ndo Governamentais (ONGs) ou 6érgdos do governo alertam para a
necessidade de se encontrar vias alternativas para a reducéo da carga de didxido de carbono na
atmosfera sem que outros componentes do ecossistema sejam agredidos. Essa filosofia de

estudo gerou o que hoje é conhecido como sustentabilidade.

Assim, a produgdo de bioetanol tem grande repercussdo, pois trata-se de um
combustivel com fonte renovavel. Além disso, os cultivares destinados a producgéo de bioetanol,
além de reduzirem a carga de CO, na atmosfera decorrente do plantio, o etanol gerado tem
combustdo com menor geracdo deste gas em relacdo a queima de combustiveis fosseis. Alem
disso, melhoramentos no cultivo ou no processo de producdo do combustivel podem tornar
ainda mais valiosa a utilizacdo desta via alternativa para a producdo de energia a partir da

biomassa.

Objetivo geral
O desenvolvimento deste trabalho objetivou modelar matematicamente o0s
processos de producdo de biomassa, amilases ou etanol, com vistas a otimizacao dos parametros

de processo de bancada de laboratério.

Objetivos especificos

1. Identificar os produtos de fermentacdo com vistas a producdo de etanol;

2. Caracterizar o caldo amilolitico produzido por meio do perfil de temperatura e atividade

enzimatica;
3. Otimizar os parametros de fermentacdo para producao de etanol
4. Otimizar os parametros de fermentacdo para producao de amilases.
5. Definir a temperatura 6tima de crescimento para producao de biomassa
6. Calcular os parametros cineticos de crescimento

7. Determinar os parametros do modelo matematico adotado para a modelagem do

processo
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1.1. Leveduras

As leveduras sdo classificadas como fungos unicelulares, caracteristica que as
diferenciam dos bolores, com variada distribuicdo no ecossistema. Elas tém crescimento e
reproducdo mais rapidos em relacdo aos fungos filamentosos, sendo metabolicamente mais
eficientes quando submetidas a processos de conversdo de substancias quimicas devido a sua
maior relacdo area/volume. Quando comparadas as bactérias, as leveduras se apresentam
maiores e com propriedades estruturais peculiares, além de apresentarem motilidade reduzida
na maior parte dos casos. Sao células eucarioticas e heterotroficas, possuem uma parede celular
rigida e se reproduzem sexuada ou assexuadamente. Leveduras notadamente importantes na
industria de alimentos geralmente se dividem por gemulacdo ou por fissdo com células de
didmetro entre 5 e 8 um, podendo ser menores em cultivos velhos ou maiores em alguns casos.
Crescem com maior facilidade em faixas amplas de pH acido e toleram concentracdes de etanol
em torno de 18 % (v/v). A concentracdo do substrato também interfere no metabolismo das
leveduras devido as alteracbes na pressao osmotica do meio reacional, mas apresentam
tolerdncia a concentracdo de sacarose, por exemplo, em torno de 55 a 60 % (p/v). Muitas
leveduras, a depender do meio em que se encontra, sintetizam pigmentos de variadas cores,
além de aromas frutados com potencial de aplicacao industrial, mas ainda pouco investigado
(JAY, 1992).

Leveduras, vivas ou ndo, possuem na sua composi¢ao uma fragcdo de carboidratos
(20 a 40 %) que, em grande parte, fazem parte da parede celular, que é composta principalmente
por B-glucanos e mananos, 0s quais tém impacto no sistema imunoldgico e a capacidade de

prevenir a colonizacdo de bactérias patogénicas no trato gastrointestinal.

Leveduras do género Saccharomyces, por exemplo, sdo classificadas como GRAS
(generally recognized as safe) e podem ser utilizadas como alimento, como no caso do extrato
de levedura, fonte rica de vitaminas do complexo B, além de serem aplicadas como aditivos na
producdo de alimentos desidratados, tais como sopas, ou na producéo de etanol potavel e, ainda,

produtos de panificacéo.

O etanol é produzido pelas leveduras seguindo a via glicolitica, Embden-Meyerhof-
Parnas (Figura 1.1), que se caracteriza por uma sequéncia de rea¢des no citoplasma celular com

a converséo da glicose em piruvato.
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Figura 1.1 — Esquema da via Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) desde glicose até piruvato.
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As leveduras sdo microrganismos anaerdbicos facultativos e tém comportamento
metabdlico de baixa ou nenhuma producdo de etanol quando o suprimento de oxigénio é
suficiente em meios reacionais com restricdo de substrato. Nesta condicao, a levedura utiliza a
fosforilagdo oxidativa em detrimento da glicélise para obtengéo de energia. Contudo, em baixa
tensdo de oxigénio, 0 mecanismo é revertido a rapida obtencdo de energia pela via glicolitica e
posterior sintese de etanol. Todavia, a presenca de oxigénio no meio reacional nao é fator
determinante para a inibicdo da producdo de etanol desde que haja uma concentragéo de glicose
acima de um valor considerado critico, condigdo de alta pressdo osmética, dependente da cepa
de microrganismo, cujas vias de sintese de enzimas envolvidas na respiracdo sao inibidas. Esse
fendmeno é descrito na literatura como Efeito Crabtree, cujos estudos se iniciaram por meio do
trabalho de CRABTREE (1928).
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Sob baixa tensdo de oxigénio ou alta pressdo osmotica, causada pela elevada
concentracdo de substrato, o piruvato oriundo da glicélise é reduzido a etanol. O balanco
estequiométrico da reacdo apresenta um rendimento de 51,1 % (m/m) em etanol e 48,9 % (m/m)
em CO- para a degradacdo de 1,0 mol de glicose, cujos rendimentos energéticos apresentam a

producdo de 2,0 moles de ATP, como segue:

Segundo RUSSEL (2003), o glicerol interfere na pressdao osmoética do meio e seu
acumulo é importante para a sobrevivéncia dos microrganismos durante o estresse osmatico. O
aumento da temperatura, entre outros fatores de perturbacéo, faz a célula produzir maiores
quantidades de glicerol. Em fermenta¢des industriais para a producéo de etanol combustivel, a

concentragéo de glicerol pode atingir 15 g/L.

1.2. Catalisadores Quimicos

A catélise quimica tem sido o método de escolha para a producao eficiente de
combustiveis para transporte a partir de fontes de carbono fossil, portanto, é natural que seja o
esteio da tecnologia de conversdo de biomassa. Muitas das rotas para a transformacéo da
biomassa envolvem vaérias etapas, incluindo despolimerizacdo seguida por processos de
separacdo e atualizacdo. Os produtos da despolimerizacdo incluem compostos altamente
oxigenados e gases leves que sdo inadequados para uso como combustiveis. Esses materiais
precisam ser melhorados por processos distintos. No entanto, as separac@es necessarias € 0s
produtos residuais das etapas de pré-tratamento aumentam a complexidade e o custo da
producdo de biocombustiveis. Esses requisitos levaram os pesquisadores a buscar catalisadores
heterogéneos que possam converter diretamente a biomassa em combustiveis liquidos
(NIELSEN et al., 2008).

Combinar a despolimerizacdo de biomassa e a posterior conversdo em liquido por
desoxigenacdo em uma Unica etapa € particularmente atraente. A transformacédo de gases leves,
tais como gases organicos com um a trés carbonos, em produtos liquidos também é desejavel.
Uma funcdo catalisadora adicional € controlar a reatividade de produtos intermediarios para
evitar a recombinacdo de moléculas com potencial formacdo de produtos de alto peso
molecular. A conversdo direta requer um método para contatar a biomassa com o catalisador

pelo uso de solvente ou volatilizacdo por pirolise.
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1.3. Enzimas
Enzimas sdo biocatalisadores ativos que diminuem a energia de ativagdo das
reacOes sem que sofram alteracdes quimicas permanentes ou desloquem o equilibrio dessas
reacOes. A acdo depende de forcas eletrostaticas presentes na molécula; apresentam alta
especificidade em decorréncia de sua conformacdo tridimensional com presenca de sitios ativos
sendo, em muitos casos, dependente de um cofator para que sua agdo catalitica se proceda
(COPELAND, 2000).

Data de muitos anos a hidrélise enzimatica de amido com vistas a producdo de
etanol. SAMUEL (1996), em seu trabalho de investigacdo por meio de correlacdo microscépica,
publicou na Revista Science indicios da utilizacdo de amido cru, incrustados em vasos

ceramicos, como substrato para producéo de bebidas alcodlicas no Egito Antigo.

Durante o periodo da Segunda Grande Guerra, muitas pesquisas se voltaram a
investigacdo da possibilidade de producdo de etanol e glicose a partir de amido. BALLS,
SCHWIMMER (1944) podem ter sido os primeiros pesquisadores a publicar a possibilidade de
hidrolise completa de amido do trigo cru com utilizacdo de uma mistura de extratos do pancreas

de porcos e “farelo de mofo”, mais tarde identificado como Aspergillus oryzae

As enzimas tém grande potencial na agricultura, processamento de biomassa e
producdo de biocombustiveis, além de ja terem trazido mais eficacia, concomitante a reducéo
de danos ao meio ambiente, em comparagao com 0S processos quimicos mais tradicionais. Hoje
em dia, cada vez mais enzimas sdo usadas para melhorar a produtividade da agricultura,

melhorar a qualidade do biocombustivel e permitir a conversdo econémica de biomassa.

As enzimas sdo, normalmente, proteinas que agem como catalisadores, diminuindo
a energia de ativacdo de reacdes quimicas que, de outra forma, demorariam muito para ocorrer.
As reacles que quebram as moléculas (como aquelas envolvidas na digestdo e respiracdo
celular) e aquelas que constroem moléculas (como as envolvidas na fotossintese e na replicacdo
do DNA) requerem enzimas. Cada tipo de enzima tem uma forma especifica que complementa

a estrutura de seu substrato.

A celobiase (EC 3.2.1.21), por exemplo, esta envolvida na Gltima etapa do processo
de decomposicdo da celulose, uma molécula formada por longas cadeias de glicose que se

encontram nas paredes das células vegetais. Esse € um processo natural usado por muitos
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fungos e também por bactérias (como os encontrados no sistema digestorio dos cupins, nos
estdmagos de ruminantes e em compostagem) para produzir glicose como fonte de alimento.
Transformar a celulose das plantas em acglcar também é um passo importante na criacdo de
etanol para combustivel (CHANDRA et al., 2007).

O substrato natural para a enzima celobiase é a celobiose. Este € um dissacarideo
composto por duas moléculas de beta glicose. Solucbes de celobiose (substrato) e glicose
(produto) sdo claras e ndo existem muitos métodos que conjuguem, simultaneamente, 0s

fatores: simplicidade, baixo custo e celeridade para detectar essas moléculas quantitativamente.

Para tornar essa reacdo mais facil de acompanhar, um substrato artificial, o p-
nitrofenil glucopiranosideo pode ser usado. Este substrato artificial também pode se ligar a
enzima e ser decomposto de maneira semelhante a celobiose do substrato natural. Quando o
substrato artificial, o p-nitrofenil glucopiranosideo, é decomposto pela celobiase, ele produz
glicose e p-nitrofenol. Quando o p-nitrofenol € misturado com uma solucéo bésica conhecida
como solucdo de parada, ele interrompe a reacdo e torna a solugdo amarela. A intensidade da
cor amarela é proporcional a quantidade de p-nitrofenol presente. Para cada molécula de p-
nitrofenol presente, uma molécula de p-nitrofenil glucopiranosideo é quebrada. Para as reacfes
de celobiase em execucdo, outra vantagem de usar uma solucdo béasica para desenvolver a cor

do p-nitrofenol é que o pH béasico também desnatura a enzima e interrompe a reacao.

1.4. Cinética Enzimatica
O modelo cinético proposto por MICHAELIS, MENTEN (1913), Eqg. 1.1, baseia-se
numa reacdo enzimatica simples em que sdo consideradas a velocidade inicial de reacdo,
concentracdo de substrato inicial, concentracdo de produto desprezivel e existéncia de um

complexo Enzima-Substrato.

V =Vmax (Eq. 1.1)

Ky+S

A determinagdo das constantes, Km € Vmax da equacéo de Michaelis-Menten pode
ser realizada pela técnica de linearizagdo da equacdo como descrita por Lineweaver-Burk,

Eadie-Hanes e Hofstee.

Segundo DORAN (1995), esta técnica acaba resultando em valores pouco precisos,
sendo mais adequada a estimativa das constantes pela utilizacdo de softwares. Ainda, grande

parte das reacOes enzimaticas ndo segue a teoria descrita por Michaelis-Menten, principalmente
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devido a problemas com inibi¢6es, que podem ser minorados através de corre¢Ges nessa
equacdo (SCHMIDELL, 2001).

BISPO et al. (2011) fizeram uma extensao do entendimento da solucgéo cinética da
Equacdo de Michaelis-Menten e, por consequéncia, da Equacdo de Monod, para acao
enzimética sem a necessidade da consideragdo de restricdo pelo estado estacionario e
demonstraram a possibilidade de uma solugéo analitica para essa equacao, assim como fizeram
Briggs e Haldane, mas sem a dependéncia do estado estacionario. Em estudos posteriores,
BISPO et al. (2013) estudaram a mesma equacdo com relacdo a dependéncia do substrato,
sempre considerada em excesso, uma consideracdo limitadora em aplicagdes industriais
precisas. Nesse trabalho, os autores sugerem uma aproximacdo matematica para a equagao sem
a consideracdo do excesso de substrato. Os autores demonstram 0 uso de consideracfes de
extensdo da reacdo e simula¢Ges numéricas de velocidade da reacdo e forneceram resultados
ainda ndo obtidos em estudos prévios envolvendo esses aspectos, além de demonstrarem
maiores aproximacbes em relacdo a utilizacdo de equacGes empiricas onde se utilizam

constantes arbitrarias.

1.5. Efeito da Temperatura na Atividade Enzimatica
Velocidades de reagdes enzimaticas dependem da concentra¢do da enzima ativa
(Eq. 1.2). Valores da constante cinética K sdo influenciados pela temperatura segundo a equacdo
de Arrhenius (Eg. 1.3). Logo, a dependéncia da velocidade de reagdo com a temperatura pode
ser expressa pela Eqg. 1.4 (COPELAND, 2000)

V =K. |[E] (Eq. 1.2)
Eq

K = K. er7 (Eq. 1.3)
Ea

V =V, ert (Eq. 1.4)

Er:ncgﬂ:.tante cinética, K;: constante cinética hipotética para uma temperatura infinitamente alta, Ea: energia de
ativacdo, R: constante universal dos gases, T: temperatura absoluta.

Todavia, a redugdo da atividade enzimética em temperaturas mais altas pode ndo
ser desprezivel. A enzima, sendo uma proteina, esta sujeita & desnaturagéo, o que pode explicar
a reducdo da atividade da enzima. Geralmente, ndo ha capacidade de renaturacdo enzimatica, o
que significa perda definitiva do poder catalisador, sendo ideal o conhecimento das condicdes
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Otimas de estabilidade ndo s para o0 armazenamento do produto, como também para minimizar

a perda durante um processo.

A cinética de desnaturacdo é normalmente descrita como uma equacéo de primeira
ordem (Eg. 1.5), muito embora casos mais complexos sejam frequentes. Considerando-se Kq a
constante cinética de desnaturacdo numa dada temperatura, conforme a equacao de Arrhenius
(Eq. 1.6) e Eq a energia de desnaturacdo da enzima, pode-se calcular a meia vida da enzima
(tu2) pela Eq. 1.7.

E=Eye kT (Eq. 1.5)
Eq

Kd = K. ert (Eq. 1.6)

E = 0’ 5 = e_kd'tl/2 (Eq 17)

Ep

Assim, considerando-se a velocidade de reacdo dependente da concentracdo da
enzima ativa e da temperatura (Eg. 1.3 e Eqg. 1.4) e se considerando também os efeitos da
desnaturacdo térmica (Eg. 1.5 a Eq. 1.7), obtém-se uma equacdo global da dependéncia da

velocidade de reacdo em relacdo a temperatura (Eg. 1.8 e Eq. 1.9).

* Eq * E
V = K;.Ey.exp [ﬁ +t.K. exp (— R—_’;)] (Eqg. 1.8)
V = K;,.Eq.exp [—% +0, 69.% (Eq. 1.9)
. 1/2

A atividade enzimatica é estavel numa faixa limitada de pH porque a enzima possuli
varios grupos ionizaveis. Mudancas no pH afetam a carga idnica total da molécula, o sitio de
interacdo e a conformacdo da enzima, essenciais para a manutencdo da capacidade catalitica
(SHULER, KARGI, 2002).

Muitos outros fatores tais como a forga idnica do meio, pressdo, o tampéo
empregado, a pureza dos reagentes e da enzima podem afetar a atividade enzimatica. Todos
estes fatores devem ser experimentalmente determinados ou, no minimo, escolhidos
arbitrariamente e mantidos constantes durante estudos (SHULER, KARGI, 2002).

1.6. O Mercado mundial de combustiveis
Os mercados mundiais de petroleo estdo se reequilibrando depois que a crise da

Covid 19 gerou um colapso sem precedentes na demanda em 2020, mas podem nunca voltar ao
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equilibrio. Mudancas rapidas no comportamento e um impulso mais forte dos governos em
direcdo a um futuro de baixo carbono causaram uma queda dramatica nas expectativas para a
demanda de petréleo nos proximos cinco anos (Figura 1.2). Isso estd forcando decisdes
econdmicas sofisticadas pelas empresas e paises produtores de petréleo, que relutam em deixar
recursos inexplorados ou em instalar nova capacidade ociosa, tais como a producdo de
biocombustiveis ou de enzimas associadas ao processo. A demanda de petréleo poderia atingir
0 pico mais cedo do que o esperado? Ou o mundo esta caminhando de uma crise de

abastecimento? Quais serdo as implicagdes para a industria de refino e os fluxos comerciais?

Figura 1.2-Demanda de petroleo antes e depois da situacdo de pandemia causada pela Covid-
19.
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A Oil 2021, seccional da Agéncia Internacional de Energia (IEA), aborda essas
questBes analisando dados do mercado de petréleo, tendéncias em investimentos e politicas
governamentais. O relatério da IEA (2021) fornece uma visdo abrangente da oferta e demanda
globais até 2026 e explora alguns dos desafios e incertezas que temos pela frente e registra que
a demanda de petroleo deve aumentar para 104 milhdes de barris por dia (mb/d) até 2026, um

aumento de 4% em relacdo aos niveis de 2019.

O desenvolvimento sustentavel da humanidade necessita da producdo de energia
renovavel a custos acessiveis. Os biocombustiveis representam fontes sustentaveis e renovaveis
de energia que, quando queimadas emitem niveis reduzidos de particulas, 6xidos de carbono e
oxidos de enxofre e, portanto, prometem ser 0s combustiveis ideais do futuro para substituir

completamente os combustiveis do petréleo. Os biocombustiveis sdo produzidos a partir de



31

biomassa das mais variadas fontes. InovacGes em biocatalise e processos bioquimicos
avancados contribuiram para o langamento de biorrefinarias utilizando biomassa como fonte de
acucares para a producdo de biocombustiveis de segunda geracdo ou os chamados
biocombustiveis avancados. Numerosas abordagens biocataliticas concentraram-se no uso de
acucares de biomassa para a producdo de etanol (TAHERZADEH, KARIMI, 2007,
SINGHANIA et al., 2013), butanol (QURESHI et al., 2008a, b) e hidrogénio (ZHANG et al.,
2007). Os biocatalisadores permitem o uso de matéria-prima ndo refinada, incluindo 6leo
residual, sem a necessidade de separar acidos graxos livres que podem estar presentes em
grandes quantidades na matéria-prima (NIELSEN et al., 2008). Este trabalho pretende trazer
uma breve abordagem sobre enzimas com aplicagbes potenciais na industria de
biocombustiveis, particularmente para a geracdo de combustiveis de alcool, biohidrogénio e

biodiesel. Varios avancos na biocatalise para producdo de biocombustiveis foram destacados.

1.7. O Bioetanol
O alcool etilico ou etanol € uma substancia organica pertencente a classe dos alcoois
primarios saturados. Pode ser obtido a partir de hidrocarbonetos como eteno e etino e da hulha

(carvdo mineral) ou por fermentacdo de carboidratos oriundos da biomassa.

O bioetanol é o género que compreende todos 0s processos de obtencao do etanol
em que a matéria-prima € a biomassa, tal como a celulose, a cana-de-aglcar ou o milho, por

exemplo.

E provavel que a obtencdo do bioetanol tenha se iniciado no século VI com a
denominacdo “agua ardente”. Como remédio, foi empregado na Italia e regides setentrionais
entre 1250 e 1400. No inicio do século X1V ja se falava da concentracdo do alcool mediante
sais alcalinos, destilacdo fracionada e refrigeracdo. Em 1680, Leeuwenhock observou mediante
um microscépio, com aumento de 150 vezes, que o agente da fermentacéo alcodlica (levedura)
consistia de pequenos granulos, assentando a pedra fundamental da investigacdo dos fenémenos
fermentativos (ETHANOL BRASIL, 2007).

1.8. Energias Renovaveis
As energias renovaveis, incluindo solar, e6lica, hidrica, biocombustiveis e outras,
estédo no centro da transformacgédo para um sistema de geracdo de energia com menor grau de

impacto na liberac&o de carbono e maior sustentabilidade.
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A bioenergia moderna é uma importante fonte de energia renovavel. A sua
contribuicdo para a demanda de energia em todos 0s setores € cinco vezes maior do que a edlica,
a solar e a fotovoltaica combinadas, mesmo quando o uso tradicional de biomassa é excluido.
Nos ultimos anos, a bioenergia para eletricidade e biocombustiveis de transporte tem crescido
rapidamente, principalmente devido aos niveis mais elevados de apoio a politicas. No entanto,
o0 setor de aquecimento, consumidores de oxigénio atmosférico devido a combustdo, continua
sendo a maior fonte de bioenergia. A bioenergia moderna ndo inclui o uso tradicional de
biomassa, tal como o utilizado em paises em desenvolvimento e economias emergentes, que se
valem de cozedores e sistemas de aquecimento com fornalhas ineficientes ou queima simples,

convergindo em impactos na saude humana e no meio ambiente (IEA, 2021).

A producdo global de biocombustiveis aumentou 10 bilhGes de litros em 2018,
atingindo o recorde de 154 bilhdes de litros. Com o dobro do crescimento de 2017, este aumento
anual de 7% foi o maior em cinco anos. A producdo deve aumentar 25% até 2024 (IEA, 2021).
Os dados sdo relativos as melhores perspectivas de mercado no Brasil, Estados Unidos e

especialmente na China (Figura 1.3).

Figura 1.3— Crescimento da producédo de biocombustiveis em mercados chave para o periodo
de 2019 a 2026.
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Fonte: IEA, 2021

1.9. A Sustentabilidade na Producéo do Bioetanol
O estudo do conceito de emergia projetado por ODUM (1988) foi utilizado por
BASTIANONI e MARCHETTINI (1996) com relacdo & produgdo de etanol a partir da

biomassa com foco na eficiéncia e sustentabilidade do processo. A viabilidade esta relacionada
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a fatores como: 1 - o combustivel produzido deve fornecer mais energia que aquela consumida
na sua producéo; 2 — o combustivel deve ser de fonte renovavel e sua disponibilidade por um
longo prazo deve ser assegurada; 3 — a liberacdo de CO2 no meio-ambiente pela produgdo e
gueima do biocombustivel deve ser menor em relagdo a quantidade equivalente de combustivel
fossil; 4 — o requerimento de terras ndo deve ser alto para que se evite a competi¢cdo com a
plantagdo de outros produtos de maneira que se garanta a preservagdo de areas silvestres e o
sustento da atividade da biosfera; 5 — a qualidade do combustivel deve ser claramente estimada
no sistema da hierarquia termodindmica da biosfera com insercdo de custos de producao,

incluindo o trabalho ambiental gratuito necessario para prové-lo.

Dados emergéticos analisados para o Brasil em 1996 demonstram que: para analise
de energia e carbono, o rendimento para a producéo alcodlica a partir de cana-de-agUcar é de
5,92x10% J/ha, energia fossil empregada de 1,36x10%° J/ha, razdo saida/entrada de energia de
4,35, producio liquida de energia de 4,56x10%° J/ha, liberagcdo de CO, de 1,89x10° g/ha, CO2
evitado pela opcdo de biocombustivel de 4,44x10° g/ha, relacdo de CO- liberado/evitado de
0,43, terra requerida por planta de 0,90 ha; analise emergética: transformidade de 1,03x10° sej/J,
razdo liquida de emergia de 1,62, razdo de carga ambiental de 3,27, densidade de ocupacéo de
6,07x10* sej/m? e razdo de investimento de 1,61 (BASTIANONI, MARCHETTINI, 1996).

Com a continuidade dos estudos emergéticos sobre a produtividade de etanol de cana-
de-acucar, VITORIA, RODRIGUES (2016) apontam que a producdo de cana-de-actcar no
Brasil utiliza niveis relativamente altos de tecnologia, indice de Carga Ambiental (ELR) para
cana-de-aclcar € o segundo mais baixo. Assim, ha muito espaco disponivel para o
desenvolvimento do ponto de vista dominante da agricultura industrializada moderna. A pegada
de carbono de um sistema aumenta com o aumento do ELR. Assim, a producdo de cana-de-
acucar apresentou melhores resultados do que trigo e milho. Os autores ainda afirmam que a
producdo de cana-de-acucar como matéria-prima para etanol no Brasil € mais emergeticamente

sustentavel que a producédo de milho, trigo e mandioca.

1.10. Fatores Agrondmicos Associados a Producéo do Bioetanol
A producdo de &lcool, aglcar e cana-de-aglcar pode ser apreciada por meio da
Tabela 1.1, fornecida pela UNICA (2021).
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Tabela 1.1- Moagem de cana-de-acUcar e producgdo de agucar e etanol - safra 2020/2021

Car)a—de—a(;ucar A(;L’J_car Etanol (mil m?)
Estados mil toneladas mil Total
toneladas  Apidro  Hidratado
Espirito Santo 2.655 137 73 38 111
Goias 74.011 2.319 1.186 4.055 5.241
= | Mato Grosso 16.773 484 935 2.391 3.326
2 | Mato Grosso do Sul 48.804  1.847 721 2.142 2.864
LE, Minas Gerais 70.838 4.709 1.047 2.013 3.059
g Parana 34.790 2.636 531 731 1.261
2 | Rio de Janeiro 1.083 8 0 74 74
& |Rio Grande do Sul 0 0 0 0 0
Santa Catarina 0 0 0 0 0
Séao Paulo 356.508  26.324 5.195 9.232 14.426
Acre 0 0 0 0 0
Alagoas 17.036 1.438 190 235 424
Amapa 0 0 0 0 0
Amazonas 282 11 0 9 9
» | Bahia 4.46 134 117 157 274
2 | Ceara 0 0 0 0 0
%’ Maranhao 2.427 15 162 16 178
% Para 1.036 51 39 12 50
g Paraiba 6.242 144 180 226 406
gel Pernambuco 11.827 872 103 255 358
2 | Piaui 1.177 82 28 10 39
® | Rio Grande do Norte 3.068 174 31 86 118
Rondbnia 0 0 0 0 0
Roraima 0 0 0 0 0
Sergipe 2.244 118 21 87 108
Tocantins 2.171 0 87 89 176
Regido Centro-Sul 605.462  38.465 9.688 20.675 30.363
Regido Norte-Nordeste 51.970 3.038 959 1.181 2.140
Brasil 657.433  41.503 10.647 21.856 32.503

Fonte: UNICA 2021

De modo analogo, observam-se dados relativos a colheita de cana de aglcar na

Tabela 1.2, observada em 2018, ano da ultima atualizacdo promovida pela UNICA (2021).
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Tabela 1.2- Area colhida com cana-de-agUcar, 2018

ESTADO Area em hectares (ha)

Plantada Colhida
Acre 517 455
Alagoas 279.495 279.495
Amapa 246 214
Amazonas 3.962 3.953
Bahia 70.996 70.996
Ceara 12.273 10.013
Distrito Federal 205 205
Espirito Santo 52.242 43.888
Goiéas 948.091 948.091
Maranhao 45.399 43.657
Mato Grosso 286.180 283.780
Mato Grosso do Sul 680.611 680.611
Minas Gerais 921.870 917.810
Para 13.475 13.475
Paraiba 102.424 102.424
Parana 613.487 613.037
Pernambuco 246.468 244 645
Piaui 14.594 14.594
Rio de Janeiro 53.881 53.876
Rio Grande do Norte 64.240 64.240
Rio Grande do Sul 15.691 15.691
Rond6nia 1.907 1.878
Roraima 160 160
Sé&o Paulo 5.555.502 5.555.502
Santa Catarina 4.072 4.072
Sergipe 36.457 36.143
Tocantins 39.294 39.294
Regido Centro-Sul 9.131.832 9.116.563
Regido Norte-Nordeste 931.907 925.636
Brasil 10.063.739 10.042.199

Fonte: UNICA 2021

De acordo com a FAO (2021), prevé-se que a producdo global de acucar na safra
entre outubro de 2020 e setembro de 2021 diminua pelo terceiro ano consecutivo, depois que
condicBes climaticas desfavoraveis afetaram negativamente as perspectivas em alguns dos
principais paises produtores. A producdo mundial devera cair abaixo do consumo global, que
deveréa se recuperar do nivel mais baixo da temporada de 2019 ap0s o inicio da pandemia de
COVID-19.

Em condigdes climaticas normais, a producdo das safras de cana-de-agucar e
beterraba devera aumentar na proxima década, principalmente por conta de alguns retornos
remunerativos. As duas safras de acucar devem crescer a uma taxa mais elevada do que na

década passada, embora bem abaixo das observadas nas décadas entre 1990 e 2000, quando a
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producdo de aclcar também era usada para o desenvolvimento de biocombustiveis de primeira

geracao.

Na proxima década, a partir do ano 2030, o desvio da moagem da safra de agucar
para a producéo de etanol - o outro subproduto principal - continuara a desafiar a producédo de
acucar (FAO, 2021)

A maior parte do crescimento projetado para a producdo de aglcar devera vir de
paises em desenvolvimento (Figura 1.4). O Brasil deve manter sua posi¢do como o maior
produtor mundial de acUcar, seguido de perto pela india. Esses dois paises representaréo,
respectivamente, cerca de 21% e 18% da producdo mundial total de acucar até 2030. Em termos
absolutos e em comparac&o com o periodo base (2018-2020), Brasil (+5,8 Mt), india (+5,1 Mt),
e a Tailandia (+3,2 Mt) mostram os maiores aumentos na producdo. Na Tailandia, os precos
mais altos devem apoiar uma recuperagdo da producédo apds duas temporadas consecutivas de
producdo reduzida (2019 e 2020) devido a uma combinagdo de condigBes desfavoraveis de
tempo e precos baixos que restringiram o plantio.

O Brasil, maior fornecedor mundial de acUcar, tem estado persistentemente
endividado nos ultimos dez anos, mas alguma reestruturacdo foi iniciada recentemente.
Segundo dados da UNICA (2021), ao longo da préxima década, prevé-se que a suposta
desvalorizacédo do real aliada a algumas taxas de juro de incentivo contribuam para aumentar a
rentabilidade do setor e para atrair novos investimentos, apesar do aumento dos custos dos
insumos. Seu setor de aclcar continuara a ser desafiado pelos biocombustiveis, com mais da
metade de sua cana sendo usada para produzir etanol. No geral, o dominio do pais como o maior
produtor e exportador mundial de agucar serd mantido durante o periodo da perspectiva, com a
producdo projetada para atingir 41 Mt (+5,8 Mt em comparacdo com o periodo base) até 2030.
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Figura 1.4 — Dados comparativos entre a producdo de biocombustiveis e aglcar para o periodo
de 2018 a 2020 e projecOes para 0 ano 2030.
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No ano de 2019, a producdo global de cana de aglcar permaneceu preponderante
no Brasil, seguido da India, tal como pode ser observado na Figura 1.5.

Figura 1.5- Producdo mundial de cana de agucar em 2019.
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Fonte: FAOSTAT. In: https://doi.org/10.4060/chb4477en-map10

Por se tratar de uma fonte de combustivel renovavel, o interesse mundial na questédo
do bioetanol tomou proporgdes em que o aprofundamento em pesquisas tornou-se essencial

para a diminui¢do do consumo de combustiveis fosseis, eminentemente esgotavel.
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A utilizacdo de biocombustiveis diminui os gastos com energia e a emissao de gases
toxicos para a atmosfera, além de despertar um significativo interesse econémico. Seu uso em
automoveis reduz em 80 % a emissdo de CO2 na atmosfera (SWISSINFO, 2020).

A industria madeireira, por exemplo, gera uma carga de rejeitos que podem ser
aproveitados para a producéo de alcool. OKUDA et al. (2007) trabalharam com producéo de
alcool a partir de rejeitos de madeira hidrolisado quimicamente com &cido sulfarico, utilizando
Escherichia coli KO11 em fermentacdo anaerdbica e produziram aproximadamente 30 g/L de
alcool em fermentadores de 5 L com 90 % de caldo hidrolisado e 5 % de nutrientes. Depois de
48 h de fermentacdo, a viabilidade celular foi de 102 UFC/mL. O rendimento foi de 0,46 g de
etanol/g de agucar depois de 24 h de fermentac&o.

O trigo também pode ser uma fonte renovavel de biocombustivel. Em estudos com
trigo, ROSENBERGER et al. (2001) demonstram que o ganho energético liquido pode variar
de 27 a 56 GJ/ha e que a producdo de etanol pode alcangar valores de 2662 L/ha.

KIM, DALE (2004) comparam dados sobre producéo alcoodlica a partir de distintos
cultivares e demonstram que milho, arroz e cana-de-agucar apresentam os maiores rendimentos
(0,46; 0,48 e 0,50 L/kg de massa seca respectivamente). Aproximadamente 5 % de todo milho

produzido no mundo é desperdicado, o que poderia gerar 9,3 GL de etanol.

Dentre os cultivares destinados a producao de biocombustiveis, destacam-se a cana-
de-acgUcar e o milho. O rendimento tedrico para a producao de etanol a partir da palha de milho
seca € de aproximadamente 480 L/ton, assumindo que hexoses e pentoses formados a partir da
degradacéo da celulose original sdo fermentados (KADAM, MCMILLAN, 2002).

A producéo de milho nos Estados Unidos representa 49 % da producdo mundial
deste cereal e ocupa apenas 20 % das terras destinadas ao seu plantio. Ainda, é o segundo maior
cultivar, depois da soja, em que implementacdes biotecnoldgicas aumentam consideravelmente
o rendimento. Apenas 10 % da area produtora de milho sdo destinados ao plantio de variedades
biotecnologicas (FAO, 2021).

O milho é o gréo destinado a alimentacao mais produzido nos Estados Unidos, com
grande parte da safra destinada a alimentagdo animal. O milho também é processado em uma
ampla gama de produtos alimentares e industriais, incluindo cereais, alcool, adogantes e
subprodutos (USDA, 2021)
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A Economic Research Service (ERS), associada ao USDA, fornece dados para a
producédo de milho que incluem: i) mais de 36 milhdes de hectares de terra sdo plantadas com
milho e a maior parte da safra cultivada na regido de Heartland; ii) producdo de alimentos e
sementes para usos industriais sdo projetados para a demanda anual em curso e em projetos
futuros; iii) os Estados Unidos sdo um importante player no mercado de comeércio mundial de
milho, com exportacdes entre 10 e 20 % da safra. Os Estados Unidos s&o responsaveis por cerca
de 40 % das exportacbes mundiais. ERS analisa eventos nos mercados de milho nacionais e

globais que influenciam a oferta, a demanda, comércio e precos (USDA, 2020).

SCHOLEY et al. (2016) estudaram a producdo de racdo animal e combustivel a
partir de grdos ricos em amido. Os autores relatam que a construcdo de uma biorrefinaria é um
investimento financeiro significativo, requerendo empenho comercial sélido para a producgédo
do produto primario (combustivel) e, mais recentemente, dos coprodutos associados, tais como
racdo animal. Construc6es modernas de plantas que produzem bioetanol preveem vantagens
por meio de economias de escala, na utilizacdo combinada de calor e forgca e cadeias de
suprimentos. Com ampliacdo de escala e alto volume de producdo vem o beneficio adicional
de fornecimento continuo e consisténcia do produto. O uso da tecnologia pode agregar valor ao
coproduto e pode adicionar significativo beneficio financeiro as biorrefinarias com vistas aos
planos de ascensdo industrial e de negdcios. Os autores concluem que o potencial de uma planta
de bioprocessos para produzir tanto combustivel quanto racdo animal é uma perspectiva
excitante. Os avancos tecnoldgicos no campo das separagdes fisicas e quimicas, combinada
com a possibilidade de se empregar enzimas, contribui para o portfélio de técnicas de
bioprocessos. Os autores ainda apontam que o valor de mercado da proteina estd em expansdo
com expectativa de um aumento de 40 % até 2050. Atualmente, as biorrefinarias de etanol
produzem grdos secos como coproduto, que € um valioso ingrediente utilizado principalmente

na alimentacdo do gado bovino.

Segundo a AFDC (2021), com relacdo a producao de etanol e outros subprodutos
do amido, a maior parte do etanol nos Estados Unidos € produzida a partir de grdos com alto
teor de amido por processamento seco ou Umido. Quase 90% das usinas de etanol possuem
moinhos secos devido aos menores custos. A moagem a seco é um processo de cominui¢do do
milho até farinha. O processo de fermentacao a converte em etanol, com geracao de subprodutos

de destilaria e dioxido de carbono. Plantas industriais de moagem umida produzem
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principalmente xarope de milho, juntamente com o etanol e varios outros subprodutos, tais

como 6leo de milho e amido.

A maioria das usinas de etanol nos EUA esté concentrada no Centro-Oeste, mas 0
consumo de gasolina é mais alto ao longo das costas leste e oeste. Este fator representa um
desafio aos produtores de etanol com relagdo a distribuicdo. De acordo com o Departamento de
Agricultura dos EUA (USDA), 90 % do etanol sdo transportados por trem ou caminhdo. Os
outros 10 % sdo transportados principalmente por barco, com quantidades minimas
transportadas por gasodutos. Para colocar isto em perspectiva, um caminhdo-tanque pode
transportar 8.000 a 10.000 litros de etanol, e um trem pode transportar aproximadamente
120.000 L de etanol (AFDC, 2021)

De acordo com a Companhia Nacional do Abastecimento (CONAB, 2021), A
estimativa da area a ser cultivada no pais para a safra 2021/22 € de 71,8 milhGes de hectares,
um crescimento de 4,1% em relacdo a safra anterior. Nesse total estdo incluidas as culturas de
primeira safra, semeadas entre agosto e dezembro de 2021, as de segunda safra, semeadas entre
janeiro e abril de 2022 e as culturas de terceira safra, semeadas entre meados de abril a junho
de 2022. A segunda estimativa para a safra que se inicia indica um volume de producdo de
289,8 milhdes de toneladas, 14,7% ou 37 milhdes de toneladas superior ao obtido em 2020/21,
com destaque para 0 aumento na producao da cultura de soja, com crescimento de 3,5% na area
a ser cultivada e para o milho, sobretudo o de segunda safra, que foi severamente afetado pela

situacdo climatica adversa na safra anterior.

Hoje em dia, o etanol oriundo do milho é produzido quase que exclusivamente do
amido retido na semente do grdo. Estudos de producéo alcodlica a partir de grdos de milho sdo
realizados desde a década de 80 (TORNEY et al. 2007). Avancos e entendimentos mais
aprofundados podem, contudo, providenciar aumento significativo no rendimento da producéo

em detrimento de préticas atuais.

1.11. Leveduras Etanologénicas
Para a producéo do bioetanol, pré-tratamentos termoquimicos sao utilizados para
provocar a ruptura da parede celular do tecido vegetal de maneira que o polissacarideo se
exponha & atuacdo da enzima. Dentre os procedimentos mais utilizados, o tratamento &cido

revela-se eficiente, mas resulta em alta concentracdo de furfural na fase liquida o que pode



41

provocar efeito deletério sobre o microrganismo utilizado na fermentagdo (EGGEMAN,
ELANDER, 2005).

ARAQUE et al. (2008) selecionaram cepas termorresistentes de Saccharomyces
cerevisiae isoladas de vinhos para producéo de bioetanol a partir de meio contendo 50 g/L de
glicose e 100 g/L de material lignoceluldsico. As cepas isoladas foram submetidas a estresse
térmico de maneira gradual e choque térmico. As cepas consideradas termotolerantes
produziram etanol em temperatura de até 42 °C. Quando submetidas a fermentacdo a 40 °C, a
taxa de reducdo maxima do substrato foi de 75 %. Em etapa simultanea de sacarificacédo e
fermentacdo a 40 °C, a concentracdo maxima de etanol foi de 28 g/L enquanto a taxa de
reducdo, 73 %. Em conclusdo, os autores afirmam que o estresse térmico tem influéncia direta
na producdo de etanol a partir de material lignocelul6sico quando sdo comparadas cepas de

leveduras que sofreram o tratamento com outras de mesma cepa sem o tratamento.

KHAW et al. (2005) avaliaram o desempenho de distintas cepas de Saccharomyces
cerevisiae com base em engenharia de superficie para producéao de etanol a partir de amido. A
metodologia se baseou em expressdo génica com formacao dos plasmideos com propriedades
de expressdo para producdo de a-amilase e glicoamilase. As leveduras foram crescidas por
batelada em meio rico em vitaminas e glicose (20 g/L) com pH 5,0, aerac¢éo de 1 vvm e agitacéo
de 400 rpm. Em seguida, foram mantidas em batelada alimentada (alimentagdo com glicose 30
g/L) nas mesmas condigOes, mas com meio reacional acrescido de amido (100 g/L). Ao final
de 60 h foram observadas a reducdo da concentragdo de amido e de glicose para
aproximadamente 5,0 g/L e 0,0 g/L respectivamente. A concentracdo maxima de etanol atingiu

o valor de 51,0 g/L. com taxa de hidr6lise do amido de 95 %.

A producdo de etanol a partir da glicose derivada da degradacao do amido tem sido
dominada pela utilizacdo de leveduras da espécie Saccharomyces cerevisiae. Contudo, o acucar
derivado da biomassa é uma mistura de hexoses (essencialmente a glicose) e pentoses
(essencialmente a xilose) e muitas cepas selvagens de Saccharomyces cerevisiae ndo degradam
a xilose. Uma saida utilizada é a associagéo de leveduras com microrganismos etanologénicos
que degradem a xilose ou a manipulag&o por engenharia genética com mecanismo de expressao
génica de modo que um sé microrganismo degrade tanto as hexoses quanto as pentoses. Para o
primeiro caso, pesquisas revelam que é possivel a utilizagdo de leveduras e bactérias, como a

Zymomonas mobilis para a degradacdo da xilose residual (DIEN et al., 2003); para o segundo
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caso, cepas de Saccharomyces cerevisiae tém sido manipuladas geneticamente de maneira que
tenham a capacidade de degradar ambos os carboidratos pela adi¢do de genes de Pichia stipitis
(JEFFRIES, JIN, 2004).

O foco de estudos relativos a producédo do bioetanol esta na reducéo dos custos tanto
da producéo dos biorreatores quanto do processo. Para isso, 0 pré-tratamento se faz necessario
e pode representar uma porcao significativa na analise de custos. Dessa forma, a compreensao
dos mecanismos e operacdes unitarias envolvidas nas estratégias de pré-tratamentos sédo

essenciais.

Estudos realizados por MAJOVIC et al. (2006) revelam que a producéo de etanol a
partir de farinha de milho hidrolisada por Saccharomyces cerevisiae em condi¢des anaerébicas
(pH 5,0; 32 °C ¢ agitagdo de 100 rpm), liquefeita sob atuacao de a-amilase de Bacillus
licheniformis e sacarificada por glucoamilase de Aspergillus niger revelam que o grau de
hidrélise do amido nativo presente na farinha de milho depende da concentracdo do substrato,
tipo e concentracdo da enzima utilizada e as condigdes em que 0 processo ocorre. Para uma
relacdo fixa de 1:3 (substrato:agua), o que corresponde a 17,5 % de amido, a atividade
enzimatica de a-amilase é diretamente proporcional a concentracdo de dextrose equivalente
(DE) da farinha de milho hidrolisada (valores de 19 % de DE podem ser alcangados com
utilizagdo de 19 KNU de a-amilase depois de 1 h de atuacéo a 85 °C e pH 6,0). A unidade KNU
refere-se ao termo “kilo novo units de a-amilases” — quantidade de enzima que hidrolisa 5,26
g de amido por hora de acordo com a metodologia padrdo da Novozyme para determinacdo de
a-amilases). Com o substrato liquefeito, a atuacdo da glucoamilase se mostra mais eficiente no
processo de sacarificacdo quando a DE atinge valores de 16 % (solucéo liquefeita), fase em que
a DE para a sacarificacdo atinge aproximadamente 53 % com utilizacdo de 24 AGU de
glucoamilase por 4 ha 55 °C e pH 5,0. A unidade AGU é a quantidade de enzima que hidrolisa
1,0 umol de maltose por minuto sob condi¢des especificas. Combinagdes de tratamentos
revelaram que a utilizagdo de 12 KNU de a-amilase com 48 AGU de glucoamilase atinge o
valor maximo de conversédo da farinha de amido (DE=93,8 %) em 48 h. A producéo de etanol
com a solugao sacarificada (12 KNU de a-amilase e 36 AGU de glucoamilase) obteve maior
rendimento tedrico (89,2 %) com utilizacdo de 11,5 % (p/p) de amido inicial (concentracdo
maxima de etanol de 5,7 %), Yps=0,50 e produtividade 1,21 g/L.h. Contudo, a maxima
concentracdo de etanol (7,7 %) foi alcangada com utilizacdo de 17,5 % de amido inicial com

rendimento de 78,5 %, Yp;s=0,44 e produtividade 1,60 g/L.h. Para os casos estudados, foi
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utilizado indculo de 1 % (p/p) de Saccharomyces cerevisiae em relacdo a concentragdo inicial
de amido com fermentacdo etanologénica por 48 h a 32 °C e pH 5,0. A concentracdo do in6culo
também se mostra importante na reducdo do tempo de fermentacéo, que pode ser de 32 h para

concentracéo de 2 % (p/p).

KONDO et al. (2002) realizaram a producéo de etanol a partir de amido com cepas
de Saccharomyces cerevisiae YF-207 recombinada geneticamente com Saccharomyces
diastaticus ATCC60712 e Saccharomyces cerevisiae W303-1B com fermentacdo em batelada
simples e batelada alimentada a 30 °C e pH 5,0. No processo em batelada simples, o tempo
decorrido para a fermentacdo com amido como substrato foi de aproximadamente 35 h. A
produtividade de etanol foi de 0,71 g/L.h e a concentragéo atingida, 25 g/L depois de 30 h de
fermentacdo. Em batelada alimentada, a concentracdo alcancada para o etanol foi de 50 g/L

depois de aproximadamente 120 h de fermentacéo.

1.12. Enzimologia das amilases
A molécula de amido original quando em contato com as amilases, se converte em
oligossacarideos, alterando as propriedades reoldgicas da solucdo que o contém até a formacéo
de amilose, dextrina, maltotriose maltose e glicose. O mecanismo de degradacdo da molécula

de amido pelas amilases esta representado por meio da Figura 1.6.

Microrganismos inoculados em meios de cultura apropriados segregam quantidades
apreciaveis de amilases. Amilases produzidas por microrganismos termofilicos apresentam
caracteristicas termoestaveis em relacdo aquelas produzidas por mesoéfilos. Além disso, 0s
processos que ocorrem em altas temperaturas adquirem menor risco de contaminacdo por
mesdfilos e a diminuicdo da viscosidade do meio permite a utilizacéo de elevadas concentragdes
de substrato. Assim, o processamento industrial do amido requer, essencialmente, enzimas
amiloliticas que atuem sob altas temperaturas (UGURU et al., 1997). Por outro lado, enzimas
que atuam sob temperaturas amenas, em torno de 30 °C, podem ser bastante Uteis para aplicagdo

em industrias quimicas como ingredientes de produtos saponaceos, por exemplo.



44

Figura 1.6 — Esquema da degradacdo da molécula de amido pelas amilases.
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1.13. Amilases de Origem Bacteriana
Amilases bacterianas, sintetizadas principalmente por Bacillus subtilis, sdo enzimas
que liquefazem o amido e que se utilizam na fabricacdo de adesivos ou de revestimentos a base
de amido para papéis, em panificacdo e em outras industrias alimenticias ou ainda na fabricacéo

de produtos de desengomagem empregados na industria téxtil.

A produgdo de a-amilases com utilizagdo de fontes de amido de baixo custo como
trigo, cevada e arroz pode desonerar 0 processo produtivo de maneira que o torne atrativo a

investimentos em larga escala.

IKRAM-UL-HAQ et al. (2005) realizaram testes com Bacillus licheniformis GCB-
36 e seus mutantes (GCBU-8, GCCM-23 e GCUCM-30) para a producao de a-amilases a partir
de fontes naturais de amido como cevada, milho, arroz, gréo-de-bico e milheto (“pearl millet’)
com fermentacdo por 48 h a 40 °C e perceberam que a maior atividade enzimatica a 60 °C (936
+ 2 IU/mL.min"?) foi alcancada pela espécie mutante GCUCM-30 usando o milheto como fonte
de amido. Esta atividade foi ainda maior que aquela observada quando se utilizou amido soltvel
(710 + 5 UlI/mL.min). Ainda, observaram que concentragdes de 1,50 % (p/p) de milheto

beneficiam a producdo de a-amilases com maiores atividades.

TANYILDIZI et al. (2005) otimizaram a producdo de a-amilases de Bacillus sp.
por meio de superficie de resposta com varia¢Ges de concentragdes de amido (0,0 a 20,0 g/L),
extrato de levedura (0,0 a 6,0 g/L), peptona (0,0 a 10,0 g/L) e glicerol (0,0 a 20,0 % - v/v). O
maior valor de atividade enzimatica (17,54 Ul) foi predito pelo modelo com utilizagdo do
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método numérico proposto por Meyers e Montgomery. Os valores 6timos com relacdo aos
parametros estudados foram: amido, 17,58 g/L; glicerol, 12,37 % (v/v); extrato de levedura,
0,00 g/L e peptona, 8,77 g/L.

Ainda, tratando-se de estudos com utilizacdo de superficie de resposta, ZHI et al.
(2005) modelaram matematicamente a purificacdo de a-amilases produzidas por Bacillus
subtilis BA-1 em sistema aquoso bifasico com polietilenoglicol (PEG 3350) em forma solida
(variacdo de 9,0 a 19,0 % - p/p), citrato (variacdo de 10,0 a 20,0 % - p/p) e NaCl (variacdo de
0,0 a 10,0 % - p/p). O maximo fator de purificacdo obtido experimentalmente foi de
aproximadamente 2,0 (valor predito pelo modelo matematico de 2,5 — R?=0,9234) com
recuperacdo de 90 % em um Unico passo de purificacao.

DEMIRKAN et al. (2005) trabalharam com Bacillus amyloliquefaciens nativos e
mutantes na produgao de a-amilases. A caracterizacdo da enzima foi realizada apos purificacdo
por precipitacdo com sulfato de aménio 80 %. O precipitado foi dissolvido em tampé&o Tris-
HCI (pH 7,6) e filtrado. Em seguida, foi realizada dialise em coluna de Q-Sefarose e elui¢do
com NaCl 0,5 M no mesmo tampao. Fragcdes foram coletadas e novamente permeadas em
coluna de Q-Sefarose seguida de eluicdo com solucdo de NaCl 20 mM em tampéo pH 5,0. A
enzima foi concentrada numa Gltima etapa por ultrafiltracdo. Peso molecular foi analisado por
eletroforese em SDS-PAGE. As propriedades caracteristicas das enzimas se mostraram
relativamente semelhantes, sobretudo com relacdo ao pH de atividade méaxima (6,0),
temperatura (55 °C), peso molecular (52 kDa) e especificidade do substrato (maltopentose).
Contudo, no estudo dos parametros cinéticos, percebeu-se distin¢do entre os valores de km para
as variedades nativas (1,92 mg/mL) e mutantes (3,74 mg/mL). Da mesma forma, foram
encontrados valores de Vmax de 351 U/mL e 401 U/mL para as variedades nativas e mutantes

respectivamente.

Em linha de pesquisa semelhante, MITSUIKI et al. (2005) caracterizaram o-
amilases produzidas por distintas variedades de Bacillus sp. Todavia, o processo de purificacdo
utilizado se valeu de precipitacdo seguida de permeacdo em coluna cromatografica do tipo
DEAE-Toyopearl 650M (2,5 cm x 25 cm) e concentragdo por liofilizacdo. Nova etapa
cromatografica foi realizada em coluna sephacryl S-200HR (1,0 cm x 20,0 cm). Para Bacillus
subtilis, a purificacdo enzimatica foi realizada por cromatografias de permeacdo em gel e troca

ionica. De acordo com os resultados obtidos, todos 0os microrganismos estudados tiveram
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capacidade de degradacdo do amido. Em todos os testes demonstrados, o amido foi degradado
mais extensivamente quando se utilizou o milho como fonte de carbono (méaximo de 92 % de
hidrolise). As colunas cromatograficas utilizadas apresentaram valores de recuperacgéo variando
de 9 a 88 % para as espécies Bacillus licheniformis 1FO14206 e Bacillus subtilis IFO3108
respectivamente. A massa molecular analisada variou de 45 a 67 kDa.

Estudos de cromatografia de afinidade de a-amilases produzidas por Bacillus
subtilis MTCC 1483 em colunas de amido-celite e amido-sepharose seguida de permeacdo em
gel SDS-PAGE foram realizados por MENDU et al. (2005). Os resultados revelaram que a
maior atividade enzimatica especifica alcangada foi de 507,0 umol/mg com taxa de recuperagao

de 51,0 % e fator de purificacdo de 230,0 quando o eluente utilizado foi a dextrina.

1.14. Amilases Produzidas por Fungos Filamentosos e Leveduras
Amilases fingicas sd3o essencialmente a-amilases provenientes de culturas de
bolores, principalmente dos géneros Rhizopus ou Aspergillus. Embora apresentem consideravel
poder de liquefagé@o, amilases bacterianas possuem maior eficiéncia nesse processo. No entanto,
a producdo de amilase por fungos filamentosos varia de acordo com 0 género e a espécie
envolvida (NWUFO et al., 1988).

WANDERLEY et al. (2004) caracterizaram bioquimicamente o-amilases
produzidas por Cryptococcus flavus. O meio fermentado foi centrifugado e liofilizado. A
enzima foi entdo purificada com permeacgdo em gel em coluna Sephacryl S-100 e absorbancia
de 280 nm e depois por eletroforese em dodecil sulfato de sddio poliacrilamida (SDS-PAGE).
O maior valor de atividade enzimatica obtido com permeacdo em gel foi de 0,25 U/mL
(atividade especifica de 842,85 U/mg) em 24 h de incubacdo, quando se esgotou a fonte de
carbono. A atividade enzimética especifica obtida com o caldo ndo purificado foi de 52,22
U/mg. A recuperacdo em SDS-PAGE foi de 50,21 %. A massa molecular da proteina foi de
84,5 kDa, apo6s permeacdo em gel, e de 75,0 kDa, quando medida apds a purificagdo por
eletroforese. O pH 6timo foi de 5,5, a temperatura de 50 °C e Km de 0,056 mg/L utilizando-se

modelo cinético proposto por Michaelis-Menten.

Estudos relatam que ao se imobilizar a-amilases em colunas com alumina (10 mg
de a-amilase para 1g de alumina) sob distintos tratamentos, percebe-se que a enzima é adsorvida
somente na superficie externa do suporte (RESHMI et al., 2006). A area superficial utilizada
varia de 174 a 241 m?/g enquanto o volume do poro, de 0,0915x10° a 0,1274x10° m%/g.
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Tratamentos da alumina sob elevadas temperaturas de calcinagdo podem diminuir grupamentos

OH" na coluna, estabelecendo menor adsor¢do da enzima (RESHMI et al., 2006).

As a-amilases apresentam atividade enzimatica maxima em valores de pH entre 5,0
e 7,0. Fora desta faixa de pH, ha queda drastica na atividade por desnaturagcdo proteica.
Contudo, o-amilases imobilizadas em alumina apresentam atividades enzimaticas mais
pronunciadas quanto se utilizam valores de pH entre 6,0 e 8,0. Todavia, em pH 6,0 tanto
enzimas livres quanto imobilizadas apresentam atividade maxima. O efeito da concentracdo do
tampéo revela importancia significativa na manutencao da atividade enzimatica de a-amilases
imobilizadas. Para valores de concentracdo de tampé&o variando de 0,01 a 0,1 M, quanto maior
a concentracdo, maior sera a atividade enzimatica. Parametros cinéticos estudados com base na
cinética proposta por Michaelis-Menten comparam valores para a enzima livre e imobilizada e
revelam que os valores de Ky e Vs variam de 2,51.10* a 7,09.10* mol/mL e de 1,02.10% a
0,99.10"* mol/mL.min respectivamente (RESHMI et al., 2006).

KARA et al. (2005) estudaram o comportamento de a-amilases imobilizadas em
quelante Cu?* poli (etilenoglicol dimetacrilato-n-vinil imidazole) com dessorcdo em EDTA 25
mM em tampao fosfato 0,1 M pH 7,0. O leito polimérico utilizado apresentou area superficial
especifica de 59,8 m?/g. A maxima adsorcéo (38,9 mg/g) foi alcancada em pH 4,5, préximo ao
ponto isoelétrico da proteina (pH 4,2). Os parametros cinéticos foram também comparados
segundo modelo de Micahelis-Menten e revelam que os valores de Kv € Vmax para a enzima
livre e imobilizada variam de 15,8 mM a 22,5 mM e de 214x10° e 234x10° U/mg
respectivamente. O pH em que se observou maior atividade enzimatica foi de,

aproximadamente, 5,0 tanto para a enzima livre quanto para a enzima imobilizada.

1.15. Enzimologia das Celulases

1.15.1. Matéria Lignocelulésica e Produgéo de Alcool Combustivel
Uma quantidade consideravel de materiais lignocelulésicos é gerada a partir de
agroindustrias e tem recebido atencéo crescente da pesquisa como matéria-prima para produtos
de alto valor, tais como biocombustiveis, produtos quimicos finos de alto valor agregado e
fontes de energia baratas (ASGHER et al., 2013). A biomassa lignoceluldsica compreende
principalmente a rede interligada de celulose (40% — 50%), hemicelulose (20% — 40%) e lignina
(20% — 30%); a abundancia relativa de cada uma varia, dependendo da fonte (PAULY,

KEEGSTRA, 2008). A celulose ¢ um polimero linear de unidades de glicose com ligagdes B-
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1,4 e cadeias agregadas em microfibrilas cristalinas e insollveis por meio de ligacbes de
hidrogénio e interagBes de Van der Waals. Acucares consecutivos ao longo das cadeias séo
girados em 180° para que a celobiose seja a unidade de repeticdo. A despolimerizacdo completa

da celulose produz glicose (Figura 1.7).

As hemiceluloses comuns sdo xilana, manana e glucana, sendo as duas Ultimas mais
comuns. As xilanas estdo principalmente contidas nas madeiras duras, enquanto as madeiras
macias possuem glucomananas. Estes sdo heteropolimeros com varios graus de ramificacao.
As xilanas t€ém unidades de xilose ligadas por B-1,4 com alto grau de acetilesterificacdes. As
glucomananas contém uma estrutura mista de manose/glicose ligadas por -1,4 substituida por
galactose ligada por a-1,6 e algumas unidades de manose acetilada. A despolimerizagdo das
hemiceluloses produz uma mistura de hexoses e pentoses. A lignina, outro componente da
lignocelulose, € um heteropolimero relativamente hidrofébico e aroméatico que consiste em
monolignois comumente p-hidroxifenil, guaiacil e siringil, alcool coniferilico, &lcool sinapilico
e alcool p-cumarilico que sdo metoxilados em graus variaveis e formam uma vedacao protetora
ao redor da celulose e hemicelulose. A abundancia relativa desses constituintes varia com as
espécies e forma uma rede complexa altamente ramificada e menos reativa (RALPH et al.,
2004).

Figura 1.7 — ReacOes catalisadas pelas celulases: Quebra das interagbes ndo covalentes
presentes na estrutura amorfa da celulose (endocelulase) Hidrolise das extremidades da cadeia
para quebrar o polimero em aglcares menores (exocelulase) Hidrolise de dissacarideos e
tetrassacarideos em glicose (beta-glicosidase).
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em: 22 jan. 2022.




49

Segundo RODRIGUES et al. (2021), a matriz celulose-hemicelulose-lignina é
altamente varidvel e a sua conversao em biocombustiveis requer um processamento em varias
etapas destinado a quebrar a barreira da lignina de modo a liberar celulose e hemicelulose que
podem ser submetidas a hidrolise enzimatica ou modificar a porosidade do material para
permitir a penetracdo da enzima para hidrélise. Um protocolo de pré-tratamento eficaz (fisico,
quimico ou biologico) deve preservar as fragbes de hemicelulose, produzir agucares
fermentesciveis, limitar a perda de carboidratos, evitar a formacao de subprodutos inibitorios,
envolver aporte minimo de energia e ser economicamente eficiente (ASGHER et al., 2013). Os
métodos fisicos incluem o uso de moinhos de bolas, moinhos de martelo, vapor de alta pressao,
pirodlise ou irradiagdo. O pre-tratamento quimico com acidos cloridrico ou sulfurico diluido ou
concentrado enfrenta sérias limitagcdes devido a formacao de produtos secundarios que podem
diminuir o rendimento do actcar. Alcalis, tais como hidroxido de sodio e amdnio, também
podem ser usados para o pré-tratamento. Os metodos bioldgicos de deslignificagdo empregam
bactérias ou fungos para modificar a estrutura e composicdo da biomassa lignoceluldsica
(ANWAR et al., 2014).

1.15.2. Degradacdo de lignoceluloses por meio de enzimas

A degradacdo da celulose (Figura 1.8) é realizada pela acdo sinérgica das trés
classes de hidrolases juntas referidas como celulase ou enzimas celuloliticas: i) endo-p-1,4-
glucanase (endoglucanase, EC 3.2.1.4), que cliva aleatoriamente as ligagdes internas na cadeia
de celulose; ii) exo-B-1,4-glucanase ou celobiohidrolase (exoglucanase, EC 3.2.1.91), que atua
na extremidade redutora ou ndo redutora do polimero de celulose e a iii) B-glicosidase (B-D-
glicosidio glucanahidrolase, EC 3.2.1.21), que converte a celobiose em glicose (CHANDRA et
al., 2007). As celulases sdo algumas das enzimas mais utilizadas industrialmente e se tornariam
as enzimas industriais de maior volume, caso o etanol ou o butanol se tornassem os principais
combustiveis de transporte (WILSON, 2009).
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Figura 1.8 — Enzimas envolvidas na degradacéo da celulose (KUMLA et al., 2020).
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As enzimas hemiceluloliticas sdo mais complexas e envolvem endo-f-1,4-xilanase,
exo-pB-1,4-xilanase, endo-B-1,4-mananase, P-manosidase, acetil xilano esterase, a-
glucuronidase, a-arabinofuranosidase ¢ a-galactosidase. Vérias espécies de bactérias, como
Acetivibrio, Bacillus, Bacteroides, Clostridium, Cellulomonas, Erwinia, Thermomonospora,
Ruminococcus e Streptomyces e fungos, como Fusarium, Humicola, Penicillium,
Phanerochaete, Trichoderma e Schizophyllum sdo conhecidos por produzirem celulases.
FISCHER et al. (2014) identificaram preparacdes brutas de celulase de Aspergillus niger e
Mucor racemosus como potenciais candidatos para a hidrélise do bagaco de cana-de-agUcar
para posterior producéo de etanol.

A lignina é o principal componente da parede celular vegetal que contribui para a
variabilidade da biomassa e, consequentemente, aumenta o custo associado a conversao da
lignocelulose (YADAV et al.,, 2022). Os métodos atuais de deslignificacdo incluem o

tratamento com solventes orgéanicos, liquidos idnicos, expansdo da fibra de aménia ou
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hidrotermdlise, que sdo dispendiosos e aumentam o custo geral do processo. Assim, aumentar
a eficiéncia e diminuir o custo do pré-tratamento séo a prioridade. Os fungos da podriddo-
branca produzem peroxidases e lacases para gerar moléculas reativas que, subsequentemente,
degradam a lignina (MARTINEZ et al., 2005). A andlise do genoma de Phanerochaete
chrysosporium revela centenas de enzimas de degradacéo da lignina codificadas em clusters no
genoma (VANDAN et al., 2006). Os cupins, por exemplo, sdo capazes de digerir

completamente a hemicelulose em acetato e hidrogénio molecular.

A hidrolise da celulose produz hexoses, enquanto as hemiceluloses formam
pentoses que podem ser fermentadas usando sacarificacdo e cofermentacdo simultdneas por
microrganismos capazes de utilizar aglcares de seis e cinco carbonos, respectivamente. A
hidrolise e a fermentacdo também podem ser realizadas simultaneamente usando
microrganismos geneticamente modificados, que podem fermentar hexoses e pentoses nos
mesmos meios em que as enzimas hidroliticas de celulose e hemicelulose estdo presentes,

tornando o processo economicamente favoravel (HODAIFA et al., 2022).

Bactérias homoacetogénicas, hidrolisadoras de hexoses e pentoses,
simultaneamente, produzem &cido acético, que pode ser esterificado para produzir acetato de
etila, relativamente insoltvel. O acetato de etila pode ser facilmente recuperado do caldo e
hidrogenado para produzir 2 moles de etanol. Portanto, 1 mol de hexose produz 3 moles de
etanol, resultando em melhor rendimento. QURESHI et al. (2008a) demonstraram a produgéo
de butanol a partir da fibra de milho hidrolisada com celulase e celobiase. A producédo de
butanol em fermentacdo descontinua usando palha de trigo hidrolisada por celulase, B-
glucosidase e xilanase também foi relatada (QURESHI et al., 2008b). A palha do trigo é
composta por 35 % - 45 % de celulose, 20 % - 30 % de hemicelulose e um contetdo de lignina
relativamente baixo de cerca de 20 %, o que torna sua bioconversdo em biocombustiveis
particularmente atraente. Outros pesquisadores também relataram o uso de palha de trigo como
um substrato potencial para varios processos de bioconverséo. A adicéo de surfactantes durante
a hidrolise foi descrita para modificar as propriedades de superficie da celulose e diminuir a
carga enzimatica. Surfactantes nao i6nicos como Tween 20, Tween 80 e polietilenoglicol foram
considerados particularmente eficazes na melhoria do processo de hidrélise, revertendo a
adsorcdo ndo produtiva de celulase em lignina (BORJESSON et al., 2007). A escolha do
surfactante € um parametro critico que pode ter um efeito negativo na fermentacdo do
hidrolisado (TAHERZADEH, KARIMI, 2007).
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Coquetéis de celulase disponiveis comercialmente sdo geralmente derivados do
fungo Hypocrea jecorina (anamorfo da Trichoderma reesei) (HORN et al., 2012) ou
Aspergillus niger (CAl et al., 2022). A enzima tem pH 6timo entre 4,5 e 5,0 e temperatura étima
entre 40 °C e 50 °C. Embora essas preparagfes mostrem um potencial de degradacdo
razoavelmente bom, a principal desvantagem das celulases de Trichoderma sdo os niveis
subdtimos de B-glicosidases. No entanto, as espécies de Aspergillus sdo boas produtoras de B-
glucosidase. A eficiéncia hidrolitica das celulases de Trichoderma pode ser melhorada com a
suplementag¢do de B-glicosidases (SUKUMARAN et al., 2009). WEN et al. (2005) sugeriram o
co-cultivo de T. reesei e Aspergillus phoenicis. NAKAZAWA et al. (2012) construiram uma
cepa recombinante de T. reesei expressando B-glucosidase de Aspergillus aculeatus. Foi
relatado que as cepas de Acremonium celulolyticus produzem ndo apenas celulase e B-
glucosidase, mas também enzimas que degradam a carboximetilcelulose e uma pequena
quantidade de xilanase, B-1,3-glucanase e amilase. GUSAKOV (2011) revisou as fontes
potenciais de celulase como alternativas ao T. reesei. A expressdo da celulase em
microrganismos € induzivel e repressivel. LV et al. (2015) desenvolveram um sistema de
expressao responsivo a cobre com base no gene transportador de cobre tcul de T. reesei e
alcancaram uma expressao constitutiva de celulase em meio nédo indutivel contendo glicose.
Em momento posterior, a producdo de enzima celulolitica melhorada foi relatada em
Penicillium oxalicum pela manipulacdo de genes com o objetivo de amplificar a expresséo

génica e aliviar a repressao (YAO et al., 2015).

A hidrdlise enzimatica pelas celulases é realizada a temperaturas abaixo de 50 °C,
mas as taxas de hidrolise reduzidas, baixo rendimento de agUcar, alta dose de enzima necessaria
e suscetibilidade a contaminacdo microbiana sdo algumas limitagcdes que podem ser superadas
usando biocatalisadores termofilicos (BHALLA et al., 2013). Vérios termofilos pertencentes
aos géneros Bacillus, Geobacillus, Acidothermus, Caldocellum, Clostridium, Thermotoga,
Anaerocellum, Rhodothermus, Caldicellulosiruptor,  Sporotrichum, Scytalidium e
Thermomonospora sdo relatados para produzir celulases termoestaveis (KUMAR et al., 2015).
Endoglucanases termoestaveis de Bacillus subtilis (YANG et al., 2010), Fervidobacterium
nodosum (WANG et al., 2010) e Thermoanaerobacter tengcongensis (LIANG et al., 2011)

foram clonadas e expressadas em Escherichia coli.

REESE et al. (1950) sugeriram a necessidade de um componente ndo hidrolitico

para a hidrélise da celulose que pudesse interromper o empacotamento do polimero no
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substrato, aumentando sua acessibilidade para enzimas hidroliticas. MOSER et al. (2008)
mostraram que o modulo de ligacdo de carboidratos (MLC33) de Thermobifida fusca
potencializa a hidrolise da celulose catalisada pela celulase. Em 2011, CelS2, um MLC33 de
Streptomyces coelicolor, foi relatado para clivar celulose produzindo acidos aldénicos, e a
atividade de CelS2 foi inibida por EDTA e restaurada por ions divalentes. Mais tarde, essas
proteinas mostraram ser monooxigenases dependentes de cobre (HORN et al., 2012).

Muitos fungos produzem glicosil hidrolases (GH61) que sdo estruturalmente
semelhantes ao MLC33 e agem sinergicamente com as celulases (HARRIS et al., 2010). Foi
demonstrado que estes catalisam a clivagem oxidativa da celulose na presenca de doadores de
elétrons externos como &cido galico, &cido ascorbico e glutationa reduzida (QUINLAN et al.,
2011) e também foram descritos como monooxigenases polissacarideo litico dependentes de
cobre (HORN et al., 2012). Foi proposto que essas monooxigenases apresentem sitios de
ligacdo de substrato planos, que se adaptam bem a superficies de celulose cristalina, onde
podem interromper 0 empacotamento e aumentar a acessibilidade do substrato as hidrolases
(HORN et al., 2012). Estas novas monooxigenases mostraram acelerar a conversdo enzimatica,
reduzindo assim os tempos de processamento e a taxa de carregamento da enzima. A
swollenina, outra proteina semelhante a expansina encontrada em vérios fungos celuloliticos,
também rompe as ligagdes de hidrogénio na celulose nativa, facilitando a ligacdo enzimética
(CHEN et al., 2010).

A degradacdo da celulose por uma combinacdo de celulases e oxigenases produz
acucares oxidados que podem evitar o problema de inibicdo do produto. O acido celobibnico é
conhecido por apresentar menos efeitos inibitorios sobre a celulase em comparacdo com a
celobiose. No entanto, o acido celobidonico ¢ hidrolisado com maior dificuldade por -
glucosidases e o &cido glucénico, resultante da hidrélise, mostra uma inibicdo pelo produto
mais forte do que aquela observada em relacédo a glicose (CANNELLA et al., 2012). No entanto,
0 acido gluconico pode ser fermentado diretamente em etanol usando cepas adequadas (FAN
etal., 2012).

1.15.3. Fatores que afetam a hidrélise enzimatica da lignocelulose
Os principais fatores que afetam a hidrdlise da lignocelulose podem estar
relacionados a enzima ou ao substrato e incluem principalmente a concentracdo e a qualidade

do substrato, 0 método de pré-tratamento empregado, as caracteristicas da enzima e as
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condicBes de hidrdlise. O pH e a temperatura ideais sdo fungdes da matéria-prima, fonte da
enzima e tempo de hidrolise. A concentracdo do substrato é um fator importante que rege o
rendimento e a taxa inicial de hidrdlise. A alta concentracdo de substrato afeta a transferéncia
de massa, resulta na inibicdo da enzima e, subsequentemente, reduz os rendimentos. A razao
entre as concentragfes de substrato e enzima é outro fator importante que rege a taxa e a
extensdo da hidrdlise (SUN, CHENG, 2002). Combinar a hidrélise enzimatica de
lignocelulosicos e subsequente fermentacdo em uma Unica etapa € um dos métodos mais bem-
sucedidos de producdo de etanol que permite o consumo simultdneo de acgucares sendo
hidrolisados, mantendo assim a baixa concentracdo de aclcar em todo o processo, 0 que
minimiza os efeitos de inibicdo (SUN, CHENG, 2002). No entanto, para hidrdlise e
fermentacao simultaneas, as condicdes ideais precisam ser as mais proximas possiveis e, uma
vez que a hidrolise é geralmente realizada em temperaturas elevadas, o emprego de
microrganismos termotolerantes para a fermentacao oferece uma vantagem (TAHERZADEH,
KARIMI, 2007). Alternativamente, a sacarificacdo e fermentacdo ndo isotérmicas simultaneas
podem ser realizadas em reatores separados, cada um operando em diferentes temperaturas
(WU, LEE, 1998).

As técnicas de engenharia genética possibilitaram um bioprocessamento
consolidado que combina a degradacdo e a fermentacdo da celulose em uma Unica etapa,
criando cepas de leveduras que degradam a celulose. Estas cepas, com expressao superficial de
endoglucanase e exoglucanase de T. reesei e B-glucosidase de As. Aculeatus, foram projetadas
(WEN et al., 2010). Células de levedura modificadas, que expressam celulases na superficie
celular exibem melhor potencial de hidrdlise. TSAI et al. (2010) purificaram celulases de
Clostridium thermocellum CelA e BglA e Clostridium cellulolyticum CelE e CelG de E. coli.
BAEK et al. (2012) demonstraram a producdo de etanol a partir de celulose entumecida com
acido fosforico, combinando trés tipos de células de levedura recombinantes, expressando
potencial de formacéo de endoglucanase EGI de T. aurantiacus endoglucanase, exoglucanase
CBHII de T. reesei e B-glucosidase BGLI de As. aculeatus, respectivamente, em vez de co-
expressar essas enzimas em uma Unica célula. Este sistema permite a otimizagdo da producgéo
de etanol, ajustando a proporgdo relativa de diferentes tipos de células. Os pesquisadores
alcancaram producdo de etanol 1,3 vezes maior com razdo EGI / CBHII / BGLI de 6: 2: 1 em
comparagdo com a concentragao equimolar de cada tipo de célula.
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1.15.4. Xilanases e degradacéo de xilana

A hidrélise enzimatica completa da hemicelulose requer acdo sinérgica de vérias
enzimas (Figura 1.9). Endo-B-1,4-xilanase cliva residuos de xilose ligados a $-1,4 na estrutura
de xilanas. A B-1,4-xilosidase libera monémeros de xilose e a a-glucuronidase cliva o acido o-
metil-a-glucurénico das extremidades n&o redutoras dos xilo-oligossacarideos. A o-L-
arabinofuranosidase remove as cadeias laterais de arabinose da estrutura da xilose de
arabinoglucuronoxilana. Essas arabinoglucuronoxilanas sdo tipicamente acetiladas nas
posicOes 0-2 e 0-3 da cadeia de xilose e, frequentemente, tém grupos acido feralico ou acido
cumarico esterificados em grupos 5'OH arabinofuranosil, que podem ser hidrolisados por
esterases. A acetil xilano esterase e a feruloil esterase produzem xilo-oligossacarideos de
substituicdo curtas com liberacdo concomitante de acido ferulico e acido acético. Os xilo-
oligossacarideos substituidos sofrem acdo da arabinofuranosidase e da glucuronidase que
liberam arabinose e &cido glucurdnico e formam xilo-oligossacarideos lineares ndo ramificados
que podem ser acionados pela xilosidase. Os residuos de xilose liberados podem ser
prontamente fermentados em etanol (DODD, CANN, 2009).

Figura 1.9 — Estrutura de xilana com sitios especificos para acdo das enzimas xilanoliticas.
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Fonte: Bioquimica Brasil, 2018. (611 x 318 pixels, tamanho do arquivo: 5 KB, MIME type: image/png).
Compactado. Disponivel em:
https://static.wixstatic.com/media/9aa4b9_c32b6683eed04e18b297bfca2bf565f1~mv2.png/vi/filliw_671,h_350/
9aa4b9_c32b6683eed04e18b297bfca2bf565f1~mv2.png>. Acesso em: 27 fev. 2022.
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As enzimas que degradam a xilana sdo produzidas por fungos, bactérias, leveduras,
algas marinhas, protozodrios, crustaceos, caracdis e insetos. As xilanases termoestaveis sao
produzidas por uma série de fungos, a saber, Laetiporus sulphureus, Talaromyces thermophilus,
Thermomyces lanuginosus, Nomura flexuosa, Thermoascus aurantiacus e Rhizomucor miehei,
e bactérias, tais como Bacillus, Geobacillus, Thermotoga, Acidothermus, Cellulomonas,
Paenibacillus, Thermoanaerobacterium, Actinomadura, Alicyclobacillus, Anoxybacillus,
Nesterenkonia e Enterobacter (BHALLA et al.,, 2013). As xilanases bacterianas tém
temperatura 6tima e termoestabilidade mais altas e, portanto, sdo preferidas as xilanases
fangicas, mas seu baixo nivel de expressdo limita seu uso, o que pode ser aprimorado por
clonagem e superexpressao. Os fungos filamentosos produzem vérias xilanases em seu sistema
de celulase. INOUE et al. (2015) expressaram endo-B-1,4-xilanase de Talaromyces
celulolyticus e relataram que a combinacdo do MLC contendo celulases e xilanases poderia
contribuir para a reducdo da carga enzimatica na hidrdlise de lignoceluloses pré-tratadas. Um
gene que expressa producdo de xilanase, oriundo de Geobacillus sp. (WU et al., 2006) e de
Actinomadura sp. (SRIYAPAI et al., 2011) foi clonado e expresso em E. coli e Pichia pastoris,

respectivamente.

1.15.5. Pectinas e enzimas pectinoliticas

As pectinas sdo 0s componentes estruturais das paredes celulares das plantas,
abundantes principalmente na polpa de beterraba, maca e frutas citricas, onde constituem cerca
de 50% do conteudo polimérico da parede celular. As propriedades estruturais das paredes
celulares sugerem que as pectinas podem mascarar a celulose-hemicelulose, blogueando sua
exposicdo as enzimas hidroliticas. A pectina tem a estrutura principal do acido
homogalacturénico com cadeias laterais neutras de L-ramnose, arabinose, galactose e xilose.
As enzimas que degradam a pectina (Figura 1.10) incluem polimetilgalacturonase,
endopoligalacturonase, pectinase, exopoligalacturonase e exopoligalacturanosidase que
hidrolisam o polimero de pectina; a-L-ramnosidase, que hidrolisa ramnogalacturonano; o-L-
arabinofuranosidase, que hidrolisa as cadeias laterais de L-arabinose; endoarabinase, que atua
nas cadeias laterais de arabinano na pectina; e pectina-liase, pectato-liase e pectato-
dissacarideo-liase, que clivam o polimero de acido galacturdnico por B-eliminagdo (JAYANI
et al., 2005). Materiais ricos em pectina tém baixo teor de lignina, 0 que os torna substratos
atraentes para a producao de bioetanol (XIAO, ANDERSON, 2013).
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Figura 1.10- Mecanismo catalitico de B eliminagao de poligalacturonato liase (PGLS) e
polimetilgalacturonato liase (PMGLs). A. Modo de acdo em PGLs e PMGLs (X: -O—, o
substrato é pectinato, X: —O-CH3, o substrato ¢ pectina); B. Mecanismo catalitico de 3
eliminago assistido por Ca?*; C. Mecanismo catalitico comum de B elimina¢io em PGLs e
PMGLs (Lys/Arg como base catalitica). Fonte: ZHENG et al., 2021.
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1.16. Materiais e Métodos

1.16.1. Modelagem matematica
Na presente investigacdo, os dados experimentais foram propostos para serem ajustados

usando a seguinte funcédo de ajuste de Boltzmann (B):

B =31 fiWis1 —Y) + n (Eq 1.10)

onde y i-th sdo os dados experimentais, n é o numero total de pontos experimentais e f;

corresponde a fracdo relativa de espécies, dada por

1
T 1+exp((xr— xm(i)/7)

fi (Eq. 1.11)

Aqui, xt é a varidvel independente tedrica da propriedade y, T é o coeficiente de

transicdo, Xm (i) € 0 ponto médio definido como:
Parai=1atén-1

x,, (D) = X(D) + (X(i + 1) — X(©))/2 (Eq. 1.12)
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de modo que X é a variavel independente experimental

Para demonstrar a aplicabilidade da funcdo B, considere um dado experimental
hipotético ondey =[1; 1,5; 3,8; 6; 4,5; 2,5] e X =[1; 2; 3; 4, 5; 6], conforme mostrado na Figura
1.11. Neste caso, n =6, x_m =[1,5; 2,5; 3,5; 4,5; 5,5]. Se quisermos que a funcdo B tenha 50

pontos, por exemplo, podemos usar o seguinte codigo para obter x_T:
x_i=X(1)=1
x_f=X(6)=6
Paraj =1 até 50
X_T () = x_i + (x_f-x_i) * (j-1) / (50-1)

Figura 1.11 — Dados experimentais hipotéticos.
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Visto que temos, n, Xx_T e x_m, 0 Unico pardmetro desconhecido da fungdo B é o
coeficiente de transicao (). Assim, na Figura 1.11 podemos observar os resultados obtidos para
esta funcdo utilizando os dados anteriores em valores distintos de 1. Como pode ser observado
nesta figura, os valores reduzidos de t (t = 0,001) levam a funcdo B a descrever uma fungao
degrau que passa pelos dados experimentais com ponto de inflexdo nos valores x_m (i). A
medida que t aumenta, uma expressao tedrica mais suave dos dados experimentais pode ser
obtida (1= 0,15 ¢ 0,5) e em valores altos esta funcdo tende a expressar o valor médio dos dados

y. Nesta visdo, pode-se usar este procedimento para obter curvas diferenciaveis aproximadas
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para caracterizar quaisquer dados experimentais apenas definindo o valor do coeficiente de

transicao (7).

1.16.2. Coleta e isolamento dos microrganismos oriundos do Laboratorio de
Engenharia Metabolica e Bioprocessos (LEMeB/Unicamp)

HERNALSTEENS (2006) obteve amostras em diferentes regides do Brasil (Figura

1.12) de pdlen de flores, frutos (em perfeito estado de maturagéo) e solo, entre outros, que foram

coletados em sacos plasticos ou tubos estéreis, e mantidos a 4 °C por no maximo trés dias.

Figura 1.12 — Regifes em que foram coletadas as amostras com respectivos nimeros de
leveduras para cada regido.

Seguindo a metodologia de CHEN, LIU (1996), as culturas acima foram transferidas
para frascos de Erlenmeyer (500 mL). Posteriormente, estas culturas foram diluidas
convenientemente para plagueamento (cultivo em placas de Petri) com meio padréo. Para a
inibicdo de bactérias, quando necessario, foram adicionados 50 ppm de &cido nalidixico e
ampicilina, apos esterilizagéo e resfriamento do meio (CASTRO, 1995). As colbnias isoladas
foram repicadas em agar inclinado GYMP, incubados a 30 °C, até desenvolvimento, para

posteriormente serem mantidas a 5 °C (Tabela 1.3).
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Tabela 1.3 — Relacdo dos microrganismos da cultura estoque coletados em distintas regides do
Brasil. CE: microrganismos coletados no Cerrado; FA: Floresta Amazoénica; MA |. Mata
Atlantica (vegetacdo proxima ao mar); MA IlI: Mata Atlantica (vegetacdo interiorana); PA:
Pantanal; XA: microrganismos isolados de xarope; RQ: isolados de residuo de queijo; SC:
microrganismo sem codificacdo ou de origem desconhecida.

CE 51 AAG 2 102 AAQ 12 152 AG 6 203 AS 6 253 T16 303 AW 3 353 G0
1 A+B 01 52 AAG 3 103 AAQ 14 153 AG T 204 AS 6A 254 T17 304 AW 4 354 G 02
2 A+B 02 53 AAG 5 104 AAQ 16 154 AH 1 205 AS 6A 255 T18 305 AW 5 355 H 01
3 A+B 03 54 AAG 6 105 AAQ 17 155 AH 6 206 AS 6B 256 T2 306 AW 6 356 H1
4 AA 02 55 AAG T 106 AAQ 2 156 Al03 207 AS 8 257 T3 307 AW 7 357 101
5 AAM O3 56 AAG 8 107 AAQ 3 157 Al6 208 AS 9 258 TS5 308 AW 8 358 102
6 AA 04 57 AAG 8 108 AAO 5 158 AT 209 AT 02 259 T6 309 AX 1 359 103
7 AA 05 58 AAG 9 109 AAQ 5 159 Alg 210 AT 03 260 T8 310 AX 4 360 J 01
8 AAA 01 59 AAH 1 110 AAQ 6 160 AJ D2 211 AT 2 261 u 01 311 AX 6 361 J 06
9 AAA 1 60 AAH 3 111 AAQ T 161 AJ D5 212 AT7T 262 uo3 312 AXT 362 K 01
10 AAA 10D 61 AAH 4 112 AAQ 8 162 AJ10 213 AU 1 263 U 05 313 AX 8 363 K1
11 AAA 11 62 AAH 5 113 AAQ 9 163 AJ13 MA | 264 U 06 314 AX 9 364 L 01
12 AAA 2 63 AAl1 114 AAR 1 164 AJ14 214 AB 02 265 u1 315 AY ? 365 Lo02
13 AAA 4 64 AAl2 115 AAR 2 165 AJ3 215 AB 04 266 ua2 316 AY 10 | 366 LO03
14 AAA 6 65 AAI3 116 AAR 5 166 AJ6 216 AB 05 267 u3 317 AY 11 367 L04
15 AAAT 66 AAl 4 117 AASA1 167 AJ7T 217 AB 07 268 us 318 AY 12 | 368 M 01
16 AAA 9 67 AALS 118 AAS 10 168 Al 8 218 AB 08 269 U6 319 AY 13 | 369 M 01
17 AAB 1 68 AAI G 119 AAS 12 169 AK 2 219 AB 09 270 Vo1 320 AY 2 370 M 02

18 AAB 1 69 AAJA1 120 AAS 3 170 AK 3 220 AB 1 271 Vo2 321 AY 3 371 M 03
19 AAB 10 70 AAJ 2 121 AAS 4 17t AK 3 221 AB 10 272 Vo3 322 AY 4 372 M3

20 AAB 11 71 AAJ 4 122 AAS S 172 AK 6 222 AB 11 273 V04 323 AY 6 373 N D2
21 AAB 12 72 AAJ S 123 AAS 8 173 AK T 223 AB 12 274 v o7 324 AY T 374 on
22 AAB 2 73 AAJ 6 124 AAT1 174 AK 9 224 AB 13 2735 v 10 325 AY 9 375 002
23 AAB 3 74 AAK 1 125 AAT 10 175 AL1 225 AB 14 276 V11 326 AY 9 376 003
24 AAB 4 75 AAK 10 126 AAT 12 176 AL 1B 226 AB 3 277 Va2 327 AZ 1 377 004
25 AAB 5 76 AAK 12 127 AAT 2 177 AL 2 227 AC 01 278 V3 328 AZ 11 378 P01
26 AAB 7 77 AAK 4 128 AAT 3 178 AL 3 228 AC 02 279 V3 329 AZ 12 | 379 Qo
27 AAB 8 78 AAK 5 129 AAT 4 179 AM 2 229 AC 03 280 X 01 330 AZ 13 | 380 Q 02
28 AAC1 79 AAL 1 130 AAT S 180 AM 3 230 AC 04 281 X o0z 331 AZ 14 | 381 Q03
29 AAC 2 80 AAL 2 131 AAT 7 181 AM 4 231 AC 06 282 X 04 332 AZ 15| 382 s0
30 AAC 3 81 AAL 4 EA 182 AN 2 232 AC 07 283 X 05 333 AZ 16 | 383 S1

31 AAC 6 82 AAM 6 132 AE 06 183 AO 05 | 233 AC 08 284 X 06 334 AZ 17 XA

32 AAC T 83 AAN 1 133 AE 1 184 AO 4 234 AD 1 285 X o7 335 AZ 2 384 AAU 1

33 AAC 8 84 AAN 2 134 AE 4 185 AO 6 235 AD 10 286 X 08 336 AZ 3

]
=]

34 AAC Y 85 AAN 3 135 AE 06 186 AO T 236 AD 11 287 202 337 AZ 4 385 AAV 1
35 AAD 5 86 AAN 5 136 AE 8 187 AP 2 237 AD 14 288 Z04 338 AZ 5 386 AAV 2
36 AAD 6 87 AAN 6 137 AF 05 188 AP 4 238 AD 9 289 Z 06 339 AZ 9 387 AAV 3

37 AAD 7 88 AAO 1 138 AF 08 189 AP 6 239 T 01 290 Z07 PA 388 AAV 4
38 AAF1 89 AAOQ 13 139 AF 1 190 AQ1 240 T02 291 Z3 340 co 389 AAV 5
39 AAF 2 90 AAO 14 140 AF 10 191 AQ 3 241 T03 292 Z4 341 c1 SC

40 AAF 3 91 AAO 15 141 AF 11 192 AQ 5 242 T 04 293 Z5 342 D 01 390 ?
41 AAF 4 92 AAOQ 3 142 AF 13 193 AQ 6 243 T 05 294 Zi 343 D1

42 AAF 5 93 AAOQ 5 143 AF 14 194 AR 3 244 T 07 MA Il 344 E 01

43 AAF 6 94 AAO 5 144 AF 2 195 AS 03 245 T 08 295 AV 2 345 E D2

44 AAFT 95 AAP 3 145 AF 4 196 AS 10 246 T09 296 AV 3 346 E 03

45 AAG 1 96 AAP 4 146 AF 6 197 AS 12 247 T10 297 AV 4 347 E1

46 AAG 11 97 AAP 5 147 AF T 198 AS13 248 T1 298 AV 5 348 E2

47 AAG 12 98 AAP T 148 AG 1 199 AS 14 249 T12 299 AV 6 349 F 01

48 AAG 14 99 AAP 8 149 AG 2 200 AS 2 250 T13 300 AV T 350 FO03

49 AAG 15 100 AAQ 1 150 AG 3 201 AS 4 251 T14 301 AW 1 351 F1

50 AAG 16 101 AAQ 10 151 AG 6 202 AS S5 252 T15 302 AW 2| 352 F1

As leveduras selecionadas, LEB-T07 e LEB-AAQ5B, demonstraram potencial de
producdo de amilases e etanol, respectivamente, e foram os alvos de estudo neste trabalho. O
sufixo B, acrescentado ao codigo original da cepa LEB-AAQ5, deveu-se a observacdo em
bancada, para uma das cepas, que apresentou aspecto diferenciado de crescimento em placa de

Petri em relagéo as demais de mesmo codigo, motivo pelo qual a destacamos.

Em adicdo ao material de estudo, foram recebidos dois exemplares isolados da levedura
Myriangium sp. impregnados em papel. Os exemplares foram fornecidos pelo Instituto de
Ciéncias Bioldgicas do Departamento de Microbiologia da Universidade Federal de Minas
Gerais (UFMG). Os dados obtidos com o trabalho sobre estes exemplares consideram ambos

o0s exemplares como cepas distintas e serdo demonstrados no Capitulo 4.
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1.16.3. Selecéo das leveduras produtoras de amilases

Cepas produtoras de amilases foram selecionadas devido a capacidade de
degradacédo de amido soltvel como Unica fonte de carbono. O meio seletivo foi preparado em
placas de Petri com seguinte composi¢do: amido soltvel, 20 g/L; peptona, 10 g/L; extrato de
levedura, 10 g/L e &gar, 20 g/L, que foram mantidas em cAmaras de incubagdo sob temperatura
de 30 °C por 48 h. Logo ap0s, realizou-se revelacdo das placas com utilizagdo de solucdo de
lugol. Apds 30 minutos, a solucdo de lugol foi descartada e as col6nias de leveduras produtoras
de amilases puderam ser observadas devido a formacdo de um halo descolorido ao redor da
coldnia, evidenciando auséncia do amido soltvel original e, assim, a capacidade de producéo

de amilases (Figura 1.13).

Figura 1.13 — Resultado positivo do teste de atividade enziméatica em meio solido antes (a
esquerda) e depois (a direita) da adicdo da solucao de lugol.

Em primeira instancia, foi realizada microscopia a fresco para esclarecer a pureza
da cultura estudada. Experimentos deste autor revelam que cepas de leveduras associadas a
bactérias podem produzir insumos devido exclusivamente a simbiose e, ainda, essa mesma
cultura de levedura atuando isoladamente, ndo produz o insumo desejado. Neste caso,
microscopia a fresco associada & coloracdo de Gram (MINISTERIO DA SAUDE, 1997) foi

utilizada e apenas as culturas puras foram destinadas a continuidade dos estudos.

1.16.4. Verificacdo da producéo de gas em meio liquido
A capacidade de producéo de bioetanol pelas leveduras foi verificada apds ativacao
do microrganismo na condigdo de in6culo em meio de cultura com a seguinte composicao:
glicose, 20 g/L; extrato de levedura, 10 g/L e peptona, 10 g/L. O pH foi ajustado para 5,5 com
HCI.
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Volume de 1 mL do in6culo foi transferido a tubos de ensaio contendo 14 mL de
um meio de cultura em que tubos de Durhan foram submersos com seguinte a composicao:
amido solavel, 20 g/L; extrato de levedura, 1 g/L e peptona, 1 g/L. O pH foi ajustado para 5,5
com HCI.

Caso houvesse capacidade produtiva de etanol, o tubo de Durhan submerso seria
preenchido por CO- oriundo da descarboxilagcdo do piruvato desde a hidrélise do amido com

subsequente formacdo de glicose, passando pela glicolise até a formacéo do etanol.

As cepas testadas foram as mesmas que apresentaram capacidade produtiva em

testes preliminares em meio sélido.

Para a continuidade da apresentacdo dos dados coletados em bancada, segue a
redacdo de artigos cientificos publicados ou encaminhados para publicacdo de modo a
direcionar o leitor na ordem cronoldgica dos fatos cientificos estudados e apresentar
detalhadamente a estratégia de tratamento desses dados com énfase na modelagem matematica
para a determinacdo dos pontos 6timos, tanto para a producdo de amilases quanto para a

producdo de etanol.
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AMYLASE PRODUCTION USING BRAZILIAN WILD YEAST AND SIMPLE
FERMENTATION

ABRAAO BRITO PEIXOTO, BRUNA CONDE, JOSE AILTON CONCEICAO
BISPO, ROSANA GOLDBECK, CARLOS FRANSCISCO SAMPAIO BONAFE,
ERNESTO ACOSTA MARTINEZ

2.1 Abstract

The amylases are enzymes that promote hydrolysis reactions of starches. They can
be obtained from plant, animal, or microbial sources. The products resulting from the hydrolysis
of the starch molecules are dependent on each type of active amylase. The food, chemical, and
pharmaceutical industries are the ones that demand these enzymes in more significant
proportions. The objective of this work was to study the optimal conditions for the production
of amylases originating from the yeast LEB-TO7, previously isolated, by using the mathematical
modeling based on the Boltzmann Transfer Equation, where the rate of enzymatic activity was
obtained after derivation of the adjustment equation. Different conditions of hydrolysis
temperature (40, 50, and 60 °C) and fermentation time (up to 210 h) applied in three separate
batches (batch 1: 0.0 vvm; batch 2: 0.1 vvm; batch 3: 1.0 vvm). All batches were 150 rpm,
temperature of 30 °C and pH 5.5. Experimental data showed significant differences in amylase
production with 95 % confidence. Batch 1 showed highest enzymatic activity of 4.2 U/ mL
when the fermentation lasted 150 h or over 200 h. The highest enzymatic activity was observed
for batch 2 (9.19 U/mL), under fermentation time of approximately 120 h combined with
hydrolysis process in reactors submitted to temperatures above 60 °C. In batch 3, it was
observed a reduced ability of amylases synthesis. The highest amylase productivity (0,29
U/mL.h) was observed for batch 2 after 200 h of fermentation for hydrolysis processed at
temperatures around 40 °C. Then, batch 2 was the best condition to provide synthesis of
amylase because it produces enzymes with higher activity (9.19 U/mL). This condition denotes
lower energy expenditure because it requires a shorter hydrolysis time for the same starch

concentration.

2.2 Resumo
As amilases sdo enzimas que promovem reacOes de hidrélise de amidos. Eles
podem ser obtidos de fontes vegetais, animais ou microbianas. Os produtos resultantes da

hidrolise das moléculas de amido séo dependentes de cada tipo de amilase ativa. As industrias
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alimenticia, quimica e farmacéutica sdo as que demandam essas enzimas em proporcoes
maiores. O objetivo deste trabalho foi estudar as condi¢Ges 6timas para a producdo de amilases
originarias da levedura LEB-TO7, previamente isolada, utilizando a modelagem matematica
baseada na Equacdo de Transferéncia de Boltzmann, onde a taxa de atividade enzimatica foi
obtida ap0s derivacdo de a equacéo de ajuste. Diferentes condi¢Bes de temperatura de hidrélise
(40, 50 e 60 °C) e tempo de fermentacdo (até 210 h) aplicadas em trés bateladas separadas
(batelada 1: 0,0 vvm; batelada 2: 0,1 vvm; batelada 3: 1,0 vvm). Todos as bateladas foram 150
rpm, temperatura de 30°C e pH 5,5. Os dados experimentais mostraram diferencas
significativas na producdo de amilase com 95% de confianga. A batelada 1 apresentou maior
atividade enzimatica de 4,2 U/mL quando a fermentacao durou 150 h ou mais de 200 h. A maior
atividade enzimatica foi observada para a batelada 2 (9,19 U/mL), sob tempo de fermentacéo
de aproximadamente 120 h combinado com processo de hidrolise em reatores submetidos a
temperaturas acima de 60 °C. Na batelada 3, observou-se a redu¢do da capacidade de sintese
de amilases. A maior produtividade de amilase (0,29 U/mL.h) foi observada para a batelada 2
apos 200 h de fermentacao para hidrélise processada em temperaturas em torno de 40°C. Entéo,
a batelada 2 foi a melhor condicédo para fornecer sintese de amilase, pois produz enzimas com
maior atividade (9,19 U/mL). Esta condi¢do de amido denota menor gasto energético, pois

requer um menor tempo de hidrdlise para a mesma concentracao.

2.3 Introduction

According to the Freedonia Group Incorporated (Global Industrial Enzymes Market),
the businesses market associated with the commercialization of amylases correspond to
approximately 25 % of the total enzyme market. The food, chemical, and pharmaceutical
industries are the ones that demand these enzymes in more significant proportions.

Amylases are enzymes that hydrolyze starch molecules resulting in different sizes of
polymers of glucose, which are progressively broken into smaller ones, ultimately resulting in
glucose units. Amylase enzymes are categorized according to their situs of action: a-amylase
(cleaves the a,1-4 glycosidic linkage), B-amylase (hydrolyzes alternate a,1-4 glycosidic linkage
from the non -6 linkage), and glucoamylase, also known as y-amylase (cleaves o,1- 4 -6 linkage
releasing single glucose units from the non-reducing and -6 glucosidic linkage of starch)
(Kumari et al., 2019).
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They are derived from plants, animals, or microbial sources. Nevertheless, amylases
from microorganisms provide several advantages when compared to the other sources,
including cheaper production and an easier way to manipulate and control the production

process making it possible to obtain enzymes with tailored characteristics (Kumari et al., 2019).

The enzymes originating from microorganisms correspond to the largest share of the
enzymes market (Markets, 2020). The enzymes market is valued at US$ 10 bi, and it is
estimated to increase to almost US$ 15 bi by 2025 (Markets, 2020). Thus, it is an exciting niche
for industry and research centers to focus on improving processes aimed at increasing
productivity, even under conditions of industrial facilities available for the production of fuel
ethanol. This would be even more relevant if conditions for using abundant and cheap

carbohydrates were adopted.

The microorganisms producing amylases are bacteria, fungi, and yeast. Studies carried
out with fungi by (Hernandez et al., 2006), (Avwioroko et al., 2016), and (Palukurty &
Somalanka, 2016) showed the great ability of these microorganisms to hydrolyze this starch
molecule. Similarly, there are few other studies on the production of yeast amylases (Adam et
al., 2004; Kondo et al., 2002; Laitila et al., 2006) since yeasts are microorganisms showing
good growth and storage potential. Their ability to produce enzymes in low concentrations or
characteristics that are not ideal for industrial interests makes them an attractive source for

enzymatic production.

The product of total starch degradation is, for example, a-D-glucose-1P by the enzyme
starch phosphorylase (EC: 2.4.1.1), whose partial hydrolysis action can generate a more
complex molecule such as amylose. The enzyme glucoamylase (EC: 3.2.1.3), responsible for
the total hydrolysis of starch to a-D-glucose, has better known and required actions. Maltose
and maltodextrins can also be obtained by the action of B-amylases (EC: 3.2.1.2) on starch
glycosidic bonds. Industrially, the action of amylase on the starch molecule must be stable

within the optimal range of enzyme action (KEGG, 2021).

Optimal process conditions, particularly temperature and time, were studied to uncover
the maximum enzymatic activity from the optimization concept presented by Bispo and
colleagues (Bispo et al., 2015; Bispo et al., 2014; Bispo et al., 2013), associated with the
Boltzmann Transport Equation for the definition of the fit equation, whose methodology was
consolidated in work developed by Amorin et al. (2018). The objective of this work was to
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investigate the performance of amylases in function of the temperature. Amylases were
produced by wild yeast strain under different aeration conditions during fermentation.

2.4 Materials and Methods
The methodology was based on initially fermenting three different batches at the same
temperature, which were further submitted to different conditions to assess the effect of

hydrolysis temperature, fermentative aeration, and time on enzymatic activity.
2.4.1 Acquisition of yeast strains

The yeast strain LEB-T07 was obtained from the Bioprocess and Metabolic Engineering
Laboratory (LEMeB) at the University of Campinas (Unicamp, Campinas, SP, Brazil). This
yeast strain was selected from a pool of 390 wild yeast strains harvested from different
locations in Brazil (Hernalsteens, 2006). The choice of yeast was based on the ability of the

yeast to produce amylase, as previously presented by (Peixoto et al., 2013).

2.4.2 Reaction medium for fermentation

The medium used for the fermentation process was made as follows: 75.0 g/L of soluble
starch was added to a solution of KH2PO4 (5.0 g/L), (NH4)2SO4 (2.0 g/L), MgSQO4.7H20 (0.8
g/L), and yeast extract (1.0 g/L). The pH was adjusted to 5.5 with 0.5 N HCI. This medium was
used for all studied processes.

2.4.3 Fermentation Equipment

Bioflo Il automated bioreactor (New Brunswick, Eppendorf, United States) and
fermentation vessels with a suitable volume of 1.0 L. The stirrers used were of the Rushton
turbine type, at the base of the stirring axis, and naval propeller, superior to that one. Mettler
Toledo pH (brand, city, state, country) and pO2 probes. Microbiological filters for compressed
air with 0.22 um pores (Micropore, San Diego, California, United States). This aeration range
was used to denote a process without aeration (0.0 vvm), with micro aeration (0.1 vvm) and
abundant aeration (1.0 vvm) so that the conditions studied exhibited a discrepancy in behavior

due to the concentration of dissolved oxygen in the medium.

Fermentative Processes
Initially, the fermentation process was carried out at 30 °C, for all of the batches. Then,
the batches were assessed by submitting centrifuged aliquots from each of them, under different

conditions (temperatures of 40, 50 e 60 °C), and further spectrophotometrical analysis. Each
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batch was prepared as described: Batch 1 (without aeration), Batch 2 (0.1 vvm aeration); Batch
3 (1.0 vwm aeration): The pH (5.5) was controlled with 2.0 M NaOH using the Bioflo Il
bioreactor automation standard by means of a peristaltic pump associated with the equipment
platform (New Brunswick, Eppendorf, Hamburg, Germany). Aeration was maintained with
manual adjustment in rotameter external to the bioreactor. Stirring was maintained at 150 rpm

throughout the process.

2.4.4 Sampling

During the fermentation process, aliquots of 10 mL were taken every 24 h. The
fermented medium was centrifuged at 15000 rpm at 4°C for 20 min (Sorvall RC 26 Plus Du
Pont, Wilmington, Delaware, United States). The supernatant was reserved and filtered through
0.22 um pores (Micropore, San Diego, California, United States) for analysis of amylase

activity present in the medium.

2.4.5 Enzymatic Activity

To assess the enzymatic activity, 19 mL volume of soluble starch solution (2 g/L) was
added to 0.05 M phosphate buffer, and a pH of 5.2 was kept in vials under shaking in a
thermostatic bath at 40°C, 50°C or 60°C (as suggested by Araque et al. (2008) and Demirkan
et al. (2005). Then, 1 mL aliquots of the centrifuged enzyme-containing solution were added to
the flask. 1 mL aliquots were collected for 10 minutes every 2 minutes of enzyme activity and
added to test tubes containing 1 mL DNS (3,5-dinitrosalicylic acid). An aliquot of 1.0 mL of
the sample was also collected at zero reaction time to adjust the concentration of reducing sugars
formed from the hydrolysis of the starch molecule glycosidic bonds. The methodology here
applied followed the study carried out by Miller (1959) with modifications for the amount of
tartrate added (8 mL in this experiment). Absorbances were measured at 540 nm in a
spectrophotometer (Varian, Palo Alto, California, United States), and the results were
calculated as the average of triplicates corrected by water blank. It was defined that one unit of
activity as the amount of enzyme required to release 1.0 pumol glucose per minute reaction under
the assay conditions. The Figure 2.1 demonstrates a global understanding of the experimental

sequence.
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Figure 2.1- Illustrative methodology for production of amylases
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One unitof activity is the amount of enzyme required torelease 1.0 pmol glucose per minute reaction under the assay conditions.

2.4.6 Mathematical Modeling Conditions

Following the methodology stated in Bispo et al. (2013), with considerations shown in
Bispo et al. (2014 and 2015), and Amorim et al. (2018), ten experimental points were treated to
obtain the equation to describe the behavior observed through the data collected in each process
condition (Batches 1, 2 and 3). The calculated Enzyme Activity (EA) was related to the
temperature and fermentation time, and the relationship with the temperatures tested for the
aliquots containing amylase.Successive approximations were adopted based on the Boltzmann
Equation of Transport (Eq. 2.1), whose first solutions were found by Gressman and Strain
(2010).

In the present investigation, the experimental data were proposed to be fitted using the

following Boltzmann fitting function (B):

B =3 i = ¥) + (Eq. 2.1)
where y i-th is the experimental data, n is the total number of experimental points and f;

corresponds to the relative species fraction, given by
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f - (Eq. 2.2)

= 1+exp((x7— xm (1)) /1)

Here, x is the theoretical independent variable of the y property, 7 is the transition

coefficient, x,,, (i) is the medium point defined as:

Fori=1upton-1

X () = X(O) + (X( + 1) — X(D)/2 (Eq. 2.3)

so that X is the experimental independent variable

To demonstrate the applicability of the B function, consider a hypothetical experimental
data where y=[1; 1.5;3.8;6;4.5;2.5] and X=[1,;2;3;4;5;6], as showed in Figure 2.2. In this case,
n=6, x,, = [1.5; 2.5; 3.5; 4.5; 5.5]. If we want that the B function has 50 points, for instance,
we can use the following code to obtain x;:

xr=X(6) =6
For j=1 up to 50

xr () = x; + (xp —x;) » (j — 1)/(50 — 1)
Since we have, n, x; and x,,, the only unknow parameter of the B function is the

transition coefficient (7). Thus, in Figure 2.2 we can observe the results obtained for this

function using the previous data at distinct t values.

Figure 2.2 - Hypothetical experimental data.
¥ . ! : :
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As can be observed in Figure 2.2 reduced 7 values (t = 0.001) leads the B function to
describe a step function passing through the experimental data with inflexion point at the x,,, (i)
values. As t increases a more softly theoretical expression of the experimental data can be
obtained (r = 0.15 and 0.5) and at high values this function tends to express the average value
of the y data. In this view, ones can use this procedure to obtain approximated differentiable

curves to characterize any experimental data just defining the value of the transition coefficient

(7).

2.5 Results and Discussion

The results showed divergences in regard to the considerations of each parameter
studied. The different conditions resulted in regions that showed higher or lower enzymatic
activity. The Enzymatic Activity (EA) for each treatment evaluated is shown in Table 2.1 and

from Figure 2.3 to Figure 2.5.

Table 2.1- Experimental data of enzymatic activity extracted from the proposed assays.

Batch 1 (0.0 vvm) Batch 2 (0.1 vvm) Batch 3 (1.0 vvm)

t (h) Enzymatic activity (U/mL)

40°C 50°C 60°C 40°C 50°C 60°C 40°C 50°C 60°C

0 0.00  0.00  0.00 000 0.00 0.0 000 0.00 0.0
24 072 266 111 1.91 040 057 056 044 257
72 045 436  0.86 410 256 237 146 101 3.3
96 018 323  1.09 441 212 578 222 130 340
120 263 210 132 471 167 919 1.98 158  3.68
144 507 214 132 346 273 548 116 186 252
168 293 217 132 220 379 176 1.89 214 136
192 079 259  3.03 6.27 232  3.06 262 153 203
216 185 300 473 018 273 452 082 092 269
240 291 224 141 323 253 379 082 293 175

From the enzymatic broth extracted from Batch 1 (without aeration) (Figure 2.3A.1,
A.2), it was observed that an increase in temperature from 40 to 50 °C caused an increase in
EA for the enzymes from the enzymatic broth collected in the first 96 h of the fermentation
process, time from which the enzymes submitted to a temperature of 40 °C showed a significant
increase in EA, reaching an activity of 5.07 U/mL in the time of 144 h. Under the condition of
60 °C, the enzymes presented significantly higher activity values than those under 50 °C only
after 168 h of fermentation, but still lower than the maximum value (5.07 U/mL) observed for
all the different conditions studied (Figure 2.3 A.1, A.2).
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Figure 2.3 - Experimental data from Enzyme Activity for the samples performed in 3 batches;
A.l, Batch 1; B.1, Batch 2; C.1, Batch 3; and their respective approximations using the

mathematical model adopted for process optimization; A.2, Batch 1; B.2, Batch 2; and C.2,
Batch 3.
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The highest value for the EA obtained from the enzymatic broth extracted from Batch 2
(Figure 2.3 B.1, B.2) was 9.19 U/mL, under hydrolysis at 60 °C. It was observed that the
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enzymatic broth collected at the beginning of fermentation (up to 70 h approximately) had
higher EA at 40 °C. However, after this initial time, the enzymatic activity had its peak under
hydrolysis at 60 °C, and the graph suggested that it is not advantageous to continue the
fermentation after 120 h. There was a sharp drop in EA at both 40 and 60 °C, after the 120h
mark, while the increase in  activity observed at 50 °C might not be economically viable
(maximum of 3.79 U/mL after 168 h).

The activity of enzymes produced up to approximately 100 h from the enzymatic broth
extracted from Batch 3 (1.0 vvm aeration) (Figure 2.3 C.1, C.2) showed more thermophilic
characteristics compared to those produced under the other conditions. However, even when
submitted to a fermentation time of 120 h /hydrolysis at 60 °C, the highest calculated EA was
3.68 U/mL. During almost the entire hydrolysis interval studied, the enzymes submitted to a
temperature of 40 °C showed higher starch degradation capacity than those submitted to a

temperature of 50 °C, but it was still lower than those at 60 °C.

The Figure 2.4 shows the relationship between experimental data and the approximation
achieved with the methodology adopted with mathematical modelling. The results give
direction to further studies and illustrate the curves of mathematical modeling with the

respective residues observed for the EA’s under the conditions of 40, 50, and 60 °C.

It is worth noting the coefficients of determination (R?) calculated for each condition
studied. The R? for each plot showed the direct statistical response between the mathematical
model adopted and the experimental data obtained, as highlighted by Rodrigues and lemma
(2014). This scenario can also be interpreted by plotting the residuals, whose points are little
dispersed, and highlighting considerable statistical approximation for the interpretation of the
phenomena involved in the hydrolysis process studied here.
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Figure 2.4 - Adjustments of the experimental points through the mathematical model adopted for the optimization for each batch,
according to different temperatures 40, 50 and 60 °C (A, B and C). The values for the determination coefficients (R2) are displayed as
well as the residuals for each experimental point studied
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Then, in order to obtain the response surface based on experimental data, a simultaneous
correlation between the parameters of fermentation time, hydrolysis temperature of the sampled
enzyme and the response (EA) was performed. This procedure followed a simulation based on
the adopted mathematical model, inspired by the Boltzmann Transport Equation (Gressman &
Strain, 2010), even for those experimental conditions not contemplated experimentally but

within the studied parametric range.

The analysis of the response surfaces showed regions of maximum enzymatic activity

in relation to the time and temperature parameters (Figure 2.5 A.2, B.2, C.2).

This feature highlights the robustness of the adjustment methodology, as it allows the
reader to evaluate the conditions in which, by choosing the condition of lower energy
expenditure, the response in the region considered optimal is maintained. In order to identify
the best process conditions for the highest possible EA, one might define that the optimal
process condition is when the time is the shortest, the hydrolysis temperature is the lowest, and
the value of EA is the highest. And so, we shall analyze the optimal process conditions for all
of the three batches:

i) The most appropriate conditions for amylase production, for batch 1 (Figure 2.5 A.2),
would be a fermentation time of approximately 60 h, whose enzymes collected under these
conditions would have an EA of approximately 3.6 U/mL, at a temperature of hydrolysis of
approximately 48 °C. On the other hand, the highest EA value observed in Figure 2.5 A.2 was
4.2 U/mL for amylases collected at either fermentation time of approximately 150 h and
temperature of starch degradation between 40 and 42 °C, or a time above 200 h, and hydrolysis
at temperatures above 58 °C. These later process conditions, however, should not be considered
ideal, even if there is a 17% increase in EA, but with a time-lapse of at least 100 h of
fermentation, during which time the process would be subject to energy and energy expenditure,
as well as higher nutrients for maintenance. And so, it is required to consider whether obtaining

the highest value of EA is worth it economically.
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Figure 2.5 - Response surface and contour curve for amylase activity by LEB-TO7 strain under
experimental conditions for each batch. A.1, response surface for Batch 1; B.1, response surface
for Batch 2; C.1, response surface for Batch 3; A.2, contour curve for Batch 1; B.2, contour
curve for Batch 2; C.2, contour curve for Batch.
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i) The optimal process condition in batch 2 (Figure 2.5 B.2) is at fermentation time
around 120 h, when enzymes showed an EA of 7.5 U/mL for hydrolysis processed at
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approximately 58 °C. This condition seems more attractive than in batch 1 since the EA
approximately doubled its value. Nevertheless, this increase in EA observed is accompanied by
a longer fermentation time. Thus, the cost for each batch should be considered when selecting

the best process conditions.

iii) The most indicated process for batch 3 (Figure 2.5 C.2) was found for a value of 3.1
U/mL EA, fermentation time of approximately 90 h, and temperature above 56 °C. When
considering this scenario, it is worth noting that batch 3 was an aerobic process known to be
more favorable to microbial growth. When considering the higher number of active microbial
cells in batch 3 (when compared to batches 1 and 2) and the low oxygen tension, then a smaller
EA is assumed since larger cells concomitantly perform the production of amylases (and so,
with lower EA). This effect suggested the existence of intercellular chemical transmitters
capable of establishing a communication network between cells, such as a social model with
antagonistic or synergetic relations in order to provide glucose to those cells, since glucose is a
product of starch hydrolysis. Nevertheless, these communication mechanisms are better
explained by Alberts et al., (2002), Woo et al., (2009), Ryan & Dow, (2011) and Yajima, (2014).
In summary, when selecting the best process conditions, economic factors might also be

considered together with the requirements for EA values.

Nevertheless, additional information obtained by evaluation of the response surfaces
illustrated in Figure 2.6 might assist in decision-making when selecting the optimum process
conditions. As stated beforehand, the plots were obtained by deriving the adjustment equations

from the fermentation time to determine the critical point (Figure 2.6).

The critical points observed in the surfaces obtained from the derivation of the
adjustment equation provide us with a better understanding of the process. Assuming only the
calculation pathways (letting aside the phenomenological involvement related to energy and
handling costs), one can interpret the process conditions from the principle of formation of
glucose molecules per minute of reaction, interpretation of the unit of enzymatic activity (U)
for each sample of the amylase complex evaluated in the three consecutive batches. The
maximum observed points on the surfaces, let us call it regions of interest (ROI), are obtained
when the rate of amylase formation is maximum, which is the ideal section for maintaining the
process parameters with the intention of prolonging the maximum enzyme production

conditions. At the ROI condition, fermentative processes could be maintained through fed
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batches to ensure permanent conditions of steady-state enzyme production. The mathematical
analysis illustrated in Figure 2.6 showed:

i) The maximum hydrolysis rate was 0.16 U/mL.h for batch 1 when the fermentation
time was above 220 h, and hydrolysis at temperatures around 58 °C. The region that delimits a
hydrolysis rate immediately below this value was 0.11 U/mL.h. The latest was approximately
30% less than the highest value found.

ii) The highest hydrolysis rate was 0.29 U/mL.h for batch 2, for fermentation observed
after approximately 200 h for enzymes subjected to hydrolysis at temperatures around 40 °C.

When compared to batch 1, an increase of over 80% for the hydrolysis rate was observed.

iii) The condition for achieving the highest hydrolysis rate (0.075 U/mL.h) was
established after 200 h fermentation time for starch hydrolyzing enzymes when the temperature
was in the range of 40-44 °C. This result was approximately 47% of the value obtained for the
hydrolysis rate obtained in batch 1, and approximately 26% of the value obtained in batch 2.
One possible explanation for this result is that the aeration could have influenced the low

hydrolysis efficiency response observed for the enzymes produced in batch 3.

Single batch amylase production processes cause metabolic stresses related to substrate
scarcity conditions, as starch hydrolysis products, particularly glucose, are obtained only after
a series of steps involved in the degradation of glycosidic bonds, components amylose, and
amylopectin chains. Thus, the partial release of glucose molecules can cause high
competitiveness of cells by the substrate, keeping the concentration of this monosaccharide at
always low levels. To compensate for the low levels in glucose concentration, cells might create
genetic devices by spontaneous mutation due to stress and may express a previously unseen
condition, such as the production of enzymes with greater activity. Enzymes synthesized by
yeast can partially hydrolyze starch, such as starch phosphorylase (EC: 2.4.1.1), and can
generate amylose, although it might be in concentrations insufficient to meet the metabolic

needs of the microorganism.
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Figure 2.6 - Response surface and contour curve resulting from the derivation of the fitting
equations from the experimental data. A.1, response surface for Batch 1; B.1, response surface
for Batch 2; C.1, response surface for Batch 3; A.2, contour curve for Batch 1; B.2, contour
curve for Batch 2; C.2, contour curve for Batch 3.
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On the other hand, due to substrate scarcity conditions and subsequent mutation,
enzymes such as glucoamylase (EC: 3.2.1.3), responsible for total starch hydrolysis to a-D-
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glucose, might be synthesized and create favorable conditions for microbial growth. And so, if
there is sufficient glucose in the medium and considering the concept of intercellular chemical
transmitters, the enzymes may have inhibited synthesis, or may be consumed by the
microorganism itself due to protease synthesis, as reported by Chaud et al. (2016), Baur et al.
(2015) and Younes et al. (2011).

Nevertheless, while available glucose declines, a new substrate shortage is established,
and the mechanism restarts. This hypothesis can be adopted since the observation of the graphs
generated from the experimental data and the mathematical modeling used suggested a series
of increases and decreases of the enzymatic activities during the studied fermentation time.
Consequently, enzyme production and consumption of the generated enzymes could be
considered. In the absence of degradation of the synthesized enzymes, the enzymatic activity

values would be increasing due to the concentration of these amylases also growing.

In summary, the figures obtained by the mathematical modeling provided a visual
representation of the behavior of EA in each different batch. Additionally, careful observation
and interpretation of those graphs offered valuable information for better decision-making when

selecting the most suitable process conditions to obtain the required enzymatic activity.

2.6 Conclusion

The conditions for time and temperature used in batch 1 showed to be suitable for
obtaining amylases, given that an enzyme activity value of 3.6 U/mL was achieved at a
fermentation time of around 50 h when these enzymes were subjected to a hydrolysis
temperature of around 48 to 52 °C. However, considering the requirements for the amylase
complex, a condition of higher enzymatic activity, 4.2 U/mL, was achieved under two other
conditions: around 150 h and above 200 h. In batch 2, the condition for the production of the
enzymes with the highest activity among all conditions studied (9.19 U/mL) was the most
suitable since the objective of the process was to obtain amylase complexes with higher
enzymatic activity. Therefore, the synthesis of amylases under the conditions established in
batch 2, and fermentation time of approximately 120 h was indicated. However, for batch 3, it
appears that there was a reduced ability to synthesize amylases with enzymatic activities of
interest. This effect may be related to the transfer of oxygen to the reaction medium, a

fundamental ingredient for growth where starch degradation processes could be accelerated.
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From the derivatives of the mathematical modeling equations, the optimal condition for
the productivity of amylases was observed in batch 2 after 200 h of fermentation for hydrolysis
processed at temperatures around 40 °C. Under those conditions, maximum rates of enzymatic
activity can be obtained when applying a steady state of the process and consequent
maintenance of the productive potential of amylases. In summary, the results here presented
showed that the modeling presented assisted in selecting the most suitable conditions for
achieving the required enzymatic activity. The methodology presented could be applied in
industry and research settings in order to facilitate the steady and efficient production of
amylase. Furthermore, the same conditions presented here can be used to study and produce

other enzymes.

2.7 References

Journal Articles:

Abrams, E. M., & Gerstner, T. V. (2015). Allergy to cooked, but not raw, peas: A case series
and review. Allergy Asthma and Clinical Immunology. Advance online publication.
https://doi.org/10.1186/s13223-015-0077-X

Adam, A. C., Latorre-Garcia, L., & Polaina, J. (2004). Structural analysis of glucoamylase
encoded by the STA1 gene of Saccharomyces cerevisiae (var. diastaticus). Yeast, 21(5), 379-
388. https://doi.org/10.1002/yea.1102

Amorim, T. S., de Brito Lopes, S., Bispo, J. A. C., Bonafe, C. F. S., de Carvalho, G. B. M., &
Martinez, E. A. (2018). Influence of acerola pulp concentration on mead production by
Saccharomyces cerevisiae. AWRI 796. LWT - Food Science and Technology, 97, 561-5609.
https://doi.org/10.1016/j.Iwt.2018.07.009

Araque, E.; Parra, C.; Rodriguez, M..; Freer, J.; Baeza, J.. Selection of thermotolerant yeast
strains Saccharomyces cerevisiae for bioethanol production. Enzyme and Microbial
Technology. v. 43, p.120-123, 2008. https://doi.org/10.016/j.enzmictec.2008.02.007

Avwioroko, O. J., Anigboro, A. A., & Tonukari, N. J. (2016). Biotechnological application of
cassava-degrading fungal (CDF) amylase in broiler feed formulation. Biotechnology Journal
International, 1-12. https://doi.org/10.9734/BBJ/2016/20614


https://doi.org/10.1186/s13223-015-0077-x
https://doi.org/10.1002/yea.1102
https://doi.org/10.1016/j.lwt.2018.07.009
https://doi.org/10.016/j.enzmictec.2008.02.007
https://doi.org/10.9734/BBJ/2016/20614

93

Baur, C., Krewinkel, M., Kranz, B., von Neubeck, M., Wenning, M., Scherer, S., Stoeckel, M.,
Hinrichs, J., Stressler, T., & Fischer, L. (2015). Quantification of the proteolytic and lipolytic
activity of microorganisms isolated from raw milk. International Dairy Journal, 49, 23-29.
https://doi.org/10.1590/1678-5150-PVB-5645

Bispo, J. A, Bonafe, C. F., Santana, K. M., & Santos, E. C. (2015). A comparison of drying
kinetics based on the degree of hydration and moisture ratio. LWT-Food Science and
Technology, 60(1), 192-198. https://doi.org/10.1016/j.lwt.2014.07.014

Bispo, J. A., Bonafe, C. F., Silva, M. L., Andrade, I. H., & Carvalho, G. B. (2014). Applying
structural transition theory to describe enzyme kinetics in heterogeneous systems. Journal of
Mathematical Chemistry, 52(6), 1497-1513. https://doi.org/10.1007/s10910-014-0325-1

Bispo, J. A. C., Bonafe, C. F. S., Koblitz, M. G. B., Silva, C. G. S., & de Souza, A. R. (2013).
Substrate and enzyme concentration dependence of the Henri—Michaelis—Menten model probed
by numerical simulation. Journal of Mathematical Chemistry, 51(1), 144-152.
https://doi.org/10.1007/s10910-012-0071-1

Chaud, L. C., Lario, L. D., Bonugli-Santos, R. C., Sette, L. D., Junior, A. P., & Felipe, M. d. G.
d. A. (2016). Improvement in extracellular protease production by the marine antarctic yeast
Rhodotorula mucilaginosa L7. New Biotechnology, 33(6), 807-814.
http://dx.doi.org/10.1016/].nbt.2016.07.016

Demirkan, E S , Mikami, B , Adachi, M , Higasa, T , Utsumi, S a-amylase from B.
amyloliquefaciens: purification, characterization, raw starch degradation and expression in E.
coli. Process Biochemistry 40 2629-2636, 2005

Gressman, P. T., & Strain, R. M. (2010). Global classical solutions of the Boltzmann equation
with long-range interactions. Proceedings of the National Academy of Sciences, 107(13), 5744-
5749. https://doi.org/10.1073/pnas.1001185107

Hernandez, M. S., Rodriguez, M. R., Guerra, N. P., & Rosés, R. P. (2006). Amylase production
by Aspergillus niger in submerged cultivation on two wastes from food industries. Journal of
food engineering, 73(1), 93-100. https://doi.org/10.1016/j.jfoodeng.2005.01.009

Kondo, A., Shigechi, H., Abe, M., Uyama, K., Matsumoto, T., Takahashi, S., Ueda, M., Tanaka,
A., Kishimoto, M., & Fukuda, H. (2002). High-level ethanol production from starch by a


https://doi.org/10.1590/1678-5150-PVB-5645
https://doi.org/10.1016/j.lwt.2014.07.014
https://doi.org/10.1007/s10910-014-0325-1
http://dx.doi.org/10.1016/j.nbt.2016.07.016
https://doi.org/10.1073/pnas.1001185107
https://doi.org/10.1016/j.jfoodeng.2005.01.009

94

flocculent Saccharomyces cerevisiae strain displaying cell-surface glucoamylase. Applied
Microbiology and Biotechnology, 58(3), 291-296. https://doi.org/10.1007/s00253-001-0900-9

Kumari, N., Sushil, R., Rani, N., Malik, K., & Avtar, R. (2019). Microbial amylases: An

overview on recent advancement. Journal of Entomology and Zoology Studies, 7(1), 198-205.

Laitila, A., Wilhelmson, A., Kotaviita, E., Olkku, J., Home, S., & Juvonen, R. (2006). Yeasts
in an industrial malting ecosystem. Journal of Industrial Microbiology and Biotechnology,
33(11), 953-966. https://doi.org/10.1007/s10295-006-0150-z

Miller, G. L. (1959). Use of dinitrosalicylic acid reagent for determination of reducing sugar.
Analytical Chemistry, 31(3), 426-428. https://doi.org/10.1021/ac60147a030

Palukurty, M. A., & Somalanka, S. R. (2016). Optimization of nutritional parameters for
production of alpha amylase using Aspergillus oryzae MTCC 3017 by central composite design.
Int J Ind Biotechnol Biomaterial, 2, 1-10.

Peixoto, A. B., de Almeida, N. A., & Maugeri, F. (2013). Bioetanol de fonte amilacea produzido
por leveduras silvestres. Revista de Biotecnologia & Ciéncia (ISSN 2238-6629), 2(2), 25-39.

Ryan, R. P., & Dow, J. M. (2011). Communication with a growing family: diffusible signal
factor (DSF) signaling in bacteria. Trends in Microbiology, 19(3), 145-152.
https://doi.org/10.1016/j.tim.2010.12.003

Woo, D. K., Phang, T. L., Trawick, J. D., & Poyton, R. O. (2009). Multiple pathways of
mitochondrial-nuclear communication in yeast: intergenomic signaling involves ABF1 and
affects a different set of genes than retrograde regulation. Biochimica et Biophysica Acta
(BBA)-Gene Regulatory Mechanisms, 1789(2), 135-145.
https://doi.org/10.1016/j.bbagrm.2008.09.008

Yajima, A. (2014). Recent progress in the chemistry and chemical biology of microbial
signaling molecules: quorum-sensing pheromones and microbial hormones. Tetrahedron
Letters, 55(17), 2773-2780. https://doi.org/10.1016/j.tetlet.2014.03.051

Younes, B., Cilindre, C., Villaume, S., Parmentier, M., Jeandet, P., & Vasserot, Y. (2011).

Evidence for an extracellular acid proteolytic activity secreted by living cells of Saccharomyces


https://doi.org/10.1007/s00253-001-0900-9
https://doi.org/10.1007/s10295-006-0150-z
https://doi.org/10.1021/ac60147a030
https://doi.org/10.1016/j.tim.2010.12.003
https://doi.org/10.1016/j.bbagrm.2008.09.008
https://doi.org/10.1016/j.tetlet.2014.03.051

95

cerevisiae PIR1: impact on grape proteins. Journal of agricultural and food chemistry, 59(11),
6239-6246. https://doi.org/10.1021/jf200348n

Books:

Alberts, B., Johnson, A., Lewis, J., Raff, M., Roberts, K., & Walter, P. (2002). Molecular
biology of the cell.

KEGG: Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes, https://www.genome.jp/kegg/. Accessed
in april 5th, 2021

Rodrigues, M.1., & lemma, A.F. (2014). Experimental Design and Process Optimization (1st
ed.). CRC Press. https://doi.org/10.1201/b17848

Thesis:

HERNALSTEENS, S. Isolamento, identificacdo e caracterizacdo de microrganismos
produtores de oligossacarideos a partir de coletas em diferentes regides brasileiras.
Campinas, Tese de Doutorado — UNICAMP, 2006



96

Capitulo 3 - Otimizacdo da Producéo de Bioetanol a partir de Amido por

Leveduras Silvestres em Batelada Simples

Artigo publicado na Revista de Biotecnologia & Ciéncia

PEIXOTO, A. B, BISPO, J. A. C., BONAFE, C. F. S., MARTINEZ, E. A. Modelagem e
superficie de resposta da producgdo de bioetanol a partir de amido por leveduras silvestres em
batelada simples. Revista de Biotecnologia e Ciéncia, v. 6, n. 2, 2017.



97

Modelagem e superficie de resposta da producéo de bioetanol a partir de

amido por leveduras silvestres em batelada simples

Modeling and response surface on bioethanol production from starch by

wild yeasts in batch fermentation

Abrado Brito Peixoto?!, José Ailton Conceicéo Bispo?, Carlos Francisco Sampaio
Bonafé?, Ernesto Acosta Martinez*

professor da Universidade Estadual de Feira de Santana (UEFS); Departamento de
Tecnologia. Avenida Transnordestina, s/n - Novo Horizonte CEP 44036-900 - Feira de
Santana — Bahia, Telefone: (75) 3161-8056, abraaopeixoto@uefs.br; 2 Professor da
Universidade Estadual de Feira de Santana (UEFS); Departamento de Tecnologia. Avenida
Transnordestina, s/n -Novo Horizonte CEP 44036-900 - Feira de Santana — Bahia, Telefone:
(75) 3161-8056, ailton_bispo@hotmail.com; 3Professor da Universidade Estadual de
Campinas (Unicamp); Instituto de Biologia, Departamento de Bioguimica e Biologia
Tecidual, Rua Monteiro Lobato, 255, Caixa Postal 6109, CEP 13083-970 - Campinas — SP,
Telefone: (19) 37886135, Fax: (19) 37886129, bonafe@unicamp.br; “Professor da
Universidade Estadual de Feira de Santana (UEFS); Departamento de Tecnologia, Programa
da Pds-graduacdo em Biotecnologia, Departamento de Biologia (DCBIO). Avenida
Transnordestina, s/n - Novo Horizonte CEP 44036-900 - Feira de Santana — Bahia, Telefone:
(75) 3161-8056, ernesto.amartinez@yahoo.com.br

3.1 Resumo

O bioetanol compreende 0s processos de obtencdo do etanol em que a matéria-prima € a
biomassa, tal como celulose, cana-de-agucar ou milho. Este trabalho objetivou investigar o
comportamento de leveduras sob fermentacdo em batelada simples para producédo de etanol a
partir de amido e analisar as condi¢Ges de processo para maximizar a concentracdo deste alcool.
O ajuste matematico foi inspirado na Equacdo de Transporte de Boltzmann. Na reacdo sem
aeracdo, o valor maximo foi de 0,81 g/L de etanol, menos da metade do valor obtido sob aeracédo
(1,64 g/L). As aproximacOes obtidas denotaram altos valores para os coeficientes de
determinacdo calculados. A estratégia de modelagem demonstra possibilidade de estudo de
variaveis de processo mesmo em condicOes de escassez de fatores. A equacao de ajuste explica
de maneira harménica o comportamento observado em bancada e permite avaliacdo do processo

para a producdo de etanol a partir da biomassa em maiores escalas.

Palavras-chave: biomassa, otimizacao, segunda geracao, amilase
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3.2 Abstract

Bioethanol comprises all the processes for obtaining ethanol in which the raw material is
biomass such as cellulose, sugar cane or corn. This work aimed to investigate the behavior of
yeast strain under simple batch fermentation to produce ethanol from starch and to analyze the
process conditions to maximize ethanol. The Boltzmann’s Transport Equation inspired the
fitting. The maximum ethanol concentration was 0.81 g/L, less than half of the maximum
concentration of ethanol obtained under aeration (1.64 g/L). The approximations through the
mathematical model denoted high values for the R? calculated for each process condition. The
modeling strategy demonstrates the possibility of studying process variables even under
conditions of factor shortage. The adjustment equation explains in a harmonic way the behavior
observed in the laboratory and allows evaluation of the process for the production of ethanol in

large scale.
Keywords: biomass, optimization, second generation, amylase

3.3 Introducéo

A producéo de alcool no Brasil na safra 2014/2015 foi de mais de 28 bilhdes de litros e
na safra 2015/2016, de mais de 30 bilhGes de litros (UNICA, 2017). Tem-se hoje mais de 10
milhdes de hectares de cana-de-agucar plantados, sendo que a area colhida em 2015 foi de 9,7
milhdes de hectares. As exporta¢fes consolidaram um volume de 130 milhdes de litros para a
Unido Europeia e de 4 milhGes de litros para o CBI (Caribbean Basin Initiative). A meta até o

final do ano 2017 € alcancar niveis ainda maiores de producdo.

Hoje em dia, o etanol oriundo do milho € produzido quase que exclusivamente do amido
retido na semente do grdo. Estudos de producdo alcodlica a partir de grdos de milho sdo
realizados desde a década de 80 (TORNEY et al. 2007). Avancos e entendimentos mais
aprofundados podem, contudo, providenciar aumento significativo na produtividade em

detrimento de praticas atuais.

KIM & DALE (2004) comparam dados sobre producdo alcodlica a partir de distintos
cultivares e demonstram que milho, arroz e cana-de-agucar apresentam os maiores rendimentos
(0,46; 0,48 e 0,50 L/Kg de massa seca respectivamente). Aproximadamente 5 % de todo milho

produzido no mundo séo desperdigados, o que poderia gerar 9,3 GL de etanol.
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A producéo de etanol a partir da glicose derivada da degradacdo do amido tem sido
dominada pela utilizagdo de leveduras da espécie Saccharomyces cerevisiae. Contudo, o agucar
derivado da biomassa € uma mistura de hexoses (essencialmente a glicose) e pentoses
(essencialmente a xilose) e muitas cepas selvagens de Saccharomyces cerevisiae ndo degradam
a xilose. Uma saida utilizada é adicdo as leveduras de microrganismos etanologénicos que
degradem a xilose ou a manipulagdo por engenharia genética com mecanismo de expressao
génica de modo que um sé microrganismo degrade tanto as hexoses quanto as pentoses. Para o
primeiro caso, pesquisas revelam que é possivel a utilizacdo de leveduras e bactérias, como a
Zymomonas mobilis para a degradacgéo da xilose residual (DIEN et al., 2003); para o segundo
caso, cepas de Saccharomyces cerevisiae tém sido manipuladas geneticamente de maneira que
tenham a capacidade de degradar ambos os carboidratos pela adi¢do de genes de Pichia stipitis
(JEFFRIES & JIN, 2004).

O foco de estudos relativos a producdo do bioetanol esta na reducéo dos custos tanto da
producdo dos biorreatores quanto do processo. Para isso, 0 pré-tratamento se faz necessario e
pode representar uma porcao significativa na analise de custos. Dessa forma, a compreensao de
informac@es que denotam a importancia, as estratégias e as operac¢des unitarias envolvidas nos

pré-tratamentos sao essenciais.

GUMIENNA et al. (2016) trabalharam com 258 variedades de amostras de grdos de
milho para a producdo de bioetanol, cujos teores de amido variavam de 610,67 a 721,41 mg/g
e agucares redutores, de 3,83 a 10,76 mg/g. O milho triturado foi sacarificado com a-amilase
(0,2 mL/Kg de graos) e glicoamilase (0,6 mL/Kg de grdos) e entdo levado a fermentacdo com
Saccharomyces cerevisiae de destilaria. Ainda, foi adicionado um complexo de xilanase e
celulase (0,08 mL/Kg de gréos) e protease GC 106 (0,08 mL/Kg de gréos). O rendimento
méaximo obtido foi 81,33 % do valor tedrico. O processo fermentativo teve pH ajustado para
5,0-5,5 e os grdos adicionados como fonte de carbono foram misturados com agua na proporcao
de 1:6. Antes da inoculagdo, 0 meio com o0s grdos passou por cocc¢do a 100 °C por 1 h para
gelatinizagdo do amido. A seguir, com o decréscimo da temperatura, as enzimas atuaram na
degradacdo do amido original em processo de sacarificacdo, cujos indices variaram de 88,57 %
a 57,90 %. Foi notado que as amostras de grdos de milho com maior teor de amido foram
aquelas que denotaram menor eficiéncia de sacarificacdo (-0,35; p < 0,05). Os maiores niveis
de acucares redutores nos grdos levaram a uma maior produtividade de etanol, sendo que

comparagGes em grupos, por meio de técnicas exploratorias multivariaveis, permitiram a
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distincdo dos maiores rendimentos em etanol em que se observou valor maximo (35,6 L de
etanol por 100 Kg de gréos) quando o indice de sacarificacdo foi méaximo. Este trabalho
demonstra que ndo é apenas o teor de amido no grdo que denota maior rendimento na

fermentacao para a producéo de etanol.

SUWANNARAT & RICHIE (2015) trabalharam com Saccharomyces cerevisiae em
processo fermentativo anaerdbico para degradacdo da matéria organica de residuos de
alimentos oriundos de restaurantes, dentre outros. Foram determinadas as condic¢des Otimas de
processo, que durou até 30 dias. Os autores perceberam que a degradacao efetiva do efluente se
daria mesmo com materiais com concentragdo de 700 g de residuos de alimentos/L. A
concentracdo celular étima para a inoculagdo foi determinada e seu valor foi de
aproximadamente 4,6.10células/L de indculo. A temperatura de processo foi otimizada em
torno de 40 °C enquanto os estudos foram executados na faixa de 25 a 40 °C. A DQO e a DBO
foram reduzidas de aproximadamente 30 e 50 % respectivamente. Foi detectado que as
leveduras utilizaram praticamente todo acuUcar disponivel e reduziram lipidios e proteinas em
torno de 50 %. Com relacdo ao amido, sua degradacdo se deu apds um longo periodo de
fermentacao, superior a 20 dias, e chegou a mais de 50 % de hidrdlise na condi¢do 6tima do
processo e numa taxa de inoculacdo de 10 mL de in6culo para 175 mL de cultura. Contudo, 0s
autores concluem que as leveduras foram efetivas na degradacéo dos residuos alimentares, mas
a liberacéo de CO> e a producéo de etanol (aproximadamente 1,5 %) foram significativas apenas

nos primeiros 7 dias de incubacéo.

WU et al. (2016) trabalharam com residuos de inhame (Colocasia esculenta),
notadamente com quantidade apreciavel de amido. Este material foi utilizado como Unica fonte
de carbono para a producéo de bioetanol por Kluyveromyces marxianus K21 termotolerante em
frascos agitados de 250 mL. Em relacdo a fonte de carbono, os autores consideraram que a
condicdo 6tima seria de 170 g de residuos de inhame/L de meio fermentativo, o que geraria,
apos a hidrdlise, glicose na concentracdo de aproximadamente 100 g/L e 9 g/L de gluten de
milho como fonte alternativa de nitrogénio. Em processos em que ocorreram simultaneamente
a sacarificacdo e a fermentacédo, houve alta produtividade de etanol em detrimento de processos
em que ocorreram a sacarificacdo e a fermentacédo dissociadas. A condicao 6tima de in6culo no
processo simultaneo foi de 5 % de Kluyveromyces marxianus K21 a 40 °C e 150 rpm com
obtencdo méaxima da concentracdo de etanol de 48,98 g/L e produtividade de 2,23 g/L.h ap0os

22 h de cultivo. Experimentos de ampliacéo de escala em biorreatores de 5 L demostraram que
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a cepa estudada pode manter sua capacidade. Os autores observaram que apds 22 h de cultivo
foram alcancados uma concentracao de etanol de 43,78 g/L e uma produtividade de 2,19 g/L.h,

correspondendo a 94,2 % do rendimento tedrico em etanol.

CHU-KY et al. (2016) trabalharam em escala de bancada e em escala piloto com
fermentacdo convencional e do tipo “very high gravity” (VHG), respectivamente, a partir de
amido de arroz, na forma de farinha de arroz, cuja concentracao foi de 186,9 g/L (fermentagéo
convencional) e de 311,5 g/L (VHG), para producdo de etanol potavel por Saccharomyces
cerevisiae na concentragdo de 1,75.107 células/mL (fermentagdo convencional) e de
3,5.10"células/mL (VHG) para a condicdo de indculo. O processo fermentativo do amido
original foi precedido pelas etapas simultaneas de liquefacdo e sacarificagdo por meio das
enzimas a-amilase, B-glucanase e glicoamilase com auxilio de proteases. O cultivo ocorreu a
uma temperatura de 30 °C num anico fermentador. O meio reacional foi suplementado de
fosfato de potéssio (4,8 mM) e ureia (16,0 mM) e a reacdo ocorreu por 120 h, obtendo-se uma
concentracdo méxima de etanol de 17,6 % (v/v), o que corresponde a 86,3 % do rendimento
tedrico em etanol. Ap6s a ampliacdo de escala para 25 L, o conteido de etanol passou a ser de
17,0 %, o que corresponde a um rendimento de 83,2 % do rendimento tedrico em etanol. Os
subprodutos ndo fermentesciveis, tais como proteinas (47,5 %) e fibras (15,8 %) foram
separados por meio de filtros de placas ap6s a fermentacdo e, entdo, encaminhados para

secagem, onde foram condicionados para serem utilizados como ragdo animal.

O presente trabalho teve o objetivo de investigar o comportamento das leveduras
silvestres ainda ndo catalogadas submetidas a fermentacdo em batelada simples para producao
de etanol cuja Unica fonte de carboidrato foi o amido. Condi¢bes Gtimas de processo,
particularmente pressdo parcial de oxigénio (pOz) e tempo, foram obtidas para maximizar a
concentracdo de etanol no meio reacional. A ferramenta utilizada para o estudo das condicdes
é demonstrada pelos trabalhos de BISPO et al. (2013), BISPO et al. (2014) e BISPO et al.
(2015), associado a Equacdo de Transporte de Boltzmann para a definicdo da equacéo de ajuste.

3.4 Material e Métodos

3.4.1 Aquisicéo das cepas de leveduras
A cepa de levedura aqui estudada, LEB-AAQ5B, é um exemplar de bioprospeccéo

obtido em trabalhos anteriores entre 390 cepas de leveduras componentes do Banco de Células
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do Laboratério de Engenharia Metabdlica e de Bioprocessos (LEMeB/Unicamp), como descrito
por PEIXOTO et al. (2013).

3.4.2 Meio reacional para fermentacéo

Amido solavel (75,0 g/L), KH2POg, (5,0 g/L), (NH4)2S04 (2,0 g/L), MgS04.7H20 (0,8
g/L) e extrato de levedura (1,0 g/L). O pH foi ajustado para 5,5 com HCI 0,5 N. Essa
composicado foi utilizada para todos o0s processos estudados.

3.4.3 Fermentador

O reator utilizado foi o biorreator automatizado Bioflo 111, (New Brunswick, Eppendorf,
Hamburgo, Alemanha) com cuba de fermentagdo de volume util de 1,0 L. Os agitadores
utilizados foram do tipo turbina de Rushton, na base do eixo de agita¢do, e hélice naval, superior
aquele. Sondas de pH e pO2 Mettler Toledo (Greifensee, Suica). Filtros microbioldgicos para

ar comprimido com poros de 0,22 pm.

3.4.4 Processos fermentativos
Os processos fermentativos foram divididos em duas bateladas distintas. A primeira,
sem aeracdo e a segunda, com aeracdo de 1,0 vvm durante todo o processo. A agitacao foi

mantida constante em 150 rpm e a temperatura em 30 °C.

3.4.5 Amostragem
Aliquotas de 1 mL foram retiradas a cada 24 h. O meio fermentado foi submetido a
centrifugacdo de 15000 rpm a 4 °C por 20 min. O sobrenadante foi reservado e filtrado por

meio de poros de 0,22 pum para analise da concentracdo de etanol presente no meio.

3.4.6 Andlise da concentracao de etanol
O sobrenadante reservado foi injetado em HPLC, coluna HPX-87H (Bio-Rad®,
Berkeley, Califérnia, Estados Unidos da América) para quantificacdo do etanol produzido a

partir do amido original.

3.4.7 Condicdes da Modelagem Mateméatica

Seguindo a proposta de BISPO et al. (2013), com considerac6es apontadas em trabalhos
posteriores, como exibido por BISPO et al. (2014) e BISPO et al. (2015), associada a estudos
de aproximagdes sucessivas inspiradas na Equacdo de Transporte de Boltzmann, foram
ajustados 11 pontos experimentais. A equagéo de ajuste descreve o comportamento observado

por meio dos dados experimentais em cada condigcdo de processo. A concentracéo de etanol foi
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relacionada aos parametros de tempo de fermentacao e presséo parcial de oxigénio (pO2). Com
a derivacdo da equacdo de ajuste em relacdo ao tempo, foram calculados os valores de
produtividade (g/L.h) ao longo do tempo de fermentacdo. Esses valores de produtividade
também foram relacionados ao tempo de fermentacao e a aeracdo do meio (pO2). O software
utilizado para o tratamento dos dados pela equacdo de ajuste foi o Matlab R2014a (Natick,
Massachusetts, Estados Unidos da América).

3.5 Resultados e Discussoes

Por meio da Figura 3.1A, observa-se a construcdo grafica dos dados experimentais
obtidos para a producéo de etanol pela cepa de levedura LEB-AAQ5B nas condicgdes de 0,0 e
1,0 vwvm de aeracdo. A Figura 3.1B representa os ajustes obtidos com a utilizacdo da
metodologia descrita para o estudo do processo. No processo estabelecido sem aeracao,
percebe-se inicio da producéo de etanol ap6s 24 h de fermentacdo. Contudo, ao se estabelecer
aeracdo de 1,0 vvm, a producédo de etanol passa a ser observada apenas depois de decorridas
aproximadamente 150 h. Esse fendmeno pode ser explicado pelo fato de a presenca de oxigénio
no meio reacional estimular a producéo de energia pelas leveduras via cadeia transportadora de
elétrons, mais produtiva em comparacdo com a via fermentativa. Todavia, a auséncia de glicose
no meio, ainda no inicio da fermentagdo, faz estender-se a fase de laténcia, provavelmente
devido a adaptacdo das leveduras, levadas ao estresse pela baixa concentracdo de substrato e
posterior desenvolvimento de habilidade para sintetizar as enzimas necessarias a degradacdo da

molécula de amido.?

! paragrafo suprimido da versdo original do artigo publicado.
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Figura 3.1- Dados experimentais obtidos para a concentragéo de etanol (A) nas condigdes sem
aeracao (m) e com aeracdo de 1,0 vvim (A) e a aproximacao observada por meio do modelo
matematico adotado para o estudo do processo (B).

Por outro lado, quando o processo se da na auséncia de oxigénio, 0 mecanismo de
adaptacdo € acelerado, ja que os fatores bioquimicos associados a atividade metabdlica das
leveduras em baixa tensdo de oxigénio ativam prematuramente as vias de sintese das enzimas
amiloliticas, concatenadas a obtencdo de energia pela via glicolitica a partir da glicose oriunda

da hidrdlise do amido, produzindo etanol, subproduto de todo o processo.

Embora a fase de laténcia tenha se prolongado até aproximadamente 150 h de
fermentacgdo no experimento sob aeracdo de 1,0 vvm, percebe-se, apds este tempo, um aumento
significativo na producdo de etanol. Esta desenvoltura, deve-se, principalmente, pela alta
concentracdo de leveduras no meio (dados ndo demonstrados), levando a uma reducdo da
concentracédo do oxigénio dissolvido no meio reacional e, desse modo, ativando 0s mecanismos
de obtencéo de energia por via glicolitica e, por conseguinte, liberando etanol. Esse cenario se
estende até o tempo de aproximadamente 240 h, a partir do qual observa-se o consumo do etanol
produzido, talvez devido a habilidade destes microrganismos em assimilar o etanol como fonte
de carbono, como se observa em bactérias acéticas, produzindo acido acético. Este argumento
ganha mais robustez pelo fato de a concentragéo de acido acético medida ter sido de 4,45 g/L
(dados ndo demonstrados) apos 264 h de fermentacdo, ao passo em que este produto ndo foi

detectado até 192 h de reagé&o.

A Figura 3.2 e a Figura 3.3 demonstram as aproximacdes matematicas e os residuos
calculados nas condicdes experimentais sem aeracao e sob aeracdo de 1,0 vvm respectivamente.
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Nesses casos também foram demonstrados os valores do coeficiente de determinagéo (R?), afim
de serem avaliadas estatisticamente o quanto dos dados experimentais pode ser explicado pelo

modelo de ajuste.
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Figura 3.2 — Ajuste dos pontos experimentais por meio do modelo matemético adotado para o
estudo (a esquerda) e os residuos calculados para cada ponto experimental (a direita) na
condicg&o de reacdo sem aeracao
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Figura 3.3 — Ajuste dos pontos experimentais por meio do modelo matemético adotado para o
estudo (& esquerda) e os residuos calculados para cada ponto experimental (a direita) na
condicg&o de reacédo sob aeracédo de 1,0 vvm.

Com relacdo ao ajuste alcancado por meio da estratégia de aproximacdo matematica
adotada, observa-se uma relacdo direta entre os dados experimentais obtidos em bancada e o
comportamento da equacdo adotada para o ajuste. Os valores dos coeficientes de determinagéo
foram 0,9999 e 0,9998 para as condicbes sem aeracdo e sob aeracdo de 1,0 vvm
respectivamente. Esses valores denotam harmonia entre os dados experimentais e 0 modelo
matematico e permite ao pesquisador investigar mais profundamente os fenémenos envolvidos
na producdo de etanol pelas leveduras, levando em consideracao a confiabilidade dispensada a

modelagem matematica, preditora do comportamento extraido em bancada.

300
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Derivados dos altos valores de R?, observam-se valores residuais, erro entre o valor
observado em bancada e o valor predito pelo modelo, inferiores a 4,0.107 g/L e 7,0.10 g/L
para as condicdes de aeracdo de 0,0 vvm e 1,0 vvm respectivamente. A partir desta avaliacdo
inicial do ajuste dos dados experimentais ao modelo matematico foi possivel a obtencédo da
superficie de resposta. Para isso, foi realizada uma correlacdo simultanea entre os parametros
de tempo de fermentacdo, pressdo parcial de oxigénio (pO2) e a resposta, concentracdo de
etanol. Este procedimento seguiu uma simulacdo baseada no modelo matematico adotado,
inspirado na Equacdo de Transporte de Boltzmann, inclusive para aquelas condigdes
experimentais ndo contempladas experimentalmente, mas dentro da faixa paramétrica estudada
(Figura 3.4).

Etanol (g/L)

0sr

08r

s s -
[} =
R
-
G0 ————— v ——

g o7t
&0
e sl
L=} —
g Qos B
0B g
sl £ osf 12 -
0.4 o’ i
- o
0 0.4 .
02 0.98
0.4 o3f
e
02F =1
hr F -]
. ; 0.2 = D g%
0.4 g ' - 300 o1t =
: g 0
02 F 150
100
0 S0 0 1 1 1 1 1
pQ, (vvm) o 0 50 m 150 200 250
tempa (h) tempo (hy

Figura 3.4 - Superficie de resposta (a esquerda) e curva de contorno (a direita) para a
concentracdo de etanol produzido pela linhagem LEB-AAQS5B nas condicGes experimentais
estabelecidas para aeracdo de 0,0 e 1,0 vvm.

Analisando-se a superficie de resposta, pode-se verificar a existéncia de regides de
méaxima concentracdo de etanol em relacdo aos parametros de tempo e pO.. Este mecanismo de
avaliacdo experimental permite a observacao dos pontos paramétricos da reagdo em que, tendo
sido observados os valores de menor gasto energético, tais como menor vazdo de aeragéo,
menor tempo de fermentacdo etc., mantém-se a resposta na regido considerada estatisticamente

Otima, dentro da faixa estudada.

Entende-se como condicéo 6tima aquela em que os parametros tempo e pO2 sejam 0s
menores possiveis, dentro da faixa estudada, onde se obtém os maiores valores de concentracéo

de etanol. Para as condigdes experimentais estudadas em associacéo a analise das curvas de
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contorno obtidas, a condi¢do estatisticamente mais apropriada a produgdo de etanol pelas
leveduras seria uma fermentagao de aproximadamente 210 h com aeragdo de aproximadamente
0,7 vvm, cuja relacao estaria dentro da regido de concentracdo maxima. Todavia, o maior valor
de concentracdo de etanol observado em bancada foi de 1,64 g/L apds um tempo de fermentacgéo
de 216 h. Esse valor de concentragdo de etanol é aproximadamente 17 % maior que aquele
apontado dentro da regido 6tima (1,4 g/L), mas sob aeracdo de 1,0 vvm.

Apols a obtencdo das superficies de resposta a partir da equacdo que prediz o
comportamento dos parametros diante do processo, as condi¢cdes de maxima produtividade
foram obtidas derivando-se essas equacdes de ajuste em relagdo ao tempo para se determinar o
ponto critico (Figura 3.5).

O ponto critico observado nas superficies obtidas da derivacdo da equacédo de ajuste nos
permite melhor entendimento do processo. Pode-se interpretar as condi¢cdes do processo a partir
do principio da velocidade de formacao de moléculas de etanol por hora de reacéo, interpretacéo
da produtividade (g/L.h). Interpretam-se os pontos de maximo observados nas superficies como
sendo o ponto em que a velocidade de formacdo é maxima, sendo este o ponto ideal para
manutencdo dos parametros de processo com vistas ao prolongamento das condices de
producdo méxima. Nesses pontos, poder-se-iam sugerir processos fermentativos por meio de
bateladas alimentadas para garantir condi¢des permanentes da producéo de etanol em estado
estacionario.
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Figura 3.5 - Superficie de resposta (a esquerda) e curvas de contorno (a direita) resultantes da
derivacéo das equacdes de ajuste dos dados experimentais relativos as bateladas nas condicdes
estudadas.
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O ponto de mé&xima produtividade (0,083 g/L.h) é obtido apds um tempo e fermentagédo
de 250 h sob aeragdo de aproximadamente 1,0 vvm, tempo em que, tendo sido mantidas as
condicdes do meio reacional, ter-se-ia a producdo de etanol em estado estacionario. O
mecanismo para iniciar a entrada no estado estacionario poderia ser a relagdo com concentracéo
de oxigénio dissolvido no meio reacional, indicio de uma possivel fase de crescimento celular
exponencial, causador de escassez de oxigénio e, por consequéncia, do aumento do valor da
concentracdo de etanol. A manutencao do estado estacionario se daria pela retirada gradativa
dos produtos gerados na mesma taxa em que sdo sintetizados de modo a permitir uma
permanéncia das condi¢des bioquimicas da reacdo com vistas ao prolongamento das condicoes

metabolicas dos microrganismos.

3.6 Conclusoes

Os processos de producéo de etanol em batelada simples causam estresses metabélicos
relativos as condicGes de escassez de substrato e formacéo de produto. A glicose, obtida apenas
depois de uma série de etapas envolvidas na degradacéo das ligac6es glicosidicas, componentes
das cadeias de amilose e amilopectina, mantém-se em baixa concentracdo, dada a extensao de
reacOes para sua obtencdo em detrimento do consumo imediato pelos microrganismos. Por
outro lado, a formacédo de etanol causa uma modificacdo metabdlica nas células, pois se trata
de um produto toxico aos microrganismos e, em determinadas condi¢des, pode inviabilizar o

processo.

Vélido observar a possibilidade de mutacdo espontdnea causada pelo estresse
metabolico devido a escassez de substrato, potencial causador de efeitos metabdlicos
inesperados, tais como a formacéo de produtos estranhos ou o consumo do etanol gerado, como

foi observado em bancada neste trabalho.

Diante do cenério apresentado, pode-se concluir como segue:

i) A equacdo de ajuste adotada para a modelagem matematica dos dados experimentais
explica de maneira harménica o comportamento obtido na observagdo em bancada e permite

avaliar as regides consideradas Otimas para a producdo de etanol sob condigdo experimental
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variando de 0,0 a 1,0 vvm para a vazéo de ar comprimido, dentro de um tempo de processo de
até 264 h.

ii) O consumo do etanol produzido na condicdo de fermentacao sob aeracdo de 1,0 vvm
apos 240 h pode ter sido causado pelo estresse metabdlico observado no inicio da reacdo, com
extensa fase de laténcia, onde os microrganismos se adaptam as condigdes do meio, passam a
produzir etanol ap6s 150 h de fermentacdo e, pela escassez de substrato ou excesso de
microrganismos, a via metabdlica inesperada de consumo de etanol é ativada e este alcool tem

concentracdo reduzida.

iii) Na condicdo experimental sem aeracdo, apesar de néo ter sido observada reducgéo
nos valores da concentracdo de etanol, o valor madximo é de 0,81 g/L, correspondendo a menos
da metade do valor da concentracdo maxima de etanol obtida sob aeracdo de 1,0 vvm. Assim,
mesmo sob o risco do consumo do etanol produzido, a condicdo sob aeracdo deve ser adotada
para a producéo, desde que contemplada a modificagdo das condicdes de processo de batelada
simples para batelada alimentada em processo continuo a partir da deteccdo da reducdo da

concentracdo de oxigénio no meio reacional, com vistas a manutencdo do estado estacionario.

iv) As aproximacoes obtidas por meio do modelo matematico pode ser confiavelmente
empregada, dados os valores calculados do coeficiente de determinacéo para cada condicdo de
processo e dos residuos para cada ponto experimental.

v) A estratégia de modelagem aqui apresentada demonstra, através da confec¢cdo da
superficie de resposta, a possibilidade de estudo de variaveis de processo mesmo em condicdes
de escassez de fatores. Neste experimento foram realizados processos em duas condicées (0,0
vvm e 1,0 vvm), mas a geracao de dados por meio da estratégia adotada revela o potencial desta
ferramenta de analise estatistica e abre um novo campo de estudos para simulacéo e otimizagéo
de processos ou, ainda, outras situagOes exorbitantes ndo exploradas, como melhoramento de

imagens pelo ajuste matematico de pixels adjacentes, por exemplo.

vi) A superficie de resposta, em contraste com as curvas de contorno, revela as regides
de maxima producdo de etanol e delimita essas regides onde, tendo sido obedecidos 0s
pardmetros de processo cujos pontos pertencam a ela, a produgdo méaxima de etanol é garantida.
Dessa forma, uma andlise de custos em relacdo a aeracdo e tempo de fermentagdo pode ser

realizada para garantir minimizag&o dos gastos.
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vii) A derivacdo da equacéo de ajuste em relacdo ao tempo de fermentacdo exprime a
produtividade em etanol e denota fator importante para a consideracdo dos parametros de
processo. Por meio da superficie da produtividade, observa-se a condi¢cdo de manutencdo do
processo em estado estacionario quando se atinge a produtividade maxima (0,083 g/L.h) apos
250 h, tempo em que se poderia langcar mdo de um processo continuo de modo a garantir as
condigdes de formacéo de produto e degradacdo de substrato ali estabelecidas.

viii) Apesar de as leveduras ainda apresentarem baixa produtividade de etanol a partir
de amido, ao contrario de algumas bactérias e fungos filamentosos, os estudos divulgados na
comunidade cientifica apontam avancos significativos com utilizacdo de engenharia genética,
como nos trabalhos desenvolvidos por FAVARO et al. (2013) e FAVARO et al. (2015), ou
melhoramentos das condicGes de processo, como demonstram ARUNA et al. (2014). As
condicdes aqui apresentadas podem ser ainda extrapoladas para situacoes de utilizacdo de cepas
de leveduras associadas como, por exemplo, utilizacdo de leveduras sabidamente amiloliticas,
atuando na fase inicial do processo para a hidrélise do amido, em concomitancia com leveduras
sabidamente etanologénicas, consumidoras desse produto de hidrélise. Todavia, quando
utilizadas apenas uma cepa para a realizacdo da hidrélise e da producdo de etanol, os
rendimentos sdo invariavelmente baixos ou a duragdo do processo é muito longa. Neste cenario,

JUODEIKIENE et al. (2014) demonstram como o mecanismo pode ser aplicado.

ix) E importante o estudo e prospecgio de leveduras e outros microrganismos capazes
de realizar as etapas aqui descritas, tendo em vista que 0s processos adotados industrialmente
para a producdo de etanol de segunda geracdo passam por uma etapa intermediaria de hidrolise
acida, cujos efluentes impactam negativamente as condi¢cdes ecoldgicas e, apesar de se
mostrarem eficientes na obtencdo do etanol, seus impactos sdo negligenciados. Os frutos desta
negligéncia, contudo, serdo observados em longo prazo, motivo pelo qual a bioprospeccéo de
microrganismos capazes de hidrolisar os polimeros glicosidicos e transforma-los em insumos

de interesse industrial com reduzido impacto sobre 0 meio ambiente deve ser incentivada.
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Crescimento de Myriangium sp. em meio Sabouraud: uma nova abordagem

sobre a definicdo de parametros cinéticos

ABRAAO BRITO PEIXOTO, JOSE AILTON CONCEICAO BISPO, ERNESTO ACOSTA
MARTINEZ

4.1 Resumo

Leveduras sdo microrganismos bastante conhecidos por sua facilidade de cultivo e
adaptacdo a condigdes de processo. Neste estudo, foi realizada a definicdo dos parametros
cinéticos de crescimento de duas cepas de levedura Myriangium sp. (Y6511 e Y6512) em meio
Sabouraud nas temperaturas de 26, 30 e 34 °C no tempo t variando de to =0 h, tr= 36 h. As
concentragdes celulares méximas foram de 30,50 g/L (Y6511 a 34 °C) e 34,00 ¢g/L (Y6512, 34
°C). As velocidades especificas de crescimento maximas calculadas para as cepas Y6511 e
Y6512 foram respectivamente 0,30 e 0,28 h! na condicéo de crescimento a 26 °C apds 11,5 h
de crescimento (para Y6511) e 9,5 h de crescimento (para Y6512). As produtividades maximas
em biomassa foram de 2,75 e 2,63 g/L.h para as cepas Y6511 e Y6512, respectivamente,
alcancadas na temperatura de 26 °C. Para a cepa Y6511, o incremento unitario da temperatura
eleva a concentracao celular a um valor maximo de 0,27 g/L.°C no tempo de processo de 9,55
h e temperatura de 29,5 °C. De modo analogo, para a cepa Y6512, 0 incremento unitario da
temperatura eleva a concentrac¢do celular a um valor maximo de 0,45 g/L.°C no tempo de
processo de 7,35 h e temperatura de 26,8 °C. Os parametros observados podem ser utilizados
para a producdo de massa celular, em batelada ou processo continuo, enzimas e outros

bioprodutos de interesse comercial.

4.2 Abstract

Yeasts are microorganisms known for their ease of cultivation and adaptation to process
conditions. Growth kinetic parameters were calculated for two strains of Myriangium sp.
(Y6511 and Y6512) in Sabouraud medium at temperatures of 26, 30 and 34 °C at time t varying
from to = 0 h to t = 36 h. Maximum cell concentrations were 30.50 g/L (Y6511 at 34°C) and
34.00 g/L (Y6512, 34 °C). The maximum specific growth rates calculated for strains Y6511
and Y6512 were respectively 0.30 and 0.28 h in the growth condition at 26 °C after 11.5 h of
growth (for Y6511) and 9.5 h of growth (for Y6512). Maximum biomass yields of 2.75 and
2.63 g/L.h for strains Y6511 and Y6512, respectively, were reached at 26 °C. The influence of
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temperature was also evaluated. For strain Y6511, the unit increase in temperature raises the
cell concentration to a maximum value of 0.27 g/L.°C in the process time of 9.55 h and
temperature of 29.5 °C. For strain Y6512, the unit increase in temperature raises the cell
concentration to a maximum value of 0.45 g/L.°C after 7.35 h of process and temperature of
26.8 °C. These parameters can be used for the production of cell mass, in batch or continuous
process, enzymes and other bioproducts of commercial interest.

4.3 Introducéo

Leveduras sdo fungos unicelulares. Dentre as espécies conhecidas, a
Saccharomyces cerevisiae é a mais estudada, tanto laboratorial quanto industrialmente. E habil
em fermentar acUcares de cana-de acucar, milho, trigo, cevada e arroz, seja para a producéo de
bebidas, seja na industria de panificacdo, para expandir a massa. Ainda, esta espécie de
microrganismo é apontada como o microrganismo eucariético ideal para estudos bioldgicos,
sob um portfolio amplo de aplicacbes (SHERMAN, 1997). A espécie teve o primeiro genoma
eucaridtico totalmente sequenciado, anotado e disponibilizado ao publico (GOFFEAU, 1997).
A sequéncia completa do genoma da levedura possibilitou o desenvolvimento de muitas novas
ferramentas para analisar todos os componentes moleculares da célula e suas interacdes
(SCHERENS & GOFFEAU, 2000). Agora, serve como um organismo modelo para
compreender e interpretar a funcdo das células eucaridticas como sequéncias de DNA humano
(AGUILERA et al., 2022; MFAREJ, SKIBBEN, 2022; HE et al., 2022).

A divisdo celular da levedura ocorre por brotamento. Os tamanhos das células
haploide e diploide variam com a fase de crescimento e de cepa para cepa. A célula de levedura
cresce em trés fases principais - a fase latente, a fase exponencial e a fase estacionaria. Na fase
de laténcia, etapa inicial de crescimento, sdo bioquimicamente ativas e ocorre adaptacdo ao
meio reacional sem aumento apreciavel do nimero de células. Nesta fase, as células tém
metabolismo ativo, cujas vias metabolicas principiam a formacéo de nutrientes essenciais com
vistas ao crescimento exponencial. A duragdo desta fase depende da concentracdo do indculo e
das condi¢bes ambientais, tais como temperatura, pH, pO2, concentracdo de sais, vitaminas,
agitacdo etc. Com a aceleragdo do metabolismo celular, ocorre, concomitantemente, a
replicacdo do DNA e posterior divisdo celular, dando inicio a fase exponencial de crescimento.
Nota-se, entdo, uma aceleracéo do crescimento celular onde a duplicagdo da sua concentragéo
é considerada como sendo o tempo de geracao, influenciado, por sua vez, pelas condi¢bes do

proprio microrganismo, do meio de crescimento e da temperatura, dentre outros fatores. A fase
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posterior do crescimento da levedura, fase estacionaria, € caracterizada pela desaceleracéo do
metabolismo e posterior redugdo da divisdo celular. A alta densidade celular é o fator
preponderante a evidenciar reducdo do metabolismo, sobretudo pela competicéo pelo substrato,

escasso em fases avancadas de operacGes com batelada simples.

Portanto, o entendimento de como estas fases de crescimento se concatenam e de
quanto tempo se necessita para a transicéo entre elas, sobretudo sob a influéncia da variagéo de
temperatura, permite elaborar estratégias de fermentacdo que reduzam o tempo de processo e
se extraia os insumos desejados em seus pontos 6timos de produtividade. Neste trabalho, foi
estudado o crescimento da cepa de levedura Myriangium sp., ainda sem fontes cientificas que
projetem seu potencial. Por este motivo, entender como este microrganismo cresce em meio
rico em glicose sera o ponto de partida para entendimentos mais profundos em trabalhos

vindouros.

4.4  Objetivo Geral
Este trabalho teve como objetivo modelar matematicamente o processo de

crescimento de Myriangium sp. em meio Sabouraud em frascos agitados.

4.4.1 Objetivos especificos
1. Definir a temperatura 6tima de crescimento
2. Calcular os parametros cinéticos de crescimento
3. Determinar os parametros do modelo matematico adotado para a modelagem do

processo
4.5 Metodologia

4.5.1 Origem do Microrganismo

Dois exemplares do microrganismo Myriangium sp., coletado na regido da
Antartica, foram recebidos em papelotes diretamente do Banco de Células do Instituto de
Ciéncias Bioldgicas do Departamento de Microbiologia da Universidade Federal de Minas
Gerais (UFMG). Neste trabalho, as cepas da levedura Myriangium sp. foram designadas pelos

cddigos Y6511 e Y6512, sendo tratadas como exemplares distintos.
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4.5.2 Preparo do in6culo

45.2.1 Ativacédo do Microrganismo
Os papelotes recebidos foram dispensados em tubos de ensaio contendo 1 mL de

meio liquido Sabouraud e mantidos em estufa a 30 °C por 48 h.

4.5.2.2 Formacéao da cultura estoque

O microrganismo ativado no tubo de ensaio foi vertido em frascos Erlenmeyer
contendo 100 mL de meio liquido Sabouraud (glicose, 20,0 g/L; peptona, 10,0 g/L) e mantido
sob agitacdo de 150 rpm a 30 °C por 24 h. Apds este tempo, aliquotas de 1 mL foram coletadas
em tubos de Eppendorf e mantidas sob congelamento a -5 °C, sendo consideradas como

indculos preparados para a condugdo dos experimentos.

4.5.3 Protocolo de Crescimento e Amostragem

Volume de 1 mL do inéculo foi vertido em frascos Erlenmeyer contendo 50 mL de
meio Sabouraud. O processo de crescimento transcorreu em camaras de agitacdo a 150 rpm. As
temperaturas avaliadas foram de 26, 30 e 34 °C. Amostras de 1 mL foram coletadas a cada 4 h
de processo, desde o tempo 0 até 36 h. Dilui¢6es foram realizadas de acordo com a necessidade.

Ensaios foram realizados em triplicata.

4.5.4 Estudo cinético do crescimento da biomassa

A definicdo da massa celular obedeceu ao protocolo de comparacao por densidade
Optica a 600 nm (OD600), de acordo com JANKE et al. (1999), ap6s validacdo da metodologia.
As medicdes de absorbancia a 600 nm foram feitas automaticamente em um espectrofotémetro
Varian Cary 50 UV/Vis usando uma cubeta de quartzo com comprimento éptico de 1 cm. As
leituras foram conduzidas a temperatura ambiente. A zeragem do aparelho (branco) foi

realizada com agua destilada.

Em relagédo a biomassa, foi calculado o rendimento relativo a conversao de substrato

em massa celular (Yxs) por meio da Eq. 4.1.

Xf—Xo
So—=Sf

Onde X e S correspondem a concentracdo (g/L) de biomassa e agucares totais, respectivamente.
Os indices 0 e f correspondem & concentragdo das varidveis no tempo inicial (to = 0 h) e no
tempo final (tr = 36 h).
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A produtividade volumétrica de biomassa (Rx) foi calculada por meio da Eq. 4.2

_ X¢—Xo
T o=t

R, (Eq. 4.2)

Onde Xo é a concentragdo de biomassa no tempo inicial (to = 0 h) e X é a concentra¢do no tempo
t.

A taxa experimental global de consumo do substrato (Qs, Qsubstrato/Ubiomassa.h) fOi
calculada por meio da Eq. 4.3

qs = = (Eq. 4.3)

Yxs

Onde p ¢ a taxa especifica de crescimento (h?), calculada ap6s a determinag&o da produtividade

em biomassa por meio do modelo matematico adotado para o ajuste matematico do processo.

45.4.1 Modelagem Matematica e Avaliacdo Estatistica dos Dados

Na presente investigacdo, os dados experimentais foram propostos para serem
ajustados usando a seguinte funcdo de ajuste (Eq. 4.4), inspirada na Equacédo de Boltzmann e
demonstrada em estudos por BISPO et al. (2011), BISPO et al. (2013) e AMORIM et al. (2018).

f@=;§ﬂj+@ (Eq. 4.4)

Em que x é a variavel independente tedrica e ai, a» as e as sS40 as constantes a serem

determinadas.

O tratamento estatistico dos dados, obtidos em triplicata, foi realizado com uso do
Software Matlab 2014a para o célculo do coeficiente de determinacéo (R?), quadrado médio do
residuo (RMSE), qui-quadrado (x?), desvio padrdo (Std) e variancia (Var). Os demais dados
estatisticos, calculados para a Anélise de Varidncia (ANOVA) e Teste de Tukey, foram
extraidos pelo Software Microsoft Excel 2010. A significancia p < 0,05 foi adotada para todos

0S Casos.

4.6 Resultados e Discussoes
Foi constatado em todos os experimentos, a reducdo da concentragdo de solidos
soltveis de 20 g/L, no inicio do processo, para 2,0 g/L ao final de 36 h de crescimento,

descrevendo uma taxa de reducdo de acucares de 90 % (18 g/L).
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O comportamento cinético global do crescimento da biomassa por Myriangium sp.
(Y6511 e Y6512) em meio Sabouraud foi calculado para cada condicdo de processo, tal como

se descreve por meio da Tabela 4.1.

Tabela 4.1 - Dados cinéticos relativos ao crescimento de Myriangium sp. em meio Sabouraud.

Myriangium sp. 6511 Myriangium sp. 6512

26 °C 30°C 34°C 26 °C 30°C 34°C
Xo(g/L) 0,100 0,100 0,100 0,100 0,100 0,100
X (g/L) 29,50 30,00 30,50 33,00 33,50 34,00
Rx (g/L.h)! 0,817 0,831 0,844 0,914 0,928 0,942
i (hht2 0,1580 0,1584 0,1589 0,1611 0,1615 0,1619
Yxs (9/g)* 0,336 0,342 0,347 0,376 0,382 0,387
Qs* 0,470 0,464 0,458 0,429 0,423 0,418

Rx: produtividade volumétrica de biomassa; Xo: concentragdo de biomassa no tempo inicial (to = 0 h); X
concentracdo de biomassa no tempo inicial (tr= 36 h); u: taxa especifica de crescimento; Yxs: rendimento relativo
a conversao de substrato em massa celular; gs: taxa experimental global de consumo do substrato.

!parametro médio calculado para a condicdo global de processo, considerando os pontos inicial e final entre os
temposto=0het:=36h.

2célculo realizado ap6s conversdo dos valores de massa Umida (MU) em massa seca (MS) por meio do fator de
conversdo (¢t = 0,2056), sendo MS = ¢.MU.

Dados de velocidade especifica de crescimento (u) e rendimento (Yxs)
apresentados na Tabela 4.1 tém valores superiores aqueles apresentados por RAHMAN et al.
(2021) (0,139 h'* e 0,194 g/g respectivamente) e similares a valores apresentados por NIETO-
SARABIA et al. (2022) 0,132 h't e 0,4260 g/g em trabalhos com outros microrganismos.

Na avaliacdo do crescimento dos microrganismos, descreve-se uma curva tipica do
crescimento de leveduras, tal como demonstrado por NIETO-SARABIA et al. (2022) em
trabalho realizado com Pichia kudriavzevii ou por MAHMOOD et al. (2021) com
Saccharomyces cerevisiae. As fases de crescimento ficam evidentes no comportamento grafico,
quais sejam: fase de adaptacdo (LAG), fase de crescimento exponencial (LOG), fase

estaciondria.

A evolucgdo da massa celular tmida (MU), plotada em grafico em funcéo do tempo

de crescimento, pode ser observada por meio da Figura 4.1.
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Figura 4.1 — Dados experimentais do crescimento da levedura Myriangium sp. (A: Y6511 e B:
Y6512) em meio Sabouraud nas temperaturas de 26 °C (e), 30 °C (A ) e 34 °C (m). MU: massa

Umida.
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Notam-se as fases iniciais de adaptacdo de ambas as cepas (Y6511 e Y6512) com
periodos curtos. Para o exemplar Y6511, a fase LAG teve duracdo aproximada de 8 h, quando
submetida ao crescimento em todas as temperaturas testadas. Para o exemplar Y6512, os dados
demonstram uma fase adaptativa maior para a condi¢do de crescimento a 26 °C, com 8 h,
enquanto para as temperaturas de 30 e 34 °C, o comportamento € similar, com fase de adaptacéo
de aproximadamente 4 h. Em todos os casos demonstrados, a temperatura denota
proporcionalidade direta com o crescimento das leveduras, nas fases de adaptacdo e
exponencial. Observa-se ainda que a fase estacionaria se inicia mais previamente, quanto menor
é a temperatura de processo.

Com a utilizacdo do modelo matematico para o ajuste dos dados experimentais,
interpretacdes mais aprofundadas puderam ser arraigadas acerca das condicdes de processo e
vias metabdlicas possivelmente utilizadas para a propagacdo celular. Desse modo, foram
confeccionadas as curvas relativas ao ajuste do modelo matematico aos dados experimentais
(Figura 4.2) e, concomitantemente, o calculo do residuo, que denota a discrepancia entre 0s
dados experimentais e a resposta trazida pelo modelo matematico proposto.

Os fendémenos observados podem ser explicados pela adaptacao celular ao crescimento
em temperaturas medianas, em torno de 30 °C, usualmente praticada em condi¢des laboratoriais
para sintese de enzimas voltadas a producdo de etanol de segunda geragdo (SIDANA et al.,
2022), ou supressdo nutricional das células para producéo de taxano (WALLS et al., 2022). Esta

faixa de temperatura também favorece a formagdo do complexo enzima-substrato, o que reduz
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a energia de ativacdo das reacOes promotoras do crescimento celular (SHULER & KARGI,
2002). Por consequéncia, a multiplicacdo dos individuos se da mais cedo. Da mesma forma, a
fase exponencial inicia-se mais cedo. De modo antagdnico, com a reducdo da energia de
ativacdo das reacOes de crescimento em temperaturas de melhor adaptacdo, o esgotamento
energético se da mais tarde. Este fator denota uma extensdo da fase exponencial e uma

antecipacdo do inicio da fase estacionaria.

Figura 4.2 - Ajuste do modelo matematico aos dados experimentais do crescimento da levedura
Myriangium sp. (A.1: Y6511; B.1: Y6512) e respectivos residuos (A.2: Y6511; B.2: Y6512)

em meio Sabouraud utilizando a modelagem proposta.
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A modelagem matematica demonstra um ajuste que acompanha os dados experimentais,

cujos residuos, aproximadamente 2,4 e 3,0 para as amostras Y6511 e Y6512, respectivamente,
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mitigam possiveis discrepancias acerca de conclusdes que se facam a partir de manipulagdes
algébricas. Ainda, os dados experimentais podem ser explicados pelo modelo adotado com grau
de confiabilidade superior a 98,0 % para todas as temperaturas e amostras testadas, tal como

pode ser observado por meio da Tabela 4.2.

Tabela 4.2 - Dados estatisticos calculados por meio do software Matlab 2014a para a levedura
Myriangium sp., cepas Y6511 e Y6512, submetida ao crescimento em meio Sabouraud nas
temperaturas de 26 °C, 30 °C e 34 °C.

Myriangium sp. Y6511 Myriangium sp. Y6512
26 °C 30°C 34°C 26 °C 30°C 34°C
R? 0,9957 0,9927 0,9916 | 0,9952 0,9853 0,9928
RMSE 0,7930 11,0119 11,1240 | 0,9203 1,5038 11,1157
P 1,0481 1,7064 2,055 | 1,4117 3,7692  2,0747
Std 12,0441 11,8357 12,2620 | 13,2911 12,4130 13,1568
Var  145,0610 140,0840 150,3570|176,6520 154,0830 173,1010

R coeficiente de determinacdo; RMSE: erro médio quadratico da raiz; ¥ qui-quadrado; Std: desvio padréo; Var: variancia; 2 tab (18 graus
de liberdade a 5 % de significancia) = 28,869.

O erro médio quadratico da raiz (RMSE) é outra forma de observar o quanto o0 modelo
matematico adotado se ajusta aos dados experimentais. Neste caso, quanto menor o RMSE,
melhor é o ajuste, ou seja, menor € o residuo. Portanto, a definicdo da equacéo de ajuste para a
concentracdo celular de Myriangium sp. Y6511 a 26 °C é a que melhor se ajusta aos pontos
experimentais (RMSE = 0,7930 — Tabela 4.2).

De modo similar, o qui-quadrado calculado para todas as amostras testadas (Tabela 4.2)
¢ menor que o qui-quadrado tabelado (28,869), o que denota ndo haver diferenca
estatisticamente significativa entre o dado experimental e o valor calculado pelo modelo

matematico adotado.

Ao se considerar especificamente o modelo matematico adotado para o ajuste dos dados
experimentais, os coeficientes da equacgdo de ajuste foram calculados para todos 0s cenarios

testados na investigacdo do crescimento de Myriangium sp. (Tabela 4.3).

A avaliagdo estatistica dos dados apresentados em triplicata por meio da ANOVA
demonstram que, para as cepas Y6511 e Y6512 (Tabela 4.4), o valor de F calculado é superior
ao F tabelado para todos as fontes de variagédo estudadas, considerando a significancia de 5 %.
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Tabela 4.3 - Coeficientes da equacdo de ajuste proposta para a modelagem matematica do
crescimento de Myriangium sp., cepas Y6511 e Y6512, em meio Sabouraud nas temperaturas
de 26 °C, 30 °C e 34 °C.

Myriangium sp. Y6511 Myriangium sp. Y6512
26 °C 30°C 34°C 26 °C 30°C 34°C
a1 -29,6925 -31,5556 -35,6571 | -33,1673 -49,5822 -44,9025
az -0,4383 -1,2450 -2,2709 | -0,5549 -7,9006  -5,0366
as 12,3013 11,7641 11,2156 | 11,7364  8,7325 10,1587
as -2,4450 -3,0114 -3,6171 | -2,4162 -5,2317  -4,5404

Tabela 4.4 — ANOVA para os dados do crescimento da cepa Myriangium sp., cepas Y6511 e
Y6512, em meio Sabouraud com significancia de 5 %.

Amostra Fonte da variagdo SQ gl MQ F valor-P  F critico
Tempo 16277,22 9 1808,58 14558,11 1,07E-96 2,04
Temperatura 78,71 2 39,36 316,80 1,29E-32 3,15

Y6511 InteracGes 59,24 18 3,29 26,49 5,49E-22 1,78
Dentro 7,45 60 0,1242
Total 16422,6291 89
Fonte da variagdo SQ gl MQ F valor-P  F critico
Tempo 1468257 9 1631,40 19229,09 1,07E-96 2,04
Temperatura 38,42 2 19,21 226,43 1,29E-32 3,15
Y6512 InteracOes 140,50 18 7,81 92,00 5,49E-22 1,78
Dentro 509 60 0,0848
Total 14866,58 89

desempenho do crescimento celular € significativamente diferente.

Portanto, conclui-se que h& pelo menos dois niveis de temperatura testadas em que o

O Teste de Tukey, aplicado para os dados de crescimento com significancia de 5 %

(Tabela 4.5), denota quais valores de concentracédo celular sdo estatisticamente diferentes dentro

da faixa de temperatura estudada.

A distingdo entre as concentracOes celulares se inicia a partir de 8 h e 4 h para as cepas

Y6511 e Y6512, respectivamente, e persiste, para, pelo menos, dois niveis de temperatura até

o final do processo. Portanto, ha diferenca significativa para os valores de concentragéo celular

dentro da faixa de temperatura estudada.
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Tabela 4.5- Teste de Tukey aplicado as médias da concentracdo celular de Myriangium sp.
(Y6511 e Y6512) em meio Sabouraud.

MU média (g/L) - Y6511
t (h)
0 4 8 12 16 20 24 28 32 36
26 0,00°% 0,24°% 1,732 12,32?% 23,082 29,19?@ 29,552 29,922 31,552 33,572
30 0,00°% 0,282 258" 14,67" 22552 26,80 26,80° 30,67° 32,74° 32,94°
34 0,00°% 0542 4,24¢ 17,44°¢ 2337° 28,822% 32,73°¢ 33,64°¢ 3534°¢ 36,01°
MU média (g/L) — Y6512
t (h)
0 4 8 12 16 20 24 28 32 36
26 0,00® 123% 4,02* 18,05% 26,16°% 30,86* 30,97* 31,09 32,38 33,32°?
30 000°% 1,88° 11,65P 22,31° 24,14° 27,49° 31,77° 32,72° 33,90° 33,352
34 000°% 1553 997¢ 20,95¢ 2591°% 29,48°¢ 31,87° 33,52°¢ 35,04°¢ 3530°

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si, pelo teste de Tukey a 5 % de
probabilidade.

T (°C)

T (°C)

De posse do modelo de ajuste com os coeficientes definidos, iniciam-se 0s contrastes
entre os parametros de processo com vistas a confeccdo da superficie de resposta e das curvas
de contorno, derivadas da concatenacdo paramétrica entre a massa umida [MU(g/L)], o tempo
de processo [t (h)] e a temperatura [T (°C)] (Figura 4.3).

Esta ferramenta de avaliacdo do crescimento vai além da forma cléassica de apresentacao
dos resultados, exibidas até aqui, e confere maior detalhamento do processo de crescimento da

levedura Myriangium sp. em meio Sabouraud.

A associacao entre os graficos apresentados permite afirmar aquilo que foi apontado nos
comentarios acerca da Figura 4.1. Em observacao as superficies de resposta, os niveis limitrofes
para a concentragéo das leveduras foi de aproximadamente 30 e 35 g/L para as cepas Y6511 e
Y6512, respectivamente. Analogamente, 0 aumento da temperatura de processo influencia

positivamente o crescimento, dentro da faixa estudada.

Para ambas as curvas de contorno, denotam-se condigdes de processo onde se observa
mais claramente o final da fase de adaptacé@o, em torno de 7,5 h, e final da fase exponencial, em
torno de 17 h. A linearidade dos cortes apresentados para ambas as amostras, destacam as faixas
de tempo com pequena variabilidade para toda a extensdo dos valores de temperatura no
intervalo estudado. Para se ratificar estas condicOes, percebe-se que, para a cepa de levedura
Myriangium sp. Y6511, a concentracédo celular de 4,38 g/L é alcancada ap0s aproximadamente
7 h de processo na temperatura de 34 °C, enquanto que, para a temperatura de 26 °C, este
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mesmo valor de concentracdo celular é alcangado apds aproximadamente 8 h de processo. Para
a cepa de levedura Myriangium sp. Y6512, a concentracao celular de 4,32 g/L ¢ alcangada ap0s
aproximadamente 5 h de processo na temperatura de 34 °C, enquanto que, para a temperatura
de 26 °C, este mesmo valor de concentracdo celular é alcancado apds aproximadamente 6 h de
processo. Esta observacdo permite inferir melhores condigcfes de crescimento em temperaturas

mais altas com vistas ao estreitamento da fase de adaptacao.

Figura 4.3 - Superficie de resposta (A.1l: Y6511; B.1: Y6512) e curvas de contorno (A.2:
Y6511; B.2: Y6512) construidas a partir do ajuste dos dados experimentais para o crescimento
da levedura Myriangium sp. em meio Sabouraud utilizando a modelagem proposta. Dados para
a curva de contorno consideram o parametro MU (g/L) fixo para uma variagdo dos parametros
T(°C) et (h).
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Para uma averiguacao ainda mais detalhada acerca do crescimento das leveduras, outras
curvas de contorno foram confeccionadas, fixando-se, além da massa celular, os pardmetros

tempo [t (h)] e temperatura [T (°C)], tal como se observa na Figura 4.4.

Os comportamentos de crescimento de ambas as cepas denotam pequena distor¢do para
a condicdo de fixagdo do parametro t (h) com variacdo de MU (g/L) e T (°C). Para a cepa
Y6511, fixando-se o tempo de crescimento em 12 h, observa-se que, para uma temperatura de
26 °C, a concentracdo celular apresentou valor tedrico de aproximadamente 14,0 g/L. Para a

temperatura de 34 °C, este valor foi de aproximadamente 15,5 g/L.

Neste contexto, SHAIGANI et al., 2021, trabalharam com R. glutinis, T. asahii, R.
mucilaginosa, R. toruloides e C. oleaginosus para a producdo de lipidios e observaram
concentracgdes celulares em torno de 15,0 g/L apds 48 h de processo, quando crescidas em meio

complexo.

Para a cepa Y6512, considerando-se as mesmas condigdes do bindmio
tempo/temperatura tem-se que, para a condi¢do 12 h/26 °C, MU foi de aproximadamente 18,0
g/L. Para a condi¢do 12 h/34 °C, MU foi de aproximadamente 18,5 g/L.

De modo analogo, as cepas estudadas apresentam valores de MU aproximadamente
iguais a 29,0 e 30,5 g/L (para a cepa Y6511 com bindbmio 30 h/26 °C e 30 h/34 °C,
respectivamente) e aproximadamente iguais a 33,0 e 34,0 g/L (para a cepa Y6512 com binémio
30 h/26 °C e 30 h/34 °C, respectivamente).

A termotolerancia também foi alvo de estudo de pesquisadores, que trabalharam com
leveduras estimuladas genotipica e fenotipicamente e apresentaram crescimento em
temperaturas de até 42 °C (HUANG et al., 2018), 45 °C (AFRIN, 2021) ou 48 °C
(NURCHOLIS et al., 2021).

Com a fixacdo do parametro T (°C) e variagdo de MU (g/L) e t (h), observa-se um
estreitamento entre as curvas tragadas para toda a extensdo de temperatura, de 26 °C a 34 °C.
A avaliacdo do crescimento ratifica as consideracfes ja apontadas nas figuras anteriores.
Todavia, o descolamento das curvas apés a fase exponencial evidencia que a fase estacionaria
se inicia com maior brevidade em valores inferiores de temperatura para ambas as cepas, dentro
da faixa estudada. Neste contexto, estudos realizados por NONKLANG et al. (2008),

demonstraram que cepas de Kluyveromyces marxianus apresentaram condicdo de crescimento
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para temperaturas até 49 °C enquanto que cepas de Saccharomyces cerevisiae ndo cresceram

em temperaturas a partir de 40 °C.

Figura 4.4 - Curvas de contorno construidas a partir do ajuste dos dados experimentais para o
crescimento da levedura Myriangium sp. em meio Sabouraud utilizando a modelagem proposta.
Em A.1(Y6511) e A.2 (Y6512): dados para a curva de contorno consideram o parametro t (h)
fixo para uma variagdo dos parametros MU (g/L) e T (°C). Em B.1 (Y6511) e B.2 (Y6512):
dados para a curva de contorno consideram o parametro T (°C) fixo para uma variacdo dos

parametros MU (g/L) e t (I(‘lh)).
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Em continuidade ao estudo do crescimento, o calculo da produtividade pode ser
realizado para toda a extensdo paramétrica estudada, uma vez que a equagéo de ajuste teve seus

parametros definidos e sua derivada obtida.
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A partir da derivacdo da equacgdo de ajuste, obtiveram-se as produtividades em celulas
para cepas estudadas e, por consequéncia, a possibilidade da confecgdo das superficies de
resposta e curvas de contorno (Figura 4.5) a partir das quais, discussées mais aprofundadas

puderam ser tomadas.

As superficies de resposta para a produtividade exibem destacadamente uma regido de
inflexdo superficial onde acontece o pico de produtividade, a partir do qual se inicia a fase
estacionaria. Neste cenario, pode-se destacar com mais evidéncias que, apds 15 h de processo,
a produtividade ja se encontra em declinio e a fase estacionaria ja foi iniciada. Esta afirmacao
é ainda mais evidente quando se comparam as curvas de contorno. As afirmacdes podem ser
aplicadas a ambas as cepas estudadas. Ainda sobre a produtividade, pode-se observar por meio
das curvas de contorno que a cepa Y6511 alcanca maior produtividade (2,29 g/L.h) em torno
de 10 h de processo com declinio apo6s 14,5 h. A cepa Y6512 alcanca a maior produtividade

(2,24 g/L.h) em torno de 8 h de processo com declinio ap6s 14 h.

Outro fator relevante que merece destaque € que a produtividade méxima é alcangada
mais cedo para ambas as cepas quando se executa 0 processo em temperaturas mais baixas.
Essa condicéo ratifica uma antecipacao do inicio da fase estacionaria para a temperatura de 26

°C em relagdo ao processo a temperatura de 34 °C para ambas as cepas testadas.

Em adicdo aos dados apresentados para a produtividade, apresentamos ainda a
possibilidade de célculo da velocidade especifica de crescimento, dada pela relagdo entre a
produtividade e a concentracdo celular. Neste contexto, as velocidades especificas de
crescimento maximas calculadas para as cepas Y6511 e Y6512 foram respectivamente 0,30 e
0,28 h! na condicdo de crescimento a 26 °C ap6s 11,5 h de crescimento (para Y6511) e 9,5 h
de crescimento (para Y6512). Esses valores de taxa de crescimento séo inferiores aos
apresentados por MASI et al. (2021) (1,35 h1) utilizando Saccharomyces cerevisiae a 32 °C

para producéo de etanol medicinal em condicdes otimizadas.

A temperatura de 26 °C favorece o aumento da produtividade. Por consequéncia, 0
alcance da concentracdo celular maxima se d4 mais cedo, mas num valor abaixo daquele
alcancado quando o processo se desenvolve a 34 °C. Este fenbmeno acontece porque 0 aumento

da concentragdo celular é inversamente proporcional & velocidade de crescimento.
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Figura 4.5 - Superficie de resposta (A.1l: Y6511; B.1: Y6512) e curvas de contorno (A.2:
Y6511; B.2: Y6512) construidas a partir do ajuste dos dados experimentais para o crescimento
da levedura Myriangium sp. em meio Sabouraud utilizando a modelagem proposta. Dados para
a curva de contorno consideram o parametro Produtividade [dMU/dt (g/L.h)] fixo para uma

varia¢do dos parametros T (°C) e tempo (h).
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Acerca da andlise de produtividade, curvas de contorno foram confeccionadas
comparando-se este parametro a temperatura e ao tempo de crescimento microbiano, tal como

se apresenta na Figura 4.6.

A andlise dos gréaficos da Figura 4.6 (A.1 e B.1) corroboram com os dados apresentados
para a velocidade de crescimento microbiano na condi¢do de maior produtividade, sendo
notadas as produtividades maximas de 2,75 e 2,63 g/L.h para as cepas Y6511 e Y6512,

respectivamente.
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Na Figura 4.6 A.2 e na Figura 4.6 B.2, notam-se mais claramente 0s aumentos da

produtividade, inversamente proporcionais ao aumento da temperatura. Neste gréafico, também

se nota um comportamento assintético da curva, tendendo a produtividade igual a zero. Essa

condicdo reforca a contextualizacdo de que a fase estacionaria foi alcancada para todas as

condigdes testadas.

Figura 4.6 - Curvas de contorno construidas a partir do ajuste dos dados experimentais para o
crescimento da levedura Myriangium sp. em meio Sabouraud utilizando a modelagem proposta.
Em A.1 (Y6511) e B.1 (Y6512): dados para a curva de contorno consideram o parametro t (h)
fixo para uma variacdo dos parametros Produtividade [dMU/dt (g/L.h)] e T (°C). Em A.2
(Y6511) e B.2 (Y6512): dados para a curva de contorno consideram o parametro T (°C) fixo
para uma variacdo dos parametros Produtividade [dMU/dt (g/L.h)] e t (h).

t (h)
3 1 T 1 T
A.l
25 1203
=
= 2
e
Rt
z
S 15
=
= 636"’“’_4-—-f-r-—F
> -
= ]_ 18 4
~
S
<
2 0s- ]
=
£ S
- 23.97 26,04
; _|
Yos11
0.5 L ' L ' . L
% 27 28 29 30 31 32 33 34
T C)
t (h)
3- ‘ : ‘
B.1
2.5\

2
1

Produtividade [dMU/dt (g/1..h}]

=
i
|

2397
Y6512

20.94 —

Produtividade [dMU/dt (/L.h)]

Produtividade [dMU/dt (g/L)|

n

T (°C)

3

2
n

()
T

")

0.5

26 27 28 29 30 31 32
T (°C)

¢ (h)



131

Na Figura 4.7 identificam-se regides limitrofes onde a temperatura influencia na
variagdo da concentracdo celular. Para a cepa Y6511, em torno das 10 h de processo, a
concentracdo celular € aumentada de 0,21 g/L.°C para um incremento unitario da temperatura.

Esse aumento pode ser alcancado em praticamente toda a faixa de temperatura estudada.

Outra forma de analisar o processo aqui reportado é avaliar como o incremento de
temperatura influencia na variacdo da concentracdo celular. Dessa forma, a equagéo de ajuste
foi derivada em relacdo a temperatura, resultando nas superficies de resposta e curvas de

contorno apresentadas na Figura 4.7.

Para a cepa Y6512, entre os tempos de 6 e 10 h de processo, 0 incremento unitario da
temperatura provoca um aumento de 0,34 g/L.°C na concentragéo celular entre as temperaturas
de 26 e 29 °C. Nota-se ainda que a influéncia da temperatura sobre o crescimento celular perde
intensidade apds 15 h de processo, reforcando a existéncia de uma fronteira temporal a partir
da qual as leveduras entram em fase estacionéria. Ainda acerca da influéncia da temperatura
sobre o crescimento celular, cortes graficos do parametro dMU/dT (g/L.°C) foram relacionados

at(h)eT (°C), assim como se nota na Figura 4.8.

Para a cepa Y6511, considerando-se cortes adjacentes aos demonstrados graficamente,
o0 incremento unitario da temperatura eleva a concentracdo celular a um valor méximo de 0,27
g/L.°C no tempo de processo de 9,55 h e temperatura de 29,5 °C. De modo analogo, para a cepa
Y6512, o incremento unitario da temperatura eleva a concentracdo celular a um valor maximo

de 0,45 g/L.°C no tempo de processo de 7,35 h e temperatura de 26,8 °C.
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Figura 4.7 - Superficie de resposta (A.1l: Y6511; B.1: Y6512) e curvas de contorno (A.2:
Y6511; B.2: Y6512) construidas a partir do ajuste dos dados experimentais para o crescimento
da levedura Myriangium sp. em meio Sabouraud utilizando a modelagem proposta. Dados para
a curva de contorno consideram o parametro dMU/dT (g/L.°C) fixo para uma variacdo dos
parametros T (°C) e t (h). Considerando dMU/dT (g/L.°C) como a taxa de variacdo da

concentracdo celular, dependente da temperatura do processo.
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Figura 4.8 - Curvas de contorno construidas a partir do ajuste dos dados experimentais para o
crescimento da levedura Myriangium sp. em meio Sabouraud utilizando a modelagem proposta.
Em A.1(Y6511) e B.1 (Y6512): dados para a curva de contorno consideram o parametro t (h)
fixo para uma variacdo dos parametros dMU/dT (g/L.°C) e T (°C). A.2 (Y6511) e B.2 (Y6512):
dados para a curva de contorno consideram o parametro T (°C) fixo para uma variacdo dos
parametros dMU/dT (g/L.°C) e t (h). Considerando dMU/dT (g/L.°C) como a taxa de variacao

da densidade celular, dependente da temperatura do processo.
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4.7 Conclusodes

A literatura cientifica ndo dispde de acervo com estudos sobre o comportamento da cepa
de levedura Myriangium sp., motivo pelo qual este trabalho se torna o inicio do entendimento
sobre o comportamento deste microrganismo. A cepa de levedura Myriangium sp. apresenta
grande potencial de crescimento em meio Sabouraud, cujos parametros de processo
considerados 6timos podem ser entendidos como sendo dependentes dos objetivos do processo.

Caso o objetivo seja o alcance de concentracdo maxima de células em batelada, a temperatura
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adotada deve ser de 34 °C, onde as concentragdes de 29,70 e 33,37 g/L sdo alcangadas em 36 h
de processo para as cepas Y6511 e Y6512 respectivamente. Todavia, para opera¢fes com
batelada alimentada, onde se deve manter as condi¢Ges de maior velocidade de crescimento e
produtividade, considerando a influéncia da temperatura, as condi¢fes de alimentacdo devem
ser adotadas da seguinte forma: i) para a cepa Y6511, alimentacdo iniciada no tempo 9,55 h a
temperatura de 29,5 °C; ii) para a cepa Y6512, alimentacdo iniciada no tempo 7,35 h a
temperatura de 26,8 °C. O mesmo pode ser adotado para processo continuo de crescimento.
Avaliacdes de atividade enzimatica, usualmente estudadas nas regides onde se inicia a fase

estacionaria, devem ser tomadas em torno de 15 h para ambas as cepas.
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Capitulo 5 - Consideragdes Finais



138

Os resultados apresentados neste trabalho colaboram com o entendimento de como
0S microrganismos podem ter seus comportamentos modelados matematicamente para dar
entendimento de como se obter melhores condi¢cGes de crescimento celular com vistas a
producdo de insumos de interesse industrial. A busca pelas melhores condi¢des de processo,
seja para a obtencéo de biomassa, seja para enzimas ou etanol, foi o alvo mais amplo de todo o
estudo apresentado. Esta pretensdo visou estabelecer pard@metros 6timos onde a producao de um
determinado insumo pode ser obtida em condi¢fes de menor gasto energético, menor tempo de
producdo do insumo numa concentracdo desejada, maior capacidade de hidrolise ou maior

concentracdo de biomassa.

Os dados demonstrados e modelados matematicamente por meio da equagéo de
ajuste inspirada na equacao de transferéncia de Boltzmann e as estratégias utilizadas néo
esgotam o campo de estudo para se obter condicdes de processo ainda melhores, sobretudo por
meio de equipamentos cada vez mais precisos, cujos niveis de detalhamento genético, por
exemplo, podem evidenciar necessidades microbioldgicas nutricionais especificas,
principalmente para a cepa de levedura Myriangium sp., cujo potencial esta apenas sendo

iniciado perante a comunidade cientifica.

Enfim, o legado deste trabalho € o inicio da formagdo de uma linha de pesquisa
alicercada na precisdo da modelagem matematica para o entendimento cada vez mais profundo
de como os microrganismos se comportam quando submetidos as variacdes dos parametros de

processo.

5.1 Sugestoes para trabalhos futuros
1. Otimizar a producgéo de amilases em meios submersos por Myriangium sp.
2. Estudar a capacidade de producdo de insumos de interesse industrial em
fermentadores automatizados
3. Investigar a capacidade de producdo de celulases por Myriangium sp. tanto em
meios submersos quanto em meio sélido.
4. Executar processos de producdo de enzimas e etanol por meio de associagao de

culturas de leveduras.
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Figura 0.1 - Resultados para o célculo dos parametros 71 a @10 do modelo obtido, representadas as bateladas 1, 2 e 3 para a producdo das amilases
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Figura 0.2 - Resultados para o calculo dos parametros ¢ a #i1 do modelo obtido para a produgdo de etanol
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ANEXO



Figura 0.1 - Fluxograma légico utilizado no tratamento de dados pelo Matlab R2014a
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