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Esta dissertacdo é focada na producdo de bioetanol a partir de residuos e de efluentes

industriais numa perspetiva de reutilizacdo e de obtencdo de um biocombustivel de 22 geracao.

Um dos maiores desafios na producdo de etanol tem sido a diminui¢do dos custos de producao,
para que o preco final para o consumidor seja economicamente competitivo. Uma das solugdes
estd associada a utilizacdo de matérias-primas de baixo custo, como a polpa da alfarroba
proveniente da industria transformadora e o efluente, soro do queijo proveniente da industria de

lacticinios.

A estratégia utilizada visa a preparacdo de um substrato misto enriquecido em aculcares

fermentaveis, selecionando a melhor proporcao de alfarroba em soro do queijo.

Para obtencdo do substrato misto foram testadas trés proporcdes alfarroba (peso): soro do
queijo (volume), correspondentes a 20, 30 e 40 % (p/v) e dois tempos de extragdo diferentes, 1 e
2 h, com o solvente, soro do queijo, com e sem proteina. O resultado mais favoravel foi obtido

com a proporcdo 40 % (p/v), contendo uma concentracao total de agucares de 189,66 + 6,96 g/L.

A cultura mista composta pelas leveduras Saccharomyces cerevisiae LEBA-1 e
Kluyveromyces lactis CBS 2360, foi estudada em diferentes proporc¢des e condi¢des de agucar,
bem como através de ensaios que visam investigar a producdo de toxinas killer por parte das
estirpes celulares. Os resultados indicam que néo existe atividade killer nas condi¢Ges operacionais
de fermentacdo e a proporc¢do de leveduras na populacdo mista utilizada é composta por 50 % S.

cerevisiae: 50 % K. lactis.

Estudos de arejamento, micro-arejamento e anoxia foram realizados em reator biol6gico
de 3-L (STR) em diferentes modos de operacao. Nas fermentacdes batch, foram consumidos de
74 a 81 % de acUcares totais, com rendimentos entre 38-48 % e uma concentracdo de etanol
méaxima de cerca de 71 g/L. Na fermentacdo realizada em fed-batch, a concentracdo méxima de

etanol aumentou para cerca de 84 g/L.

Palavras-chave: bioetanol, alfarroba, soro do queijo, cultura mista, Saccharomyces cerevisiae,

Kluyveromyces lactis.



This dissertation is focused on bioethanol production from industrial residues and effluents,

in a perspective of reutilization and achievement of a 2nd generation biofuel.

The reduction of ethanol production costs has been one of the biggest challenges, so that
its final price can be economically competitive for the consumer. One of the solutions might be
the use of low cost raw materials, such as carob pulp from the agro-industry and cheese whey

effluents from the dairy industry.

The strategy used involves the preparation of a mixed substrate enriched with fermentable

sugars, selecting the best ratio of carob in cheese whey.

In order to obtain the mixed substrate, three carob (weight): cheese whey (volume) ratios
were tested, corresponding to 20, 30 and 40% (w/v), two different extraction times of 1 and 2 h
and the solvent, cheese whey, with and without protein. The best results were obtained using the
40% (wi/v) ratio, with total sugar concentration of 189,66 + 6,96 g/L.

A mixed culture of Saccharomyces cerevisiae LEBA-1 and Kluyveromyces lactis CBS
2360 was studied using different yeast ratios and sugar concentrations, as well as several assays
aimed to investigate Killer toxins production by the yeasts strains. The results showed that in the
used fermentation conditions there is no killer activity. Also, the chosen ratio of yeasts in the

mixed culture consists in 50 % S. cerevisiae: 50 % K. lactis.

Were conducted studies of aeration, micro-aeration, and anoxic conditions on a 3-L STR
bioreactor, in different operation modes. In batch fermentations, 74 to 81 % of the total sugars
were consumed, with yields between 38-48 % and an ethanol maximum concentrations of 71 g/L.

In the fed-batch fermentation, the ethanol maximum concentration increased up to 84 g/L.

Keywords: bioethanol, carob, cheese whey, mixed culture, Saccharomyces cerevisiae,

Kluyveromyces lactis.



F N [ (o [=Tod 10 1=] ] (0 L PP I

RESUMIO. Lo e v
A DS Gt L. i Vv
Lista de abreVIaturas ... ....c.oouiiiit it et e IX
INdice de FIGUIAS .. .oovniee e XI
INAICE dE tADRIAS .ot XV
R | 1 (0T (1 o To SRR SPPS 1
1.1 Breve referéncia historica do conceito fermentacao ............cccocvevveveiieceeresnenne. 1
1.2 Enquadramento dos bioCOMDBUSLIVEIS..........cccveieeiicicieccec e 3
1.2.1 Contributos para uma analise econdmica da producéo de etanol...................... 4

1.3 Produgao de DIOBLANON .........c.ooiviiiiiiieee s 5
1.3.1 Processo geral de producdo de bioetanol..........cccccevveveiiiiiienine e 5
1.3.2 MAtEriaS-PriMAS .....ccueieuiiierieeeieeieieieste ettt sttt sbe e nesne e 7
1.3.2.1  AIFAITODA......coeece et 7

1.3.2.2 SOI0 A0 QUETJO ...ttt bbb 8

1.3.3  Microrganismos fermentatiVoS ...........ccueieieriiene s 10
1.3.3.1 Levedura SAcCharomyCes CEreVISIAE .........ccuevvvivereerieeiesiesreeee e sie e 10

1.3.3.2 Levedura Kluyveromyces lactiS ........ccccoveeiieeiie i 15

1.4 Aperfeicoamento da producao de bioetanol............cccooeiieiiiiniiiiicie, 17
1.4.1 MIStUra d SUDSEIALOS ......cuiiuieiiieieiie sttt 17
1.4.2 Mistura de populagies CElUIAreS...........cocvoiiiiiiiieie e 18

15 ODJELIVOS ... 19

2 Material € MELOUOS .......eceiieieieiee ettt r e ne e 20



2.1 Y LT T o1 ] OSSR SRPSRS 20

2.1.1 Processo de obtencdo do substrato Misto ..........ccceveveviericieiiece e 20
2.1.2 Processo de obtencdo do extrato concentrado de alfarroba..............cccceveeeee. 20
2.2 MICTOIGANISMOS. ....c.vveieeeee ettt ettt et e et e este e e s reesbeeneesreesteenneareesreaneeas 21
2.3 Meios de cultura, armazenamento e condi¢Oes de CresCimento..........c.ccocvveenne 21
2.3. 1 AIMAZENAMENTO ....ciutiiiii ettt ettt et b sbe e ssb et e nn e e sneeenes 21
2.3.2 Pré-INOCUIO........oiiiiie et ens 22
220 T N 112 To o1 ] o 1SR 22
2.3.4 Processo de obtencao da Cultura MiSta ........covveereerieseeneeie e 22
2.3.5 Crescimento em baldo erlenmeyer ... 23
2.3.6 Crescimento em reator biol0giCo STR .........ccccvvevieie i 23
2.4 ENSAI0S EXPEITMENTAIS ......cviiiieieiieiie ettt e e ae s 24
2.4.1 Preparacdo do substrato misto, alfarroba: soro..........cccceeveveiieiiiic i, 24

2.4.2 Ensaios com diferentes concentracfes de agucar total e diferentes proporc¢des

das culturas de leveduras S. cerevisiae: K. IaCtiS...........ccccovvevieveiiiiicicce e 25
2.4.3 Avaliagdo da produgao de toxinas “killer” das estirpes celulares................... 25
2.4.4 Influéncia do micro-arejamento na fermentacdo do substrato misto em STR 26

2.4.5 Influéncia de condigdes de anoxia na fermentacdo do substrato misto em STR
27

2.4.6 Fermentacdo do substrato misto com arejamento e em sistema Fed-batch .... 27

2.5 Pardmetros fermentatiVosS . .........ooeiiiiiiiieiie e 28
2.5.1 Determinacgédo do crescimento Celular...........occooveiiiiiiiiiiiieee e 28
2.5.1.1 DenSidade OUICA........ccoueeruiriiieiiiie et 28
2.5.1.2 PESO SECO....c.ueiiiiitiiiieitieie ettt 28
2.5.1.3 NUmero de CElulas VIAVEIS ..........ccoeiiiiiiiiieiese s 29
2.5.2 MEt0dOS @NAITTICOS .......ccviieiiiiiieieiere e 30



2.5.2.1 Quantificacado de acucares € etanol..........cccccevveveiiieieeie e 30

2.5.2.2 MOoNItorizaGao dO PH ....c.oooieiieice e 30
2.5.2.3  MOoNitorizaGao d0 OXIGENIO ......ccueviiieeieeie e 31

2.6 Caracterizacao da cinética de CreSCImMENTO.......ccccverveeieevieese e 31
2.6.1 Taxa especifica de CreSCIMENtO (L) ......coveerrererererieieierieese e 31

2.6.2 Rendimento da biomassa produzida por unidade de massa de substrato
CONSUMIAO (YX/S) ++veureerreameerseesteaseesseesueessesseesseesesssesseesseaseessessseassessesssesssessessseensessesssesssesseenns 31

2.6.3 Rendimento de etanol produzido por unidade de massa de substrato consumido
(Yers) 31

2.6.4 Produtividade maxima de etanol ..........ccocevireieiinc i 32

2.7 Tratamento eSTAtiSTICO ....veveieieiieiiesiesie e 32

3 ReSUIAd0S € TISCUSSAD. ... ..ueeueereerieieiiesiesiesieaiee e ettt st e e bbb sre s 33
3.1 Preparacao do substrato misto, alfarroba: SOro ..........ccccceeeevieve i vecve s 33
3.2 Estabelecimento de uma populacdo mista de leveduras...........cccoccevveveiierieenns 40

3.2.1 Influéncia da concentracdo de agUcares para diferentes racios de leveduras .. 41
3.2.2 Avaliagéo da producao de toxinas “killer” das estirpes celulares ................... 52
3.3 Influéncia do micro-arejamento na fermentacéo do substrato misto em STR.... 54

34 Influéncia de condigdes de anoxia na fermentacao do substrato misto em STR 57

35 Fermentacdo do substrato misto com arejamento e em sistema Fed-batch........ 62
4 CONCIUSDES......etitieeiiete ettt bbbt 67
5 TrabalNos FULUOS .......ooviiiiiieiecc e 69
6 BIDHOGrafia......ccoooieiec 70

VIl
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Figura 1. Ciclo da glicolise. Cada um dos 10 passos deste ciclo € catalisada por um enzima
diferente. No passo 4 existe a clivagem de um acuUcar de 6 carbonos em 2 acucares de 3 carbonos,
de modo que o nimero de moléculas apds esta fase duplica. Note-se que 1 dos produtos do passo
4 necessita de ser isomerizado no passo 5 previamente ao inicio do passo 6. Como indicado, no

passo 6 comeca a fase de geracdo de energia da glicélise, que resulta na sintese liquida de ATP e

Figura 2. Degradacdo do piruvato na auséncia de oxigenio por fermentacdo alcodlica. Nos
microrganismos com capacidade de crescimento em condi¢cdes anaerdbicas, o piruvato é
convertido a etanol e CO». Esta via regenera o NAD* a partir do NADH para permitir a continuagéo
do ciclo da glicolise. Note-se que por cada molécula de glucose que entra na glicolise sdo
produzidas duas moléculas de piruvato (apenas um piruvato esta representado neste esquema). A
consequente fermentacdo dos dois piruvatos produz duas moléculas de CO; e etanol.. .............. 12

Figura 3. Esquema completo do ciclo do &cido citrico. Os dois carbonos do acetil-CoA que
entram neste ciclo (realcados a vermelho) apenas serdo convertidos a CO2 no ciclo seguinte. Os

dois carbonos realcados a azul é que serdo convertidos a CO2 neste CiClo.........cccccevvvevvivinanns 12
Figura 4. Representacdo esquematica da hidrdlise da sacarose em glucose e frutose. ....... 13

Figura 5. Representacdo esquematica da via de Leloir. Os enzimas responsaveis pela catalise
de cada reacdo estdo representadas pelos numeros. (1) galactose mutase, (2) galactocinase, (3)

Galactose-1-fosfato uridililtransferase e (4) UDP-gluC0Se 4-epIiMerase..........cccoererererenennnns 13

Figura 6. Esquema representativo da Via das Pentoses Fosfatadas. Esta via € composta por
um ramo oxidativo que da origem ao NADPH e um ramo ndo oxidativo que faz a conversao dos

acucares fosforilados em pentoses fOSTatadas. .........ccccviveiiieieieieie e 14

Figura 7. Representacdo esquematica da hidrdlise da lactose em galactose e glucose, através

da catalise pelo enzima £-galactoSIdase. . .......ccveieeiieieiieceee e 15
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Figura 8. Concentracdo de agUcares dissolvidos no soro. (A) Soro com proteina, utilizando
0 substrato misto a 40 % (p/v) com 1 e 2 h de extracdo. (B) Soro com e sem proteina, utilizando o
substrato misto a 30 e 40 % (p/v) com 1 e 2 h de tempo de extracdo. (C) Acucares totais da alfarroba
dissolvidos no soro com proteina, para os racios 20, 30 e 40 % (p/v) com o tempo de extracdo de
1 e 2 h. (D) Acucares dissolvidos no soro com proteina, utilizando o substrato misto a 30 e 40 %

com 1l e 2h detempo de EXIFACAD. .......ccueieeiieeie ettt nas 36

Figura 9. Perfil de, producéo de etanol, consumo de agUcares, e crescimento das leveduras
Saccharomyces cerevisiae LEBA-1 e Kluyveromyces lactis CBS 2360 em cultura mista, nas
proporcdes (A) 70 % S. cerevisiae: 30 % K. lactis (B) 50 % S. cerevisiae: 50 % K. lactis e (C)
30 % S. cerevisiae: 70 % K. lactis. As fermentagdes foram realizadas em erlenmeyer durante 96 h

utilizando o substrato misto a 40 % (p/v) e a concentracdo total de agUcares iniciais de 121 g/L.

Figura 10. Perfil de consumo de acgucares individuais presentes no substrato misto a 40 %,
pelas leveduras Saccharomyces cerevisiae LEBA-1 e Kluyveromyces lactis CBS 2360 em cultura
mista com as proporcoes, (A) 70 % S. cerevisiae: 30 % K. lactis, (B) 50 % S. cerevisiae: 50 % K.
lactis e (C) 30 % S. cerevisiae: 70 % K. lactis. As fermentacGes foram realizadas em erlenmeyer
com a duracdo de 96 h, utilizando a fermentacdo do substrato misto a 40 % (p/v) que contém uma

concentracdo total de actcares iniciais de 121 g/L. ....cccovveieiieiiciecc e 43

Figura 11. Perfil de consumo de agUcares, producdo de etanol e crescimento celular, da
levedura Saccharomyces cerevisiae LEBA-1 em cultura pura (A) e em cultura mista com a
levedura Kluyveromyces lactis CBS 2360 nas propor¢oes (B) 70 % S. cerevisiae: 30 % K. lactis,
(C) 50 % S. cerevisiae: 50 % K. lactis, e (D) 30 % S. cerevisiae: 70 % K. lactis (D). As
fermentacOes foram realizadas em erlenmeyer durante 96 h e em agitadora orbital a 30 °C e 150
rpm utilizando a fermentacdo do substrato misto a 40 % (p/v) de concentracéo total de agucares
INICIAIS U8 236 G/Le. ittt ettt et b e e et e et e e et e e sb e e e be e s raeeteesneeanes 45

Figura 12. Perfil de consumo de agucares individuais do substrato misto, pela levedura
Saccharomyces cerevisiae LEBA-1 em cultura pura (A) e em cultura mista com a levedura
Kluyveromyces lactis CBS 2360, com as proporc¢des (B) 70 % S. cerevisiae: 30 % K. lactis, (C)

50 % S. cerevisiae: 50 % K. lactis e (D) 30 % S. cerevisiae: 70 % K. lactis . As fermentag6es foram
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realizadas em erlenmeyer durante 96 h numa agitadora orbital a 30 °C e 150 rpm, utilizando a
fermentacao do substrato misto a 40 % (p/v) que contém uma concentracdo total de acUcares de
121 o SRRSO 48

Figura 13. Resultados dos diferentes parametros estudados para a cultura mista, composta
por Saccharomyces cerevisiae LEBA-1 e Kluyveromyces lactis CBS 2360 nas proporcdes 70 % S.
cerevisiae: 30 % K. lactis, 50 % S. cerevisiae: 50 % K. lactis e 30 % S. cerevisiae: 70 % K. lactis
nas duas condi¢des de acucar testadas. (A) concentracdo celular méxima obtida, (B) concentracdo
de lactose e acgucares residuais, (C) Rendimento de produto obtido em fungdo do substrato

consumido, (D) concentracdo maxima de etanol obtido, (E) Produtividade de etanol................. 50

Figura 14. Resultado dos ensaios de detecdo da presenca de toxinas killer produzidas pelas
leveduras Saccharomyces cerevisiae LEBA-1 e Kluyveromyces lactis CBS 2360 a temperatura de
20 e 30 °C. (A) sensibilidade positiva da levedura S. cerevisiae as toxinas killer produzidas pela
levedura K. lactis a 20 °C, (B) sensibilidade negativa da levedura K. lactis as toxinas produzidas
pela levedura S. cerevisiae a 20 °C, (C) sensibilidade negativa da levedura S. cerevisiae as toxinas
killer produzidas pela levedura K. lactis a 30 °C e (D) sensibilidade negativa da levedura K. lactis

as toxinas killer produzidas pela levedura S. cerevisiae a 30 °C. ........ccccoovveeevievieresese e 53

Figura 15. Perfil de consumo de acUcares, producdo de etanol e crescimento celular da
cultura pura da levedura, Saccharomyces cerevisiae LEBA-1 e em cultura mista com a levedura
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°C e 150 rpm e (C) 100 % S. cerevisiae em erlenmeyer a 30 °C e 150 rpm. Todas as fermentacgdes

foram realizadas com a fermentacao do substrato misto a 40 % (P/V). c..covveveeieieece i, 55

Figura 16. Perfil de consumo de agucares, producdo de etanol e crescimento celular das
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Figura 17. Perfil de consumo de acucares, producao de etanol e crescimento da cultura mista,
composta pelas leveduras, Saccharomyces cerevisiae LEBA-1 e Kluyveromyces lactis CBS 2360
na proporgédo 50 % S. cerevisiae: 50 % K. lactis. A fermentacéo foi realizada com o substrato misto
a 40 % (p/v), em reator biologico STR de 3-L em modo de operacédo fed-batch durante 120 h. O
substrato apresentava uma concentracao total de agUcares de 242 g/L e o reator foi alimentado as
48 e 78 h com extrato de alfarroba com concentragdo de acgucares de 52 g/L e 59 ¢/L,
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Com origem na antiguidade, a arte da fermentagéo talvez tenha sido descoberta por mero

acaso, enquanto as populagdes experimentavam o sabor e textura de alimentos fermentados 1.

Sendo uma das técnicas mais antigas de preservacdo de alimentos, a fermentagéo tornou-se
num processo popular no ceio das civilizagdes, ndo s6 pela sua vantagem de conservar, mas
também porque as pessoas, gradualmente, se aperceberiam do valor terapéutico e nutricional, que

estes alimentos e bebidas lhes ofereciam.

Como processo, a fermentacdo consiste na simples transformacdo de matérias-primas,
contendo acucar disponivel na sua composicdo em diferentes produtos biologicos, altamente
aceitdveis para 0s consumidores. Utilizando como principio basico, o crescimento de
microrganismos e a sua capacidade de interagdo com diversos substratos 1. A fermentacdo
alcoolica é um processo bioldgico no qual agUcares como a glucose, frutose e sacarose sdo

convertidos em energia celular, com producéo de etanol e didéxido de carbono como metabolitos.

A existéncia destes microrganismos foi primeiramente verificada em 1680 por Antony Van
Leeuwenhoek (1632-1723), que descreveu como ‘animalcules’ 0s pequenos microrganismos que
observara no microscépio a época, mas que ndo associou diretamente a fermentacdo. Mais tarde,
no final do séc. XVII e inicio do séc. XVIII, Antoine Lavoisier (1743-1794), considerado o
fundador da quimica moderna, e Joseph Gay-Lussac (1778-1850), elaboraram separadamente, uma
série de correlagdes quantitativas para a fermentagdo alcodlica, mas que ndo esclareciam o
processo que lhe estaria subjacente 2. Lavoisier chegou mesmo a descrever a fermentacéo alcodlica

como um dos fendmenos mais extraordinarios da quimica 3.

Em 1837 e 1838, o fisico e engenheiro francés, Charles Cagniard-Latour (1777-1859) e o
fisiologista alemdo Theodor Schwann (1810-1882) ao observarem as leveduras da cerveja e do
vinho, conseguiram provar que estas tinham a capacidade de se reproduzirem e que 0 processo
fermentativo estaria dependente da sua existéncia, derrubando assim o conceito de geracdo

espontanea 2.



Louis Pasteur (1822-1895) entre o periodo de 1855-1875 também fez contribuicbes
significativas para a compreensdo do papel das leveduras na fermentagdo ao afirmar que “as
leveduras utilizam algo dos aglicares” e que 95 % dos produtos de fermentagdo seriam etanol e
CO2 . Provou que existem diversos tipos de fermentagdo, bem como a existéncia de diferencas no

consumo de aglicares pelas leveduras em condicdes aerdbicas e anaerobicas®.

Foi com a sua resposta a origem e a natureza da fermentacao, bem como as suas descobertas
no periodo entre 1850 a 1890, que Pasteur ajudou a criar uma nova area cientifica, a microbiologia
2.

Neste periodo de final do séc. XIX, entre as insistentes tentativas de Robert Koch (1843-
1910) na obtencdo de culturas puras, ou na tentativa de fazer crescer colénias individuais em placas
com agar por Fannie Hesse, mulher de um dos colegas de Koch 8, que Eduard Buchner (1860-
1917) colocou a hip6tese de que o processo fermentativo ndo estaria dependente dos organismos
vivos, mas sim de uma substancia soltvel, ndo escondendo qualquer ddvida que seria uma proteina,

a qual lhe deu 0 nome de zymase 2.

Esta descoberta de Buchner, levou a um grande progresso no estudo do metabolismo celular,
nomeadamente no ciclo da glicélise e de todos e os seus intermediarios. Até que, em 1940 este
esquema estaria completamente elucidado, gracas a dedicacdo de varios bioquimicos, cujas
descobertas lhes garantiram a atribuicdo de alguns prémios Nobel na area, com destaque para
Arthur Harden (1865-1940), Carl Neuberg (1877-1956), Otto Fritz Meyerhof (1884-1951), Gustav
Embden (1874-1933), Jacob Karol Parnas (1884-1949), Karl Lohmann (1898-1978 pelo seu
trabalho desenvolvido na caracterizacdo de todos 0s enzimas envolvidas na fermentacédo alcodlica
7.

Foi com o contributo de todos estes investigadores e de muitos outros que ndo foram
referenciados, que esta area cientifica evoluiu durante todo o sec. XX.

O conhecimento sobre os microrganismos e 0 seu metabolismo fez com que atualmente os
processos fermentativos ndo sejam apenas empregados para a producdo de vinho ou cerveja, como
faziam a época, 0s romanos ou 0s egipcios, respetivamente. Atualmente, com a evolucdo da
microbiologia, engenharia bioquimica ou biologia molecular, sabemos que a maioria das espécies

de leveduras sdo capazes de fermentar aglcar, convertendo-o em etanol. Estes microrganismos



tornaram-se famosos devido a esta capacidade, especialmente a escala industrial, sendo este o

motivo pela qual o estudo cientifico nesta area tem um vasto apoio financeiro ’.

Um dos grandes desafios da sociedade no sec. XXI foca-se em dar resposta ao crescente
consumo de energia para os setores dos transportes, aquecimento e processos industriais, bem

como o fornecimento de matéria-prima para a inddstria de forma sustentavel 8,

O mundo atravessa uma progressiva escassez dos Seus recursos energeticos maioritariamente
dominados por combustiveis de origem fossil. O panorama global deste mercado tem-se tornado
cada vez mais negro. Crises permanentes no Médio Oriente e a progressiva especulacao da bolsa
de valores, entre outros fatores, causaram a subida do preco do barril de petrdleo para valores

acima dos 74 € °.

Por outro lado, a combustdo dos derivados fosseis é responsavel por 73 % do total de CO>
produzido 1°, resultando em diferentes problemas ambientais, incluindo aquecimento global,

deterioracdo da qualidade do ar, derrames de petrdleo, chuvas acidas, entre outros 1.

Assim, de acordo com o segundo periodo de compromisso estabelecido pelo protocolo de
Quioto entre 2013-2020, a Comissao Europeia estabeleceu uma meta de reducdo da emissdo de
gases que provocam efeito de estufa em 20 % até 2020. Esta reducdo é baseada nos valores
registados em 1990 e significa também uma reducdo equivalente a -14 % face aos valores

registados em 2005 *2.

Consequentemente, o governo portugués publicou em Diario da Republica, o Decreto-lei n°
117/2010 de 25 de Outubro, onde uma das linhas fundamentais para a modernizacéo estrutural do
Pais seria a lideranca na revolucdo energética, salientando a importancia de atingir a meta de
incorporacéo de 31 % de consumo final de energia com origem renovavel, dos quais 10 % no setor

dos transportes até 2020 3.

Até ao momento, o bioetanol tem-se apresentado como uma das maiores alternativas a
dependéncia destes combustiveis de origem petrolifera, o que o tem conduzido a um aumento

dramético da sua producdo mundial .



Os alcoois tém sido utilizados como combustiveis desde a criacdo do automdvel. A mistura
de etanol com outros combustiveis tem sido utilizado com sucesso em todo o tipo de veiculos com
motores a gasolina. O bioetanol possui um indice de octanas mais elevado, limites de
inflamabilidade mais amplas e um calor de vaporizacdo superior ao da gasolina. Estas propriedades
permitem-lhe uma taxa maior de compressdo e um menor tempo de combustdo, o0 que contribui

para ter vantagens sobre o uso da gasolina em motores de combustéo interna *°.

Atualmente, a maioria do etanol produzido mundialmente provém de biomassa orgénica .
Dependendo do tipo de matéria-prima que é utilizado, podera ser classificado de primeira ou

segunda geracéo.

O bioetanol de primeira geracao é produzido a partir de culturas agricolas por tecnologias
tradicionais 18, o que levanta questdes éticas acerca da origem das matérias-primas, incluindo o
impacto que podem ter na biodiversidade e no uso de terrenos para concorréncia direta com as

culturas alimentares.

Por outro lado, o bioetanol de segunda geracdo surge no sentido de arranjar alternativas mais
sustentveis, utilizando residuos agroindustriais, ou residuos de biomassa vegetal o que para além
do seu baixo custo tém a vantagem adicional da auséncia de preocupages éticas sobre o uso de
potenciais recursos alimentares. Desta forma, poderdo vir a complementar os recursos fosseis,
como unica fonte de combustiveis e apresentarem vantagens em termos de sustentabilidade

economica e energética, disponibilidade de recursos e confiabilidade do seu fornecimento 1’

A producdo de bioetanol pode criar um impacto positivo no desenvolvimento econémico,
atraves da criacdo de oportunidades de trabalho, reducdo dos custos provenientes da importacao

de petrdleo e no aumento do acesso a servigos energéticos modernos 8.

Os dois maiores produtores de bioetanol a nivel mundial s&o os EUA e o Brasil,
representando 62 % da producéo total mundial '° e utilizam como principais matérias-primas,

milho e cana do agUcar, respetivamente.



Mundialmente, a producédo de bioetanol aumentou de 17,25 mil milhdes de litros em 2000
para 46 mil milhGes em 2007. Com todos os programas politicos de compromisso acerca da
utilizacdo de biocombustiveis na América, Asia e Europa, estima-se que esta producgdo ultrapasse
0s 125 mil milhdes em 2020 %°. Em 2007 essa producio representava aproximadamente 4 % dos

1300 mil milhGes de litros de gasolina consumidos a nivel mundial.

Tomando o exemplo do combustivel E85, uma mistura de 85 % etanol e 15 % gasolina em
volume. Em 100 Km percorridos por um veiculo ligeiro de passageiros cujo combustivel é gasolina,
0 seu consumo seria de 11 L. O mesmo veiculo, utilizando o combustivel E85 consome 2,2 L de

gasolina e 12 L de bioetanol 2.

Os custos de producdo de bioetanol estdo muito dependentes da matéria-prima utilizada e

constituem 60-75 % do custo total de producao %°.

O bioetanol produzido a partir da cana do agulcar, tem um custo de producéo de 0,3 €/L, ao
passo que, a partir de material lenho-celul6sico do milho tém um custo de 0,75 €/L e 0,65 €/L,

respetivamente 2L,

No caso da utilizagdo da alfarroba, estima-se que a construgdo de uma unidade fabril com
capacidade para tratar 68 mil tons/ano de alfarroba requer um custo minimo de producéo de 0,51
€/L 21 22.

O processo de producao de bioetanol difere consoante o tipo de matéria-prima utilizada.

O processo mais complexo é o que diz respeito a utilizacdo de biomassa lenho-celulésica,
porque ao contrario do que acontece com a cana-de-agucar em que 0S Seus agucares ja estdo
disponiveis para serem diretamente fermentados pelos microrganismos, os agucares na biomassa
lenho-celuldsica encontram-se na celulose e na hemicelulose na forma de polimeros,
apresentando-se intercalados entre si e cobertos pela lenhina, uma macromolécula de estrutura
molecular aromatica complexa e que constitui a parede celular vegetal, possuindo uma estrutura

de dificil desestabilizagdo .



O processo geral utilizando material lenho-celulésico inclui cinco passos principais: Pré
tratamento da biomassa, hidrdlise da celulose e hemicelulose, fermentacédo das hexoses, separacéo
do produto e tratamento de efluentes 2%. No caso da utilizacdo de biomassa em que os aclcares
estdo diretamente disponiveis, ndo existem as duas primeiras fases. A utilizagdo de matérias-
primas como o milho e o trigo onde o seu principal hidrato de carbono é o amido apenas precisa
de uma fase de hidrdlise, de modo a converter este polimero de moléculas de glucose em agucares

fermentaveis *°.

Devido a estrutura complexa do material lenho celulésico, o principal desafio no processo é
a sua fase de pré-tratamento, em que o objetivo principal é a alteracdo da estrutura da biomassa
celulosica, de forma a tornar mais acessivel o acesso dos enzimas que convertem estes polimeros
a acucares fermentaveis. Uma fase de pré-tratamento eficiente deve ser capaz de, aumentar a
formacéo de acUcares, evitar a perda ou degradacao de hidratos de carbono, evitar a formacao de
subprodutos inibitérios a processos de hidrélise e fermentacBes posteriores e rentavel

economicamente *°,

Apos a fase de pré-tratamento, a celulose é preparada para a fase de hidrolise, de forma a
ser transformada em aclcares fermentaveis. Nesta etapa, quando ndo existe a fase de pré-
tratamento o seu rendimento é cerca de 20 %, ao passo que quando existe essa fase, o rendimento
sobe para 90 % 2°. A maioria dos processos nesta etapa utiliza celulases ou acido sulfirico a varias
concentragdes e temperaturas elevadas. A utilizagdo de enzimas torna esta etapa mais dispendiosa,
por outro lado o uso de acido sulfurico faz com que seja mais econémica, mas 0s custos associados
a sua eliminacdo sdo também dispendiosos, além de que tém a desvantagem de degradacdo da

glucose a temperaturas elevadas °.

Apbs a hidrélise enzimética, é seguida uma fermentacdo que envolve a utilizacdo de
microrganismos com capacidade de converter acucares fermentaveis em etanol e outros
subprodutos. Estes microrganismos metabolizam tipicamente agticares compostos por seis &tomos
de carbono e sdo selecionados de acordo com a sua compatibilidade nos substratos utilizados,
processos e equipamentos existentes. Os principais parametros de uma fermentacdo sdo a
temperatura, pH, tolerancia ao etanol, taxa de crescimento, rendimento, produtividade, tolerancia
osmotica e estabilidade genética. Além disso, dependendo do seu regime de alimentacdo, a

fermentacdo pode ser realizada em modo de operacédo batch que € um sistema fechado sem adicao



de nutrientes ao longo da fermentacéo e caracterizado pela varia¢do da concentracdo celular, dos
produtos metabolicos e nutrientes ao longo do tempo. Sistema de operacdo em fed-batch, que é
caracterizado por um crescimento em descontinuo na fase inicial da fermentagdo e uma
alimentacéo periddica de nutrientes quando existe a sua deplecao e por ultimo o sistema continuo,
em que todos os nutrientes sdo adicionados continuamente ao reator ap0s um crescimento em
descontinuo e existe um efluente retirado do reator ao mesmo caudal de adi¢do dos nutrientes. A
escolha do processo mais adequado depende, por exemplo, das propriedades cinéticas dos
microrganismos e aspetos econdmicos. Os sistemas de operacdo fed-batch sdo amplamente
utilizados em aplicacdes industriais pelas suas vantagens de aumentar a concentracao de células
viaveis durante um espaco de tempo maior e permitir a acumulacdo de concentragdes mais
elevadas de produto . Ap6s o processo fermentativo, a Gltima etapa é a separagdo do etanol do

meio fermentativo por destilacdo 3.

Os principais tipos de matérias-primas utilizadas para a producdo de bioetanol sdo: (i)
matérias-primas que contém acucares diretamente fermentaveis pelos microrganismos, como a
cana-de-actcar 2, beterraba 2°, alfarrobal’ 26 e sorgo #/, (ii) polissacarideos como o amido ° que
necessitam de sofrer hidrdlise enzimética para obtencdo de acucares fermentaveis e (iii) de

biomassa lenho-celulésica 2 26,

A alfarrobeira (Ceratonia Siliqua L.) é uma arvore amplamente cultivada em regifes do
Mediterraneo e sudoeste asiatico?®. Pertence a subfamilia Caesalpinaceae da familia
Leguminoseae. Tem a particularidade de se conseguir desenvolver em terrenos secos, com solos

pobres e calcarios *° 7.

Atualmente, a produgdo mundial de alfarroba ronda 400 mil toneladas por ano, sendo o0s
principais exportadores a Espanha (42%), Italia (16%), Portugal (10%), Marrocos (8%), Grécia
(7%), Chipre (6%) e Turquia (5%)*’.



Em Portugal, todos os anos sdo produzidas entre 40 a 55 mil toneladas de alfarroba por ano,

com o preco atual a rondar 5 €/arroba 3.

A alfarroba é maioritariamente utilizada para a producdo da goma de alfarroba, um aditivo
natural com empregabilidade na industria alimentar, téxtil e farmacéutica. Este processo apenas
requer a utilizacdo das suas sementes (10 % do peso total). Os restantes 90 % referem-se a polpa,
que é considerado um desperdicio 2, sendo maioritariamente empregado em ragio para animais e
nutricdo humana, incluindo xaropes e como substituto do cacau devido & auséncia de cafeina e

teobromina 2.

A polpa de alfarroba contém um elevado teor em mono e dissacarideos (40-60 %).
Predominantemente sacarose (34-42 %), frutose (10-12 %) e glucose (7-10 %). Contém também

um baixo teor em proteinas (3-4 %) e lipidos (0,4-0,8 %) .

Devido a este elevado contetdo em agucares, diversos esfor¢cos tém sido desenvolvidos no
sentido de dar utilidades atrativas a polpa de alfarroba, utilizando-a como matéria-prima para o
desenvolvimento de novos produtos bioldgicos de valor acrescentado. Algumas alternativas séo a
utilizagdo como substrato para producdo de dextrano e frutose **, acido citrico *® ou etanol 1 como

¢ 0 caso deste trabalho.

A industria de lacticinios é dividida em varios setores, que estdo associados a producdo de
diversos efluentes contaminantes. Estes efluentes tém diferentes caracteristicas de acordo com o

tipo de produto comercializado (iogurte, queijo, leite) 3.

O soro do queijo é um efluente da industria de lacticinios e 0 mais importante, devido ao seu
volume de producéo e elevado contelido em matéria organica %" 38, Apresenta uma Caréncia
Bioquimica de Oxigénio (CBO) e uma Caréncia Quimica de Oxigénio (CQO) de 50 e 80 g/L,
respetivamente *° %°, Na verdade, a descarga continua deste efluente para a terra pode alterar a
estrutura quimica e fisica dos solos, colocando em perigo a produtividade das culturas e levar a

sérios problemas de poluicdo em aguas subterraneas “°.



Por regra geral, s@o produzidos cerca de 9 L de soro para produzir um 1 kg de coalhada de
queijo. Atualmente, estima-se que a producdo mundial de soro do queijo seja superior a 160
milhdes de toneladas por ano. Em Portugal, sdo produzidos a cada ano cerca de 500-560 mil
toneladas de soro®.

Este subproduto liquido, tem por caracteristica uma cor amarelada que € causada pela
presenca de riboflavina (vitamina B2) % e ¢ constituido predominantemente por lactose (45-50
g/L), proteinas solveis (6-8 g/L), lipidos (4-5 g/L) e sais minerais (8-10 % do produto seco). Estes
sais minerais sdo constituidos por NaCl e KCI (mais de 50%), sais de calcio (maioritariamente
fosfato), entre outros. Contém também quantidades consideraveis de acido lactico (0,5 g/L), &cido

citrico, ureia e vitaminas do grupo B #.

Tradicionalmente, a maioria das fabricas de queijo eliminavam o soro por descarga direta
em solos ou aguas (lagos, rios, oceanos), sem qualquer pré-tratamento. Outras solu¢cdes passavam
pela construcdo de tanques de armazenamento ou descargas no sistema de esgoto. Contudo, mesmo
com a diluicdo em outras aguas residuais menos poluentes, podem prejudicar a eficiéncia e
estabilidade dos microrganismos em processos biolégicos nas estacdes de tratamento de agua.
Atualmente é considerado um efluente causador de graves danos ambientais*>. Deste modo, 0
tratamento deste efluente tornou-se um desafio para a industria no sentido de processar o seu
tratamento e em simultaneo valorizar este subproduto em que a producédo de bioetanol tem sido

largamente referenciada 37 %3 32 44 45 como um dos produtos industriais a partir desta matéria-prima.

Atualmente, estima-se que cerca de 50 % da producdo mundial de soro do queijo seja tratada
e transformada em produtos alimentares *”. Outras alternativas passam pela sua valorizac3o através
de processos fermentativos controlados para producédo de acido-lactico, butanol, glicerol, acetona,
proteinas ou etanol ¥. Contudo, esta Gltima opgéo apesar de alguns autores referirem que pode ndo
ser vidvel industrialmente devido ao baixo teor em lactose que apenas permite atingir valores de
etanol entre 2-3 % (v/v) %6, existem unidades industriais de producdo na Nova Zelandia com um
custo de producdo entre 0,33-0,39 €/L *'.



A levedura Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae) € utilizada h4 milhares de anos pelos
seres humanos. Este organismo eucariota é nao s utilizado em diversos processos biotecnologicos
tradicionais, incluindo o processo de fabrico do pdo ou bebidas alcotlicas, mas também em
processos industriais de larga escala como a producéo de extrato de levedura, aditivos alimentares
(enzimas, vitaminas, e agentes aromatizantes) ou proteinas heterélogas (vacinas e outros

compostos terapéuticos) 8.

Esta levedura, que tem o seu genoma completamente sequenciado, € usualmente a primeira
escolha no que respeita a processos de fermentacdo alcodlica. A sua preferéncia resulta da
capacidade versatil em se conseguir desenvolver em diversos substratos, fermentaveis e nao
fermentaveis e também pela sua capacidade de tolerancia ao etanol, permitindo uma producéo até
20 % (v/v) 37,

A regulacdo e o metabolismo do consumo de agucares na levedura S. cerevisiae estdo

descritos ao nivel metabélico e molecular 17 49 %0,

A principal via metabolica envolvida na producdo de etanol reside no ciclo da glicélise,
atraveés do qual, resulta a producdo de duas moléculas de piruvato a partir de uma molécula de

glucose (Figura 1) 1452,
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Figura 1. Ciclo da glicélise. Cada um dos 10 passos deste ciclo é catalisada por um enzima diferente. No passo 4
existe a clivagem de um acgucar de 6 carbonos em 2 acUcares de 3 carbonos, de modo que o nimero de moléculas ap6s
esta fase duplica. Note-se que 1 dos produtos do passo 4 necessita de ser isomerizado no passo 5 previamente ao inicio
do passo 6. Como indicado, no passo 6 comega a fase de geragdo de energia da glicolise, que resulta na sintese liquida
de ATP e NADH. Adaptado de Alberts et al., 2014 5.

Sob condigdes anaerdbicas, o piruvato € descarboxilado em acetaldeido, libertando COx.
Posteriormente, o acetaldeido é reduzido a etanol pelo NADH. Este processo tem um rendimento

tedrico de 0,51 gramas de etanol produzido por gramas de glucose consumida (Figura 2) 1.
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Figura 2. Degradacdo do piruvato na auséncia de oxigénio por fermentagdo alcodlica. Nos microrganismos com
capacidade de crescimento em condi¢es anaerdbicas, o piruvato é convertido a etanol e CO,. Esta via regenera o
NAD* a partir do NADH para permitir a continuacéo do ciclo da glic6lise. Note-se que por cada molécula de glucose
que entra na glicélise sdo produzidas duas moléculas de piruvato (apenas um piruvato estd representado neste
esquema). A consequente fermentacédo dos dois piruvatos produz duas moléculas de CO; e etanol. Adaptado de Alberts
etal., 2014 5,

Em condicdes aerdbicas, a producdo de etanol ocorre a partir do momento em que o fluxo
de carbonos no ciclo da glicolise excede a capacidade que o ciclo do acido citrico tem em oxidar

o piruvato produzido. Desta forma, o metabolismo completamente aerébico apenas ocorre durante

a utilizacdo de baixas concentrac@es de aglicares (Figura 3) “.
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Figura 3. Esquema completo do ciclo do acido citrico. Os dois carbonos do acetil-CoA que entram neste ciclo
(realcados a vermelho) apenas serdo convertidos a CO2 no ciclo seguinte. Os dois carbonos realgados a azul é que
serdo convertidos a CO; neste ciclo. Adaptado de Alberts et al., 2014 5.
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O acUcar mais abundante na utilizacdo industrial da levedura S. cerevisiae é sem davida a
sacarose, dai o seu sucesso na producao de etanol a partir da cana do acucar. A hidrolise deste
dissacarideo em glucose e frutose °2 ocorre maioritariamente fora da célula pelo enzima invertase

(Figura 4) extracelular presente em geral na parede celular da levedura.
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H OH
OH -
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Figura 4. Representacdo esquematica da hidrolise da sacarose em glucose e frutose. Adaptado de Pito et al., 2009 52,

Seguidamente, o transporte destes dois glicosideos € feito mediante numerosas familias de
transportadores de acglcar, sendo que nesta levedura estima-se serem cerca de vinte proteinas
capazes de fazer o transporte de glucose e frutose por difusdo facilitada através da membrana

plasmatica " 48 >3, Mais de 90 % da glucose é metabolizada pelo ciclo da glicdlise >*.

O transporte da galactose é feito através da permease Gal2p >°. Ap6s entrar na célula, a
galactose é enderecada para a via de Leloir (Figura 5), de forma a ser convertida em glucose-1-
fosfato 6. Seguidamente, esta glucose-1-fosfato é fosforilada a glucose-6-fosfato através do
enzima fosfoglucomutase °’ de forma a poder ser metabolizada pelo ciclo da glicélise ou pela via

das pentoses fosfatadas (Figura 6) %8 *°.
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Figura 5. Representacdo esquematica da via de Leloir. Os enzimas responsaveis pela catalise de cada reagdo estdo
representadas pelos nimeros. (1) galactose mutase, (2) galactocinase, (3) Galactose-1-fosfato uridililtransferase e (4)
UDP-glucose 4-epimerase. Adaptado de Holden et al., 2004 %,
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Figura 6. Esquema representativo da Via das Pentoses Fosfatadas. Esta via € composta por um ramo
oxidativo que d& origem ao NADPH e um ramo néo oxidativo que faz a conversdo dos agucares fosforilados
em pentoses fosfatadas. Adaptado de Berg et al., 2002 5°.

Durante o processo fermentativo, as leveduras podem sdo expostas a diversos stresses
ambientais e nutricionais que podem também alterar a sua eficiéncia na producao de etanol. Na
levedura S. cerevisiae as principais fontes de stresse sdo a pressdao osmotica (25 % (p/v)),
temperatura (35~38 °C), pH (< 3,5), i6es de sodio (> 500 mg/L), acido acético (0,05% (p/v)) e
acido lactico (0,8% (p/v)) 4.
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A levedura que hoje possui 0 nome de Kluyveromyces lactis (K. lactis), era conhecida
originalmente como Saccharomyces lactis, mas desde a descoberta da sua incapacidade em
fermentar péo, foi agrupada no género Kluyveromyces em 1965 .

Desde 1950, a levedura K. lactis tem sido extensivamente utilizada na preparacdo comercial
de produtos lacticos sem lactose. Esta levedura ndo patogénica tem a capacidade de degradar
lactose nos seus monossacarideos constituintes, glucose e galactose (Figura 7), devido a presenca
do enzima p-galactosidase. Esta capacidade de utilizar lactose como fonte de carbono é também
aproveitada pela industria na produgdo em larga escala deste enzima 5t 62,
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Figura 7. Representacdo esquematica da hidrdlise da lactose em galactose e glucose, através da catalise
pelo enzima g#-galactosidase. Adaptado de Cooper, 2000 .

Tal como na levedura S. cerevisiae, 0 piruvato produzido no ciclo da glicolise pode ter
destinos distintos. Quando o piruvato é convertido pelo ciclo do &cido citrico, 0 mecanismo
oxidativo sobrepde-se. Quando o piruvato é reduzido a etanol, o metabolismo fermentativo
sobrepde-se. Estes dois destinos do piruvato podem existir simultaneamente, tornando a levedura

respiro-fermentativa.

As leveduras, ndo formam um grupo homogéneo no que respeita ao seu metabolismo e
rendimento energético. Algumas espécies preferem utilizar vias fermentativas, ao passo que outras
preferem a via respiratéria. A diferenca esta na importancia destas vias em condi¢cfes aerobicas.
Na levedura K. lactis, em condicGes aerobicas, a respiragdo sobrepde-se sempre a fermentacdo, ao
passo que na levedura S. cerevisiae a respiragcdo apenas representa cerca de 10 % do seu

metabolismo em condicdes aerobicas.
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Esta capacidade fermentativa em condicdes aerdbicas da levedura S. cerevisiae € explicada
devido a existéncia de elevadas concentracfes de glucose no meio. Em meios contendo
concentragcdes superiores a cerca de 2% (p/v) deste aglcar, ocorre uma diminui¢cdo da taxa
especifica de consumo de oxigénio, juntamente com uma diminuicao da transcri¢do de genes que
codificam componentes da via respiratoria, resultando inibicdo do metabolismo de fosforilacdo
oxidativa. A este fendmeno de fermentacdo alcodlica em condi¢bes aerdbias para elevadas
concentracdes de aglcares da-se a designacdo de efeito Crabtree. Deste modo, a levedura S.
cerevisiae é designada como Crabtree positiva, enquanto a levedura K. lactis é considerada

Crabtree negativa.

Este conceito conduz a ideia de que a producdo de ATP ndo é apenas influenciada pela sua
caracteristica genémica, mas também pelas condi¢des ambientais de crescimento. Por isso, a
concentracdo de aguUcares e oxigénio parecem ser 0s principais parametros que determinam a

preferéncia por determinada via metabdlica e consequentemente, a sua producéo de etanol 53 64 43,

No que respeita ao consumo de lactose, este dissacarideo é primeiramente incorporado na
célula através de uma permease codificada pelo gene LAC12 e seguidamente hidrolisado pelo
enzima S-galactosidase, codificada pelo gene LAC4. A glucose resultante deste processo é enviada
para o ciclo da glicolise e a galactose para a via de Leloir > “. O rendimento tedrico maximo de

etanol produzido por grama de lactose consumida corresponde a 0,54 Qetanol /Gractose & **.

O transporte da glucose ¢ feito através de um dos transportadores de hexoses existentes nas
membranas celulares da levedura K. lactis, dependendo da concentracéo exterior de glucose e das
necessidades nutricionais da célula. Uma vez dentro, a glucose é primeiramente fosforilada por
uma hexocinase a glucose-6-fosfato para poder ser metabolizada pelo ciclo da glicélise ou pelo
ciclo das pentoses fosfatadas, sendo que na levedura K. lactis a maior parte da glucose é

metabolizada por este Gltimo >* .

A galactose extracelular pode ser transportada através da permease da lactose mas com baixa
afinidade ou entéo pelo transportador da glucose de elevada afinidade, que é codificado pelo gene
Hgt1 >4,

Ao contrario da levedura S. cerevisiae em que o transporte de hexoses é feito apenas atraveés
de sistemas de difusdo facilitada, a K. lactis tem incorporado um sistema de transporte ativo, capaz

de transportar frutose para o citoplasma e que é codificado pelo gene FRT1 % %3,
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No processo fermentativo existem diversos efeitos inibitérios que tém sido mencionados por
alguns autores. Estes, apontam como principais causas, a elevada concentracdo de aclcares no
meio associada a uma elevada sensibilidade osmoética, baixa tolerdncia ao etanol e efeitos
inibitorios derivados de elevadas concentragdes de sais. Embora estes efeitos sejam dependentes
de cada estirpe, as condi¢es de fermentacdo, em particular o oxigénio e a disponibilidade de

outros nutrientes no meio, podem também desempenhar um papel fundamental a esse respeito 7.

Um dos maiores desafios na producéo de etanol tem sido a diminui¢do dos seus custos de
producdo através do aumento dos rendimentos etan6licos, aumento da conversdo dos agucares de

forma que o preco final para o consumidor seja economicamente competitivo.

Uma das formas de reducdo estd associada ao melhoramento da tecnologia fermentativa,
atraves da utilizacdo de misturas de substratos e que € referida na literatura por alguns autores
como por exemplo a utilizagdo de melaco de beterraba com o soro do queijo ®' e 4gua da maceragao

de milho com soro do queijo .

Este método tem por objetivo aumentar a quantidade de aclcares fermentaveis pelos
microrganismos de forma a atingir produtividades elevadas, como € o caso da mistura de agUcares

fermentaveis da polpa de alfarroba e do soro do queijo.

Este substrato misto composto por alfarroba e soro do queijo pode ser também vantajoso do
ponto de vista ambiental, se 0 soro representar a fracdo liquida que solubiliza os acUcares da

alfarroba, evitando a utilizacdo da agua para a producao do extrato de aclcares.
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Por vezes, a mistura de substratos obriga a existéncia em mais que um microrganismo capaz

de fermentar todos os agUcares presentes.

No caso em particular da mistura entre os agucares da alfarroba com os do soro do queijo,
este conjunto de acucares faz com que a utilizacdo de uma Unica levedura no processo fermentativo

nédo seja a op¢do mais adequada para a fermentagédo do substrato da forma mais eficiente.

A levedura S. cerevisiae é capaz de fermentar os agUcares presentes na alfarroba e com
rendimentos elevados em condicBes de baixo arejamento '’. Em contrapartida, esta levedura é
incapaz de consumir lactose, dado que lhe falta o enzima g-galactosidase e a permease que
transporta este dissacarideo. Esta incapacidade impede a levedura S. cerevisiae de utilizar o soro

do queijo como substrato fermentativo.

A levedura K. lactis é capaz de utilizar essa lactose presente no soro do queijo para producao
de etanol, mas, apesar da sua proximidade filogenética, ainda existem certos aspetos tecnoldgicos

em que as leveduras Kluyveromyces ndo podem competir com as leveduras Saccharomyces.

Contudo, estratégias de fermentacdo utilizando cultura mistas tém sido utilizadas com
sucesso para producdo de etanol com o objetivo de ultrapassar as limita¢fes do substrato, como o
exemplo das culturas mistas compostas por Zymomonas mobilis (Z. mobilis) / S. cerevisiae ©°,

Kluyveromyces fragilis / Z. mobilis "© e Kluyveromyces marxianus / S. cerevisiae "

Para além dos efeitos inibitorios abordados nas sec¢des 1.3.3.1 e 1.3.3.2 relacionados com
cada estirpe, existe outro fator adicional que é preciso ter em conta quando se misturam populacgdes
celulares. No caso em particular da levedura S. cerevisiae com a levedura K. lactis, alguns autores
referem que esta Ultima pode ter um comportamento toxico que impede o crescimento da levedura
S. cerevisiae. Este comportamento € definido na literatura por efeito killer e esta relacionado com
a excregdo de dois plasmideos com cadeia linear dupla de DNA, pGKI1 (k1) e pGKI2 (k2) que
codificam exotoxinas, bloqueando assim o ciclo de divisdo celular da levedura S. cerevisiae na
fase G1 72374, Contudo, este comportamento é dependente de fatores como o pH, fonte de carbono

e temperatura’®.
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Esta dissertacdo de mestrado foi realizada no laboratério de Engenharia e Biotecnologia

Ambiental, (LEBA), localizado na Faculdade de Ciéncias e Tecnologia e integra o Centro de

Investigacdo Marinha e Ambiental, (CIMA) da Universidade do Algarve.

Tem como objetivo principal a producdo de bioetanol a partir de residuos e de efluentes

industriais numa perspetiva de reutilizacéo e de obtencdo de um biocombustivel de 22 geracéo.

A estratégia utilizada foi obter um substrato enriquecido em agucares fermentaveis por uma

populacdo mista de microrganismos e caracterizar cineticamente o processo de producdo de

bioetanol.

Os objetivos especificos a alcancar foram:

Preparar um substrato misto, selecionando a melhor propor¢édo de massa de alfarroba;

em soro do queijo.
Estabelecer uma cultura mista, otimizando a melhor proporc¢éo de cada levedura para
uma boa eficiéncia fermentativa e caracterizando a cinética de producéo de etanol,

consumo de acgucares para as diferentes condi¢fes de agucar.

Avaliar a compatibilidade das estirpes selecionadas no que respeita ao
comportamento killer e as interagdes de competicdo pelo substrato.

Estudar a influéncia do arejamento, micro-arejamento e anoxia na producao de etanol

pela cultura mista em reator biol6gico (STR)

Estudar o processo fermentativo do substrato misto, em modos de operacgéo batch e

fed-batch, com o objetivo de aumentar a produtividade maxima de etanol.
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Utilizaram-se residuos da polpa de alfarroba (Kibbles) fornecidos pela Empresa Industrial
Farense, Lda e o efluente, soro do queijo foi disponibilizado pela queijaria “O Portal dos Queijos”

em S&o Bras de Alportel.

De forma a tornar mais eficaz a extracao, foi removida a humidade dos kibbles da alfarroba
atraves de um processo de secagem numa estufa (Binder FD53,EUA), a 50 + 1 °C durante a noite.
Apds serem retirados da estufa e arrefecidos a temperatura ambiente durante duas horas, foram
triturados por um moinho (IKA-MF10B, Alemanha) de modo a ser obtida uma farinha fina.
Seguidamente, foi feita a homogeneizacdo em balBes erlenmeyer de 1 L, com diferentes racios
alfarroba (peso): soro (volume) e diferentes tempos de extracdo, numa agitadora orbital (IKA-
KS4000i, Alemanha) a 150 rpm e temperatura de 25 = 1 °C. Os diferentes racios e tempos de

extracdo serdo aprofundados na sec¢édo 2.4.1.

O extrato obtido foi centrifugado numa ultracentrifuga (Beckman Coulter J2-MC, EUA) com
um rotor J14 a 12 000 rpm e temperatura de 4 °C durante 30 min. O sobrenadante final foi

armazenado a -21 + 1 °C, até utilizacdo posterior.

A humidade dos kibbles de alfarroba, bem como o seu processo de secagem e moagem foram

realizados como descrito no ponto anterior para o substrato misto.

Seguidamente, foi procedida a extracdo aquosa utilizando um réacio 30 % (p/v) de farinha de
alfarroba e agua destilada. Esta mistura foi homogeneizada em bal6es erlenmeyer de 2 L, numa
agitadora orbital (IKA-K54000i, Alemanha) a 150 rpm e uma temperatura de 30 £ 1 °C durante 1
h.

20



O extrato obtido foi centrifugado numa ultracentrifuga (Beckman Coulter J2-MC, EUA) com
um rotor J14, a 12 000 rpm e temperatura de 4 °C durante 25 min. O sobrenadante recolhido foi
filtrado a vécuo, utilizando filtros com uma porosidade de 0.45 pm (Whatman 1). Geralmente,
nesta fase o extrato obtido apresenta uma concentracdo total de agtcares dissolvidos de 140 g/L.
Desta forma foi procedida a sua concentracdo a partir de um evaporador rotativo (Heidolph 94200,
Alemanha), com um banho entre 75 °C e 80 °C. No fim deste processo o extrato final apresenta
uma concentracdo de agUcares totais de aproximadamente 940 g/L. Este extrato de alfarroba
concentrado foi armazenado a uma temperatura de -21 + 1 °C para utilizag&o posterior.

Nesta dissertagcdo de mestrado foram utilizadas as leveduras Saccharomyces cerevisiae do
Laboratorio de Engenharia e Biotecnologia Ambiental (LEBA-1) e a levedura Kluyveromyces
lactis 2360 do Centro de Biodiversidade de Fungos (CBS), disponibilizada pela Professora
Doutora Lidia Dionisio da Universidade do Algarve.

Para o armazenamento a longo prazo a cultura foi mantida a -80 £ 1 °C por tempo
indeterminado em microtubos, sendo utilizado para conservagdo 0 meio Yeast extract Peptone
Dextrose (YPD) liguido, constituido por 10 g/L extrato de levedura, 20 g/L de peptona, 20 g/L de
glucose e suplementado com 30 % (v/v) de glicerol. Este meio, assim como todos 0s outros
utilizados neste trabalho foram esterilizados por autoclavagem (Uniclave 87, Portugal) a 121 +
1 °C durante 20 minutos.

O armazenamento a curto prazo foi feito através da repicagem das leveduras, separadamente,
para placas contendo meio YPD solido. Este meio € constituido por 10 g/L de extrato de levedura,
20 g/L de peptona 20 g/L de glucose e 10 g/L de agar. Posteriormente, sdo incubadas numa estufa
(Selecta, Espanha) durante 48 a 72 h a temperatura de 30 = 1 °C.
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Todo este processo, assim como 0s que serdo descritos em 2.3.2, 2.3.3 e 2.3.4 foram feitos

em assepsia através da utilizacdo de um bico de Bunsen e material estéril.

De modo a criar a adaptacdo das leveduras a um meio liquido, para que dessa forma possam
crescer em suspensdo, € necessaria a preparacdo de um pré-inéculo em meio YPD liquido,
constituido por 10 g/L de extrato de levedura, 20 g/L de peptona e 20 g/L de glucose. Seguidamente,
sdo inoculadas as leveduras, em processos separados, utilizando 50 ml deste meio, num bal&o
erlenmeyer de 100 ml, em duplicado. Este pré-in6culo é mantido numa agitadora orbital (IKA-
K54000i, Alemanha) a 150 rpm e temperatura de 30 £ 1 °C, durante 48 h para fermentacGes em
baldo erlenmeyer ou reator bioldgico STR.

De forma a criar a adaptacao das leveduras ao substrato misto, é necessario proceder ao seu
crescimento num meio liquido, constituido por 3 g/L de extrato de levedura, 5 g/L de peptona e
1/3 da concentragdo de substrato misto utilizado nas fermentagdes. Este indculo é preparado em
baldo erlenmeyer, em duplicado, com 10 % da suspensao celular proveniente do pré-inoculo e
incubado numa agitadora orbital (IKA-K54000i, Alemanha) a 30 £ 1 °C e 150 rpm durante pelo

menos 30 h.

Apbs o periodo de crescimento dos indculos de cada estirpe, procedeu-se a sua contagem
celular na camara de Neubauer (Blau Brand, Alemanha) de forma a poder calcular o volume de
indculo necessario para iniciar a fermentacdo com a concentragdo celular de 1x107 células/ml. Esta
€ a concentracdo total das duas estirpes juntas. A concentracdo de cada estirpe a ser adicionada
varia consoante a proporc¢éo de leveduras S. cerevisiae: K. lactis que € utilizada para a fermentagéo

e ird ser aprofundada na seccdo 2.4.2.
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O crescimento em baldo erlenmeyer & feito em triplicado em regime de total esterilidade,
recorrendo para isso a utilizacdo de material estéril e uma camara de fluxo laminar (Telstar Bio 1l
A, Espanha). Estas fermentacdes foram realizadas em baldes erlenmeyer de 250 ml, com 150 ml
de meio, constituido por 3 g/L de extrato de levedura 5 g/L de peptona e perfeito com substrato

misto até um volume de 150 ml.

Ap0s inoculacdo, os balGes foram incubados numa agitadora orbital (IKA-K54000i,
Alemanha) a 150 rpm e 30 £ 1 °C durante 96 h. Em todas as fermentacdes é recolhida uma amostra
momentos antes da inoculacdo e outra imediatamente ap6s, bem como em periodos regulares até
ao seu final de forma a ser possivel acompanhar o crescimento celular, consumo de agUcares e

producdo de etanol.

As fermentacGes em reator biolégico STR foram realizadas em modo de operacdo
descontinuo (batch) ou semi-continuo (fed-batch). Foi utilizado um reator mecanicamente agitado
(STR) de 3-L, com 2,4 L de volume de trabalho (ADI 1010/1025, Apllikon, Holanda). O meio é
constituido por 3 g/L de extrato de levedura 5 g/L de peptona e substrato misto, cuja concentracao

de agUcares total variou entre 198 a 251 g/L.

Todas as fermentacdes séo feitas a 30 °C e a sua duragéo, arejamento e a agitacao variam conforme

0s objetivos.

O reator esta ligado a uma unidade de controlo externa que monitoriza diferentes parametros do
processo, como a temperatura, percentagem de oxigénio dissolvido (% dO2), pH e agitacdo. Estes
parametros sdo também acompanhados em tempo real com o programa informatico bioXpert,

versao 2.1.

A unidade de controlo contém também um fluximetro que esta ligado a uma bomba de ar para
regular o caudal de arejamento. Para além disso, o reator estd também ligado a uma manta de
aquecimento, um dispersor de ar em forma de L, um rotor de agitacdo ligado a uma turbina de

Rushton, sondas de temperatura, pH e % dO. e também um condensador, que por sua vez esta
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ligado a um segundo condensador, de modo a evitar a perda de etanol por evaporacdo. O ar
utilizado no arejamento do meio é esterilizado através da sua passagem por um filtro estéril com
membrana hidrofobica, que tem uma porosidade de 0,2 um (Millipore). Os gases libertados para
0 exterior também passam através de um filtro estéril com membrana hidrofébica, com uma

porosidade de 0,2um (Millipore) e que se encontra a jusante do segundo condensador.

De modo a ser possivel acompanhar o crescimento celular, consumo de agucares e producdo de
etanol ao longo do tempo, em todas as fermentacdes foi recolhida uma amostra momentos antes
da inoculacdo e outra imediatamente ap6s, bem como em periodos regulares até ao seu final. A
recolha destas amostras foi feita com a utilizacdo de frascos previamente esterilizados por

autoclavagem (Uniclave 87, Portugal), com o ambiente circundante esterilizado por um magarico.

O processo de obtencdo do substrato misto foi realizado em triplicado e foram testados trés
racios alfarroba: soro (p/v) correspondentes a 20, 30 e 40 % (p/v). Cada um foi submetido a dois
tempos de extracdo diferentes, 1 e 2h com o solvente, soro do queijo, com e sem proteina.

O soro utilizado ¢ o efluente do fabrico de queijo de cabra na fabrica “Portal dos Queijos”,

Portugal.

No caso da extracdo utilizando soro sem proteina, este foi desproteinizado pelo método

térmico a 121 °C durante 20 min (Uniclave 87, Portugal).
O procedimento geral para obter este substrato misto encontra-se descrito em 2.1.1.

No final do processo, para além da medic&o do volume recuperado, foram também retiradas
amostras para quantificacdo dos acgucares por HPLC, descrito em 2.5.2.1, medi¢cdo do pH
(CRISON microCM 2202, Espanha) e condutividade (CRISON microCM 2202, Espanha).
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Foram realizados ensaios em baldo erlenmeyer de forma a testar duas concentracdes de
acucares totais. Uma das concentracgdes utilizadas corresponde ao substrato misto a 40 % (p/v) e a
segunda, 1/2 da concentracdo desse mesmo substrato. Para cada uma destas concentragdes foram
também testados trés racios de leveduras na populacao mista, S. cerevisiae: K. lactis (% células/ml),
70:30 (70S:30K), 50:50 (50S: 50K) e 30:70 (30S:70K). Cada um dos racios utilizados corresponde

a um inoculo total de concentragdo 1x10° células/ml.

Os ensaios foram realizados em baldo erlenmeyer de 250 ml contendo 150 ml de meio e cuja
sua composicgéo foi descrita em 2.3.5.

Foi retirada uma amostra momentos antes da inoculacdo e outra imediatamente apds a
mesma. A partir dai, foram retiradas amostras com intervalos de 2 h até as 14 h, de 3 h das 24 as
72 h, de 6 h das 72 as 84 h e uma amostra no final da fermentacao as 96 h. Estas amostras serviram
para a leitura da densidade 6tica (DO) por espectrofotometria, contagem de células viaveis por
unidades formadoras de colénias (UFC’s), concentracdo de biomassa pelo peso seco e

quantificacdo de agUcares e etanol por HPLC, como serdo aprofundados na seccéo 2.6.

Para testar o comportamento killer das leveduras, procedeu-se ao crescimento celular destas,
individualmente, em meio Yeast Malt (YM) contendo extrato de levedura 6 g/L, extrato de malte

6 g/L, peptona 10 g/L, glucose 20 g/L e agar 40 g/L.

A atividade killer foi testada as temperaturas de 20 e 30 °C, em placas de Petri com meio
contendo extrato de levedura e malte + azul metileno (YM + MB). Este meio é composto pelo
meio Y M, posteriormente ajusta-se o seu pH para 5,5 com uma solugdo tampéo de citrato de sédio
seguido de tamponizagdo com essa mesma solucdo. No final, foi adicionado ao meio uma solugéo

de azul metileno com uma concentragdo de 0,015 g/L.

Ap0s 3 dias de crescimento numa estufa (Selecta, Espanha) a 30 + 1 °C é feita a contagem
celular, com o objetivo de preparar uma suspensdo de concentragdo 1x108 células/ml de cada

levedura em separado. Esta suspenséo é feita utilizando tampéo fosfato salino (PBS).
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Seguidamente, sdo transferidos 100 pl de cada suspensao para placas de Petri distintas. Apos
um periodo de 20 min, quando estas suspensdes ja foram espalhadas com uma anca em L e
plenamente secas a temperatura ambiente, é colocada biomassa celular na superficie seca da placa,
com diametro ndo superior a 6mm, proveniente da placa de crescimento da levedura ao qual se

pretende testar a sensibilidade as toxinas.

Todo este processo foi realizado em regime assepsia com a utilizacdo de um bico de Bunsen
e esterilizacéo de todo o material e solucdes, na autoclave (Uniclave 87, Portugal) a 121 °C durante

20min.

A estirpe que produz as toxinas é colocada por cima da suspensdo, ou seja, a partir da
biomassa proveniente da placa de crescimento. A estirpe sensivel as toxinas foi colocada em
suspensao e a presenca de atividade killer € verificada pela existéncia de uma auréola em redor da

biomassa e que surge pela auséncia de crescimento celular da levedura em suspensao nessa zona.

A fermentacdo utilizando baixos niveis de arejamento foi feita em reator biolégico STR de
3-L, em modo de operagéo batch, utilizando um fluxo de ar correspondente a um micro-arejamento

0,042 vvm, agitacdo de 250 rpm e a temperatura de 30 = 1 °C.

Esta fermentacdo foi realizada com o substrato misto a 40 % (p/v) e a populacdo mista na
proporcdo 50 % S. cerevisiae: 50 % K. lactis e corresponde a uma concentracdo de in6culo de

1x107 células/ml.

Foi retirada uma amostra momentos antes da inoculacdo e outra imediatamente apds a
mesma. A partir dai, foram retiradas amostras com intervalos de 2 h até as 14 h, de 3 h das 24 as
72 h, de 6 h das 72 as 84 h e uma amostra no final da fermentagdo as 96 h. Com estas amostras
procedeu-se a leitura da densidade otica (DO) por espectrofotometria, contagem de células viaveis
por unidades formadoras de colonias (UFC’s), concentracdo de biomassa pelo peso seco e

quantificacdo de acucares e etanol por HPLC, como serdo aprofundados na seccéo 2.6
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A fermentacdo foi realizada em reator biolégico STR de 3-L, em modo de operagdo batch,
a 30 £ 1 °C, com a utilizagdo do substrato misto a 40 % (p/v) e a populagdo mista na proporgéo
50 % S. cerevisiae: 50 % K. lactis e corresponde a uma concentracio de indculo de 1x10’

células/ml.

Durante o periodo entre as 0 e 48 h a agitacdo foi mantida a 60 rpm e ndo houve qualquer
arejamento, ou seja, 0 % de oxigénio dissolvido no meio (dO-). Para certificar a veracidade da
auséncia de O durante este periodo, adicionou-se N2> no meio momentos antes de inocular e em
periodos regulares até ao seu final. Este N> injetado é esterilizado através da sua passagem por

uma membrana hidrofobica, com uma porosidade de 0,2 um (Millipore).

A partir das 48 h foi alterado o arejamento e a agitacdo para 0,13 vvm e 250 rpm,

respetivamente, mantendo-se nestes valores até ao final da fermentacéo as 96 h.

Foi retirada uma amostra momentos antes da inoculacdo e outra imediatamente apds a
mesma. A partir dai, foram retiradas amostras com intervalos de 2 h até as 14 h, de 3 h das 24 as
72 h, de 6 h das 72 as 84 h e uma amostra as 96 h. Estas amostras serviram para a leitura da
densidade 6tica (DO) por espectrofotometria, contagem de células viaveis por unidades
formadoras de colonias (UFC’s), concentragdo de biomassa pelo peso seco e quantificacdo de

acucares e etanol por HPLC, como serdo aprofundados na sec¢éo 2.6.

A fermentacdo em modo de operacdo fed-batch foi realizada em reator biolégico STR de 3-
L, com um arejamento de 0,13 vvm, agitacdo de 250 rpm e temperatura de 30 £ 1 °C. Todos estes
parametros operacionais se mantiveram constantes durante todo o periodo em que decorreu a

fermentacéo.

Foi utilizado o substrato misto a 40 % (p/v) e a populagédo mista na proporgdo 50 % S.

cerevisiae: 50 % K. lactis e corresponde a uma concentragéo de inculo de 1x107 células/ml.

Esta fermentacéo foi suplementada as 48 e as 78 h com 50 g/L de agUcares da alfarroba.
Estes acgUcares sdo provenientes do extrato concentrado de alfarroba descrito em 2.1.2 e foi
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previamente esterilizado numa autoclave (Uniclave 87, Portugal) a 121 °C durante 20 min, bem

como todo o material utilizado na sua adigé&o.

Foi retirada uma amostra momentos antes da inoculagdo e outra imediatamente apos a
mesma. A partir desse momento, foram retiradas amostras com intervalos de 2 h até as 14 h, de 3
h das 24 as 84 h, de 6 h das 96 as 108 h e uma amostra as 120 h. Nos momentos de adicdo de
acucares, ou seja, as 48 e 78h foram retiradas amostras, antes e logo apds a adi¢do. Estas amostras
serviram para a leitura da densidade otica (DO) por espectrofotometria, contagem de células
viaveis por unidades formadoras de colonias (UFC’s), concentracao de biomassa pelo peso seco e

quantificacdo de acUcares e etanol por HPLC, como serdo aprofundados na seccao 2.5.

Todas as amostras foram sujeitas a leitura da densidade ética por espectrofotometria, de
modo a ser possivel acompanhar o crescimento celular. Esta leitura foi realizada a um
comprimento de onda de 590 nm, num espectrofotometro (Cintra 202 — GBC, Inglaterra)
utilizando o software GBC Spectral. A amostra do meio de fermentacdo retirada momentos antes
da inoculacdo foi utilizada como branco. Tanto as amostras, como 0 branco apresentavam uma
diluicdo de 1:20.

Para a determinacédo dos pesos secos celulares de fermentagdes em baldo erlenmeyer, foram
retiradas amostras em duplicado para microtubos de centrifuga de 1,5 ml. As amostras foram
centrifugadas (Eppendorf AG, Centrifuge 5415 D, Alemanha) a 13 000 rpm durante 10 min e o
pellet resultante secado numa estufa (Binder FD53, EUA) a 50 £ 1 °C durante um periodo minimo

de 72 h, apds este tempo de secagem foram pesados.
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Em fermentacdes realizadas em reator bioldgico STR, foram retiradas amostras de 7 ml em
triplicado para tubos de centrifuga de 15 ml e seguidamente centrifugados (Hettrich Zentrifugen
Universal 320, Alemanha) a 5 000 rpm durante 10 min. O pellet resultante foi secado numa estufa
(Binder FD53, EUA) a 50 + 1 °C durante um periodo minimo de 72 h, apds este tempo de secagem

foram pesados.

Em ambos os casos, antes da sua utilizacdo, todos os tubos foram previamente esterilizados
por autoclavagem (Uniclave 87, Portugal) a 121 °C durante 20 min, secados numa estufa (Binder
FD53, EUA) a 50 + 1 °C durante aproximadamente 48 h. Depois de arrefecidos a temperatura
ambiente durante uma hora, foram pesados através de uma balanca analitica de precisdo (XB 120A

Precisa, Suica).

O crescimento celular pode ser acompanhado pela contagem de células viaveis através da
determina¢do de unidades formadoras de colonia (UFC’s). Desta forma, foram retiradas
diariamente 100 pl de amostra. Este volume foi adicionado a 9,9 ml de tampdo fosfato salino (PBS).
Depois de homogeneizada esta suspensdo por agitacdo (VELP Scientifica, Italia), € lhe retirada
1ml e adicionada a 9ml de PBS. Assim sucessivamente até a obtenc3o das diluicbes 1:102, 1:10°,
1: 10% 1:10°. Este procedimento ¢ feito em triplicado, o PBS foi previamente esterilizado por

autoclavagem (Uniclave 87, Portugal) a 121 °C durante 20 min.

Apos realizacdo de todas as diluicdes necessarias, sao adicionados 20 pl de cada diluigdo em
placas de Petri com meio sélido de YPD ou agar lisina. O meio YPD é utilizado para o crescimento
das leveduras S. cerevisiae e K. lactis, enquanto que o meio agar lisina apenas € utilizado para o

crescimento da levedura K. lactis.

Este procedimento € feito em triplicado. O meio YPD solido é constituido por 10 g/L de
extrato de levedura, 20 g/L de peptona 20 g/L de glucose e 10 g/L de agar e 0 meio agar lisina
composto por 10 g/L de glucose, 0,6 g/L de L-lisina 15 g/L de agar e 4 g/L de extrato de levedura
sem aminoacidos e sulfato de amonio (DIFCO, EUA). Este extrato contém todos os nutrientes

essenciais e vitaminas necessarias para o cultivo da levedura, exceto fonte de carbono e azoto.
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As coldnias sdo contadas ao fim de 3 dias e o nimero total de células viaveis no meio
fermentativo é calculado a partir da multiplicacdo do nimero de col6nias contadas pelo seu fator

de diluigéo.

O ndmero de células viaveis de cada levedura na populacdo mista é calculada através da

diferenca entre o numero de colonias do meio YPD e agar lisina.

Todo este processo é feito em condicBes de esterilidade, utilizando para esse efeito uma

camara de fluxo laminar (Telstar Bio Il A, Espanha) ou bico de Bunsen e material estéril.

A quantificacdo dos aglcares (sacarose, frutose, glucose e lactose) e etanol foram
determinados por High Performance Liquid Chromatography (HPLC). Para isso, foi utilizado o
sobrenadante proveniente das amostras para 0 peso seco, como descrito em 2.5.1.2. Estes
sobrenadantes foram filtrados para vials de HPLC com filtros de seringa contendo um diametro de

poro de 0,2pum (Milipore).

O equipamento de HPLC (VWR Hitachi Elite LaChrom) é constituido por uma bomba (L-
2130), um auto-injetor (L-2200), um detetor (IR L-2490), uma pré-coluna (Carbo-P Biorad) e uma
coluna cromatogréafica (Aminex HPX-87P Biorad) que esta ligada a um forno externo com sistema
de monitorizacdo da temperatura. A preparacao do eluente foi feita através da adicao de 692 pl de
uma solugdo contendo 10 mM de HNOs. Posteriormente, este eluente foi sujeito a um banho de
sonicacao (Ultrason - Salecta) durante 30 min. A quantificacdo foi feita com um fluxo de 0,5

ml/min a temperatura de 83 °C durante 30 min.

O pH foi medido apenas nas fermentacdes realizadas em reator biologico STR e a sua
monitorizacdo feita em tempo real com o programa informatico bioXpert, versao 2.1. A calibracéo

da sonda foi feita momentos antes de a colocar no meio fermentativo.
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A percentagem de O dissolvida (% dO2) no meio foi medida apenas nas fermentacoes
realizadas em reator biol6gico STR e a sua monitorizag&o feita em tempo real a partir do programa
informatico bioXpert, versdo 2.1.

A taxa especifica de crescimento foi determinada através do programa informaético de

modelagdo on-line DMFit (http://modelling.combase.cc) . Este software, utiliza modelos de

aproximacgdo e constréi uma regressdo linear a partir do logaritmo da concentracdo celular
determinado através do peso seco em funcdo do tempo de fermentacdo. O declive da reta obtida é

0 resultado da taxa especifica de crescimento, expressa em h.,

O rendimento de biomassa produzida (X) em fungéo do substrato consumido (S) corresponde
ao valor do declive que é calculado a partir da regressao linear da concentracdo de biomassa
obtidos a partir do peso seco, em g/L, em funcdo dos agUcares totais consumidos, em g/L. Este

rendimento é expresso em g viomassa produzida/d substrato consumido-

O rendimento de etanol produzido (P) em funcéo do substrato consumido (S) corresponde
ao valor do declive que é calculado, a partir da regressdo linear da concentragdo de etanol
produzido, em g/L, em fungéo dos agucares totais consumidos, em g/L. Este rendimento é expresso

€m ( etanol produzido/ 0 substrato consumido.
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A produtividade de etanol corresponde ao valor do declive que é calculado a partir da
regressao linear da concentracao de etanol produzido, em g/L, em func¢do do tempo de fermentagéo,

em h.

Todos os dados obtidos foram sujeitos a tratamento estatistico. As regressoes lineares foram
efetuadas no software Microsoft Office Excel 2013 e as andlises de variancia efetuadas pelo teste

Student-Newman-Keuls (P<0,05) no software SigmaPlot verséo 12.
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Pretendeu-se com a presente dissertacdo, numa primeira fase preparar um substrato misto,
de alfarroba e soro, e analisar a compatibilidade das leveduras S. cerevisiae e K. lactis numa
populacdo mista de leveduras. Numa segunda fase desenvolveram-se estudos para a producédo de

etanol, usando o substrato misto alfarroba: soro como fonte de carbono e azoto.

Numa primeira fase do trabalho, procurou-se obter um substrato misto constituido por
alfarroba e soro do queijo. Pretende-se preparar este substrato de forma a minimizar o consumo de
agua no processo de extracao dos agucares da alfarroba, visto que utiliza o soro como fracao liquida,
solvente dos acucares da alfarroba.

Para tal, desenvolveu-se um novo processo extrativo em que o soro foi utilizado como
solvente em vez de dgua. Foram testados 3 racios alfarroba (peso): soro (volume) correspondentes
a 20, 30 e 40 % (p/v). Cada um destes racios foi submetido a dois tempos de extracdo diferentes,
1 e 2h. Para além disso, foi ainda otimizada a extragdo utilizando o solvente, 0 soro do queijo com

e sem proteina.

A partir dos resultados obtidos com o tempo de extracdo de 1 h, presentes na tabela 1,
verifica-se um aumento de 77 % dos acUcares da alfarroba solubilizados no réacio 30 % (p/v) em
relacdo ao réacio 20 % (p/v) e um aumento de apenas 10 % da solubilizacdo destes agucares no
racio 40 % (p/v) em relacdo ao de 30 % (p/v).

A concentra¢do mais elevada de acucares de alfarroba presentes no substrato misto € de

130,07 g/L,correspondente ao racio 40 % (p/v).

Foi verificado que a concentracao de lactose presente no substrato misto em qualquer dos
racios testados € similar a presente no soro do queijo (47,5 g/L), como expetavel, visto ndo haver
reacOes com lactose durante o processo de extracdo. Assim, a concentracdo de agucares totais é de
176,90 g/L e é composta por 26,5 % de lactose, 34,7 % de sacarose, 23,1 % de frutose e 15,2 %

de glucose, correspondendo igualmente ao racio 40 % (p/v) (Tabela 1).
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A totalidade de agucares da alfarroba presentes neste racio representa 73,5 % do total de

acucares presentes no substrato (Tabela 1).

Tabela 1. Concentracdo média de agucares dissolvidos no soro com proteina, concentracéo total de aglicares presentes
no substrato misto para os racios 20, 30 e 40 % (p/v), com o tempo de extragdo de 1 hora e temperatura de 25 °C.

Concentracao (g/L)
Lactose Sacarose Frutose Glucose Ajg:‘;:irtggs AcUcares totais
Soro 47,50 £0,55° 0,00 0,00 0,00 - 47,50 £ 0,551
20 % (p/v) 46,84 + 0,54 °¢ 28,47 7,76 " 24,15+1.20 ° 14,12 +0,54°¢ 66,75 +9,50°¢ 113,58 +10,04F
30 % (p/v) 46,84 + 0,54 °¢ 55,92 +4,012°¢ 37,84+£133 ° 24,46 +0,49 9 118,21 +5,83 © 165,05 + 6,37 °¢
40 % (p/v) 46,84 + 0,54 °¢ 61,34 + 3,29 2P 41,84+£245 ? 26,89 + 1,534 130,07 £7,273° 176,90 + 7,81 2b¢

Valores médios (n=3) + erro padrdo, numa coluna valores com a mesma letra ndo séo estatisticamente diferentes de acordo com o teste Student-Newman-Keuls
(P<0.05). Este teste estatistico foi realizado em conjunto com os dados das tabelas 3, 4 e 6.

Uma das estratégias para aumentar a solubilizacdo dos acUcares da alfarroba no soro,
consiste no aumento do tempo de extracdo. Desta forma, procedeu-se a extracao com a duracédo de
2 h (Tabelas 2 e 3).

Tabela 2. Valores médios de pH e condutividade para as amostras de soro com proteina a as amostras de substrato
misto com os racios 20, 30 e 40 % (p/v), com o tempo de extracdo de 2h e temperatura de 25 °C.

pH Condutividade (uS/cm)
Soro 6,46 £0,01 2 16,59 0,22 9
20% (p/v) 549+0,03 ¢ 1531+0,11°¢
30% (p/v) 5,37 0,02 ¢ 13,02 +0,039
40% (p/v) 5,250 + 0,003 ¢ 12,24 +0,08 "

Valores médios (n=3) * erro padrdo, numa coluna valores com a mesma letra ndo séo estatisticamente diferentes de acordo

com o teste Student-Newman-Keuls (P<0.05). Este teste estatistico foi realizado em conjunto com os dados da tabela 5.

O substrato misto preparado com racios 20 % (p/v), 30 % (p/v), 40 % (p/v) (Tabela 2)

apresenta valores de pH e condutividade inferiores ao do soro do queijo. O pH do soro difere

consoante o tipo de queijo que é produzido e pode variar entre 5 e 7 3. O pH e condutividade
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diminuem a medida que o racio aumenta. Esta diminuicdo sugere que a dissolucdo dos acucares

da alfarroba no substrato acidifica 0 meio e apresenta uma menor forca iénica do que no soro.

Tabela 3. Concentracdo média de acUcares dissolvidos no soro com proteina, concentracao total de agicares presentes
no substrato misto e percentagem de volume recuperado para os racios 20, 30 e 40 % (p/v), com o tempo de extracdo
de 2 horas e temperatura de 25 °C.

Concentragéo (g/L)

Acucar i , . % Vol.
Lactose Sacarose Frutose Glucose gucares totals Acucares totais o Vo
da alfarroba Recuperado
Soro 46,24 +0,37 ¢ 0,00 0,00 0,00 0,00 46,24 + 0,37 -

20% (p/v)| 46,24 +0,379 |50,00+1,85°¢9¢f| 1724+0,26¢ | 37,80+224 ¢ | 10513+4,35° | 151,37 +4,72¢ | 73,00+0,822°

30% (p/v)| 46,24+0,37 ¢ | 54,72+056%¢ | 22,69+036 ° | 51,13+0,17 ® | 128,53 +1,09 2" | 174,77 +1,45 °¢| 71,00+0,41°

40% (p/v)| 46,24 +0,37 ¢ 66,38 +1,91 @ 2640+151 ° 50,64 +£3,18 ° | 143,42 +6,60 @ | 189,66 +6,96%" | 63,00+ 0,82 ¢

Valores médios (n=3) + erro padrdo, numa coluna valores com a mesma letra ndo séo estatisticamente diferentes de acordo com o teste Student-Newman-Keuls (P<0.05).
Este teste estatistico foi realizado em conjunto com os dados da tabela 1, 4 e 6.

A concentracao de lactose € igual em todos o0s racios testados para preparar o substrato misto
e igual ao teor deste acucar determinado no soro (46,24 g/L), visto que este aglcar apenas existe
na composic¢do do leite (Tabela 3). Verificou-se um aumento de 22,4 % na concentracdo de
acucares solubilizados da alfarroba no racio 30 % (p/v), em relacdo ao de 20 % (p/v) e um aumento
de 11,6 % no racio de 40 % (p/v) em relacdo ao 30 % (p/v). Isto sugere que racios mais elevados
acima deste Ultimo, poderdo ndo ser muito eficientes em termos de extracdo e rentavel
economicamente, visto que o gasto de maiores quantidades de alfarroba ndo ira resultar na
solubilizacdo dos agucares da alfarroba superior a 12 %. Para além disso temos que a percentagem
de volume da fracdo liquida recuperada diminui para racios mais elevados o que podera também

dificultar a sua aplicacdo como meio fermentativo.

A concentracdo mais elevada de agucares totais presentes no substrato pertence ao racio 40 %
(p/v), com uma concentracdo de 189,66 g/L de agucares totais. Este racio € composto por 24,4 %
de lactose, 35 % de sacarose, 13,9 % de frutose e 26,7 % de glucose. A concentracdo de agUcares
solubilizados da alfarroba representa neste racio 75,6 % da totalidade de acUcares presentes
(Tabela 3).
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Comparando os dois tempos de extracdo, é possivel verificar a partir da figura 8 C, que em

todos os racios com 2 h de extracdo consegue-se solubilizar quantidades mais elevadas de acUcares

da
57,

alfarroba no soro. Essa diferenga é mais acentuada no racio 20 % (p/v), com um aumento de
5 %. Apesar desse aumento, a concentracao total de aglcares e a concentragdo de agucares da

alfarroba presentes nesse racio, apresentam valores de 151,4 g/L e 105,1 g/L, respetivamente, ndo

permitindo chegar perto da solubilizacdo obtida em 2 h de extracdo no racio 40 % (p/v),

representando assim -36,4 %, de acucares da alfarroba solubilizados em relacdo a esse racio. Por

este motivo a sua selecdo seria desvantajosa para a acumulacdo de elevadas concentragdes de

eta
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Figura 8. Concentracéo de acucares dissolvidos no soro. (A) Soro com proteina, utilizando o substrato misto a 40 %
(p/v) com 1 e 2 h de extracdo. (B) Soro com e sem proteina, utilizando o substrato misto a 30 e 40 % (p/v) com 1 e 2
h de tempo de extragdo. (C) AcUcares totais da alfarroba dissolvidos no soro com proteina, para os racios 20, 30 e
40 % (p/v) com o tempo de extracdo de 1 e 2 h. (D) Acucares dissolvidos no soro com proteina, utilizando o substrato
misto a 30 e 40 % com 1 e 2 h de tempo de extracéo.

36



Na figura 8 D pode-se também observar que os racios 40 % (p/v) com 1 h de extracdo e 30 %
(p/v) com 2 h de extracdo conseguem solubilizar aproximadamente a mesma concentracdo de
acucares da alfarroba (= 130 g/L). Neste caso, a escolha do melhor récio seria o de 40 % com 1h
de extracao porque nestas condigdes é possivel solubilizar aproximadamente a mesma quantidade
de acucares em metade do tempo, apesar da desvantagem de se utilizarem maiores quantidades de
alfarroba. Outra hipdtese, seria manter o racio 40 % (p/v) e aumentar o tempo de extracdo de 1
para 2 h, de modo a que assim se pudesse, eventualmente, solubilizar mais 10 % de acUcares da

alfarroba, tal como € obtido pelo racio 40 % (p/v) com 2h de extracéo.

Comparando estes dois Gltimos racios, ou seja 40 % (p/v) a 1 e 2 h de extracdo (Figura 8 A),
pode-se ver que a concentracdo de sacarose e glucose € superior no racio 40 % (p/v) com 2 h de
extracdo. No que respeita a frutose, este monossacarideo tem uma concentragdo mais elevada
quando a extracdo é feita a 1 h, sendo isto verificAvel para qualquer racio. Em contrapartida, a
glucose € sempre superior nos racios com 2 h de extracao, isto traduz-se numa vantagem adicional
para o racio 40 % (p/v), visto que a levedura S. cerevisiae tem preferéncia para consumir primeiro

a glucose em vez da frutose, em substratos contendo alfarrobal’.

Apesar da desvantagem de demorar 2 h no processo de extragdo, o réacio 40 % (p/v) exibe
uma concentracao total de acucares de 189,66 g/L e um maximo de solubilizacdo de acgUcares de
alfarroba de 143,42 g/L (Tabela 3), o que € 10,3 % mais elevado do que o obtido com 1 h. Estas
vantagens, tornam este racio o mais favoravel para obter elevadas concentracfes etanol no
processo fermentativo. Contudo, a elevada concentracéo de aglcares também pode ter um impacto
negativo no crescimento das leveduras devido a sensibilidade osmdtica. Esse estudo sera

aprofundado na sec¢édo 3.2.1

Foram realizados ensaios em que o soro foi desproteinizado (processo descrito em 2.4.1)

numa perspetiva de melhorar a extracdo dos agUcares da alfarroba.

Com os resultados obtidos a partir do tempo de extracdo de 1 hora (Tabela 4), pode ver-se que a
concentracdo de lactose presente no soro tem um valor de 72,37 g/L e é superior a do soro com
proteina em 52,4 %, sugerindo que o0 processo de desproteinizacdo tenha produzido um aumento

de solubilidade dos acgucares de alfarroba no soro.
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Tabela 4. Concentracdo média de acUcares dissolvidos no soro sem proteina e concentracdo total de agUcares presentes
no substrato misto para os racios 20, 30 e 40 % (p/v), com o tempo de extracdo de 1 hora e temperatura de 25 °C.

Concentracéo (g/L)
Lactose Sacarose Frutose Glucose Agcares totais AcUcares totais
da alfarroba
Soro 72,37 +£0,07° 0,00 0,00 0,00 0,00 72,37 £0,07
20 % (p/v) 72,29 £0,07 ° 21,00 +2,76 1 25,33+0,84° 13,89 £ 0,53 ¢ 60,23 +4,13° 132,52+ 4,20 ¢
30 % (p/v) 72,29 £0,07 ° 52,39 + 1,25 3f 40,52+ 1,202 25,24 +0,51 ¢ 118,15+ 2,96 ° 190,44 + 3,03 2°
40 % (piv) 72,29 +0,07° 45,96 + 0,53 cdefo 39,37 +£0,76 ¢ 24,32 +0,83 ¢ 109,66 +2,11° 181,95 +2,18 2°

Valores médios (n=3) + erro padrdo, numa coluna valores com a mesma letra ndo sao estatisticamente diferentes de acordo com o teste Student-Newman-Keuls (P<0.05).

Este teste estatistico foi realizado em conjunto com os dados das tabelas 1, 3 e 6.

A quantidade de acgUcares da alfarroba solubilizados no soro aumenta em 96,2 % no racio
30 % (p/v) em relagdo ao racio 20 % (p/v) e existe uma perda na solubilizacdo destes agucares em
7,2 % no réacio 40 % (p/v) em comparacdo com o racio 30 % (p/v) (Tabela 4). Isto indica que,
apesar de uma concentracdo de acuUcares totais ligeiramente mais elevada que na extracdo
utilizando soro com proteina, este racio 40 % (p/v) torna-se desvantajoso por solubilizar uma
menor quantidade de agucares da alfarroba. Além da desproteinizacdo do soro conter um gasto
energético associado e funcionar como uma opera¢do no processo de fabrico do substrato. Neste
ensaio, o racio mais favoravel aparenta ser o de 30 % (p/v), onde se atinge a solubilizagdo mais
elevada de acUcares da alfarroba, 118,15 g/L e um total de aguUcares presentes no substrato de
190,44 g/L (Tabela 4).

No processo utilizando duas horas de extragcdo (Tabela 5 e 6), pode ver-se que existe um
ligeiro aumento de lactose no soro em 8 % relativamente a extracdo com uma hora e pode dever-
se ao facto de ter sido utilizado um lote de soro com um teor proteico mais elevado e que a sua
extracdo tenha concentrado mais ainda este acucar. Verifica-se tal como no soro completo que o
substrato misto apresenta valores de pH e de condutividade inferiores a amostra de soro (Tabela
5). O pH do soro sem proteina é inferior a0 do soro completo e tem um valor de 5,89. A

condutividade do soro desproteinizado € significativamente superior a do soro com proteina.
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Tabela 5. Valores médios obtidos de pH e condutividade para as amostras de soro sem proteina e racios 20, 30 e 40 %
(p/v).Com o tempo de extracdo de 2 h e temperatura de 25 °C.

pH Condutividade (uS/cm)
Soro 5,89 +0,01° 26,40 £0,092
20% (p/v) 5,33 +0,02 4¢ 22,03 +£0,23"
30% (p/v) 5,32 +0,02 df 17,69 +0,14°¢
40% (p/v) 5,30 £ 0,01 ¢f9 13,62 +0,11F

Valores médios (n=3) + erro padrdo, numa coluna valores com a mesma letra ndo séo estatisticamente diferentes de acordo

com o teste Student-Newman-Keuls (P<0.05). Este teste estatistico foi realizado em conjunto com os dados da tabela 2.

Tabela 6. Concentracdo média de agUlcares dissolvidos no soro sem proteina, concentracao total de aglcares presentes
no substrato misto e percentagem de volume recuperado para os racios 20, 30 e 40 % (p/v), com o tempo de extracdo
de 2 hora e temperatura de 25 °C.

Concentracao (g/L)
Lactose Sacarose Frutose Glucose Aggﬁ;aei:ggs AcUcares totais Rezﬁ)p\;?;.gﬁo
Soro 78,19+0,78 0,00 0,00 0,00 0,00 78,19 £ 0,78 -
20% (p/v)| 78,19+0,78% 52,41 £3,42%¢ 18,21+0,87 ¢ 40,44+0,88 °© | 111,06 517 ° | 189,25 +5,95 2° | 7533 +1,20 ?
30% (p/v)| 78,19+0,78% 45,49 +2,32¢defh| 2256 +0,48° 50,50 +1,13° 118,55 +3,93 ° | 196,74 + 4,712 66,33+0,88°
40% (p/v)| 78,19+0,78% | 3525+1,39 9" | 2561+1,01° 60,30+1,09 * | 121,16 £3,50 ° | 199,36 + 4,282 60,67 + 1,454

Valores médios (n=3) + erro padrdo, numa coluna valores com a mesma letra ndo séo estatisticamente diferentes de acordo com o teste Student-Newman-Keuls (P<0.05).

Este teste estatistico foi realizado em conjunto com os dados das tabelas 1, 3 e 4.

Pelas tabelas 4 e 6, € possivel verificar que os racios 30 e 40 % (p/v) com uma e duas horas
de extragdo tém concentraces totais de aglcar e solubilizagcbes de agucares da alfarroba

semelhantes.

Comparando melhor os dois tempos de extragdo utilizando soro desproteinizado, pode-se
dizer que o melhor resultado obtido é apresentado pelo racio 30 % (p/v) com uma hora de extracao
(Tabela 4). Isto porque nesta condicdo, se economiza uma hora de extracdo para solubilizar a
mesma quantidade de acgUcares da alfarroba que no racio 30 % (p/v) com duas horas e apenas existe
uma perda de agUcares totais presentes no substrato de 4,7 % em relacdo ao maximo obtido pelo

racio 40 % (p/v) com duas horas de extracao.
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Comparando o racio 30 % (p/v) e uma hora de extracdo com soro desproteinizado e o racio
40 % (p/v) com duas horas de extracdo utilizando soro com proteina (Figura 8 B), pode ver-se que
apesar do racio 40 % (p/v) apresentar um conteddo inferior em lactose, os agUcares totais presentes
no substrato sdo semelhantes, isto porque a concentracao de agUcares solubilizados da alfarroba é
21,4 % superior neste racio. Este resultado é vantajoso, visto que a levedura S. cerevisiae é capaz

de converter os aglcares da alfarroba em etanol com elevados rendimentos 7.

Em comparagéo com a levedura S. cerevisiae, a levedura K. lactis possui uma tolerancia ao
etanol inferior 78, a utilizagcdo de 72,29 g/L de lactose significaria uma desvantagem no processo
fermentativo visto que a levedura K. lactis poderia comecar a sofrer efeitos inibitérios do etanol

antes de conseguir degradar toda a lactose presente no substrato.

O conjunto de acucares presentes no substrato misto anteriormente obtido, faz com que a
utilizacdo de uma Unica levedura ndo seja a op¢cdo mais adequada para a fermentagdo do substrato
da forma mais eficiente. A levedura S. cerevisiae € capaz de fermentar os aclcares presentes na
alfarroba com rendimentos elevados (sacarose glucose e frutose) 1/, mas em contrapartida, ndo é
capaz de fermentar a lactose presente no soro, visto que ndo possui o0 enzima S-galactosidase 7,
que € necessaria para quebrar a ligacdo glicosidica deste dissacarideo. Este enzima, encontra-se
presente em outros microrganismos como a levedura K. lactis > fazendo assim com que esta, seja

capaz de utilizar o soro como substrato fermentativo para a producio de etanol %',

A cultura mista, constituida por duas leveduras de géneros diferentes (Saccharomyces e
Kluyveromyces) foi estabelecida em diferentes proporcdes de populagdes, em diferentes condicoes
de agUcar, bem como através de ensaios que visam investigar a producao de toxinas killer por parte

destas estirpes celulares.
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3.2.1 Influéncia da concentracéo de acgucares para diferentes racios de leveduras

Dois ensaios em erlenmeyer foram realizados para avaliar trés racios de leveduras na
populacdo mista, 70 % S. cerevisiae: 30 % K. lactis (70S:30K), 50 % S. cerevisiae: 50 % K. lactis
(50S:50K) e 30 % S. cerevisiae: 70 % K. lactis (30S:70K). Cada uma destas proporcdes foi
estudada em duas concentragdes de acucares iniciais, 121 e 236 g/L, de modo a analisar diferentes

cinéticas possiveis na producédo de etanol e no consumo de agucares.
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Figura 9. Perfil de, producdo de etanol, consumo de agUcares, e crescimento das leveduras Saccharomyces cerevisiae
LEBA-1 e Kluyveromyces lactis CBS 2360 em cultura mista, nas proporcdes (A) 70 % S. cerevisiae: 30 % K. lactis (B)
50 % S. cerevisiae: 50 % K. lactis e (C) 30 % S. cerevisiae: 70 % K. lactis. As fermentacGes foram realizadas em erlenmeyer
durante 96 h utilizando o substrato misto a 40 % (p/v) e a concentracéo total de acUcares iniciais de 121 g/L.

O ensaio realizado com a concentracdo de acgucar total de 121 g/L, apresenta uma
composi¢do em agucares individuais de sacarose + lactose, glucose e frutose de 67,5 g/L, 32,1 g/L

e 21,3 g/L, respetivamente e estima-se uma concentracao inicial de lactose de 29,5 g/L.
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Pode observar-se que o crescimento celular nos trés casos é muito semelhante (Figura 9).
Tanto a biomassa maxima obtida, como a taxa especifica de crescimento sao muito proximos entre
todos os racios testados para esta condi¢do de agucares, embora o racio 30S:70K apresente uma
taxa especifica de crescimento inferior (Tabela 7).

Tabela 7. Parametros fermentativos do substrato misto a 40 % (p/v), com utilizacdo das leveduras Saccharomyces
cerevisiae LEBA-1 e Kluyveromyces lactis CBS 2360 em cultura mista nas proporc¢des 70 % S. cerevisiae: 30 % K.
lactis, 50 % S. cerevisiae: 50 % K. lactis e 30 % S. cerevisiae: 70 % K. lactis. As fermentagdes foram realizadas em
erlenmeyer durante 96 h e o substrato utilizado apresentava uma concentracéo total de acUcares de 121 g/L.

Conversao
RAcio Tl Xméx [Et] max. |t Etmax. Y pis Y xis Pet actcares total
(h?) (9/L) (g/L) (h) (9/9) (9/9) (9/L.h) (%)
70S:30K | 0,250+ 0,0112 | 7,32+0,172 46,50 £0,07 ¢ 30 0,495 + 0,046 2 | 0,067 +£0,007 % | 1,612 +0,446* 79,1+06°"
50S:50K | 0,211+0,007 2> | 7,58 +0,492 45,14 £0,10°¢ 24 0,499 £ 0,047 2 | 0,070 £ 0,007 2 | 2,024 £ 0,507 # 79,3+0,4°
30S:70K | 0,166+ 0,007 2] 7,31+0,162 44,61 £0,05°¢ 24 0,487 £ 0,053 2 | 0,065 + 0,007 2 | 2,000 £ 0,368 * 80,3+0,5°"

Taxa especifica de crescimento (p), concentragdo maxima de biomassa (Xmax), concentragdo maxima de etanol acumulado ([Et]max), tempo de obtengdo da concentragdo
maéxima de etanol acumulado (t etmax), rendimento de produto obtido em fungéo dos agtcares consumidos (Ypss), rendimento de biomassa formada em funcéo dos aglcares
consumidos (Yxss), produtividade de etanol (Pet) € percentagem de converséo de agcares totais (Converséo agUcares total) para os diferentes racios de leveduras testados.
Valores médios (n=3) + erro padrdo, numa coluna valores com a mesma letra ndo séo estatisticamente diferentes de acordo com o teste Student-Newman-Keuls (P<0.05).
Este teste estatistico foi realizado em conjunto com os dados da tabela 8.

N&o se verifica praticamente fase de laténcia para qualquer uma das culturas ensaiadas. No
ensaio 70S:30K, a fase exponencial de crescimento teve uma duracdo curta, cerca de 14 h (Figura
9 A), mas nos outros ensaios, 50S:50K e 30S:70K a fase exponencial terminou aproximadamente
as 24 h (Figura 9 B e C). O final desta fase corresponde ao inicio de um patamar no perfil do
consumo de acgucares totais (Figura 9) em todas as fermentacdes, cujo aglcar remanescente, cerca
de 24 g/L nao foi possivel de ser fermentado, sugerindo que a sua composicao serd lactose, a qual
ndo é fermentavel pela levedura S. cerevisiae. Verifica-se igualmente, que a producédo de etanol
ocorre maioritariamente durante a fase exponencial e fase de desaceleracdo do crescimento e
termina quando o consumo de agUcares estabiliza as 24 h (Figura 9), confirmando assim que a
concentracdo do agucar remanescente, ndo € fermentdvel pelas culturas mistas estabelecidas em

diferentes proporcoes.

No que diz respeito ao perfil individual de consumo de agucares do substrato misto, pode-

se dizer que também é praticamente idéntico nos trés racios estudados (Figura 10).
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Figura 10. Perfil de consumo de acUcares individuais presentes no substrato misto a 40 %, pelas leveduras
Saccharomyces cerevisiae LEBA-1 e Kluyveromyces lactis CBS 2360 em cultura mista com as proporcdes, (A) 70 %
S. cerevisiae: 30 % K. lactis, (B) 50 % S. cerevisiae: 50 % K. lactis e (C) 30 % S. cerevisiae: 70 % K. lactis. As
fermentacGes foram realizadas em erlenmeyer com a duracéo de 96 h, utilizando a fermentacdo do substrato misto a
40 % (p/v) que contém uma concentragdo total de agucares iniciais de 121 g/L.

Uma nota importante nesta fermentacdo, bem como em todas as outras realizadas neste
trabalho, € que a quantificacdo dos dois dissacarideos presentes, sacarose e lactose, ndo foi possivel
fazer separadamente ao longo do tempo de fermentacdo, por razbes técnicas. Por serem dois
dissacarideos com estruturas moleculares muito similares, visto que ambos sdo compostos por uma
glucose e que a sua diferenca apenas reside na ligagdo a uma frutose, no caso da sacarose, ou uma
galactose, no caso da lactose. Tal, faz com que os tempos de retengéo na coluna de HPLC utilizada
sejam muito préximos, o que origina uma sobreposi¢do das areas dos picos no cromatograma. No
entanto, estima-se que a concentracdo inicial de lactose e sacarose neste ensaio seja de 29,5 g/L e
38 g/L, respetivamente. Estes valores sdo estimados a partir da concentragédo de lactose do soro do

queijo que é utilizada na preparacdo do substrato misto, na secc¢ao 3.1. Ao longo da fermentacéao
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apenas se determinou a soma das concentracdes de sacarose e lactose ao longo do tempo, como

demostrado na figura 10.

Como referido anteriormente, a concentracdo inicial de sacarose + lactose, glucose e frutose neste
ensaio foram de 67,5 g/L, 32,1 g/L e 21,3 g/L respetivamente, estimando-se uma concentragdo de
lactose de aproximadamente 29,5 g/L . Durante as primeiras 6 h, em todos os racios de leveduras
testados, existe uma diminuicdo da concentracdo de sacarose e lactose, que pode ter origem na
atividade extracelular do enzima invertase, dado que existe simultaneamente um aumento na
concentracdo de frutose durante esse periodo (Figura 10). A partir das 6 h assiste-se a um
decréscimo mais acentuado destes dissacarideos, juntamente com um decréscimo da glucose e
frutose. Estes podem ser explicados devido ao elevado consumo de agucares por parte da cultura

mista na fase exponencial de crescimento.

As 24 h verifica-se o consumo total das duas hexoses (Figura 10 A, B, C), concluindo assim,
que estes dois acgUcares sdo preferencialmente metabolizados por parte da cultura mista nestas
condicdes. Tal ndo acontece a concentracao de sacarose + lactose, que estabiliza apos as 24 h, com
valores de 23,4, 24,5 e 23,7 g/L, para os racios 70S:30K, 50S:50K, 30S:70K, respetivamente.

A concentracdo mais elevada de etanol € atingida no racio com maior percentagem de S.
cerevisiae, com um valor de 46,5 g/L, mas gque ndo € estatisticamente diferente dos valores obtidos
pelos restantes racios (Tabela 7). Consequentemente, o rendimento Ypss € semelhante em todos 0s
racios testados para esta concentracdo de agucares obtendo-se assim valores de 0,495 g/g, 0,499
g/g e 0,487 g/g, para os réacios de leveduras 70S:30K, 50S:50K e 30S:70K, respetivamente.

Das trés proporcdes de leveduras testadas como cultura mista, o rendimento Yx/s foi superior
no racio 50S:50K, mas também ndo € significativamente diferente em relacdo aos obtidos pelos
racios de leveduras 70S:30K e 30S:70K (Tabela 7).

A produtividade de etanol mais elevada foi atingida no racio 50S:50K, representando um
aumento de 20,3% e 0,1% em relacdo aos racios 70S:30K e 30S:70K, respetivamente (Tabela 7).
Esta diferenca de 20,3% pode ser explicada pelo facto de no racio 70S:30K se ter atingido o
méaximo de etanol as 30 h e apenas uma concentragdo de etanol superior ao racio 50S:50K em 3%
e que foi atingido as 24 h. Tal diferenca ja ndo existe entre os racios 50S:50K e 30S:70K, porque

as concentracdes maximas foram atingidas ao mesmo tempo de fermentacéo.
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Relativamente a percentagem de conversdo de agucares, em nenhum dos casos foi obtido
100% de conversdo dos acucares totais (Figura 10 A, B e C), apesar da concentragdo inicial de
acucares ndo ser muito elevada e esta percentagem foi muito semelhante entre os trés racios

testados (Tabela 7).

O segundo ensaio, realizado com a concentracdo de agucares totais de 236 g/L, apresenta
uma composicao em acgucares individuais, sacarose + lactose, glucose e frutose de 108,4 g/L, 81,1
g/L e 46,3 g/L, respetivamente. Estima-se uma concentracéo inicial de lactose entre 45-50 g/L.
Pode observar-se pela figura 11 B, C e D que as curvas de crescimento celular e de producéo de
etanol sdo semelhantes entre todos os racios de leveduras testados, a semelhanca do que acontecia
no ensaio realizado com uma concentracao total de aglcares de 121 g/L. Tanto a biomassa maxima
obtida como a taxa especifica de crescimento apresentam valores muito proximos entre si (Tabela
8).
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Figura 11. Perfil de consumo de acgucares, produgdo de etanol e crescimento celular, da levedura Saccharomyces
cerevisiae LEBA-1 em cultura pura (A) e em cultura mista com a levedura Kluyveromyces lactis CBS 2360 nas
proporcdes (B) 70 % S. cerevisiae: 30 % K. lactis, (C) 50 % S. cerevisiae: 50 % K. lactis, e (D) 30 % S. cerevisiae:
70 % K. lactis (D). As fermentacdes foram realizadas em erlenmeyer durante 96 h e em agitadora orbital a 30 °C e
150 rpm utilizando a fermentagdo do substrato misto a 40 % (p/v) de concentragdo total de agUcares iniciais de 236
g/L.

45



Tabela 8. Parametros fermentativos do substrato misto a 40 % (p/v), com utilizacdo das leveduras Saccharomyces
cerevisiae LEBA-1 e Kluyveromyces lactis CBS 2360 em cultura mista, nas proporcdes 70 % S. cerevisiae: 30 % K.
lactis, 50 % S. cerevisiae: 50 % K. lactis e 30 % S. cerevisiae: 70 % K. lactis. As fermentagdes foram realizadas em
erlenmeyer durante 96 h e o substrato misto apresentava uma concentracdo total de agucares de 236 g/L.

Conversao
Racio 0l Kméx [Et] max. T Et max. Y pis Y xis Pet agicares total
(h) (g/L) (g/L) (h) (9/9) (9/9) (9/L.h) (%)
70S:30K| 0,064 + 0,005 9¢ | 8,36 +0,252 70,03+0,77° 36 0,451 + 0,024 2 | 0,040 £0,002° | 2,163 +0,194% 758+0,4°¢
50S:50K| 0,061+ 0,0059¢ | 8,03+0,15% | 68,96+ 1,22° 36 | 0,463+0,0282|0,036+0,0022 | 2,127 £0,1982| 754 +0,4°
30S:70K 0,094+ 0,012 P¢9¢ 8,06 +0,24* | 68,88 +0,47" 54 | 0,438 +0,0582| 0,047 +0,0022 | 1,510 +0,2282| 757+0,3°

Taxa especifica de crescimento (), concentragdo maxima de biomassa (Xmax), concentragdo méxima de etanol acumulado ([Et]max), tempo de obtencéo da concentracéo
maxima de etanol acumulado (t et max), rendimento de produto obtido em fungéo dos aglcares consumidos (Yrss), rendimento de biomassa formada em fungédo dos
actcares consumidos (Y xss), produtividade de etanol (Pet) e percentagem de agucares totais consumidos (conversao aglcares total), para os diferentes racios de leveduras
testados. Valores médios (n=3) + erro padrdo, numa coluna valores com a mesma letra ndo séo estatisticamente diferentes de acordo com o teste Student-Newman-
Keuls (P<0.05). Este teste estatistico foi realizado em conjunto com os dados da tabela 7.

Neste ensaio em que a concentracdo de acUcares totais é de 236 g/L, existe uma fase de
laténcia superior em todas as proporcdes de leveduras estudadas (Figura 11 B, C e D),
relativamente as condicBes de acUcar anterior, 121 g/L. Apesar disso, a fase exponencial de
crescimento para todas as culturas mistas tem a duracao de aproximadamente 14 h. O final desta
fase de crescimento celular nas fermentacdes realizadas com os récios de leveduras 70S:30K e
50S:50K ¢ atingido quando os agUcares deixam de ser consumidos, embora ndo esgotados, pelo
que o perfil de consumo de acUcares totais pelas culturas mistas se mantém constante (Figura 11
B e C), este facto evidencia que a cultura mista ndo foi capaz de fermentar todos os aclcares. Com
a utilizacdo do récio de leveduras 30S:70K ainda se verifica um consumo de 59,5 g/L de agucar
apos ser atingida a fase estacionaria de crescimento (Figura 11 D), sugerindo assim que a
ocorréncia desta fase estaciondria pode ser atribuida a outros fatores, nomeadamente a
concentracdo de etanol associada a presenca de sal no meio fermentativo que possa estar a inibir

o crescimento celular desta cultura mista ou da estirpe ativa da cultura mista.

Neste ensaio, verifica-se também que 0 agUcar remanescente € comum em todas as culturas
de leveduras e corresponde a concentracdo de sacarose + lactose, com um valor de
aproximadamente 57,5 g/L (Figura 11 B, C e D). Sugerindo que a sua composi¢do serd apenas
lactose, a qual ndo é fermentavel pela levedura S. cerevisiae, tal como no ensaio anterior. Além

disso, um estudo realizado em paralelo no laboratério, com a fermentacdo do substrato misto a
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40 % (p/v) e um indculo contendo apenas a levedura S. cerevisiae em cultura pura (Figura 11 A),
demostrou que a curva de crescimento celular, bem como o perfil de consumo de agUcares e
producdo de etanol ao longo do tempo, séo semelhantes aos que foram determinados para a
populacdo mista em qualquer um dos racios testados nesta condicdo de agUcar (Figura 11),
sugerindo assim que o comportamento cinético e o perfil de consumo de aclcares da cultura mista

poderdo estar a ser determinados pela levedura S. cerevisiae com maior capacidade fermentativa.

Relativamente a producéo de etanol, verifica-se que para os racios 70S:30K e 50S:50K a sua
acumulacdo durante a fermentacdo ocorre maioritariamente durante a fase exponencial e fase de
desaceleragdo do crescimento e ndo acumula quando o consumo de agucares comeca a estabilizar
as 36 h (Figura 11 B e C). Na proporcao de leveduras 30S:70K a producdo de etanol também
ocorre maioritariamente durante a fase exponencial de crescimento e de desaceleragcdo, mas apos
a estabilizagdo da concentragdo de etanol as 36 h ainda existe um consumo de 44,8 g/L de agucares
(Figura 11 D). Este consumo de agUcares mais lento, ndo afeta, contudo, a producao de etanol, mas

pode indicar que esta cultura mista apresente maior sensibilidade ao etanol.

Como anteriormente referido, a concentracdo inicial de sacarose + lactose, glucose e frutose neste
ensaio foi de 108,4 g/L, 81,1 g/L e 46,3 g/L, respetivamente e estima-se uma concentragéo inicial
de lactose entre 45-50 g/L.

Relativamente ao perfil individual de consumo de aclcares pelos trés racios de leveduras
estudados, € possivel analisar que em todos, a concentracdo de sacarose + lactose decresce até as
48 h, sequindo-se de uma estabilizacdo a partir desse periodo, com valores no final da fermentacéo
de 57,1 g/L, 58,1 g/L e 57,2 g/L para os racios 70S:30K, 50S:50K e 30S:70K, respetivamente
(Figura12 B, Ce D).

Contrariamente ao que acontecia no primeiro ensaio, em que o consumo de agUcares era
praticamente idéntico nos trés casos, neste em particular existem ligeiras diferencas,
principalmente no periodo inicial até as 12 h de fermentacdo e no tempo que demoram a ser

totalmente consumidos os monossacarideos, glucose e a frutose.
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Figura 12. Perfil de consumo de acUcares individuais do substrato misto, pela levedura Saccharomyces cerevisiae
LEBA-1 em cultura pura (A) e em cultura mista com a levedura Kluyveromyces lactis CBS 2360, com as proporgées
(B) 70 % S. cerevisiae: 30 % K. lactis, (C) 50 % S. cerevisiae: 50 % K. lactis e (D) 30 % S. cerevisiae: 70 % K. lactis .
As fermentacdes foram realizadas em erlenmeyer durante 96 h numa agitadora orbital a 30 °C e 150 rpm, utilizando a

fermentacdo do substrato misto a 40 % (p/v) que contém uma concentragdo total de aglcares de 236 g/L

Com récio 70S:30K (Figura 12 B) existe um aumento da concentracdo de frutose em 16,7 %
nas primeiras 6 h, relativamente ao valor inicial deste acUcar. Este aumento pode ter origem na
atividade extracelular do enzima invertase, visto que, tal como no ensaio anterior, a concentracao
de sacarose + lactose diminui nesse periodo. Tal aumento ndo se verifica na concentracdo de
glucose, pois uma vez que este é o agucar preferencial da cultura mista, a sua taxa de consumo é
maior do que a sua taxa de producéo por hidrolise da sacarose. Este consumo de glucose para 59,4
g/L as 12 h, é o mais acentuado dos trés racios testados e pode ser explicado pela existéncia de

uma maior concentracdo da levedura S. cerevisiae no indculo.
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Quando tem inicio a fase exponencial de crescimento celular, o consumo de glucose e frutose,
bem como a hidrolise dos dissacarideos da-se de uma forma mais acentuada, levando assim, ao
esgotamento da glucose as 36 h e da frutose as 48 h (Figura 12 B). Este comportamento de
consumo primeiramente de um acgucar e depois de outro € comum nos trés racios deste ensaio e
leva a conclusao que existe uma preferéncia no consumo de glucose em relacéo a frutose por parte

da cultura mista nestas condicdes (Figura 12 B, C e D).

O récio 50S:50K apresenta duas diferengas no consumo de agucares em relacdo ao racio
70S:30K. A primeira é que no periodo inicial a concentragdo de frutose aumenta até as 12 h e a
segunda diferenca diz respeito ao consumo de glucose nesse periodo, que ndo € tdo acentuado
como no racio 70S:30K (Figura 12 B e C).

Com o récio 30S:70K o aumento da concentracao de frutose no periodo até as 12 h é idéntico
ao do récio 50S:50K (Figura 12 C e D). O consumo de glucose nesse periodo difere entre o0s
restantes pelo facto de existir uma estabilizacdo da concentracdo de glucose no periodo entre as 6
h e as 12 h. Essa estabilizacdo pode ser explicavel devido a existéncia de um maior tempo de
laténcia neste racio, cuja percentagem da levedura S. cerevisiae é também menor e que significa
que neste periodo de adaptacdo celular ao meio, 0 consumo de agucares é mais reduzido. Neste
racio, o esgotamento de glucose e frutose acontece também mais tarde do que nos restantes, as 48

e 54 h, respetivamente (Figura 12 D).

A concentragdo de etanol obtida neste ensaio foi mais uma vez, semelhante entre os racios
testados (Tabela 8). A concentracdo mais elevada foi atingida pelo racio com maior percentagem
da levedura S. cerevisiae, com a concentracdo de 70,03 g/L. Apesar disso, esse valor ndo é
significativamente diferente dos restantes obtidos (Tabela 8). A vantagem dos racios de leveduras
70S:30K e 50S:50K em relacdo ao restante € que o valor maximo de etanol obtido foi atingido as
36 h o que significa uma reducdo em 18 h do que aquele que é obtido no réacio 30S:70K e que torna

a sua produtividade mais baixa em relagdo aos outros dois por esse motivo.

O rendimento Ypis € semelhante entre todas as proporcdes de leveduras e o valor mais

elevado ¢ de 0,463 g/g. Esse valor € atingido com o racio de leveduras 50S:50K (Tabela 8).

O rendimento Yx;s € mais elevado no racio 30S:70K, mas o valor obtido, 0,047 g/g é
semelhante ao dos réacios 70S:30K e 50S:30K (Tabela 8).
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Em qualquer um dos racios testados, ndo foi obtido 100 % converséo de agucares (Figura 11
B, C e D) e a percentagem de conversdo de acucares totais foi semelhante entre todos os racios de

leveduras estudados, cerca de 75 % (Tabela 8).
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Figura 13. Resultados dos diferentes parametros estudados para a cultura mista, composta por Saccharomyces
cerevisiae LEBA-1 e Kluyveromyces lactis CBS 2360 nas propor¢des 70 % S. cerevisiae: 30 % K. lactis, 50 % S.
cerevisiae: 50 % K. lactis e 30 % S. cerevisiae: 70 % K. lactis nas duas condicBes de agUcar testadas. (A) Rendimento
de produto obtido em funcéo do substrato consumido, (B) concentracdo maxima de etanol obtido.

E possivel observar que na concentracio de 121 g/L de agUcares totais, a taxa especifica de
crescimento é superior relativamente aos outros ensaios. Também a concentragdo maxima de
etanol € atingida mais cedo (24-30 h) do que nos ensaios realizados com a concentracdo de
acucares mais elevada. Da mesma forma acontece com os rendimentos Yp;s (Figura 13 A) e Yxss
que sdo sempre mais elevados nas condicdes de acgucares totais de 121 g/L, sugerindo que a
conversdo de aglcares se da de uma forma mais eficiente com a utilizacdo de concentracdes de
acucares inferiores. Por outro lado nesta condi¢do (121 g/L), de modo a igualar a concentracao
méaxima de etanol atingida a 236 g/L de acUcares totais seriam necessarias mais horas de

fermentacdo, para além das 24 a 36 h, inviabilizando o processo fermentativo,

De forma a poder alcancar elevadas concentragdes de etanol, a utilizacdo de concentragdes
elevadas de agUcares é fundamental. A partir da figura 13 B pode ver-se que as concentragdes
méaximas de etanol obtidas no ensaio realizado a 236 g/L, sdo superiores em 50,6 %, 52,8 % e
54,4 %, para os racios 70S:30K, 50S:50K e 30S:70K, respetivamente, quando comparadas com o
ensaio realizado com a concentracéo de agUcares total de 121 g/L. Por este motivo, neste trabalho
foi escolhida esta concentracdo de agucares para posteriores fermentacdes em reator bioldgico STR.
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Todos os parametros fermentativos estudados com a concentracdo do substrato misto a
236 g/L sdo semelhantes ou até estatisticamente iguais entre a cultura pura de levedura S.
cerevisiae e cultura mista com a levedura K. lactis (Tabela 9). Estes resultados apontam para que
a levedura K. lactis em cultura mista, ndo consiga alcangar crescimento celular durante todo o
processo fermentativo, justificando assim a presenca de lactose no final das fermentacGes
realizadas para as duas concentracdes de acucares totais. Isto significa, que a totalidade de agUcares
consumidos e etanol produzido durante todo o processo se deva a capacidade fermentativa em

condicOes aerdbicas da levedura S. cerevisiae.

Tabela 9. Parametros fermentativos do substrato misto a 40 % (p/v), com utilizagdo das leveduras Saccharomyces
cerevisiae LEBA-1 em cultura pura e com a levedura Kluyveromyces lactis CBS 2360 em cultura mista, nas
proporcdes 70 % S. cerevisiae: 30 % K. lactis, 50 % S. cerevisiae: 50 % K. lactis e 30 % S. cerevisiae: 70 % K. lactis.
As fermentacgdes foram realizadas em erlenmeyer durante 96 h e o substrato misto apresentava uma concentracao total
de aclcares de 236 g/L.

Récio vl Xmax [Et] max. | t Et max. Y pis Y xis Pet ag%(c):z\r/:;ii(t)al
(h) (/L) (g/L) (h) (9/9) (9/9) (9/L.h) (%)
70S:30K *|0,064 +0,0052%| 8,36+0,25% | 70,03+0,77% 36 0,451 + 0,024 2 | 0,040 + 0,002 2°| 2,163 + 00,1942 758+0,4%
50S:50K *0,061 +0,005%] 8,03+0,15% | 68,96+ 1,222 36 0,463 + 0,028 # | 0,036 + 0,002 °¢| 2,127 +0,198% | 75,4 +0,4°2
30S:70K *10,094 +0,0122| 8,06+0,24% | 68,88+0,472 54 0,438 +0,0582 | 0,047 +0,0022 | 1,510 +0,2282| 75,7+0,3?
100S 0,047 £ 0,008 2| 7,90 + 0,47** 2| 65,96 + 0,94 ° 60 0,410+ 0,0352 | 0,030+ 0,003 ¢ | 2,020 +0,210%| 75,3+0,8?

*Dados provenientes do capitulo 3.2.1 Tabela 8.
**QOs valores da concentracéo de biomassa as 84 e 96 h foram desprezados devido a erros de pesagem.

Taxa especifica de crescimento (), concentragdo maxima de biomassa (Xmax), concentragdo méaxima de etanol acumulado ([Et]max), tempo de obteng&o da concentragdo
méxima de etanol acumulado (t et max), rendimento de produto obtido em fungéo dos aglcares consumidos (Yrss), rendimento de biomassa formada em fungéo dos
aclicares consumidos (Yxss), produtividade de etanol (Pet) e percentagem de aglcares totais consumidos (converséo agucares total), para os diferentes racios de
leveduras testados e em cultura pura com a levedura S. cerevisiae LEBA-1. Valores médios (n=3) + erro padrdo, numa coluna valores com a mesma letra ndo sdo
estatisticamente diferentes de acordo com o teste Student-Newman-Keuls (P<0.05).

Visto que os resultados obtidos nestes dois ensaios de concentracbes em agucares totais de
121 e 236 g/L ndo foram influenciados pela concentragdo de K. lactis no indculo, o réacio de
leveduras 50S:50K foi selecionado como o mais favoravel para estudos posteriores em reator
biologico STR, pela vantagem de eliminar numa primeira fase de estudo a variavel associada a
utilizacdo de percentagens de leveduras diferentes no inoculo e que de algum modo poderiam

influenciar negativamente conclusdes futuras
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Para avaliar a compatibilidade das leveduras S. cerevisiae e K. lactis como cultura mista, €
necessario implementar ensaios que visam detetar a produgdo de toxinas killer por parte destas
estirpes.

Estas toxinas sdo mencionadas na literatura por diversos autores 2 " 74

e a sua producao esta
relacionada com a excre¢do de dois plasmideos com cadeia linear dupla de DNA, pGKI1 (k1) e
pGKI2 (k2) por parte da levedura K. lactis. Estes plasmideos codificam exotoxinas, que bloqueiam
o ciclo de divisdo celular da levedura S. cerevisiae na fase G1 8. Contudo, este comportamento é
dependente de estirpe e de fatores como o pH e temperatura 3. Deste modo, foram realizados
ensaios em placas de Petri para analisar a atividade killer das leveduras em questdo, em duas

temperaturas diferentes, 20 e 30 °C.

Na figura 14 encontram-se representados os resultados dos ensaios. As letras A, B, C e D
correspondem ao teste de atividade killer das leveduras K. lactis contra S. cerevisiae a 20 °C, S.
cerevisiae contra K. lactis a 20 °C, K. lactis contra S. cerevisiae a 30 °C e S. cerevisiae contra K.

lactis a 30 °C, respetivamente.

A presenca de toxinas killer é verificada a partir da existéncia de uma auréola em redor da
biomassa, ou seja, da levedura que se encontra no centro de cada imagem. Esta auréola € produzida
pela auséncia de crescimento celular da levedura que foi colocada por espalhamento no meio, ou

seja, a levedura que cresce em redor da biomassa.

52



Figura 14. Resultado dos ensaios de detecdo da presenca de toxinas killer produzidas pelas leveduras Saccharomyces
cerevisiae LEBA-1 e Kluyveromyces lactis CBS 2360 a temperatura de 20 e 30 °C. (A) sensibilidade positiva da
levedura S. cerevisiae as toxinas killer produzidas pela levedura K. lactis a 20 °C, (B) sensibilidade negativa da
levedura K. lactis as toxinas produzidas pela levedura S. cerevisiae a 20 °C, (C) sensibilidade negativa da levedura S.
cerevisiae as toxinas killer produzidas pela levedura K. lactis a 30 °C e (D) sensibilidade negativa da levedura K. lactis
as toxinas killer produzidas pela levedura S. cerevisiae a 30 °C.

A partir da figura 14, verifica-se que apenas a imagem A apresenta uma zona de inibicéo,
podendo concluir-se assim que existe producdo de toxinas por parte da levedura K. lactis e que
inibem o crescimento da levedura S. cerevisiae a 20 °C. Nas imagens B e D néo existe qualquer
zona de inibicdo produzida pela levedura S. cerevisiae contra a levedura K. lactis a 20 ou 30 °C.
Como ja referido na introducdo, a producdo de toxinas killer por parte das leveduras depende de
varios fatores, como o pH e a temperatura. Relativamente ao pH, o meio no qual foi ensaiada a
atividade killer contém um pH aproximadamente igual ao do substrato misto 40 % (p/v), com
valores de 5,5 e 5,25, respetivamente. Em relacdo a temperatura, este parametro € mantido sempre
constante, a 30 °C, em todas as fermentages realizadas neste trabalho. Nesta condicéo, é possivel
verificar pela imagem C que ndo existe atividade killer a essa temperatura pela levedura K. lactis

contra a levedura S. cerevisiae.

Dada esta compatibilidade a 30 °C, estas duas leveduras foram utilizadas como cultura mista

na proporcao 50 % S. cerevisiae: 50 % K. lactis em todas as fermentacgdes que se seguem
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Na literatura encontram-se publicacdes acerca da fermentacdo da lactose presente no soro
do queijo ** * 3 mas a informac&o disponivel é limitada no que respeita ao efeito do arejamento
e as condigdes Gtimas de operagdo que maximizam o fluxo metabolico para a via fermentativa das
leveduras respiro-fermentativas, como é o caso da levedura K. lactis. Alguns autores 3
demonstram que em condicdes de arejamento muito reduzidas e concentracdes de lactose
semelhantes a que esta presente neste substrato misto é possivel fermentar a lactose presente no
soro do queijo com rendimentos de 0,51 g/g, sendo que o rendimento maximo tedrico é de 0,54

getanoI/ Olactose.

O objetivo deste ensaio foca-se em estudar o efeito do micro-arejamento, na producéo de
etanol pela cultura mista e 0 metabolismo dos diferentes aglcares presentes no substrato misto.
Para isso foi realizada uma fermentacéo em reator biolégico STR de 3-L, com o substrato misto a
40 % (p/v) e a cultura mista na proporcdo 50 % S. cerevisiae: 50 % K. lactis. Esta fermentacéo foi

realizada a temperatura de 30 °C, com um fluxo de ar de 0,042 vvm e agitacdo de 250 rpm.

A fermentagdo foi iniciada com 198,3 g/L de acucares totais, entre 0s quais 89,7 g/L
pertencem a sacarose + lactose, 64,5 g/L glucose e 44,1 g/L frutose. A semelhanca dos ensaios

anteriores, estima-se uma concentracdo inicial de lactose entre 45-50 g/L.

A partir da figura 15 pode ver-se que o crescimento celular nesta fermentacdo é muito
semelhante quando comparado com o ensaio realizado em erlenmeyer, nas mesmas condic¢des de
concentragéo da fonte de carbono e cultura mista. O tempo de laténcia dura aproximadamente 8 h
e a fase exponencial termina as 36 h. Atinge-se uma concentracdo celular maxima as 48 h, com
um valor que € inferior em 10,3 %, que aquele que é atingido no ensaio em erlenmeyer e a taxa
especifica de crescimento é ligeiramente superior nesta fermentagdo, com um valor de 0,102 h'
(Tabela 10). O final da fase exponencial corresponde a deplecdo de todos os aglcares a excecao
da lactose, confirmando novamente que a levedura K. lactis ndo metabolizou este agucar, embora
tenha presente o enzima p-galactosidase ! o que indicia que apenas a cultura da levedura S.
cerevisiae esteja ativa e tenha capacidade para fermentar os aglcares presentes na polpa de

alfarroba.

54



Resultados e discussao

>
W

—
5]

Concentracdo (g/L)
Biomassa (g/L)

Concentracdo (g/L)

S o = oo

0 10 20 30 40 50 60 10 80 90 100

Tempo (h) Tempo (h)
—¥—Sacarose+lactose Glucose —O—Frutose —0—Ftanol Biomassa —¥—Sacarose+lactose Glucose —O—Frutose —0—Etanol Biomassa
C 120 1 r 16
X
N /x\\ T 114

0t ¥

Concentragdo (g/L)
Biomassa (g/L)

t t t ; t t t
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Tempo (h)

—¥—Sacarose+Lactose Glucose —O—Frutose —0—Etanol Biomassa

Figura 15. Perfil de consumo de agUcares, producdo de etanol e crescimento celular da cultura pura da levedura,
Saccharomyces cerevisiae LEBA-1 e em cultura mista com a levedura Kluyveromyces lactis CBS 2360 (A) 50 %
S. cerevisiae: 50 % K. lactis em reator bioldgico STR de 3-L a 30°C, 250 rpm e 0,042 vvm (B) 50 % S. cerevisiae:
50 % K. lactis em erlenmeyer a 30 °C e 150 rpm e (C) 100 % S. cerevisiae em erlenmeyer a 30 °C e 150 rpm.
Todas as fermentagBes foram realizadas com a fermentacéo do substrato misto a 40 % (p/v).

No que diz respeito ao consumo de agucares, 0 baixo fluxo de ar fornecido (0,042 vvm) no
ensaio em STR, parece ter algum impacto no seu consumo nas primeiras 12 horas,
comparativamente com o ensaio realizado em erlenmeyer nas mesmas condicdes de agucar (Figura
15 A e B). Nesta fermentacéo, assiste-se a diminui¢do da concentragdo de sacarose + lactose nas
primeiras 12 h, juntamente com um aumento da concentracdo de frutose e sem alteracdo da
concentragdo de glucose. Este aumento espera-se que seja devido a presenca de atividade
extracelular do enzima invertase. A diferenca entre as duas fermentacdes neste periodo, é a

concentragdo de glucose nesta fermentagdo, que se mantém constante, ao contrdrio do que
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acontecia na fermentacao em erlenmeyer com similar teor de agucares em que se verificava um
consumo de 15,5 g/L deste acucar. Este facto pode sugerir que nas primeiras 12 h de fermentacao
houve alguma metabolizacéo da lactose pela levedura K. lactis, mas ndo € conclusivo, porque pode
também ter ocorrido consumo da glucose proveniente da hidrolise da sacarose. No entanto, a fase
de laténcia, assim como todo o perfil de crescimento e fermentacdo em ambos 0s ensaios

permanece similar.

Tabela 10. Pardmetros fermentativos do substrato misto a 40 % (p/v), com a utilizacdo das leveduras Saccharomyces
cerevisiae LEBA-1 em cultura pura e em cultura mista com a levedura Kluyveromyces lactis CBS 2360, na propor¢édo
50 % S. cerevisiae: 50 % K. lactis. As fermentacdes decorreram durante 96 h em reator biologico de 3-L a 30 °C,
0,042 vvm e 250 rpm ou em erlenmeyer a 30 °C e 150 rpm.

Converséo
RAcio vl X (g/L) [Et] max. T Et max. Y pis Y xis Pet acdcares total
o max
(h) (9/L) (h) (9/9) (9/9) (9/L.h) (%)
50S:50K
STR 0,102 £0,009% 7,20+0,12° | 72,23 +£0,94° 48 0,484 £0,021%) 0,041 +0,003% | 1,623 +0,252%| 80,7+1,1?
50S:50K b o b
0,061 +0,005% 8,03+0,15?2 |68,96 + 1,222 36 0,463 £0,028% | 0,036 £ 0,002 | 2,127 £0,1982 | 754+04
Erlenmeyer *
100S * 0,047 +0,008°|7,90 + 0,47**23| 65,96 + 0,94 ° 60 0,410 +0,035% | 0,030 +£0,003% | 2,020 +0,210%| 75,3+0,8°

*Dados provenientes do capitulo 3.2.1 Tabela 9.
**Qs valores da concentragdo de biomassa as 84 e 96 h foram desprezados devido a erros de pesagem.

Taxa especifica de crescimento (i), concentragdo méxima de biomassa (Xmax), concentracdo maxima de etanol acumulado ([Et]max), tempo de obtencéo da concentragéo
méxima de etanol acumulado (t et max), rendimento de produto obtido em fungdo dos aglcares consumidos (Yess), rendimento de biomassa formada em funcéo dos
acucares consumidos (Yxss), produtividade de etanol (Pet) e percentagem de agUcares totais consumidos (conversdo de aglcares total %), para o réacio de leveduras
testado em cultura mista e cultura pura com a levedura S. cerevisiae LEBA-1. Valores médios (n=3) + erro padrdo, numa coluna valores com a mesma letra ndo séo

estatisticamente diferentes de acordo com o teste Student-Newman-Keuls (P<0.05).

Apbs o inicio da fase exponencial de crescimento, existe um decréscimo acentuado de todos
0s acUcares, 0 que leva ao consumo total da glucose aproximadamente as 36 h e da frutose
aproximadamente as 48 h (Figura 15 A), enquanto que a concentracdo de sacarose + lactose
estabiliza ap6s as 48 h e mantem-se assim constante até ao final da fermentacdo, onde a
concentracdo destes dois agucares é de 38,2 g/L. Este comportamento é muito semelhante entre as
duas fermentacdo (em erlenmeyer e em reator biolégico STR com a mesma composicao da fonte
de carbono) e leva a conclusao que mesmo em condi¢6es de micro-arejamento, o aglicar com maior
afinidade com a cultura mista é a glucose. A outra conclusdo importante € que estas condicGes de
arejamento ndo levaram a fermentacdo completa da lactose pela levedura K. lactis nesta

fermentacdo, como havia sido sugerido anteriormente.
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A concentracdo celular maxima da cultura mista, concentracdo maxima de etanol obtido, os
rendimentos Yrise Yxss € as produtividades de etanol obtidas séo estatisticamente iguais quando

comparados com a fermentacdo realizada em erlenmeyer (Tabela 10).

De uma forma geral, pode concluir-se também que o perfil fermentativo para as condi¢Ges
de arejamento testadas volta a coincidir com o perfil de crescimento celular e consumo de agucares

obtido com a cultura pura da levedura S. cerevisiae (Figura 15 A e C)

A lactose continua a ndo ser consumida, mesmo quando ja ndo existe no meio glucose e
frutose (Figura 15 A), o que indicia que a levedura K. lactis ndo cresce nem fermenta durante todo

0 Processo.

O objetivo desta fermentacdo € maximizar a producéo de etanol pela cultura mista, utilizando
diferentes condicbes de oxigenacdo celular *3. Para tal, foi realizada uma fermentacdo em reator
biolégico STR de 3-L, com a cultura mista na proporcdo 50 % S. cerevisiae: 50 % K. lactis e 0
substrato misto 40 % (p/v). Numa primeira fase (0-48 h) foram criadas condi¢6es de anaerobiose,

seguida de uma segunda fase (48-96 h) com arejamento.

Como ja foi descrito em 1.3.3.2 o efeito Crabtree é um fendémeno fisiolégico microbiano
que caracteriza a preferéncia que as leveduras tém em utilizar determinadas vias metabdlicas, na
presenca ou auséncia de oxigénio. Esta caracteristica € explicada devido a existéncia de
concentracdes de glucose superiores a 2 % no meio e que origina uma diminuicdo da taxa
especifica de consumo de oxigénio, juntamente com uma diminuicdo da transcricao de genes que
codificam componentes da via respiratoria. Por este motivo, a levedura S. cerevisiae em condigdes
aerobicas e concentracdes de glucose superiores a 2 %, converte o piruvato produzido pelo ciclo
da glicolise maioritariamente pela via oxiredutiva, favorecendo assim a producéo de etanol. De
forma contréria, nas mesmas condigdes, a levedura K. lactis utiliza a via oxidativa como principal
via metabdlica, favorecendo a respiracao celular e sendo por isso desvantajoso para a producao de

etanol.
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Nas primeiras 48 h a agitacdo foi mantida a 60 rpm e ndo existiu arejamento, ou seja, em
sistema anaerobico para que o processo fermentativo da K. lactis seja favorecido. No segundo
periodo, entre as 48 e as 96 h, a agitacdo foi alterada para 250 rpm e o arejamento para 0,13 vvm,

condigBes 6timas de producéo de etanol da levedura S. cerevisiae ja descritas *'.

No que respeita ao crescimento celular, pode ver-se a partir da Figura 16 A que existe uma
fase de laténcia de aproximadamente 12 h, seguida de uma fase exponencial que termina as 48 h
de crescimento. O inicio da fase estacionaria parece corresponder ao momento de consumo total

dos monossacarideos glucose e frutose.
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Figura 16. Perfil de consumo de acucares, producdo de etanol e crescimento celular das leveduras Saccharomyces
cerevisiae LEBA-1 em cultura pura e em cultura mista com a levedura Kluyveromyces lactis CBS 2360 na propor¢ao
50 % S. cerevisiae: 50 % K. lactis. (A) em reator biolégico STR de 3-L a 30 °C, 60 rpm e 0,042 vvm até as 48 h e 250
rpm e 0,13 vvm das 48 as 96 h (B) em reator biolégico STR de 3-L a 30 °C, 250 rpm e 0,042 vvm (C) em erlenmeyer
numa agitadora orbital a 30 °C e 150 rpm (D) em erlenmeyer com a cultura pura da levedura S. cerevisiae numa
agitadora orbital a 30 °C 150 rpm.

A biomassa méxima foi atingida na fase estacionaria, 12 h apos a alteragdo do arejamento,

com uma concentragdo de 3,2 g/L. Esta concentragdo maxima é inferior em 60,1 % e 55,6 % em
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relacdo as registadas no ensaio em erlenmeyer para este racio (Figura 16 C) e na fermentacdo com
micro-arejamento (Figura 16 B), respetivamente. De forma contraria, nesta fermentacéo registou-
se um valor mais elevado na taxa especifica de crescimento, 0,207 h? (Tabela 11), quando

comparado com as duas fermentacdes anteriores.

Tabela 11. Parametros fermentativos do substrato misto a 40 % (p/v), com a utilizacdo das leveduras Saccharomyces
cerevisiae LEBA-1 em cultura pura e em cultura mista com a levedura Kluyveromyces lactis CBS 2360, na propor¢éao
50 % S. cerevisiae: 50 % K. lactis. As fermentagdes decorreram em reator bioldgico STR de 3-L e em erlenmeyer
durante 96 h.

Racio H i 5 e Ll agct:](():z\rl:sr izgal
il
(h™) (g/L) (9/L) (h) (%)
50S:50K STR2 0,207 £0,079 2 3,19+0,03° 70,66 +0,51° 96 739+14°
50S:50K STR1 * 0,102 £ 0,009 @ 7,20+£0,122 72,23 +0,942 48 80,7 +1,12
50S:50K

erlenmeyer * 0,061 +0,005 2 8,03+0,152 68,96 +1,222b 36 75,4+04°
100S erlenmeyer * 0,047 £0,008 2 7,90 £ 0,47 **2 65,96 +£0,94° 60 75,3+0,8°

*Dados provenientes do capitulo 3.3 Tabela 10.
**Qs valores da concentracéo de biomassa as 84 e 96 h foram desprezados devido a erros de pesagem.

Taxa especifica de crescimento (u), concentragdo maxima de biomassa (Xmax), concentragdo méaxima de etanol acumulado ([Et]max), tempo de obteng&o da concentragdo
maxima de etanol acumulado (t etmax), € percentagem de agUcares totais consumidos (conversdo de aglcares total %), para o racio de leveduras testado como cultura
mista em diferentes fermentaces e em cultura pura com a levedura S. cerevisiae LEBA-1. Valores médios (n=3) + erro padrdo, numa coluna valores com a mesma
letra ndo séo estatisticamente diferentes de acordo com o teste Student-Newman-Keuls (P<0.05).

A fermentacdo foi iniciada com 250,5 g/L de acUcares totais, entre os quais 154,0 g/L sdo
sacarose + lactose, 59,4 g/L glucose e 37,2 g/L frutose. Estima-se uma concentragdo inicial de

lactose entre 45-50 g/L.

Durante as primeiras 12 h (Figura 16 A) o consumo de acucares € muito semelhante a
fermentacdo realizada com micro-arejamento de 0,042 vvm (Figura 16 B). Assiste-se uma vez
mais a diminuicdo na concentracdo de sacarose + lactose, juntamente com um aumento da
concentragdo de frutose, o que significa como ja se tinha concluido anteriormente, a hidrolise da
sacarose pelo enzima extracelular invertase. Posteriormente a este periodo, na fase exponencial de
crescimento, existe um consumo mais acentuado dos dois monossacarideos e que leva a exaustdo
primeiramente da glucose as 36 h e da frutose as 48 h, tal como acontecia na fermentacdo com

micro-arejamento. Em relacdo a concentracdo de sacarose + lactose, apos o inicio da fase
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exponencial a concentracédo destes dois dissacarideos permanece praticamente constante até as 30
h, momento em que volta a diminuir até as 60 h. Durante este periodo ndo € percetivel se existe a
hidrélise da sacarose ou 0 consumo da lactose pela levedura K. lactis. Tal pode ser explicado por
se tratar de uma fase de crescimento em que 0 consumo de agucares é mais elevado e por isso, 0s
dois acucares produzidos através da hidrolise da sacarose sejam rapidamente metabolizados pelas
leveduras da populacdo mista. Esta parece ser a explicacdo mais plausivel, visto que a concentracao
de acucares ndo consumidos é representada apenas por sacarose + lactose, com um valor de 65,5

g/L e a concentracgéo inicial de lactose entre 45-50 g/L.

Foi no periodo de auséncia de arejamento e durante a fase exponencial de crescimento que
foi produzido 88,5 % do total de etanol, apesar da concentracdo maxima so ter sido atingida as 96
h, com o valor de 70,7 g/L (Tabela 12).

Durante as primeiras 48 h (Tabela 12), a percentagem de conversdo de agUcares totais foi de
62,79 %, obtendo-se assim um rendimento Yp;s de 0,418 g/g e que é ligeiramente inferior ao que
foi registado na fermentacdo com micro arejamento. De um modo analogo, também o rendimento
Yxss foi inferior, com um valor de 0,015 g/g. Durante o periodo entre as 48 h e as 96 h de
fermentacdo, apenas foram consumidos 11,06 % do total de agUcares. Esta percentagem traduziu-

se em rendimentos Yrpsis e Yxss de 0,376 g/g e 0,012 g/g.

Como era de prever a partir destes resultados, a produtividade de etanol (Tabela 12) foi mais
elevada nas primeiras 48 h, com 1,430 g/L.h, ao passo que no segundo periodo a produtividade
diminuiu para 0,158 g/L.h.
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Tabela 12. Parametros fermentativos determinados para os dois periodos em que decorreu a fermentacdo com a
utilizacdo da cultura mista composta pelas leveduras Saccharomyces cerevisiae LEBA-1 e Kluyveromyces lactis CBS
2360 na proporcao 50 % S. cerevisiae: 50 % K. lactis. A fermentacdo decorreu durante 96 h em reator biol6gico de 3-
L. Durante as primeiras 48 h ndo houve arejamento e a agita¢do foi colocada a 60 rpm, das 48 as 96 h estes parametros
foram alterados para 0,13 vvm e 250 rpm, respetivamente. O substrato misto utilizado, 40 % (p/v) apresentava uma
concentracdo total de acucares de 251 g/L.

Conversao
[Et]ac Y pis Y s Pet agucares total
(g9/L) (9/9) (9/9) (9/L.h) o
(%0)
0-48 h STR2 62,63+1,30" 0,418 + 0,027 2 0,015 + 0,003 ® 1,431 +0,090 2 62,8+0,2°
48-96 h STR2 70,66 +£0,51¢ 0,376 £ 0,072 2 0,012 + 0,002 # 0,158 + 0,022 ° 11,1+06°

Concentracdo maxima de etanol acumulado ([Et]ac), rendimento de produto obtido em funcéo dos aglcares consumidos (Yrss), rendimento de biomassa formada em
funcéo dos aglicares consumidos (Y xis), produtividade de etanol (Pet) e percentagem de agUcares totais consumidos (conversdo de aglcares total %), nas duas fases da
fermentagdo. Valores médios (n=3) + erro padrdo, numa coluna valores com a mesma letra ndo sdo estatisticamente diferentes de acordo com o teste Student-Newman-
Keuls (P<0.05).

Comparando esta fermentacdo com as realizadas em micro-arejamento e em erlenmeyer com
este racio e mesma condicdo de aclcar (Figura 16 A, B e C), podemos concluir que esta
fermentacdo ndo trouxe vantagens em relacdo as anteriores. Esta fermentacdo originou maximos
de etanol tardios, e por consequéncia, produtividades inferiores. As 48 h a concentracéo de etanol
nesta fermentacdo é de 62,6 g/L, ao passo que no ensaio em erlenmeyer e na fermentacdo com

micro-arejamento eram de 68,1 g/L e 72,2 g/L, respetivamente.

Em todas as fermentac@es realizadas até ao momento com a fermentacdo do substrato misto
a 40 % (p/v) e a populagcdo mista composta pela proporcdo 50 % S. cerevisiae: 50 % K. lactis
atinge-se uma concentracdo maxima de etanol na ordem de 70 g/L e em nenhuma delas a lactose
é consumida totalmente. Nesta fermentacao, bem como em todas as restantes realizadas estima-se
que ndo existe consumo significativo desse agucar. Deste modo, pode concluir-se que a utilizagao
de baixos niveis de arejamento ou mesmo a sua auséncia, ndo representam uma vantagem

significativa no que respeita a producéo de etanol por esta cultura mista de leveduras.

O facto da levedura K. lactis ndo se conseguir desenvolver no meio fermentativo, ou seja, a
auséncia de crescimento celular desta levedura durante a fermentacdo, como se tem vindo a sugerir,
leva a colocar a hipotese de testar o efeito do arejamento (0,13 vvm) e adi¢do programada de

nutrientes que podera ter algum efeito na producéo de etanol.
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Uma das alternativas que visa o aumento da producdo de etanol pelas leveduras, é a

implementacao de outros sistemas de operacdo em reator bioldgico.

O modo de operacéo fed-batch, é um sistema semi-continuo que tem por caracteristica
fundamental, a adicdo continua ou periodica de nutrientes, quando existe a deplecdo da fonte de
carbono. Esta adicdo, ndo pode ultrapassar o volume de trabalho do reator e ndo existe saida de

efluentes.

A presente fermentacao foi iniciada utilizando o substrato misto a 40 % (p/v) e com a cultura
mista composta pelas leveduras S. cerevisiae e K. lactis na proporc¢do 50 % S. cerevisiae: 50 % K.
lactis. O crescimento de cada levedura na populacao mista foi também alvo de estudo. Neste ensaio

pretendeu-se avaliar o efeito do arejamento e a adi¢do programada de fonte de carbono.

Esta fermentacdo foi realizada em reator bioldgico, a 30 °C, com agitacdo e um fluxo de
arejamento de 250 rpm e 0,13 vvm, respetivamente. Foi feita uma adic¢do de extrato concentrado

de alfarroba as 48 e 96 h, com uma concentracdo de 52,2 e 58,5 g/ L, respetivamente.
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Figura 17. Perfil de consumo de agUcares, produgdo de etanol e crescimento da cultura mista, composta pelas
leveduras, Saccharomyces cerevisiae LEBA-1 e Kluyveromyces lactis CBS 2360 na proporc¢ao 50 % S. cerevisiae:
50 % K. lactis. A fermentacéo foi realizada com o substrato misto a 40 % (p/v), em reator bioldgico STR de 3-L
em modo de operagdo fed-batch durante 120 h. O substrato apresentava uma concentracéo total de agUcares de 242
g/L e o reator foi alimentado as 48 e 78 h com extrato de alfarroba com concentragdo de agUcares de 52 g/L e 59
g/L, respetivamente.
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O crescimento celular da cultura mista durante as primeiras 48 h (Figura 17) é muito
semelhante ao ensaio realizado em erlenmeyer com esta concentracdo da fonte de carbono e com
esta proporcao de leveduras. Com o aumento do arejamento para 0,13 vvm, a duracdo da fase de
laténcia € ligeiramente mais curta comparativamente a existente nas fermentacdes anteriores
realizadas em reator biologico STR. Apos esta fase de adaptacdo celular, teve inicio a fase
exponencial de crescimento, cujo final se registou aproximadamente as 24 h de fermentacéo, sem
que tal correspondesse ao esgotamento de agUcares. A fase de desaceleracdo do crescimento, pode
ser atribuida a presenca de etanol que atingiu cerca de 56,6 g/L as 24 h e cuja toxicidade pode estar
associada a presenca do sal do soro do queijo, que facilita o transporte intracelular de ides Cl,

alterando dessa forma a capacidade fermentativa da célula.

As 48 e 78 h, como referido, fizeram-se adi¢des programadas de meio de crescimento,
extrato de alfarroba. Por andlise da figura 17 observa-se um decréscimo na concentracéo celular,
seguido de uma rapida recuperacao. Estes decréscimos sao explicados pela adi¢do do meio, o qual
diminui a concentracdo de células no meio. A adicdo de extrato de alfarroba possibilitou um
aumento na respiracdo celular e fermentacdo alcodlica como se observa na figura 17. A taxa
especifica de crescimento teve um valor de 0,153 h' e a biomassa maxima foi atingida as 78 h de
fermentacdo, previamente a adi¢do do extrato de alfarroba (Tabela 13). A acumulacdo de etanol
durante o processo teve um aumento constante nos trés periodos de tempo, 0-48 h, 48-78 h e 78-
120 h, correspondendo assim a maximos etanolicos parciais de 62,4 g/L, 74,8 g/L e 84,0 g/L,
respetivamente (Tabela 14).

Tabela 13. Parametros fermentativos do substrato misto a 40 % (p/v), utilizando a cultura mista composta pelas
leveduras Saccharomyces cerevisiae LEBA-1 e Kluyveromyces lactis CBS 2360 na proporcdo 50 % S. cerevisiae:
50 % K. lactis. A fermentacéo foi realizada em reator bioldgico em modo fed-batch. O arejamento e agitagdo foram
mantidos constantes, com valores de 0,13 vvm e 250 rpm, respetivamente. O substrato misto apresentava uma
concentracdo total de aclcares de 242 g/L e as adi¢des de 52 g/L e 59 g/L de extrato concentrado de alfarroba foram
feitas as 48 e 78 h, respetivamente.

" [Et] t Conversao

2. max. Et max. .

Récio () Xmax (9/L) (/L) ") aguca(r)es total
(%)

50S:50K 0,153+0,020 7,44 +0,28 84,03 £2,09 96 90,7+1,2

Taxa especifica de crescimento (p), concentragdo maxima de biomassa (Xmax), concentragdo maxima de etanol acumulado ([Et]max), tempo de obtencéo da concentragéo

méaxima de etanol acumulado (t et max), € percentagem de aglcares totais consumidos (converséo de agUcares total %), para o racio de leveduras testado como cultura
mista..
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A concentracdo total de acgucares iniciais foi de 241,9 g/L, dos quais 136,3 g/L pertencem a
concentracdo de sacarose + lactose, 61,3 g/L glucose e 44,2 g/L frutose. Estima-se que a

concentragdo de lactose inicial seja de 45-50 g/L.

O perfil de consumo de aglcares nas primeiras 48 h (Figura 17) é de uma forma geral,
semelhante a todas as fermentacOes realizadas até ao momento. Existe uma diminuicdo da
concentracdo de sacarose + lactose nas primeiras 12 h, que pode ser explicada pela atividade do
enzima invertase tal como em todas as fermentagdes realizadas anteriormente, dado que ao mesmo
tempo existe um aumento da concentracdo de frutose e glucose no meio. Apds esse aumento, 0s
dois monossacarideos sao rapidamente consumidos, levando ao esgotamento primeiramente da
glucose as 36 h e da frutose as 48 h. A concentracdo de sacarose + lactose estabiliza a partir das

36 h até as 48 h, onde atinge um valor de 38,5 g/L.

No final das primeiras 48 h, foi adicionado ao reator 52,2 g/L de extrato concentrado de
alfarroba, que origina um aumento de 6,6 g/L na concentracdo de sacarose, 29,6 g/L de glucose e
16 g/L de frutose. Apos a adicdo, volta a existir a hidrolise da sacarose até as 54 h e as 78. A

glucose esgota-se as 72 h e a frutose as 78h (Figura 17).

Ap6s 78 h de fermentacdo, é adicionado 58,5 g/L de extrato concentrado de alfarroba, que
eleva a concentracdo de sacarose, glucose e frutose em 17 g/L, 28,9 g/L e 12,6 g/L, respetivamente.
O consumo de acucares neste periodo foi semelhante ao anterior com a excec¢do de que os dois
monossacarideos se esgotam ao mesmo tempo, 96 h. A concentragdo de agUcares residuais é
composta apenas por sacarose + lactose e detém um valor de 32,8 g/L (Figura 17).

A percentagem total de conversdo de agucares é de 90,7 %. O periodo de maior consumo
pertence as primeiras 48 h, onde foram metabolizados 57,7 % de acucares e que deram origem a
62,4 g/L de etanol neste periodo. Esta concentragdo de etanol é obtida com um rendimento Ypss de
0,315 g/g e uma produtividade de 1,762 g/L.h (Tabela 14).
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Resultados e discussao

Tabela 14. Parametros fermentativos determinados para os trés periodos em que decorreu a fermentacao, utilizando
as leveduras Saccharomyces cerevisiae LEBA-1 e Kluyveromyces lactis CBS 2360 em cultura mista, na proporgao
50 % S. cerevisiae: 50 % K. lactis. A fermentacdo foi realizada em reator biolégico em modo fed-batch. O arejamento
e agitacdo foram mantidos constantes com valores de 0,13 vvm e 250 rpm, respetivamente. O substrato misto
apresentava uma concentracao total de aclcares de 242 g/L e as adi¢Bes de 52 g/L e 59 g/L de extrato concentrado de
alfarroba foram feitas as 48 e 78 h, respetivamente.

Conversao
[Et]ac Y pis Y xis Pet aglicares total
(9/L) (9/9) (9/9) (9/L.h) "
(%0)
0-48 h 62,38 +0,92°¢ 0,315+ 0,010 0,034 + 0,004 2 1,762 £ 0,226 2 57,7+10%
48-78 h 74,77 £1,10° 0,290 + 0,056 2 0,0090 + 0,0005 ° 0,508 + 0,097 © 149+20°
78-120 h 84,03 +2,09% 0,332 + 0,061 2 0,006 + 0,002 © 0,901 + 0,177 2® 18,1+0,9°

Concentragdo méaxima de etanol acumulado ([Et]ac), rendimento de produto obtido em funcéo dos acucares consumidos (Yess), rendimento de biomassa formada em
funcéo dos agucares consumidos (Yxss), produtividade de etanol (Pet) € percentagem de agUcares totais consumidos (converséo de agticares total %), nas trés fases da
fermentacdo. Valores médios (n=3) + erro padrdo, numa coluna valores com a mesma letra ndo séo estatisticamente diferentes de acordo com o teste Student-Newman-
Keuls (P<0.05).

Entre as 48 e as 78 h foram consumidos 14,9 % do total de agucares e leva a um aumento
em 12,4 g/L na concentracdo de etanol as 72 h. Esta concentracdo de etanol foi atingida com um
rendimento Yegss de 0,290 g/g e uma produtividade de 0,508 g/L.h (Tabela 14).

Entre as 78 e as 120 h foi registada a concentracdo maxima de etanol, 84,0 + 2,1 g/L as 96
h, com um rendimento Ypss superior relativamente as duas fases anteriores, contendo um valor de
0,332 g/g (Tabela 14).

O rendimento Yxs foi mais elevado nas primeiras 48 h, com um valor de 0,034 g/g (Tabela
14)

Comparativamente com as fermentacOes realizadas anteriormente, pode-se dizer que em
sistema fed-batch se atingiu o valor mais elevado de etanol obtido, com 84,0 g/L. Este valor tem
uma superioridade média de 20 % em relac&o as fermentagdes realizadas em reator biolégico STR
e em erlenmeyer com esta proporc¢éo de leveduras na populacdo mista, sendo a concentracgéo total

de agUcares consumidos 319,8 g/L.

Comparando o primeiro periodo de tempo em que a produgéo de etanol é mais elevada em
todas as fermentacdes realizadas, podemos afirmar que o rendimento Ypss obtido, foi inferior ao

das fermentaces realizadas com micro-arejamento e em anoxia.
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Os tempos de adicdo do extrato concentrado de alfarroba poderiam eventualmente ser
melhorados, visto que a glucose, que é o acucar preferencial e a frutose, ja ndo existem as 48 e 78
h. Desta forma, o fed-batch poderia ter sido realizado mais eficazmente se as adi¢Oes tivessem sido
feitas as 36 e 72 h. Tal como o tempo total de fermentacdo que poderia ter sido reduzido para
aproximadamente 96 h, visto que a partir desse tempo comega a ocorrer morte celular e uma

diminuicao da concentracdo de etanol que chega a atingir 70,7 g/L as 120 h.

Por altimo, para além do crescimento celular da cultura mista através do peso seco, a
viabilidade celular de cada levedura ao longo do tempo também foi alvo de estudo, através da
contagem de unidades formadoras de coldnia. Os resultados indicam que fermentacéo foi iniciada
com 3,4x10° células/ml da levedura S. cerevisiae e 3,6x10° células/ml de K. lactis. Ao fim de 6 h
de fermentacio a concentracdo celular de S. cerevisiae é 7,8x10° células/ml e 3,4x10° células/ml
de K. lactis. No final da fase exponencial de crescimento da cultura mista, a concentracao de S.
cerevisiae é 1,9x108 células/ml ao passo que a de K. lactis é de 1,3x10° células/ml. As 84 h de
fermentacdo ja ndo existiam células viaveis da levedura K. lactis. Estes resultados comprovam
claramente que durante a fermentacéo, utilizando esta cultura mista, ocorre morte celular por parte

da levedura K. lactis, mesmo em condi¢des aerdbicas.
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Para que a producdo de bioetanol seja rentavel e economicamente competitiva com outros
combustiveis, varios fatores devem ser estudados de modo tornar mais eficaz a sua producédo, bem

como diminuir os seus custos que Ihe estdo diretamente associados.

O presente trabalho, focou-se na procura de novas fontes de carbono para a producéo de
bioetanol de segunda geracdo, atraves da constru¢do de um substrato contendo uma mistura de
acucares da alfarroba e aglcares do soro do queijo. Foram testados varios racios alfarroba: soro
(p/v), 20 % (p/v), 30 % (p/v) e 40 % (p/v) e os resultados apontam para que estes residuos
provenientes do setor agroindustrial sejam tecnicamente compativeis para a producdo deste
biocombustivel. A melhor op¢édo e que traduz um processo de extracdo mais eficiente, foi obtida
com a utilizacdo do réacio 40 % (p/v) e 2 h de extracdo, onde foram solubilizados um total de 143,42
g/L acUcares da alfarroba. Este racio contém um total de 189,66 g/L de aclcares fermentaveis

presentes.

A estratégia seguida para fermentar os aclcares foi a de estabelecimento de uma populacao
mista em ensaios realizados em baldo erlenmeyer com diferentes proporc¢des S. cerevisiae: K. lactis
em duas condicOes de agucares totais, 121 g/L e 236 g/L, bem como através de ensaios que visaram
investigar a producao de toxinas killer por parte das estirpes Saccharomyces cerevisiae LEBA-1 e
Kluyveromyces lactis CBS 2360. Os resultados indicam que de uma forma geral,
independentemente da concentracdo inicial de aglcares, todas as proporcdes de leveduras testadas
crescem no meio fermentativo e as concentragdes celulares mais elevadas séo atingidas inclusive
no ensaio realizado com maior concentracdo de agucares iniciais, com valores entre 8,0-8,4 g/L de
biomassa. Por outro lado a utilizacdo de concentracfes de aclcares menos elevadas (121 g/L)
também é vantajoso no que respeita a obtencdo de melhores rendimentos de produto e biomassa
obtida a partir do substrato consumido. Concluiu-se também que ndo existem diferencas
significativas entre os racios testados de leveduras testados e que a concentracdo de agucares
iniciais de 236 g/L permitiu atingir concentragdes méaximas de etanol de = 70 g/L em todos os
racios testados, com rendimentos Ypss entre 0,438 e 0,463 getanol/Jsubstrato € rendimentos Y xss entre
0,036 e 0,047 gsiomassa/Osubstrato- EM relacéo a compatibilidade das leveduras S. cerevisiae e K. lactis

no que respeita & producdo de toxinas killer concluiu-se que a temperatura de 20 °C apenas a
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levedura K. lactis produz toxinas killer contra a levedura S. cerevisiae e que a temperatura em que
séo realizadas as fermentacdes, 30 °C, nenhuma das estirpes celulares manifesta a producéo dessas

toxinas.

Para aumentar a eficiéncia fermentativa da cultura de leveduras, foram realizadas
fermentacdes em reator bioldgico de modo a avaliar a influéncia do micro-arejamento e condigdes
de anoxia na producédo de etanol. De uma forma geral, os resultados sugerem que o0 arejamento

nédo tém influéncia significativa na sua producao.

Outras alternativas que visam o0 aumento da producdo de etanol s&o a introdugéo da operacéo
em sistema fed-batch. Nesta fermentacéo foi atingido um valor maximo na concentracdo de etanol
de 84,0 g/L com um consumo total de 320 g/L de acucares. O rendimento Y p/s mais elevado durante
a fermentacdo foi registado nas primeiras 48 h, com um valor de 0,315 getanol/Qsubstrato, Mas que
apesar disso € inferior a todas as fermentagdes restantes.

Ficou provado que ocorre perda de viabilidade celular da levedura K. lactis logo apds a
inoculacdo da cultura mista e durante todo o processo fermentativo, podendo atingir morte celular
no final do processo. Por esse motivo a lactose ndo é consumida em todas as fermentagdes. Deste
modo, pode concluir-se que a cultura mista formada pelas leveduras S. cerevisiae e K. lactis ndo

serd a mais indicada para a fermentacdo deste substrato.
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Alguns resultados obtidos neste trabalho requerem uma andlise mais profunda.
Nomeadamente a quantificacdo da sacarose e lactose que precisa de ser realizada individualmente
de modo a ser mais percetivel o perfil de consumo de cada um destes dissacarideos ao longo do

tempo de fermentacéo.

A cultura mista formada pelas leveduras S. cerevisiae e K. lactis ndo se comportou de uma
forma eficiente nos processos fermentativos devido & auséncia de crescimento celular por parte da
levedura K. lactis. Uma das alternativas pode passar pela substituicdo desta levedura por outras,
que tém sido reportadas na literatura devido a sua capacidade de conversdo da lactose em etanol,

tais como Kluyveromyces marxianus ’’, Kluyveromyces fragilis ’® e Candida pseudotropicalis '

Outra alternativa a substituicdo da estirpe celular, passa pela adicdo do enzima p-
galactosidase 8 8 a fermentacdo, que tem a capacidade de hidrolisar a lactose nos seus
monossacarideos constituintes, glucose e galactose e que podem posteriormente ser metabolizados
pela levedura S. cerevisiae. A adicdo deste enzima pode ser feita de duas formas bésicas. A adicao
na sua forma soltvel que é normalmente utilizada em processos batch ou a adicdo na forma
imobilizada que € frequentemente utilizada em processos continuos. Devido ao elevado custo
destes enzimas, a adi¢do do enzima em sistemas imobilizados € a op¢do mais econémica pela sua

vantagem de reutilizacio .

A tecnologia de DNA recombinante também pode funcionar como alternativa a utilizacéo
de outras estirpes celulares e a adi¢cdo de p-galactosidase, através da manipulacdo de fungdes
enzimaticas, transporte e sistemas de regulacdo na célula, pode-se tornar a levedura S. cerevisiae
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