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Introducéo

Historicamente, o crescimento acodado da
populacdo punge a demanda de energia, consolidando a
sua obtencdo tradicional por origens fosseis. Como
consequéncias da ampla utilizacdo desses recursos
finitos, surgem mudangas climaticas e problemas
socioambientais (GOLDEMBERG et al., 2008; SILVA,
2012). Dito isso, apoiadas por protocolos climaticos
globais, preza-se nesta demanda incisiva a transigdo
energética de recursos fosseis para recursos renovaveis
(NIELSEN, 2016). Portanto, tendo em vista que o setor
de transportes tem historicamente um alto impacto nas
emissdes de gases de efeito estufa, para atender as normas
vigentes, tem-se pelos biocombustiveis o destaque no
cenario mundial, aplicando fontes renovaveis e de menor
impacto ambiental (GARRET-PELTIER, 2016; ROBAK
& BALCEREK, 2018).

Desse modo, no embate contra o bioetanol de
primeira geracdo (1G) de tecnologias cléssicas, agucares
fermentesciveis de culturas alimentares (sacarineas ou
amilaceas), o bioetanol de segunda geracdo (2G) é
produzido a partir de biomassa lignocelulésica,
intrinsicamente sustentavel, defrontando o debate ético
entre a producdo de combustiveis e a alimentacéo global
devido a matérias-primas mais complexas que no lugar
de serem descartadas sdo implementadas a bioconversao
(BELLISSIMI et al., 2009; NIELSEN, 2016).

Analisando o impacto desta complexidade, o
segundo processo arca com baixas eficiéncia de
conversao e rendimento, decorrentes da dificuldade na
disponibilidade de  monbémeros fermentesciveis,
necessitando de melhorias nas concessdes metabolicas do
microrganismo, no processo de fermentagdo e no manejo
da biomassa (NIELSEN, 2016; ROBAK & BALCEREK,
2018). Observa-se entdo, a levedura Saccharomyces
cerevisiae, que carrega consigo relevancia cientifico-
industrial no setor sucroenergético, sujeita as mais
diversas condi¢bes de operacdo, mas incapaz de
metabolizar nativamente a xilose, resultante da
hemicelulose na fracdo de biomassas lignoceluldsicas.

No entanto, através de um processo mediado pela enzima
xilose isomerase (XI, E.C. 5.3.1.5), a qual converte xilose
em Xilulose, € possivel a assimilagdo da xilose pela
levedura em um processo chamado de Isomerizagdo e
Fermentacdo Simultaneas (SIF) (SILVA et al., 2012).

Para tanto, a tecnologia SIF esta em
desenvolvimento e necessita de otimizag&o significativa
e abrangente das condi¢fes Otimas de enzimas e
leveduras, mesmo que distintas (SILVA et al., 2012).
Logo, a adequacdo do microrganismo no ambiente
fermentativo implica em respostas circunstanciais aos
pardmetros operacionais, alterando as vias bioguimicas e
a quantidade de metabdlitos sintetizados (BATISTOTE
& SANTOS, 2020). Ressalta-se a importancia da
interacdo parédmetros-metabolismo, que visa explicitar
por meio de um nimero reduzido de ensaios tais respostas
bioquimicas (THEODORE & PANDA, 1995). Assim, a
garantia de integridade e confiabilidade dos dados
obtidos, para as condi¢Ges utilizadas em escala
laboratorial, deve prezar pelo desenvolvimento de
processos ndo prejudiciais as células.

A suspensdo de microrganismos no meio, sujeita-
0s as tensdes hidrodindmicas que culminam tanto em
mudangas reoldgicas no caldo fermentativo quanto na
morfologia celular (LANGE et al., 2001). Nesse sentido,
a investigacdo sobre as condigBes de estresse em que a
levedura S. cerevisiae pode ser submetida confronta a
estabilidade celular em condic¢fes de processo, 0 que é
interessante para o projeto de biorreatores industriais,
além do aperfeicoamento genético a fim de linhagens
robustas (ZHAO & BAI, 2009). Destarte, este trabalho
aborda a interferéncia de multiplos sistemas de agitacao
na viabilidade da levedura S. cerevisiae, dado a presenca
de particulas sélidas da enzima xilose isomerase, na
determinac&o das condi¢des mais adequadas para estudos
de otimizacgdo do processo SIF.

Metodologia

Os experimentos de cultivo, agitacdo e analise
microscopica foram realizados no Laboratorio de
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Processos Fermentativos e Enzimaticos (LPFEnz) da
Universidade Federal de Itajubd (UNIFEI), MG. Para
avaliar a influéncia da agitacdo e das particulas sélidas
enzimaticas na viabilidade celular foram avaliados trés
sistemas de agitacdo: agitacdo mecanica usando barra
magnética e agitacdo de agitador rotativo usando mini-
reatores cilindricos e frascos de Erlenmeyer. Avaliou-se
o efeito das particulas da enzima XI comercializada em
sua forma imobilizada.

A enzima comercial Gensweet® IGI-HF
(500U/mg, 60°C, pH 7,0) de Streptomyces rubiginosus
foi gentilmente doada pela Dupont/Genencor
International Inc (Palo Alto/Estados Unidos). Tem-se que
ela é uma enzima granular imobilizada de xilose
isomerase de didmetro equivalente a 800pum. A levedura
Saccharomyces cerevisiae (ltaiquara ®, Brasil) foi
utilizada em todos os experimentos.

Para preparacdo do pré-inoculo, utilizou-se a
levedura liofilizada Itaiquara®, que foi inicialmente
hidratada nas condicGes pré-estabelecidas por Ramos et
al. (2022) em meio YPD e mantida sob 200rpm por 12h
a 30°C. A preparacdo do meio SIF conta com a
suplementagdo do meio de fermentacéo, que consistiu de
sais de fosfato monopotassico (KH,PO.) 5¢/L, sulfato de
magnésio  (MgSO.) 2g/L, cloreto de cobalto
hexahidratado (CoCl,.6H.0) 0,1g/L e ureia 1,2g/L,
semelhante a metodologia utilizado por Silva et al.
(2012), mas também contendo 20g/L de glicose.
Portanto, o pH inicial do meio foi ajustado para 5,5 com
a adicdo de HCI (1mol/L) ou NaOH (1mol/L), se
necessario. Os meios de cultura ndo foram esterilizados
para esta experiéncia.

Os experimentos foram realizados com
concentracdo celular inicial de 50g/L (densidade optica
inicia, DO = 100). A concentragdo celular foi
determinada em espectrofotdmetro a 600nm (Biospectro
SP-22, UV-vis 325 — 1000nm) e correlacionada com uma
curva de peso seco previamente determinada (dados néo
mostrados). O in6culo foi realizado em meio YPD
(extrato de levedura 10g/L, peptona 20g/L, glicose
40g/L) 300mL e pH 5,5, a 30°C e 150rpm por 6 h.
Posteriormente, as células foram recuperadas por
centrifugacéo (4500rpm por 10min) e ressuspensos com
meio SIF (pH 5,5) 2mL por frasco. As comparacgdes de
agitacdo mecénica foram realizadas com os sistemas:
agitacdo de uma barra magnética em mini-reatores
(10mL), e apenas com a agitacdo da incubadora usando
mini-reatores ou Erlenmeyer. Além disso, avaliou-se 0,4g
de Gensweet® IGI-HF, sendo estas grandes e rigidas
(Figura 1). Assim, a Figura 2 ilustra a situacdo descrita
nos casos estudados. Todos o0s experimentos foram
realizados a 35°C, 150rpm, pH 5,5 com 2mL de solucéo
por 6h.

Figura 1 — Enzima IGI-HF em sua forma comercial
imobilizada.

Figura 2 — Representacdo dos sistemas de agitacao.

I'Caso
Agitacio em Mini-reator + Barra magnética

Caso
Agitacdo em Mini-reator

Genyweet® IGL-EF

A viabilidade celular foi avaliada pela técnica do
azul de metileno em contagem pela Camara de Neubauer
ao microscopio, a proporcao de amostra e corante foi de
1:1 (volume de amostra: volume de azul de metileno) em
uma reacdo de aproximadamente 5min. A partir deste
fato, a viabilidade foi definida pela razdo entre células
viaveis e células totais, contidas em um espaco definido
da camara de contagem, através da Equacgdo 1 de acordo
com o método proposto por Bofo (2015). Onde B é o
ntmero de células viaveis e T é o nimero de células totais
contadas em um espago definido da cdmara de contagem.

Equacéo 1 — Viabilidade celular.
Viabilidade (%) = 2 100

A analise comportamental, para com a reologia
complexa do meio fermentativo, permite atribuir aspectos
comportamentais do fluido e do fenémeno de transporte
sob a influéncia direta do pardmetro de agitacdo mecéanica
(BOFO, 2015). Desse modo, estes sdo intrinsecos a
interferéncia fisico-quimica e consequentemente do
metabolismo da levedura S. cerevisiae. Demonstra-se na
Equagdo 2, pelo trabalho de Lange et al. (2001)
assumindo o meio newtoniano, 0 movimento de um
fluido dentro de um estreito tubular recipiente, onde Tmax
—tensdo de cisalhamento maxima [Pa]; D — Diametro do
tubo [m]; L — Comprimento do tubo [m]; AP — Queda de
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presséo [Pa].
Equacéo 2 — Equacéo de Poiseuille.

D = AP
4 % L

Tmax =
Resultados e discussao

Inicialmente, sabe-se que a agitacdo garante a
homogeneidade do meio, de modo a facilitar a
transferéncia de massa, calor e energia destes sistemas
prefixados. No entanto, ela também é responsavel por
tensdes cisalhantes que interferem diretamente na
viabilidade celular. Além disso, o arranjo dos
minibiorreatores também interferem na viabilidade, cujas
observacdes hidrodindmicas demonstram a interagao
fluido-particula, sendo exemplificadas em funcbes da
velocidade, temperatura e cisalhamento na teoria
localmente isotrépica de Kolmogorov (THOMAS, 1993).
Sendo assim, o0s sistemas de agitagdo adjunto a
configuracdo dos minibiorreatores impactaram na
estabilidade celular e o controle destes parametros
objetiva ndo comprometer a produtividade do processo.

Portanto, através da teoria supracitada em
Thomas (1993), relacionou-se a dependéncia das
interacOes fluido-particula com os vortices propiciados
pela turbuléncia do meio, ou seja, vortices relativamente
grandes favoreceram a dinamica interatuando pelo baixo
movimento relativo, ja vortices menores ndo arrastaram
as particulas e as danificaram na agdo superficial. Em
suma, a escala dos vortices gerados sobre as células
suspensas em contato com soélidos de XI imobilizados,
ditou a taxa de viabilidade e, complementando com
Vrana & Seichert (1988), o fato de as células estressadas
perderem a capacidade de reproducdo ou até mesmo
terem a parede celular comprometida é resultado das
cicatrizes geradas a cada brotacdo que acarretaram na
morte sequencial do microrganismo.

Para uma apresentacdo mais uniforme e concisa
interpretacdo dos dados, a Figura 3 mostra as curvas de
viabilidade dos trés casos representados na Figura 2.
Observa-se que as células em suspensdo sdo submetidas
a tensdes de cisalhamento devido & agitacdo mecénica
(caso 1) e a tensbes de cisalhamento devido a
hidrodinamica na interacdo fluido-particula (caso 2),
perdendo sua viabilidade. J& no caso 3, as leveduras
permaneceram Vidveis durante as 6h de processo.
Comparando os casos usando mini-reatores (caso 1 e 3),
a partir da Equacdo de Poiseuille, neste experimento a
presenca da barra magnética induzindo a agitacdo
mecénica proporciona uma maior queda de pressdo no
sistema, 0 que implica também em maximizar a tensdo

causada pelo cisalhamento. A viabilidade celular nos
mini-reatores (caso 3) foi mantida em torno de 90%
durante 6h, de forma que este sistema é o mais adequado
para experimentos de laboratério SIF para gerar dados
confidveis para otimizacao de processos.

Figura 3 — Perfis de viabilidade celular da levedura S.
cerevisiae em meio SIF na presenca da enzima comercial
Gensweet® IGI-HF (35° e 150rpm).
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Conclusodes

Este trabalho mostrou a necessidade de controlar
a agitacdo mecénica do meio de fermentacdo, exigindo a
determinacdo de condi¢bes o6timas para manter a
viabilidade celular da levedura S. cerevisiae e garantir a
geragdo de dados confidveis durante a otimizacdo do
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processo. A viabilidade da levedura foi fortemente
prejudicada pelas agitacdes mecénicas e hidrodindmicas
exacerbadas (casos 1 e 2). No caso 3, 0 mini-reator
manteve alta viabilidade celular por 6h. Portanto, o
projeto de biorreatores e mecanismos de agitacdo
mecénica sdo de suma importancia para o controle de
fatores fisico-quimicos e bioquimicos, tanto em escala de
bancada quanto industrial. Entre as condig¢des estudadas,
0 caso 3 é o0 mais adequado para conducdo do processo.
Para uma abordagem futura, propde-se analisar e
comparar diferentes mini-reatores na fermentacdo pela
levedura imobilizada S. cerevisiae, uma vez que a
presenca do suporte poderia proteger a levedura contra
forcas de cisalhamento.
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