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RESUMO

A industria sucroalcooleira possui grande importancia na economia brasileira,
sendo referéncia para os outros paises gracas a diversos fatores, como a grande
producdo de cana-de-agucar e dominio do ciclo completo da producdo de etanol.
Melhorias neste processo industrial sdo possiveis em diversos aspectos, sendo um
deles a fermentacdo realizada por leveduras, principalmente da espécie
Saccharomyces cerevisiae. Tais leveduras sdo submetidas a diversas fontes de
stress industrialmente, como alta concentracéo de etanol, alta pressdo osmatica, pH
baixo, alta temperatura, presenca de compostos toxicos, todos fatores oriundos da
pratica de reciclagem de células, tipica do processo brasileiro. Além disso, ha uma
grande diversidade de linhagens, que respondem de maneiras diferentes a tais
fatores, tornando impossivel estabelecer um processo uniforme e adequado a todas
as linhagens. Para avaliar de forma mais adequada o perfil de cada linhagem, torna-
se necessaria a existéncia de ensaios em escala laboratorial que possam simular os
processos industriais, gerando informacgdes relevantes e que possam ser aplicadas
para a interpretacdo de situagbes que ocorrem em usinas. No presente trabalho
foram realizadas fermentacGes na escala de 50mL utilizando as leveduras CAT-1,
PE-2 e BRT, e dois diferentes melagcos como fonte de acuUcares, avaliando
viabilidade celular, rendimento em etanol, producdo de glicerol, acido lactico e
aceético, a fim de comparar as diferentes linhagens e melagos. Os resultados obtidos
demonstram que o ensaio é capaz de simular condi¢cdes industriais e reproduzir
resultados descritos em literatura, sendo entdo uma ferramenta Util para avaliar o
desempenho de linhagens em diferentes condicdes.

Palavras-chave: Saccharomyces cerevisiae, fermentacédo alcodlica



ABSTRACT

The sugarcane industry is very important to the Brazilian economy, being a reference
for other countries thanks to several factors, such as the high production of
sugarcane and knowledge about the full cycle of ethanol production. Improvements
in the industrial process are possible in many aspects, one of them being the
fermentation conducted by yeasts, mainly by the species Saccharomyces cerevisiae.
Such yeasts are subjected to several sources of stress in the industrial context, such
as high ethanol concentration, high osmotic pressure, low pH, high temperature,
presence of toxic compounds, all those factors associated with the practice cell-
recycling, typical of Brazilian ethanol production process. Furthermore, there is a
great diversity of strains, which respond differently to such factors, making it
impossible to set a uniform and appropriate procedure for all strains. To assess more
clearly each strain profile, it is necessary to conduct trials in laboratory scale
simulating the industrial processes, generating relevant information which could be
applied to interpret situations that occur in industrial plants. In this work fermentations
in 50 mL scale were carried using CAT-1, PE-2 and BRT yeast strains and two
different molasses as a source of sugars, evaluating cell viability, ethanol yield,
glycerol, lactic and acetic acid production, in order to compare the different strains
and molasses. The results show that the test is able to simulate industrial conditions
and reproduce results described in the literature, being a useful tool to evaluate the
performance of strains in different conditions.

Key words: Saccharomyces cerevisiae, alcoholic fermentation
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1 INTRODUCAO

A fermentacdo alcodlica € um processo biolégico onde moléculas organicas
(e.g. glicose (CgH1206), frutose (CgH1206) € sacarose (CioH.,011)) sdo utilizadas
como doadoras e aceptoras finais de elétrons. Desta forma, esta rota metabdlica ndo
faz uso de O, como aceptor final de elétrons e a molécula metabolizada ndo se
encontra em seu estado mais oxidado ao final do ciclo. Além da manutencédo do
balanco interno de cofatores e geracdo de duas moléculas de ATP por molécula de
glicose, metabdlitos como etanol (C,HsO) e didéxido de carbono (CO,) sao também
gerados. Devido ao fato da fermentacao independer de um aceptor final de elétrons
inorganico (e.g. O,), a mesma é considerada um processo anaerobio. A fermentacao
alcoodlica ocorre em diversos processos presentes no cotidiano, tais como a
producdo de bebidas alcodlicas (sendo o vinho e a cerveja os exemplos mais
conhecidos), panificacdo, e producdo de etanol como combustivel, sendo este o
biocombustivel mais consumido do planeta (WALKER, 2010).

O etanol utilizado como biocombustivel, normalmente € produzido através da
fermentacdo de aclcares diretamente fermentesciveis por leveduras, tais como
sacarose, glicose e frutose (BASSO et al., 2011). Como fontes destes aclcares para
a fermentacao € possivel citar beterraba e cana-de-acucar, embora também exista a
possibilidade de trabalhar com outras fontes como milho ou materiais
lignocelulésicos. Entretanto, para estas fontes, os acucares estdo disponiveis na
forma de polissacarideos (amido e celulose, respectivamente), sendo necesséria
hidrélise para a liberacdo dos acUcares diretamente fermentesciveis, uma vez que
as leveduras ndo sdo capazes de utilizar os polissacarideos para fermentacéo
(NOVA CANA, 2015; BASSO et al., 2011). Esta etapa adicional tende a aumentar os
custos de producdo de etanol a partir destes substratos, uma vez que ha
necessidade de producgéo de enzimas hidroliticas (NIELSEN, 2014).

Segundo Walker (2010), o custo de obtencdo do etanol no Brasil € mais baixo
que em outros paises, como observado na FIGURA 1. O custo de producéo sofre
influencia principalmente da matéria-prima utilizada. De acordo com Petrou (2009), o
custo da matéria prima pode oscilar entre 50 e 80% do custo total.
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FIGURA 1 - ESTIMATIVAS DE CUSTO DE PRODUCAO DE ETANOL EM DOLARES POR LITRO
PARA DIFERENTES SUBSTRATOS E REGIOES
FONTE: WALKER (2010).
NOTA: Valores originais em euro, convertidos para dolar. Para os dados de cana-de-agucar e
beterraba foram utilizadas as médias da faixa de custo, de 0,21-0,37$/L para a cana-de-agUcar e
0,42-0,71%/litro para a beterraba.

Além do custo de producgdo, outro parametro importante para avaliar a
viabilidade do processo € o balanco energético, definido como a razédo entre a
energia produzida e a energia consumida para que o processo fosse possivel. Na
TABELA 1 sdo apresentados os balangos de diversos substratos, em unidades de
energia obtida para unidade de energia investida, e percebe-se que o melhor
balanco energético ocorre para a producdo de etanol a partir da cana-de-aculcar,

bastante promissor inclusive se comparado a gasolina.

TABELA 1 - BALANCO ENERGETICO DA PRODUCAO DE ETANOL PARA DIVERSOS
SUBSTRATOS

Matéria-prima Balanco energético
Cana-de-aglcar 6,5-9,5:1
Beterraba 1,1-2,3:1
Sorgo sacarino 0,9-1,1:1
Materiais lignoceluldsicos Dependente do material, mas geralmente
positivo
Milho 1-2:1
Gasolina 6:1

FONTE: WALKER (2010).
NOTA: Balanco definido em unidades de energia obtidas para unidade de energia investida.
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O Brasil, gracas ao seu historico de sucesso na producédo de cana-de-agucar
desde o século XVI, foi o primeiro pais a introduzir este combustivel em sua matriz
energeética, e por varias décadas o Brasil foi o principal produtor de etanol no mundo
(tendo produzido aproximadamente 23 bilhdes de litros na safra de 2014), e mesmo
tendo sido ultrapassado recentemente pelos EUA (que produziram
aproximadamente 54 bilhdes de litros utilizando milho, matéria-prima de menor
eficiéncia), ainda é referéncia em producédo sustentavel do produto. (BASSO et al.,
2011; NOVA CANA, 2015; RFA, 2014).

O setor sucroalcooleiro nacional é referéncia para 0os outros paises gracas a
diversos fatores, como: 1) a grande producdo de cana-de-acUcar (sendo o maior
produtor global, tendo produzido cerca de 739 milhdes de toneladas em 2013,
seguido pela india, com 341 milhdes de toneladas, e pela China, com 126 milhdes
de toneladas); 2) a disponibilidade de terras cultivaveis para o plantio da cana sem
prejuizo do plantio de outros alimentos e 3) dominio do ciclo completo da producéo
de etanol, desde lavouras de alta produtividade até destilarias que geram este
combustivel a partir da fermentacdo do caldo extraido da cana (MAPA, 2015; UDOP,
2015, FAO, 2015). Residuos do processo também podem ser eficientemente
aproveitados pela industria. Residuos sélidos como o bagaco podem ser utilizados
para produzir etanol de segunda geracao, através de hidrolise para conversdo da
celulose em aclUcares simples, ou como biomassa para producdo de energia
(inclusive elétrica) através de outros processos, como a queima em caldeiras (NOVA
CANA, 2015).

Além disso, existem vantagens caracteristicas do produto em si, pois o etanol
€ um combustivel renovavel e sustentavel, uma vez que € obtido através de
vegetais, e boa parte do gas-carbbnico lancado a atmosfera durante sua producao &
absorvido pela préopria cana-de-acucar durante a fotossintese em seu ciclo de vida.
O etanol reduz a emissdo de gases de efeito estufa e outros poluentes, se
comparado a combustiveis derivados do petréleo, sendo assim extremamente viavel
ecologicamente (NOVA CANA, 2015).

O etanol pode ser utilizado tanto de forma pura ou misturado a gasolina. O
etanol comum presente nos postos é o etanol hidratado, numa mistura de 96% de
etanol e o restante de agua. Ja quando é misturado a gasolina, esta presente em
sua forma anidra — pelo menos 99,6% de alcool em sua composi¢éo. No Brasil, a

proporcao de etanol pode variar entre 18% até 27,5%, segundo determinacéo do
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governo via lei 13.033, de 24 de setembro de 2014. Além disso, a industria
automobilistica brasileira desenvolveu veiculos denominados “flex”, com motores
capazes de funcionar em qualquer proporcdo de mistura de gasolina e etanol
armazenados no mesmo tanque. Estas duas medidas conjuntamente favoreceram o
consumo de etanol no pais, permitindo que ultrapassasse o consumo da gasolina
em 2008 (NOVA CANA, 2015).

Considerando a importancia da industria sucroalcooleira na economia
brasileira, € possivel perceber a grande relevancia de estudos que possam
promover melhorias para todo este processo. Apesar de j& ser uma inddstria bem
estabelecida, melhorias incrementais podem ser atingidas em diversas frentes,
sendo uma delas a compreensao e melhoria de parametros relacionados a fisiologia
da Saccharomyces cerevisiae, principal organismo de escolha para produgéo de
etanol. As melhorias podem ser feitas tanto visando lidar com o stress industrial a
que as leveduras sdo submetidas (alta concentracdo de etanol, alta pressao
osmotica, pH baixo, alta temperatura, presenca de compostos toxicos, todos fatores
oriundos da pratica de reciclo de células), tanto para o stress biolégico vindo da
contaminacao bacteriana (BASSO et al., 2011).

Entretanto, a grande diversidade existente de linhagens de Saccharomyces
cerevisiae torna impossivel estabelecer um processo uniforme e adequado a todas
as linhagens. Cada linhagem possui caracteristicas fisiologicas diferentes, tornando-
as mais ou menos adaptadas a diferentes condi¢cdes. E importante estabelecer o
perfil destas linhagens, de modo a evidenciar como se comportam em diferentes
situacOes, avaliando diferencas de viabilidade celular e rendimento na producao de
etanol. Para poder avaliar estes parametros, é necessaria a existéncia de um ensaio
de fermentacdo em escala laboratorial que possa simular de maneira razoavel a
fermentacao industrial, para que as informacdes obtidas possam ser de relevancia
para a interpretacdo de situa¢cdes que ocorrem em usinas.

Sendo assim, este trabalho se destina a estabelecer o perfil de algumas
linhagens de Saccharomyces cerevisiae isoladas em ambiente industrial, através da

realizacdo de um ensaio de fermentacdo em escala laboratorial.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
Comparar linhagens de Saccharomyces cerevisiae durante a fermentagdo alcodlica

de melacgo de cana de agucar.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Realizar ensaios de fermentacdo de melaco de cana de acgucar simulando da melhor
forma possivel o processo Melle-Boinot (batelada alimentada de alta densidade
celular, sem esterilidade e com reciclo de células) em escala laboratorial;
Acompanhar viabilidade celular, rendimento em producédo de etanol, producdo de
glicerol e acidos acético e lactico das linhagens CAT-1, PE-2 e BRT durante os
ensaios de fermentacéo, usando dois melagos diferentes.

Analisar os resultados de forma critica, considerando o contexto fisioldgico no qual
as linhagens se apresentam, avaliando diferencas entre as linhagens utilizadas e

influéncia da composicdo do melago na fermentacéo;
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 FERMENTACAO ALCOOLICA

3.1.1 Metabolismo celular

Acucares (principalmente glicose) ocupam uma posicdo central no
metabolismo de varios microrganismos, plantas e animais. S8o excelentes fontes de
energia quimica para as células, visto que a oxidacdo completa de glicose até
diéxido de carbono gera uma mudanca de energia livre de -2,840kJ/mol. Para
algumas células (como células vegetais), estocar glicose na forma de polimeros de
alto peso molecular como amido ou glicogénio pode auxiliar a manter grandes
quantidades de unidades de hexose sem aumentar a osmolaridade do citosol.
Quando h& demanda de energia por parte da célula, a glicose pode ser liberada
destes polimeros de armazenamento e ser utilizada para produzir ATP, seja
aerobicamente ou anaerobicamente (NELSON, 2008).

A glicose pode ter quatro principais destinos nos diferentes organismos: pode
ser utilizada para a sintese de oligossacarideos complexos, destinados ao espaco
extracelular, pode ser estocada nas células na forma de polissacarideos ou
sacarose, degradada através da glicélise para fornecer ATP ou oxidada pela via das
pentoses-fosfato (fosfogluconato) para fornecer ribose-5-fosfato (utilizado na sintese
de &cidos nucleos e NADPH) (NELSON, 2008).

Na glicolise (do grego “glykys”, doce/agucar and ‘“lysis”, quebra), uma
molécula de glicose é degradada em uma série de reacdes catalisadas por enzimas,
para gerar duas moléculas de piruvato. Durante a sequéncia de reacdes, parte da
energia livre liberada pela glicose € conservada na forma de ATP e NADH. Para
diversos organismos a glicélise é apenas uma etapa na degradacéo da glicose, pois
0 piruvato obtido é transportado para dentro da mitocondria, onde é convertido a
CO; e Acetil-CoA, a qual é completamente oxidada a CO;, e H,O, e o NADH doa
seus elétrons para a cadeia transportadora de elétrons (ALBERTS et al., 2010).

Entretanto, existem diversos organismos que nao utilizam o oxigénio em seus
processos, de modo que a glicdlise acaba se tornando a principal forma pela qual
sdo capazes de gerar energia para 0S processos celulares, por ndo envolver

oxigénio durante as reagbes (ALBERTS et al.,, 2010). Apesar disso, alguns
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organismos, como leveduras, ndo sdo capazes de tolerar altas concentragbes de
moléculas acidas no interior da célula, sendo o piruvato um exemplo deste tipo de
molécula. Evolutivamente, desenvolveu-se uma maneira de remover 0 excesso de
piruvato, convertendo-o em CO; e etanol, que sao facilmente eliminados pela célula.
Dessa forma, o NADH formado na glicolise é reoxidado a NAD (podendo ser
novamente utilizado na glicolise) e acetaldeido € convertido a etanol, mantendo o
balanco de oxidac&o e reducéo no interior da célula (INGLEDEW, 2003). O conjunto
de reacOes responsavel por estas transformacfes é denominado fermentacéo

(ALBERTS et al., 2010).

3.1.2 Saccharomyces cerevisiae

Um dos principais organismos a realizar a fermentacdo alcodlica,
Saccharomyces cerevisiae € um levedura pertencente ao filo Ascomycota. Unicelular
(embora algumas linhagens possam apresentar crescimento através de
pseudohifas), suas células sdo ovoides e tem tamanho variavel, de 5-10um de
didmetro (DARBY, 2012). Podem existir na forma haploide, mas normalmente se
encontram na forma diploide, reproduzindo-se assexuadamente por brotamento,
mas em condi¢Oes de stress podem gerar esporos haploides capazes de realizar
reproducéo sexuada (ZORGO, 2013).

Sao capazes de utilizar glicose, frutose, sacarose e maltose como fonte de
carbono, sendo incapazes de utilizar lactose ou celobiose (CBS, 2015). Podem
utilizar amonia e ureia como fonte de nitrogénio, e também necessitam de fésforo e
enxofre. Alguns metais como ferro, calcio, magnésio e zinco podem melhorar seu
crescimento (DARBY, 2012).

3.2 PRODUCAO BRASILEIRA DE ETANOL

A producao brasileira de etanol é feita a partir da cana-de-agucar (Saccharum
officinarum), uma monocotileddnea da familia Poaceae, cultivada em paises
tropicais e subtropicais (KEW ROYAL BOTANICAL GARDENS, 2015). E rica em
acucares diretamente fermentesciveis, contendo de 12-17% de agucares totais em
peso Umido (68-72% de umidade), com a sacarose correspondendo a 90% dos
acucares, glicose e frutose correspondendo aos outros 10% (WHEALS et al., 1999).
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Apos a colheita e transporte, a cana chega as usinas e & submetida a uma
lavagem, para remover areia, terra e impurezas, e picada. Apds esta etapa, a cana
passa pela etapa de extracdo dos acguUcares, geralmente feita por moagem, onde é
moida por rolos trituradores para produzir o caldo. Ha também a possibilidade de
realizar a extracao através do processo de difusdo, onde os agucares sao removidos
por lixiviagdo, através de sucessivas lavagens (ALCARDE, 2006).

A eficiencia de extracdo dos aclUcares no caldo nesta etapa € de
aproximadamente 95%, enquanto os soélidos restantes caracterizam o bagaco, que
pode ser utilizado para gerar eletricidade, fazendo com que a unidade industrial seja
autossuficiente energeticamente (BASSO et al, 2011; NIELSEN, 2014; NOVA CANA,
2015, WHEALS et al., 1999).

Em seguida, o caldo é filtrado, para eliminar residuos como restos de bagaco
e outros, e segue para repouso em um tanque, para que o0s residuos e impurezas
ainda presentes possam decantar, depositando-se no fundo no tanque. Apés a
decantacéo, o caldo puro € obtido e é denominado caldo clarificado. Em destilarias
gue produzem exclusivamente etanol, sem produzir acucar, esse caldo é aquecido
para que possa ser esterilizado e em seguida fermentado (NOVA CANA, 2015).

Ja em plantas onde ha a producdo combinada de aclcar e etanol, apés a
clarificacdo o caldo é concentrado através de evaporacdo até que ocorra a
cristalizacdo da sacarose. Os cristais de sacarose séo coletados através de
centrifugacéo, restando uma fase viscosa que contém de 45-60% de sacarose e de
5-20% de glicose/frutose, chamada melaco. Tanto o caldo quanto o melago podem
ser utilizados para a fermentagcdo, seja isoladamente ou misturados, sendo a
segunda opc¢éo considerada um melhor substrato, uma vez que o caldo possui
algumas deficiéncias nutricionais e 0 melago apresenta compostos que podem ser
inibitorios para a fermentacdo. (BASSO et al., 2011)

A fermentacdo ocorre em dornas, onde o caldo é misturado com agua ou
melaco formando o mosto de fermentacdo. Este mosto possui aproximadamente 15
— 20% (p/v) em teor de acucares (principalmente sacarose, glicose e frutose). O
mosto de fermentacdo € limitado em nitrogénio, fazendo com que o crescimento
celular (ou seja, producdo de massa celular) seja minimo (NIELSEN, 2014). A
fermentacdo € conduzida por leveduras, principalmente da espécie Saccharomyces
cerevisiae, que fermentam os acUcares presentes e produzem etanol e gas

carbbnico. Em geral esse processo pode levar de 6 a 11 horas, com conversao de
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acucares proxima a 90% e cerca de 10% de etanol no vinho (mosto fermentado)
apos a fermentacdo, e ocorre em um sistema sem assepsia, onde a contaminacéo
por outros microrganismos € comum, sendo bactérias acido-laticas o principal grupo
de microrganismos contaminantes. (BASSO et al.,, 2011; SKINNER, 2004). De
acordo com BASSO et al. (2011), o processo fermentativo mais comum (presente
em 75% das destilarias) € o processo Melle-Boinot, construido por um processo de
batelada alimentada com alta densidade celular (i.e. em torno de 10 a 14% (peso
umido/volume; obtido através do reciclo de células), sem esterilidade, onde o caldo é
misturado aos poucos com as leveduras para ser fermentado, e ao final da
fermentacao, as células sao coletadas via centrifugacao e utilizadas num novo ciclo.
Cerca de 90 a 95% das células sao coletadas por ap6s cada batelada de
fermentacdo, mantendo assim, altas densidades celulares dentro das dornas. Essa
alta densidade celular é responsavel pelo curto tempo de fermentagcdo citado
anteriormente, quando comparado com o processo de fermentacdo do milho, que
pode durar de 40 a 50 horas.

Como vantagens do reciclo de células, pode-se citar a reducdo da
necessidade de propagar as leveduras antes comecgar um novo ciclo, e assim menos
acucar € desviado da producao de etanol para a producao de biomassa. No Brasil, a
biomassa celular é reutilizada pelo menos duas vezes por dia, dentro de um periodo
de safra de cana de acucar de 200 a 250 dias. Entretanto, a extensa reutilizacao de
um mesmo in6culo pode favorecer a presenca de contaminantes, sejam eles
bactérias ou outras linhagens e espécies de leveduras, conforme citado
anteriormente. A contaminacdo é uma situacdo que deve ser evitada, pois gera
diversos problemas, como desvio do uso de agucares (que, ao invés de serem
usados para produzir etanol pelas leveduras, sao utilizados para produgao de
metabalitos como acido lactico e acético pelas bactérias), reducdo no rendimento de
etanol, floculagéo das células de levedura, causando diminuicdo da eficiéncia na
centrifugacéo e recuperacao da biomassa celular, formacdo de espuma e reducao
da viabilidade de células de levedura (BASSO et al., 2011). Todas estas
consequéncias da contaminacdo geram problemas para o processo industrial, bem
como prejuizos financeiros, ao exigirem uso de produtos quimicos como
antiespumantes e dispersantes, ou antibiéticos, de modo que se torna essencial
possuir medidas para lidar com essa questdo. Sendo assim, normalmente antes de

se iniciar um novo ciclo as leveduras coletadas sao tratadas com acido sulftrico,
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mantendo o pH numa faixa de 1,8 até 2,5, num tempo que pode variar desde uma
hora e meia até trés horas, para reduzir a possibilidade de contaminacédo. Células
mais novas ou mais velhas sdo menos resistentes ao tratamento, e quanto maior o
tempo em que as células permanecem neste pH, menor sera a sua viabilidade ao
final do processo (BASSO et al.,2011; OLIVA-NETO et al.,2013).

Apés o término da fermentacdo, ao separar as células para o reciclo, obtém-se o
mosto delevedurado (sem massa de leveduras) também chamado de vinho, que é
enviado para destilacdo. Nesta etapa, o vinho é colocado em colunas de destilacéo,
onde é aquecido até evaporar. Como o ponto de ebulicdo do alcool € menor que o
da &gua, ele evapora primeiro e segue para a condensacao, sendo transformado
novamente em liquido e separado do vinho. Obtém-se assim o etanol hidratado.
Para que seja obtido o alcool anidro, é necessario realizar-se a etapa de
desidratacdo, separando a agua restante do alcool. Pode ser feita através de mistura
de solvente que se misture apenas com a agua e evaporacao desta mistura de agua
e solvente, ou através de peneira molecular (NOVA CANA, 2015).

As etapas do processo podem ser observadas em esquema resumido na
FIGURA 2.

Cana de agicar
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FIGURA 2 - ESQUEMA RESUMIDO DO PROCESSO DE PRODUQAO DE ACUCAR E ETANOL A
PARTIR DE CANA-DE-ACUCAR
FONTE: NIELSEN (2014), adaptado.
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3.3 FATORES QUE INFLUENCIAM O PROCESSO DE FERMENTACAO
BRASILEIRO

A principal caracteristica que diferencia o processo brasileiro dos processos
realizados em outras regides e com outros substratos é o reciclo de células, que faz
com que as células sejam constantemente submetidas a condi¢Bes industriais
estressantes como altas temperaturas, baixo pH, presenca de etanol, excesso de
sais ou compostos inibitorios presentes no melaco, deficiéncia de nutrientes,
metabdlitos produzidos por bactérias, entre outros (BASSO et al., 2011; AMORIM et
al., 2011). Compreender como estes fatores afetam as células € extremamente
importante, uma vez que podem reduzir o rendimento em etanol e afetar a
produtividade do processo (NIELSEN, 2014). Entretanto, devido as caracteristicas
peculiares do processo, torna-se dificil aplicar o conhecimento obtido em
investigacdes de processos de producdo de etanol a partir de outros substratos
(como milho e beterraba), ou para outras finalidades (como producéo de bebidas
alcoolicas fermentadas como uisque, cerveja, vinho e saqué), porque as condi¢cdes
de operacdo sdo completamente diferentes (AMORIM et al., 2011). Além disso,
poucos sao os laboratérios capazes de reproduzir as condicbes industriais em
escala de bancada (AMORIM et al., 2011), o que reforca a necessidade de buscar

ensaios que estejam de acordo com o que se observa em situacdes reais.

3.3.1 Contaminacao

Devido ao constante reciclo de células e a grande escala do processo,
condi¢cbes de assepsia dificilmente sédo conseguidas, de modo que as fermentacgoes
industriais estdo sujeitas a contaminagao por bactérias. As bactérias contaminantes
mais frequentes sdo bactérias Gram-positivas dos géneros Bacillus e Lactobacillus,
provavelmente devido a sua habilidade de suportar o pH baixo e a alta concentragédo
de etanol (BASSO et al.,, 2011; SKINNER, 2004; AMORIM et al., 2011). Tais
bactérias desviam os acgUcares que, ao invés de serem utilizados pelas leveduras
para produzir etanol, seréo utilizados pelas bactérias para produzir metabdlitos como

acido lactico e acético. Tais metabdlitos podem alterar o desempenho das leveduras,
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causando floculagéo, formagéo de espuma, reducédo de viabilidade e rendimento em
etanol (BASSO et al., 2011).

Além disso, pode ocorrer contaminacao do processo por leveduras selvagens,
tanto linhagens de Saccharomyces como de leveduras de outros géneros, como
Dekkera bruxellensis, Candida tropicalis, Pichia galeiformis, Schizosaccharomyces
pombe. Contaminacbes de outras espécies podem ser controladas através de
modificacdes no processo, entretanto, uma contaminac¢do vinda de uma linhagem
selvagem de Saccharomyces € muito mais dificil de controlar, uma vez que tais
apresentam um metabolismo muito similar as linhagens selecionadas utilizadas no
processo. Muitas vezes linhagens selvagens apresentam caracteristicas
inadequadas ao processo, como floculacdo, producdo excessiva de espuma, baixo
rendimento em etanol e fermentacdo incompleta (AMORIM et al., 2011; BASSO et

al., 2011).

3.3.2 Composicao do substrato

Segundo Basso et al. (2011), a composi¢cdo dos substratos derivados da
cana-de-acUcar pode variar amplamente, sendo influenciada tanto por aspectos
relacionados ao cultivo da planta, como variedade, maturidade, condi¢des climaticas
e do solo, como por aspectos do processamento e producdo do melaco e caldo. A
TABELA 2 apresenta a faixa de concentracdo de alguns componentes que €
encontrada nestes materiais e a faixa recomendada para 0 processo de
fermentacao.

TABELA 2 - CONCENTRAGCAO ENCONTRADA E CONCENTRAGAO RECOMENDADA PARA A

FERMENTAQAO DE ALGUNS COMPONENTES PRESENTES EM SUBSTRATOS DERIVADOS DE
CANA-DE-ACUCAR

Componente Faixa de concentra¢cdo (mg/L) Nivel 6timo (mg/L)
Nitrogénio (NH4+ and R-NH2) 70-350 100-300
Fosforo (P) 20-200 50-250
Potéassio (K) 300-12000 700-1300
Magnésio (Mg) 80-3900 100-200
Enxofre (S) 80-3900 T&o baixo quanto possivel
Célcio (Ca) 150-2000 Tao baixo quanto possivel
Zinco (Zn) 0,45-9 1-5
Cobre (Cu) 0,20-8 1-5
Manganés (Mn) 2-8 1-5
Aluminio (Al) 2-500 <10 (no caldo)

FONTE: BASSO et al (2011).
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Alguns desses componentes podem apresentar efeitos toxicos e diminuir o
desempenho da fermentacdo. Por exemplo, altas concentracdes de aluminio podem
afetar a viabilidade, rendimento, taxa de fermentacao e diminuir os niveis de trealose
na célula. Os efeitos podem variar entre linhagens de Saccharomyces cerevisiae,
sendo relatado que a linhagem CAT-1 é menos sensivel se comparada a linhagem
PE-2 ou outras linhagens comerciais (BASSO et al, 2011).

Além disso, altos niveis de sais como potassio, magnésio e calcio podem
exceder as necessidades nutricionais da levedura e aumentar a pressao osmotica,
gerando respostas como aumento da producéo de glicerol, o que acaba por reduzir
a producéo de etanol (BASSO et al, 2011).

3.4 LINHAGENS DE LEVEDURA DENTRO DO PROCESSO DE
FERMENTACAO BRASILEIRO

Devido aos baixos custos e disponibilidade em grandes quantidades, as
culturas inicialmente empregadas no processo brasileiro sdo derivadas de linhagens
disponiveis comercialmente (usadas geralmente no processo de panificacdo).
Entretanto, estudos cariotipicos para a deteccao de variacdo entre linhagens
demonstraram que as linhagens iniciais rapidamente eram substituidas por
linhagens selvagens ao longo dos reciclos, e que algumas linhagens apresentavam
maior persisténcia e eram capazes de substituir outras quando reintroduzidas no
processo. Este foi um dos primeiros indicadores da possibilidade de selecionar
linhagens a partir da biodiversidade encontrada nas destilarias para se tornarem a
linhagem da cultura inicial (BASSO et al., 2011).

Estudos realizados por Basso et al. (2008) buscaram por linhagens com
prevaléncia ao longo da safra e que apresentassem caracteristicas apropriadas para
0 processo, como pouca formagcdo de espuma, alto rendimento em etanol, baixa
producdo de glicerol e alta viabilidade celular durante os reciclos. Linhagens que
apresentavam tais caracteristicas foram reintroduzidas no processo e avaliadas
guanto a sua capacidade de dominar o processo. As linhagens CAT-1 e PE-2
apresentam as maiores capacidades de implantacdo (51-58% das destilarias onde
foram introduzidas) e grande competitividade em relacdo as linhagens
contaminantes, representando de 45 a 54% da biomassa durante a safra, chegando

a representar a biomassa total em algumas destilarias durante mais de 200 dias de
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reciclo. Estas caracteristicas foram responséveis por tornar as duas linhagens as
mais utilizadas para iniciar uma fermentagéo, estando presentes em mais de 200
destilarias e sendo responsaveis por 60% da producao de etanol do pais (BASSO, et

al., 2011).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAL BIOLOGICO

As linhagens utilizadas nos ensaios de fermentacdo estdo depositadas no
banco de microrganismos do departamento de Pesquisa e Desenvolvimento, da
Novozymes Latin America.

As linhagens CAT-1 e PE-2 foram escolhidas por serem linhagens descritas
na literatura como possuindo fendtipos de interesse no processo industrial, como
pouca formagao de espuma, alto rendimento em etanol, baixa producéo de glicerol e
alta viabilidade celular durante os reciclos, e serem amplamente utilizadas,
responsaveis por cerca de 60% da producéo de etanol do pais (BASSO et al., 2011).
Ja a linhagem BRT foi escolhida por apresentar producdo de espuma excessiva, um
fendtipo indesejavel em condi¢des industriais por exigir consumo de quimicos como
antiespumantes e dispersantes, uma vez que a espuma ocupa espaco dentro das
dornas (obrigando que o volume de trabalho da fermentacdo seja reduzido) e a
biomassa tende a se acumular na espuma, fazendo com que menos células tenham
contato com o mosto (JUNKER, 2007), o que reduz o rendimento em etanol.

Para criacdo de aliguotas para o estoque, culturas de Saccharomyces
cerevisiae foram cultivadas em frascos contendo meio YPD, overnight, a 32°C. Apos
o crescimento, 20% (v/v) de glicerol foi adicionado e aliquotas de 1mL foram
estocadas em tubos criogénicos, a -80°C. Cada aliquota pode ser utilizada para

preparar 0s pré-indculos para os ensaios de fermentacéao.

4.2 MEIOS DE CULTURA

4.2.1 Meio YPD

Peptona 209
Glicose 20g
Extrato de levedura 10g

Agua deionizada g.s.p. 1000mL
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Os componentes foram dissolvidos em dgua deionizada e o meio de cultura
foi esterilizado em autoclave (modelo 39206, Phoenix Luferco) em um ciclo de 20

minutos a 2 atm.

4.2.2 Meio YPD-Agar

Peptona 20g
Glicose 209
Extrato de levedura 10g
Agar 159
Agua deionizada g.s.p. 1000mL

Os componentes foram dissolvidos em dgua deionizada e o meio de cultura

foi esterilizado em autoclave em um ciclo de 20 minutos a 2 atm.

4.3 MELACOS

Para a realizacdo dos ensaios de fermentacédo foram escolhidos dois melacos
provenientes de duas usinas diferentes localizadas no estado de Sao Paulo. Por
guestBes de confidencialidade, os nomes das usinas ndo serdo divulgados, sendo
caracterizados apenas como melacgos A e B.

A concentracdo de alguns componentes é apresentada na TABELA 3, e foi
obtida através de espectrometria de emissdo Optica por plasma acoplado
indutivamente. Nesta técnica, as amostras sdo destruidas em &cido nitrico (HNO3)
concentrado e vaporizadas em uma fonte de excitagcdo de plasma de arg6nio, que
causa a excitacdo dos elementos devido a alta temperatura (10000 °K). Essa
excitacdo faz com que os atomos de cada elemento emitam luz num comprimento
de onda definido, que pode ser detectada utilizando um dispositivo de carga

acoplada.
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TABELA 3 - CONCENTRAGAO DE COMPONENTES QUE INFLUENCIAM A FERMENTAGAO NOS
MELACOS AEB

Componente A (mg/L) B (mg/L)
Nitrogénio (NH4+ and R-NH2) 2,40 4,10
Fosforo (P) 153,17 385,91
Potassio (K) 10677,96 17223,45
Magnésio (Mg) 1817,43 3531,51
Enxofre (S) 5022,6 3048,31
Caélcio (Ca) 5388,12 3237,94
Zinco (Zn) 4,45 4,02
Cobre (Cu) 1,25 2,86
Manganés (Mn) 27,52 32,87
Aluminio (Al) 12,92 139,69

FONTE: Ulrik Sidenius (comunicacao pessoal, 2015).

4.4 SOLUCOES

4.4.1 Tampao Fosfato

Fosfato de Sdédio Dibasico Anidro 35,89

(NazHPOy)

Di-hidrogeno Fosfato de Sodio 13,78g
(NaH,;PO,)

Agua deionizada estéril g.s.p. 1000mL

Adicionaram-se o0s reagentes soélidos em baldo volumétrico de 1000mL
contendo aproximadamente 800mL de agua deionizada estéril e o sistema foi
agitado através de agitacdo magnética até que os reagentes estivessem dissolvidos.
O volume do baldo foi completado para 1000mL com agua deionizada estéril,
fechou-se o baldo e homogeneizou-se a solug¢édo. O conteudo foi transferido para um

frasco fechado e armazenado a 4°C, por no maximo 8 meses.

4.4.2 Solucéo Estoque de Eritrosina

Eritrosina B Sal Sodico (CxoHslsOsNay) 0,59
Agua deionizada estéril g.s.p. 50mL

Dissolveu-se a eritrosina em &gua deionizada estérii e a solugédo foi
transferida para um frasco ambar fechado, e armazenada fora do alcance da luz, a

4°C, por no maximo 8 meses.
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4.4.3 Solucéo de Trabalho de Eritrosina

Solucédo Estoque de Eritrosina 200puL
Tampao Fosfato 10mL

Diluiu-se a solucdo estoque de eritrosina no tampéao fosfato e a solucéo

resultante foi armazenada em frasco fechado, a 4°C.

4.4.4 Fase movel de &cido sulfarico (H.SO4) 5mmol/L

Acido Sulfarico (H,SO4,) 554uL
Agua Milli-Q g.s.p. 2L

Pipetou-se o0 &cido sulfurico em baldo volumétrico de 2L contendo
aproximadamente 1900mL de Agua Milli-Q. O volume do baldo foi completado para
2L, fechou-se o baldo e homogeneizou-se a solucéo. O conteudo foi transferido para
um frasco fechado e armazenado a 4°C.

4.4.5 Acido sulfarico 1mol/L

Acido Sulfarico (H,SO4) 2,805mL
Agua Milli-Q g.s.p 50mL

Em uma proveta contendo aproximadamente 40mL de agua Milli-Q, mantida
em banho de gelo, adicionou-se lentamente o acido sulfurico, homogeneizando
devagar. Completou-se o volume para 50mL e o conteudo foi transferido para um
frasco fechado, armazenado a 4°C, por no maximo um més.

4.4.6 Mosto de propagacéao

Melago ~4009g
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Extrato de levedura 10g
Agua de torneira g.s.p 2000mL

Diluiu-se 0 melaco em agua de torneira até atingir a concentracédo de 10°Brix,
determinada através do uso de um refratdbmetro (modelo RX-5000a, ATAGO). 1° Brix
corresponde a 1g de sélidos soluveis em 100g de solugdo a 20°C. Em uma solucéo
com alto teor de acUcares e sem muitas impurezas, o Brix pode ser utilizado como
uma medida aproximada da quantidade de acucares na solucdo, de modo 10° Brix
correspondem a aproximadamente de 10g de acUcares (sacarose, glicose e frutose)
em 100g de solugéo.

Ap6s a diluicdo, centrifugou-se (modelo Sorvall™ LYNX 6000, Thermo
Scientific) a 4000rpm por 15 minutos, para remover possiveis impurezas solidas do
material. Em seguida, transferiu-se 2L para outro recipiente, suplementou-se com o
extrato de levedura, e o mosto foi homogeneizado.

O conteudo foi dividido em por¢des de 100, 500 e 1400mL e transferido para
trés frascos fechados e esterilizado em autoclave em um ciclo de 20 minutos a 2

atm.
4.4.7 Mosto de fermentacéo

Melaco ~4009
Agua de torneira g.s.p 1000mL

Diluiu-se o0 melagco em agua de torneira até atingir a concentracdo de 20°Brix
(cerca de 200g de agucares redutores por litro), determinada através do uso de um
refratbmetro. Apdés a diluicdo, centrifugou-se a 4000rpm por 15 minutos, para
remover possiveis impurezas solidas do material.

Transferiu-se o conteudo para um frasco fechado, que foi esterilizado em
autoclave em um ciclo de 20 minutos a 2 atm. Apos autoclavagem, em condigfes
assepticas, com uso de fluxo laminar (modelo BioSeg 12, Grupo Veco), dividiu-se o
mosto em porcdes menores, que foram armazenadas a -20°C. Cada porcao foi

descongelada no maximo duas vezes.
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45 METODOS

4.5.1 Ensaios de fermentacéo

As células de uma aliquota que foi mantida em estoque a -80°C foram
cultivadas em placas de meio YPD-agar, incubadas por 48 horas em estufa
bacteriol6gica (modelo TE-392/I, TECNAL) a 30°C. A partir desta placa, uma colbénia
isolada foi escolhida e transferida para um tubo de ensaio contendo 8mL de YPD,
que foi incubado por mais 24 horas em estufa bacteriologica a 30°C, sem agitacao.

Todo o contetido do tubo foi entdo transferido para o frasco contendo 100mL
mosto de propagacédo, e incubado novamente em estufa bacterioldégica a 30°C, sem
agitacdo. Apds 24 horas, realizou-se nova transferéncia para o frasco contendo
500mL de mosto, incubado também em estufa bacterioldégica a 30°C por 24 horas,
sem agitacdo. Por fim, realizou-se a ultima transferéncia para o frasco contendo
1400mL, que foi incubado durante 48 horas em estufa bacterioldégica a 30°C, sem
agitacdo. Todas as transferéncias foram realizadas em fluxo laminar, para evitar

contaminagdes. O mosto dividido nos frascos pode ser observado na FIGURA 3.

FIGURA 3 - FRASCOS COM MOSTO DE PROPAGAGAO ESTERIL
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FONTE: A autora (2015).

Para o preparo do primeiro ciclo de fermentag&o, o material foi centrifugado a
4000rpm por 15 minutos, para coletar a biomassa celular produzida e que seria
utilizada nos ensaios e separa-la do mosto fermentado. Apds determinar a
guantidade em gramas de biomassa obtida, diluiu-se a biomassa no mosto
fermentado, para atingir aproximadamente 0,4g de células por mL. A biomassa
diluida foi pipetada em tubos de centrifugacédo de 50mL (modelo 91050, TPP/Techno
Plastics Products AG), de massa conhecida, e tais tubos foram centrifugados a
4000rpm por 15 minutos. O sobrenadante foi descartado e os tubos foram pesados
novamente, para determinar a quantidade de biomassa presente em cada tubo. A
partir deste valor, foram determinadas as quantidades de vinho e 4gua necessarias
para a preparacdo do creme de levedura/pé-de-cuba (biomassa celular diluida em
agua e vinho delevedurado da propagacdo, numa concentracdo de cerca de 30%
(m/v) de células). O creme foi alimentado com o mosto de fermentacdo, de modo
que representasse 30% do volume total de fermentacdo, de modo semelhante ao
gue ocorre no processo industrial. Os tubos foram fechados com tampas ventiladas
(conforme observado na FIGURA 4) e mantidos em estufa bacteriolégica a 32°C,
sem agitacdo, durante seis horas. Apds este periodo, foram retirados e mantidos em

temperatura ambiente overnight.
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FIGURA 4 - TUBOS APOS A PREPARACAO DO CICLO DE FERMENTACAO
FONTE: A autora (2015).

Para a preparacdo dos ciclos seguintes, os tubos foram novamente
centrifugados para separar a biomassa do mosto fermentado no dia anterior.
Novamente preparou-se o creme de levedura, a partir do sobrenadante da
centrifugacéo (vinho delevedurado) e dgua. Este creme teve seu pH ajustado para
2,5 com &cido sulfarico 1mol/L, e permaneceu nesta condicdo em temperatura
ambiente por 1 hora, simulando o tratamento acido que ocorre industrialmente, e
gue tem o objetivo de controlar a contaminagdo bacteriana existente no processo.

Ao fim do tratamento &cido, repete-se o processo de alimentacao ja descrito para o

primeiro ciclo.
4.5.2 Determinacao de acucares e outros compostos

O vinho delevedurado do fim de cada ciclo e da propagacéo foi utilizado para
determinar a presenca de acUcares residuais (glicose, frutose e sacarose), acidos
organicos, etanol e glicerol. Os compostos foram separados e quantificados por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (Agilent) usando uma coluna de trocas
ibnicas HPX-87H (BioRad) a 60°C, com H,SO, 5mmol/L como fase mével num fluxo
de 0,7L por minuto. Glicose, etanol, &cido acético, glicerol e &cido lactico foram
detectados por um detector de indice de refracdo. Para o mosto de fermentacéo
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contendo alta concentracdo de sacarose, os acucares foram analisados usando o
mesmo set up de equipamento, porém a 25°C e fase moével num fluxo de 0,5mL por

minuto, para evitar a hidrélise da sacarose.

4.5.3 Viabilidade celular

Ao fim de cada ciclo, antes da centrifugacado, os tubos tiveram seu contetudo
ressupendido e aliqguotas de 100upl foram retiradas para a determinacdo da
viabilidade celular. As células foram coradas com a solucao de trabalho de eritrosina
e contadas em camara de Neubauer. Ao utilizar eritrosina, as ceélulas mortas
adquirem uma coloragdo rosada, enquanto as vivas continuam transparentes

(conforme observado na FIGURA 5).

FIGURA 5 - CELULAS DE Saccharomyces cerevisiae CORADAS COM ERITROSINA,
OBSERVADAS EM MICROSCOPIO (AUMENTO DE 400X).
FONTE: A autora (2015).
NOTA: SETA A indica célula morta, com coloragdo rosada, SETA B indica uma célula viva, sem o
corante em seu interior.

A viabilidade pode ser expressa em porcentagem, da seguinte forma:
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(células vivas — células mortas)

Viabilidade (%) = ( ) x 100

quantidade total de células

4.5.4 Rendimento da producéo de etanol

Uma fermentagdo pode ser avaliada pela eficiéncia na conversao dos
acucares redutores totais em etanol, caracterizando o rendimento. A porcentagem
de eficiéncia pode ser expressa da seguinte forma, numa relacao entre a conversao

tedrica de aclcares maxima possivel e a conversao que ocorreu de fato:

. . valor de etanol produzido pela fermentacgao
Eficiéncia de fermentacio (%) = ( — — ~ ) 0
valor tedrico maximo de produgdo de etanol

Para obter o valor de conversdo tedrica maxima possivel, deve-se levar em
conta que para cada mol de glicose fermentado, sdo gerados dois moles de gas

carbbnico e dois moles de etanol, conforme equacéo abaixo:
1 C4H,,04 2 CH;CH;0H + 2 CO,

Um mol de glicose equivale a 180,189, enquanto cada mol de etanol equivale
46,08g. Com base na quantidade inicial de agucares disponivel para fermentacéo, &
possivel calcular qual a quantidade maxima de etanol que poderia ter sido gerada.
Por exemplo, 100g de glicose equivalem a 0,55 mols de acucar, gerando 1,11 mols
de etanol. Cada mol de etanol corresponde a 46,089 de etanol, de modo que 1,11
mols equivalem a 51,11g de etanol. Sendo assim, para cada 100g de glicose, é
gerado, em teoria, 0 maximo de 51,11g de etanol. Quantificando os acUcares
redutores totais do mosto de fermentacéo atraves de HPLC, foi possivel descobrir a
guantidade maxima de etanol que seria possivel produzir a partir do mosto.

J& para determinar o valor de etanol produzido pela fermentacdo, o etanol
presente no vinho delevedurado foi destilado através de microdestilador (modelo TE-
012, TECNAL) e quantificado através do uso de um densimetro (modelo DMA
5000M, Anton Paar), que em uma solucéo de alcool e agua, é capaz de quantificar a

porcentagem de etanol. A partir desta informacg&o, com base na densidade do etanol
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(0,789 g cm™) foi possivel calcular quantos gramas de etanol existiam em cada
amostra.

Entretanto, devido a pratica de reciclo de células, para a preparacéo do pé de
cuba de um novo ciclo de fermentacdo retorna-se uma porcdo do vinho
delevedurado do ciclo anterior, para simular a eficiéncia da centrifuga industrial.
Consequentemente, uma porgcédo de etanol acaba sendo retornada para os tubos.
Além disso, o alcool também é permeavel as células, de forma que o volume de
massa Umida ocupado pela biomassa no pé de cuba também contém uma porcao
de etanol. Sendo assim, parte do etanol existente em uma amostra ao fim de um
ciclo é proveniente da montagem do pé de cuba usando vinho do ciclo anterior, de
modo que a quantidade de alcool no pé de cuba foi determinada e descontada ao
calcular o rendimento, para que este parametro ndo seja superestimado.

A quantidade de &lcool no pé de cuba pode ser determinada através do
seguinte calculo (sendo 0,7 o a fracdo de agua existente na biomassa, uma vez que

o alcool ndo esta presente na sélida):

Etanol no pé de cuba (g) =

(vinho retornado (g)xetanol do ciclo anterior (g/L))
1000 *

<((bi0massa (g) % 0,7) x etanol do ciclo anterior (g/L)))
1000

O célculo para determinar a quantidade de etanol em uma amostra,

descontando o etanol presente no pé de cuba pode ser expresso da seguinte forma:

Etanol na amostra (g) =

alcool determinado na amostra via destilacao (%) X volume de vinho

1000

— etanol no pé de cuba (g)

455 Anélise estatistica
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Para andlise estatistica dos dados, serd utilizada a ANOVA para medidas
repetidas (Analysis of variance with repeated measures), através do software Dell
STATISTICA, versdo 13. Este € um teste equivalente a ANOVA unifatorial, mas
avalia também mudancas nas médias através de diferentes pontos amostrais ao
longo do tempo, uma vez que a viabilidade celular, rendimento de etanol, producao
de glicerol, &cido lactico e acético seréo avaliados ao longo dos ciclos.
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5 RESULTADOS

5.1 COMPARACAO ENTRE AS LINHAGENS CAT-1 E PE-2 EM MELACO A

Para realizar a comparacdo entre estas duas linhagens, a fermentacéo foi
conduzida por 3 ciclos em triplicata, com mosto de fermentacdo preparado a partir
do melago A.

Os dados obtidos foram analisados através de ANOVA de medidas repetidas,
para avaliar se existiam diferencas significativas entre as leveduras, ciclos ou se
existia interacdo entre os dois fatores, e o0s resultados da andlise estdo

apresentados no
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APENDICE A.

5.1.1 Viabilidade celular

Os valores de viabilidade celular obtido em cada triplicata, em cada ciclo,
podem ser observados na TABELA 4. As médias sdo apresentadas em grafico na
FIGURA 6, com os respectivos desvios-padrdo. E possivel observar que a levedura
PE-2 apresenta viabilidade maior que a levedura CAT-1 desde o primeiro ciclo, e

que as diferencas entre as viabilidades se mantém durante os ciclos.

TABELA 4 — VIABILIDADE CELULAR AO LONGO DOS CICLOS PARA AS LEVEDURAS CAT-1 E
PE-2

LEVEDURA CICLO 1 CICLO 2 CICLO 3
90,63% 90,09% 91,37%
CAT-1 90,43% 90,91% 93,01%
91,21% 92,09% 90,86%
Média 90,76% 91,03% 91,75%
95,14% 94,57% 96,76%
PE-2 98,67% 96,59% 95,07%
95,77% 95,74% 95,88%
Média 96,53% 95,63% 95,90%
FONTE: A autora (2015).
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FIGURA 6 - VIABILIDADE CELULAR AO LONGO DOS CICLOS PARA AS LEVEDURAS CAT-1 E
PE-2
FONTE: A autora (2015).
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Segundo a analise estatistica, para a interacdo entre os fatores Ciclo e
Levedura ndo ha diferencas significativas entre os dados. As leveduras apresentam
um perfil semelhante ao longo dos ciclos, com as viabilidades se mantendo em
valores préximos, embora existam diferencas entre as viabilidades ao se comparar
uma levedura com a outra.

Analisando o fator Ciclo isoladamente, percebe-se que ndo h& diferencas
significativas entre os dados, o que sugere que a viabilidade se mantém constante
ao longo de todos os ciclos.

Ja ao analisar o fator Levedura, observa-se que h& diferenga significativa

entre as linhagens CAT-1 e PE-2 para a viabilidade celular, com p-value de 0.00045.

5.1.2 Rendimento na producao de etanol

Os valores de rendimento em etanol obtido em cada triplicata, em cada ciclo,
podem ser observados na TABELA 5. As médias sdo apresentadas em grafico na
FIGURA 7, com os respectivos desvios-padrdo. E possivel observar que as

leveduras apresentam valores de rendimento similares entre si ao longo dos ciclos.

TABELA 5 - RENDIMENTO EM ETANOL AO LONGO DOS CICLOS PARA AS LEVEDURAS CAT-1
E PE-2

LEVEDURA CICLO 1 CICLO 2 CICLO 3
92,05% 84,53% 86,91%

CAT-1 91,34% 84,86% 87,79%
91,55% 86,15% 87,43%

Média 91,64% 85,18% 87,.37%
90,65% 84,99% 87,66%

PE-2 91,20% 85,40% 88,80%
91,43% 85,07% 87,91%

Média 91,09% 85,15% 88,13%

FONTE: A autora (2015).
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FIGURA 7 - RENDIMENTO EM ETANOL AO LONGO DOS CICLOS PARA AS LEVEDURAS CAT-1
E PE-2
FONTE: A autora (2015).

A anadlise estatistica mostrou que para a interacdo entre os fatores Ciclo e
Levedura ndo ha diferencas significativas entre os dados. As leveduras apresentam
um perfil semelhante ao longo dos ciclos, com valores de rendimento similares ao
comparar uma levedura com a outra, embora tais valores oscilem ao longo dos
ciclos.

Como a interagdo nao foi significativa € possivel analisar os outros fatores
para avaliar se ha diferencas significativas para algum deles. Analisando o fator
Levedura isoladamente, percebe-se que ndo ha diferencas significativas entre os
dados, o que sugere que o rendimento é semelhante para ambas as linhagens em
todos os ciclos.

Ja ao analisar o fator Ciclo, observa-se que héa diferenga significativa entre
rendimento ao longo dos ciclos, com p-value de 0.00000. O maior valor de

rendimento é encontrado no primeiro ciclo, e 0 menor valor no segundo ciclo.

5.1.3 Producéo de glicerol

Os valores para a quantidade de glicerol (g/L) produzida por cada triplicata,

em cada ciclo, podem ser observados na TABELA 6. As médias sdo apresentadas
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em gréafico na FIGURA 8, com os respectivos desvios-padrdo. E possivel observar

que a quantidade de glicerol produzida é similar entre as duas leveduras.

TABELA 6 - PRODUCAO DE GLICEROL (G/L) AO LONGO DOS CICLOS PARA AS LEVEDURAS

CAT-1 E PE-2
LEVEDURA CICLO 1 CICLO 2 CICLO 3
5,04 4,74 4,73
CAT-1 5,09 4,81 4,73
4,94 5,07 4,77
Média 5,03 4,87 4,74
5,13 4,94 4,77
PE-2 5,16 4,90 4,88
4,92 4,80 4,81
Média 5,07 4,88 4,82

FONTE: A autora (2015).
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FIGURA 8 - PRODUCAO DE GLICEROL (G/L) AO LONGO DOS CICLOS PARA AS LEVEDURAS

CAT-1E PE-2

FONTE: A autora (2015).

A andlise estatistica mostrou que para a interagdo entre os fatores Ciclo e

Levedura ndo ha diferencas significativas entre os dados. As leveduras apresentam

um perfil semelhante ao longo dos ciclos, com valores de producdo de glicerol

semelhantes ao comparar uma levedura com a outra, embora tais valores diminuam

ao longo dos ciclos.

Como a interacdo nao foi significativa € possivel analisar os outros fatores

para avaliar se ha diferencas significativas para algum deles. Analisando o fator
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Levedura isoladamente, percebe-se que ndo ha diferencas significativas entre os
dados, o que sugere que a producdo de glicerol € semelhante para ambas as
linhagens em todos os ciclos. JA ao analisar o fator Ciclo, observa-se que ha
diferenca significativa entre a producgéo de glicerol ao longo dos ciclos, com p-value
de 0.00557. O maior valor de producao de glicerol € encontrado no primeiro ciclo, e

0 menor valor no terceiro ciclo.

5.1.4 Producéo de acido lactico

A quantidade de acido lactico (g/L) produzida por cada triplicata, em cada
ciclo, podem ser observados na TABELA 7. As médias sdo apresentadas em grafico
na FIGURA 9, com os respectivos desvios-padrdo. E possivel observar que a
levedura CAT-1 apresenta maior producdo de acido lactico que a levedura PE-2

desde o primeiro ciclo, e que as diferencas se mantém durante os ciclos.

TABELA 7- PRODUGAO DE ACIDO LACTICO (G/L) AO LONGO DOS CICLOS PARA AS
LEVEDURAS CAT-1 E PE-2

LEVEDURA CICLO 1 CICLO 2 CICLO 3
0,62 0,58 0,59
CAT-1 0,63 0,59 0,60
0,62 0,60 0,60
Média 0,62 0,59 0,59
0,58 0,55 0,57
PE-2 0,58 0,55 0,58
0,56 0,55 0,57
Média 0,58 0,55 0,57

FONTE: A autora (2015).
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FIGURA 9 - PRODUCAO DE ACIDO LACTICO (G/L) AO LONGO DOS CICLOS PARA AS
LEVEDURAS CAT-1 E PE-2
FONTE: A autora (2015).

A analise estatistica mostrou que para a interacdo entre os fatores Ciclo e
Levedura héa diferencas significativas entre os dados, com p-value de 0.02678. Ha
diferencas entre a quantidade de &cido lactico para cada levedura, quantidade de
acido lactico produzida em cada ciclo e diferencas entre as leveduras com relagéo

ao perfil de oscilagéo de producéao.

5.1.5 Producao de acido acético

Os valores para a quantidade de acido acético (g/L) produzida por cada
triplicata, em cada ciclo, podem ser observados na TABELA 8. As médias séo
apresentadas em grafico na FIGURA 10, com os respectivos desvios-padréo. E
possivel observar que a levedura CAT-1 apresenta maior producdo de &cido acético
que a levedura PE-2 desde o primeiro ciclo, e que as diferencas se mantém durante

0s ciclos.
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TABELA 8 - PRODUGAO DE ACIDO ACETICO (G/L) AO LONGO DOS CICLOS PARA AS
LEVEDURAS CAT-1 E PE-2

LEVEDURA CICLO1 CICLO 2 CICLO 3

0,89 0,88 0,86

CAT-1 0,88 0,88 0,82
0,90 0,87 0,83

Média 0,89 0,88 0,84
0,82 0,77 0,75

PE-2 0,83 0,80 0,77
0,79 0,81 0,78

Média 0,81 0,79 0,77

FONTE: A autora (2015).
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FIGURA 10 - PRODUCAO DE ACIDO ACETICO (G/L) AO LONGO DOS CICLOS PARA AS
LEVEDURAS CAT-1 E PE-2
FONTE: A autora (2015).

Segundo a andlise estatistica, para a interacdo entre os fatores Ciclo e
Levedura ndo ha diferencas significativas entre os dados. As leveduras apresentam
um perfil semelhante de oscila¢do na producéo de acido acético ao longo dos ciclos,
ocorrendo diferenca na quantidade de acido acético produzida entre os ciclos e para
cada levedura.

Como a interacdo nao foi significativa € possivel analisar os outros fatores
para avaliar se ha diferencas significativas para algum deles. Analisando o fator
Ciclo isoladamente, percebe-se que ha diferencas significativas entre os dados, com
p-value de 0.00136, o que sugere que ha diferenca na quantidade de acido acético
produzida em cada ciclo. A maior producéo de acido acético ocorre no primeiro ciclo,

€ a menor no terceiro.
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Ja ao analisar o fator Levedura, observa-se que ha diferenga significativa
entre a producéo de acido acético ao longo dos ciclos, com p-value de 0.00053, com

a levedura CAT-1 apresentando a maior producao.

5.2 COMPARACAO ENTRE AS LINHAGENS CAT-1 E BRT EM MELACO B

Para realizar a comparacdo entre estas duas linhagens, a fermentacéo foi
conduzida por 3 ciclos, em triplicata, com mosto de fermentacédo preparado a partir
do melago B.

Os dados obtidos foram analisados através de ANOVA de medidas repetidas,
para avaliar se existiam diferencas significativas entre as leveduras, ciclos ou se
existia interacdo entre os dois fatores, e o0s resultados da andlise estdo
apresentados no APENDICE B.

5.2.1 Viabilidade celular

Os valores de viabilidade celular obtido em cada triplicata, em cada ciclo,
podem ser observados na TABELA 9. As médias sdo apresentadas em grafico na
FIGURA 11, com os respectivos desvios-padrdo. E possivel observar que a levedura
BRT apresenta viabilidade maior que a levedura CAT-1 durante os dois primeiros

ciclos, mas no terceiro apresenta viabilidade menor.

TABELA 9 - VIABILIDADE CELULAR AO LONGO DOS CICLOS PARA AS LEVEDURAS CAT-1E
BRT

LEVEDURA CICLO 1 CICLO 2 CICLO 3
76,52% 68,25% 71,57%

CAT-1 75,88% 69,89% 71,14%
77,90% 70,47% 70,41%

Média 76,77% 69,54% 71,04%
79,32% 76,27% 71,64%

BRT 84,81% 75,79% 66,43%
82,78% 77,64% 70,51%

Média 82,30% 76,57% 69,53%

FONTE: A autora (2015).
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FIGURA 11 - VIABILIDADE CELULAR AO LONGO DOS CICLOS PARA AS LEVEDURAS CAT-1 E
PE-2
FONTE: A autora (2015).

A analise estatistica mostrou que para a interacdo entre os fatores Ciclo e
Levedura héa diferencas significativas entre os dados, com p-value de 0.01474. H&a
diferencas de viabilidade entre as leveduras, entre a viabilidade durante cada ciclo e
também na maneira como a viabilidade se modifica com o passar dos ciclos para

cada levedura.

5.2.2 Rendimento na produc¢éo de etanol

Os valores de rendimento em etanol obtido em cada triplicata, em cada ciclo,
podem ser observados na

TABELA 10. As médias séo apresentadas em grafico na FIGURA 12, com os
respectivos desvios-padrdo. E possivel observar que as leveduras apresentam

valores de rendimento similares entre si ao longo dos ciclos.



47

TABELA 10 - RENDIMENTO EM ETANOL AO LONGO DOS CICLOS PARA AS LEVEDURAS CAT-1
E BRT

LEVEDURA CICLO 1 CICLO 2 CICLO 3
78,53% 77,59% 79,93%

CAT-1 77,93% 76,98% 80,06%
77,30% 76,67% 79,19%

Média 77,92% 77,08% 79,73%
72,04% 71,16% 70,75%

BRT 79,76% 79,68% 78,45%
79,84% 79,62% 83,07%

Média 77,21% 76,82% 77,42%

FONTE: A autora (2015).
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FIGURA 12 - RENDIMENTO EM ETANOL AO LONGO DOS CICLOS PARA AS LEVEDURAS CAT-1
E BRT
FONTE: A autora (2015).

A andlise estatistica mostrou que para a interagdo entre os fatores Ciclo e
Levedura ndo ha diferencas significativas entre os dados. As leveduras apresentam
rendimentos semelhantes entre si e também entre cada ciclo.
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Analisando o fator Ciclo isoladamente, percebe-se que ndo h& diferencas
significativas entre os dados, com os valores de rendimento se mantendo similares
entre os ciclos.

Analisando o fator Levedura isoladamente, percebe-se que nao ha diferencas
significativas entre os dados, com os valores de rendimento se mantendo similares
entre as leveduras.

53 COMPARACAO ENTRE MELACOS A E B PARA A LINHAGEM CAT-1

Para realizar a comparacdo entre os dois melacos, a fermentacdo foi
conduzida por 3 ciclos, em triplicata, utilizando a linhagem CAT-1, com mostos de
fermentacao preparados a partir de melagos A e B.

Os dados obtidos foram analisados através de ANOVA de medidas repetidas,
para avaliar se existiam diferencas significativas entre as leveduras, ciclos ou se
existia interacdo entre os dois fatores, e o0s resultados da analise estdo
apresentados no APENDICE C.

5.3.1 Viabilidade celular

Os valores de viabilidade celular obtido em cada triplicata, em cada ciclo,
podem ser observados na TABELA 11. As médias sdo apresentadas em gréfico na
FIGURA 13, com os respectivos desvios-padrdo. E possivel observar que a levedura
CAT-1 apresenta viabilidade maior no melaco A se comparada ao melago B, durante

todos os ciclos.

TABELA 11 - DADOS DE VIABILIDADE CELULAR DA LEVEDURA CAT-1 NOS MELACOS AEB

MELACO CICLO 1 CICLO 2 CICLO 3
90,63% 90,09% 91,37%

A 90,43% 90,91% 93,01%
91,21% 92,09% 90,86%

Média 90,76% 91,03% 91,75%
76,52% 68,25% 71,57%

B 75,88% 69,89% 71,14%
77,90% 70,47% 70,41%

Média 76,77% 69,54% 71,04%

FONTE: A autora (2015).
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FIGURA 13 - VIABILIDADE CELULAR DA LEVEDURA CAT-1 AO LONGO DOS CICLOS EM
MELACOS AEB
FONTE: A autora (2015).

A analise estatistica mostrou que para a interagdo entre os fatores Ciclo e
Melaco ha diferengas significativas entre os dados, com p-value de 0.00036. Ha
diferencas de viabilidade da levedura entre os melagos, entre a viabilidade durante
cada ciclo e também na maneira como a viabilidade se modifica com o passar dos

ciclos para cada melaco.

5.3.2 Rendimento na producéo de etanol

Os valores de rendimento em etanol obtido em cada triplicata, em cada ciclo,
podem ser observados na TABELA 12. As médias sdo apresentadas em grafico na
FIGURA 14, com os respectivos desvios-padrdo. E possivel observar que o

rendimento € maior no melaco A em todos os trés ciclos.
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TABELA 12 - RENDIMENTO EM ETANOL DA LINHAGEM CAT-1 AO LONGO DOS CICLOS PARA
OS MELACOS AEB

MELACO CICLO1 CICLO 2 CICLO 3
92,05% 84,53% 86,91%

A 91,34% 84,86% 87,79%
91,55% 86,15% 87,43%

Média 91,64% 85,18% 87,37%
78,53% 77,59% 79,93%

B 77,93% 76,98% 80,06%
77,30% 76,67% 79,19%

Média 77,92% 77,08% 79,73%

FONTE: A autora (2015).
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FIGURA 14 - RENDIMENTO EM ETANOL DA LINHAGEM CAT-1 AO LONGO DOS CICLOS PARA
OS MELACOS AEB
FONTE: A autora (2015).

A analise estatistica mostrou que para a interacdo entre os fatores Ciclo e
Melago ha diferencas significativas entre os dados, com p-value de 0.00001. Ha
diferengas no rendimento em etanol entre os melagos, entre o rendimento durante
cada ciclo e também na maneira como o rendimento oscila com o passar dos ciclos

para cada melaco.

5.3.3 Producéo de glicerol

Os valores para a quantidade de glicerol (g/L) produzida por cada triplicata,

em cada ciclo, podem ser observados na TABELA 13. As médias séo apresentadas
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em grafico na FIGURA 15, com os respectivos desvios-padréo. E possivel observar
que a quantidade de glicerol produzida pela levedura é diferente entre os dois

melacos, sendo maior no melaco B.

TABELA 13 - PRODUCAO DE GLICEROL (G/L) DA LINHAGEM CAT-1 PARA OS MELACOS AE B

MELACO CICLO 1 CICLO 2 CICLO 3

5,04 4,74 4,73

A 5,09 4,81 4,73
4,94 5,07 4,77

Média 5,03 4,87 4,74
5,15 5,16 5,26

B 4,99 5,47 5,31
5,07 5,44 5,54

Média 5,07 5,36 5,37

FONTE: A autora (2015).
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FIGURA 15 - PRODUCAO DE GLICEROL (G/L) DA LINHAGEM CAT-1 AO LONGO DOS CICLOS
PARA OS MELACOS AEB
FONTE: A autora (2015).

Segundo a andlise estatistica, para a interagcdo entre os fatores Ciclo e
Melago ha diferencas significativas entre os dados, com p-value de 0.01254. Ha
diferencas na quantidade de glicerol produzida para cada melaco e também na

maneira como a producao varia com o passar dos ciclos.
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5.3.4 Producao de &cido lactico

Os valores para a quantidade de &acido lactico (g/L) produzida por cada
triplicata, em cada ciclo, podem ser observados na TABELA 14. As médias sao
apresentadas em grafico na FIGURA 16, com os respectivos desvios-padrdo. E
possivel observar que a quantidade de &cido lactico produzida € diferente entre os

dois melacos, sendo maior no melaco A.

TABELA 14 - PRODUCAO DE ACIDO LACTICO (G/L) DA LINHAGEM CAT-1 PARA OS MELAGOS A
EB

MELACO CICLO 1 CICLO 2 CICLO 3

0,62 0,58 0,59

A 0,63 0,59 0,60
0,62 0,60 0,60

Média 0,62 0,59 0,59
0,44 0,43 0,42

B 0,44 0,44 0,44
0,41 0,42 0,44

Média 0,43 0,43 0,43

FONTE: A autora (2015).
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FIGURA 16 - PRODUCAO DE ACIDO LACTICO (G/L) DA LINHAGEM CAT-1 PARA OS MELACOS A
EB
FONTE: A autora (2015).

A analise estatistica mostrou que para a interagdo entre os fatores Ciclo e
Melago ha diferencas significativas entre os dados, com p-value de 0.01908. Ha



53

diferencas na quantidade de acido lactico produzida para cada melaco e também na

maneira como a producgédo varia com o passar dos ciclos.

5.3.5 Producéo de &cido acético

Os valores para a quantidade de acido acético (g/L) produzida por cada
triplicata, em cada ciclo, podem ser observados na TABELA 15. As médias sao
apresentadas em grafico na FIGURA 17, com os respectivos desvios-padréo. E
possivel observar que a quantidade de acido acético produzida é diferente entre os

dois melagos, sendo maior no melago B.

TABELA 15 - PRODUCAO DE ACIDO ACETICO (G/L) DA LINHAGEM CAT-1 AO LONGO DOS
CICLOS PARA OS MELACOS AE B

MELACO CICLO 1 CICLO 2 CICLO 3

0,89 0,88 0,86

A 0,88 0,88 0,82
0,90 0,87 0,83

Média 0,89 0,88 0,84
1,47 1,44 1,38

B 1,42 1,51 1,44
1,30 1,37 1,44

Média 1,40 1,44 1,42

FONTE: A autora (2015).
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FIGURA 17 - PRODUCAO DE ACIDO ACETICO (G/L) DA LINHAGEM CAT-1 AO LONGO DOS
CICLOS PARA OS MELACOS AEB
FONTE: A autora (2015).
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A andlise estatistica mostrou que para a interacdo entre os fatores Ciclo e
Melaco ndo ha diferencas significativas entre os dados. Os perfis de producdo de
acido acético pela levedura sdo semelhantes entre os melacos e também entre cada
ciclo, embora existam diferencas na quantidade de acido acético produzida pela
levedura em cada melago.

Analisando o fator Ciclo isoladamente, percebe-se que ndo h& diferencas
significativas entre os dados, com os valores de producdo de acido acético se
mantendo similares entre os ciclos.

Ja ao analisar o fator Melaco, observa-se que ha diferenga significativa entre
a producdo de acido acético ao longo dos ciclos, com p-value de 0.00003, com a

maior producéo ocorrendo no melaco B.
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6 DISCUSSAO

Conforme ja mencionado anteriormente, compreender como o0s diferentes
fatores do processo brasileiro influenciam a fermentacédo alcodlica de substratos
derivados da cana-de-acucar é importante para evitar problemas como perda de
produtividade e rendimento na produgao de etanol (NIELSEN, 2014). Uma vez que,
segundo Amorim et al. (2011), poucos séo os laboratérios capazes de reproduzir as
condi¢Bes industriais em escala laboratorial, justifica-se a necessidade de avaliar se
os resultados obtidos em um ensaio estdo de acordo com o observado em situacoes
reais, para que entdo tais ensaios possuam validade e possam ser utilizados para

investigacoes.

6.1 COMPARACAO ENTRE AS LINHAGENS CAT-1 E PE-2 EM MELACO A

Ao comparar as duas linhagens, observou-se que apesar das diferencas
significativas em viabilidade, ambas as leveduras apresentaram viabilidade acima de
90% nos ciclos, um valor alto e adequado ao processo. Para outros parametros
como o rendimento em etanol e producgéo de glicerol, as linhagens sdo semelhantes,
sendo que as diferengas foram encontradas entre um ciclo e outro, e ndo entre as
leveduras. Os valores de rendimento encontrados, proximos de 90%, estdo proximos
do que se descreve para o processo em condi¢des industriais (AMORIM et al, 2011).

Para o glicerol, as diferencas significativas estdo entre os ciclos, e ndo entre
leveduras, ndo sendo possivel diferenciar as linhagens através deste critério. Para
ambas as leveduras a maior produgédo ocorreu no primeiro ciclo, diminuindo com o
passar dos ciclos. A producgéo de glicerol acentuada pode ser resultado do estresse
osmatico pelo contato com um meio altamente concentrado em agucares, como 0
mosto de fermentac&o. O glicerol funciona como um soluto protetor nessa situagao,
aumentando a osmolaridade intracelular e evitando que a célula perca agua
(ERASMUS, 2005).

Para o acido lactico, ha diferencas significativas entre ciclos e leveduras,
sendo maior para a linhagem CAT-1 e maior no primeiro ciclo para ambas as
linhagens. O &cido lactico normalmente é utilizado como um parametro para avaliar
a existéncia de contaminacdo bacteriana no processo, uma vez que bactérias

contaminantes (principalmente espécies do género Lactobacillus) o produzem a
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partir dos acucares (SKINNER, 2004). Em experimentos conduzidos para avaliar
fermentacdes de milho com a presenca de bactérias contaminantes, a producéo de
acido lactico atingiu valores entre 1,6 até 6,3 g/L., dependendo da espécie de
Lactobacillus contaminante (THOMAS et al, 2001), sendo quantidades maiores que
as observadas neste experimento, sugerindo que o acido lactico produzido durante a
fermentacdo manteve-se em niveis minimos.

Para o acido acético, ha diferencas entre ciclos e entre leveduras, com a
concentracdo de acido acético reduzindo ao longo dos ciclos e sendo maior para a
levedura CAT-1. Entretanto, o perfil de oscilagdo do &cido acético ao longo do tempo
€ semelhante para ambas as linhagens, sendo maior no primeiro ciclo em relagéo
aos outros.

O acido aceético é produzido pela oxidacdo de acetaldeido através de aldeido-
desidrogenases, e pode ser utilizado para converter NAD+ em NADH. Quando a
producdo de glicerol pela célula é aumentada, gera-se um aumento na quantidade
de NAD+, desequilibrando o balanco entre NAD+ e NADH (ERASMUS, 2005).
Sendo assim, é possivel observar uma correlacdo entre a producédo de acido acético
e glicerol em situagfes de estresse osmatico, inclusive em resposta ao contato com
um meio de alta concentragdo de acucares (ERASMUS, 2005), como o mosto de
fermentacdo. Sendo assim, a producdo acentuada de acido acético no primeiro ciclo

pode ter relacdo com a producéo acentuada de glicerol observada.

6.2 COMPARACAO ENTRE AS LINHAGENS CAT-1 E BRT EM MELACO B

Ao comparar as duas linhagens, observou-se que para a viabilidade, ha
diferencas significativas de viabilidade entre ciclos e entre as leveduras, com a
linhagem CAT-1 iniciando com uma viabilidade mais baixa, mas com uma viabilidade
no ultimo ciclo maior se comparada ao segundo, e com a linhagem BRT iniciando
com uma viabilidade mais alta, porém perdendo viabilidade ao longo dos ciclos e
terminando com uma viabilidade menor que a linhagem CAT-1. Segundo Basso et
al. (2011), para substratos com maior quantidade de aluminio ha a possibilidade de
reducdo de viabilidade e rendimento em etanol, e a linhagem CAT-1 tende ser
menos sensivel a esses efeitos se comparada com outras linhagens comerciais. Tal
informacéo explicaria a queda na viabilidade ao longo dos ciclos, apds a exposi¢do

das leveduras a esse componente toxico que esta presente em quantidade acima do
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recomendado (BASSO et al, 2011) no melaco B, assim como explicaria porque 0s
efeitos foram diferentes entre as duas leveduras, uma vez que a linhagem BRT seria
mais sensivel.

Para valores de rendimento, ndo ha diferencas significantes entre ciclos e
nem entre linhagens, demonstrando que os valores de rendimento permaneceram
similares ao longo dos ciclos e similares entre as leveduras. Entretanto, os valores
ficaram préoximos de 77%, abaixo do descrito para o processo, que é proximo de
90% (AMORIM et al, 2011). Tal situacdo também pode ser decorrente da presenca

de aluminio em quantidade acima do recomendado (BASSO et al, 2011).

6.3 COMPARACAO ENTRE MELACOS A E B PARA A LINHAGEM CAT-1

Ao comparar a linhagem CAT-1 em ambos os melagos, para a viabilidade
percebeu-se que ha diferencas significativas entre os ciclos e entre os melacos. No
melaco A a viabilidade tende a se manter constante ao longo dos ciclos e maior do
gue se observa no melaco B, onde a viabilidade ainda diminui de um ciclo para
outro. Para o rendimento em etanol, ha diferencas significativas entre os ciclos e
melacos, sendo o rendimento maior no melago A. Considerando que a quantidade
de aluminio do melaco A é cerca de 10 vezes menor que no melago B, é possivel
gue o pior desempenho da linhagem no melaco B seja proveniente da quantidade de
aluminio acima do recomendado (BASSO et al, 2011), uma vez que o rendimento no
melaco A é semelhante ao descrito em literatura, proximo de 90% (AMORIM et al,
2011). A queda na viabilidade também ocorre no melaco B, provavelmente em
funcéo do estresse causado pelo excesso de aluminio.

Para a producao de glicerol, também hé diferencgas significativas entre ciclos e
melacos, sendo maior a producéo de glicerol no melaco B. Conforme mencionado
ao comparar as linhagens CAT-1 e PE-2, o glicerol é produzido como resposta ao
estresse osmotico causado pelo contato com um meio rico em acgucares
(ERASMUS, 2005), o que explicaria a producdo acentuada de glicerol no primeiro
ciclo para o melaco A. Entretanto, para o melaco B a producdo aumenta com o
passar dos ciclos. Segundo Basso et al (2011), altos niveis de sais como potassio e
magnésio podem aumentar a pressdao osmotica e aumentar a producao de glicerol.

A concentracdo destes componentes € maior no melaco B, o que poderia explicar
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porque a producgédo do glicerol tende a aumentar apenas neste melaco, uma vez que
no melaco A as células estao expostas a estes fatores em proporgcédo menor.

Para a producéo de acido lactico, ha diferencas entre ciclos e melagos, sendo
a quantidade de &cido lactico maior no melaco A. Conforme ja mencionado ao
comparar as linhagens CAT-1 e PE-2 no melago A, o &cido lactico normalmente é
utilizado como parametro para monitorar a existéncia de contaminagao bacteriana
(SKINNER, 2004). Entretanto, para esse experimento a quantidade de acido lactico
observada também foi menor que a quantidade observada em fermentacdo de milho
realizada para avaliar o efeito da presenca de bactérias contaminantes (THOMAS et
al, 2001), sugerindo que o acido lactico produzido durante a fermentacdo manteve-
se em niveis minimos.

Para a producdo de acido acético, ha diferencas significativas entre os
melacos, sendo a quantidade de &cido acético maior no melaco B. Como ja
mencionado anteriormente, maior producdo de &cido acético tem correlacdo com a
producdo de glicerol aumentada em situacdes de estresse osmotico (ERASMUS,
2005). No melaco B, além da quantidade excessiva de aluminio, ha altos niveis de
sais como potassio e magnésio, o que poderia explicar a maior producédo de glicerol
(BASSO et al, 2011).
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7 CONCLUSOES

O presente trabalho demonstrou a validade do ensaio de fermentacdo em escala
laboratorial, uma vez que se mostrou possivel simular parametros do processo
industrial, e foram obtidos resultados de rendimento e viabilidade semelhantes aos ja
descritos em literatura, assim como foi possivel observar a influéncia de um fator
(composicdo do substrato) descrito como capaz de influenciar rendimento e
viabilidade, causando perdas nestes parametros quando ha excesso de alguns
componentes que podem ser toxicos as células, como aluminio, potassio e
magnésio.

Foi possivel evidenciar diferencas entre leveduras e melacos em poucos
ciclos, demonstrando que o ensaio em escala laboratorial pode ser uma ferramenta
atil para determinar o perfil de uma linhagem em diferentes condi¢cbes, gerando
informacgdes importantes e que servem de base para avaliar influéncias de outros

fatores sobre as linhagens.
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APENDICE A — ANALISES ESTATISTICAS PARA A COMPARACAO ENTRE AS
LEVEDURAS CAT-1 E PE-2 NO MELACO A

TABELA 1 - RESULTADOS DE ANOVA PARA VIABILIDADE CELULAR DAS LEVEDURAS CAT-1E
PE-2

FATOR SS GL MS F p-value
LEVEDURA ,011 1 ,011 111,8 ,000*
CICLO ,000 2 ,000 3 ,781
CICLO*LEVEDURA ,000 2 ,000 7 ,518

FONTE: A autora (2015).

CICLO*LEVEDURA; Unweighted Means
Current effect: F(2, 8)=71515, p=,51792
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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FIGURA 1 - VIABILIDADE CELULAR DURANTE OS CICLOS PARA AS LEVEDURAS CAT-1 E PE-2
FONTE: A autora (2015).
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CICLO; Unweighted Means
Current effect: F(2, 8)= 25457, p=,78130
Effective hypothesis decomposition
Wertical bars denote 0,95 confidence intervals
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FIGURA 2 - VIABILIDADE CELULAR PARA AS LEVEDURAS CAT-1 E PE-2 COMPARADA ENTRE

OS CICLOS
FONTE: A autora (2015).
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LEVEDURA,; Unweighted Means
Current effect: F(1, 4)=111,78, p=,00045
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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FIGURA 3 - VIABILIDADE CELULAR COMPARADA ENTRE AS LEVEDURAS CAT-1 E PE-2
FONTE: A autora (2015).

TABELA 2 - RESULTADOS DE ANOVA PARA RENDIMENTO EM ETANOL PARA AS LEVEDURAS
CAT-1 E PE-2

FATOR SS GL MS F p
LEVEDURA ,000 1 ,000 1 ,831
CICLO ,012 2 ,006 227,6 ,000*
CICLO*LEVEDURA ,000 2 ,000 2,5 ,142

FONTE: A autora (2015).
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CICLO*LEVEDURA; LS Means
Current effect: F{2, 8)=2,5198, p=,14168
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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FIGURA 4 - RENDIMENTO EM ETANOL AO LONGO DOS CICLOS PARA AS LEVEDURAS CAT-1

REMDIMEMTO EM ETAMOL

FIGURA 5

E PE-2
FONTE: A autora (2015).

LEVEDURA; LS Means
Current effect: F(1, 4)=,05210, p=,83064
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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FONTE: A autora (2015).



CICLO; LS Means
Current effect: F(2, 8)=227 57, p=,00000
Effective hypothesis decomposition
Wertical bars denote 0,95 confidence intervals
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FIGURA 6 - RENDIMENTO EM ETANOL COMPARADO ENTRE OS CICLOS PARA AS
LEVEDURAS CAT-1 E PE-2
FONTE: A autora (2015).

TABELA 3 - RESULTADOS DE ANOVA PARA PRODUCAO DE GLICEROL PELAS LEVEDURAS
CAT-1 E PE-2
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FATOR SS GL MS F p
LEVEDURA ,008 1 ,008 ,82 416
CICLO ,218 2 ,109 10,64 ,006*
CICLO*LEVEDURA ,004 2 ,002 ,19 ,834

FONTE: A autora (2015).



CICLO*LEVEDURA; Unweighted Means
Current effect: F(2, 8)=,18554, p=,83413
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0.95 confidence intervals
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FIGURA 7 - PRODUCAO DE GLICEROL AO LONGO DOS CICLOS PARA AS LEVEDURAS CAT-1

E PE-2
FONTE: A autora (2015).

LEVYEDURA Unweighted Means
Current effect: F(1, 4)=,82300, p=,41561
Effective hypothesis decompaosition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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FIGURA 8 - PRODUCAO DE GLICEROL COMPARADA ENTRE AS LEVEDURAS CAT-1 E PE-2

FONTE: A autora (2015).



CICLO; Unweighted Means
Current effect. F(2, 8)=10,643, p=00857
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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FIGURA 9 - PRODUCAO DE GLICEROL COMPARADA ENTRE OS CICLOS
FONTE: A autora (2015).

TABELA 4 - RESULTADOS DE ANOVA PARA PRODUCAO DE ACIDO LACTICO
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EFEITO SS GL MS F p

LEVEDURA ,006 1 ,006 71,48 ,001*
CICLO ,003 2 ,001 32,18 ,000*
CICLO*LEVEDURA ,001 2 ,000 5,89 ,027*

FONTE: A autora (2015).
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CICLO*LEVEDURA, Unweighted Means
Current effect: F(2, 8)=5,8875, p=,02678
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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FIGURA 10 - PRODUQAO DE ACIDO LACTICO AO LONGO DOS CICLOS PARA AS LEVEDURAS
CAT-1 E PE-2

FONTE: A autora (2015).

TABELA 5 - RESULTADOS DE ANOVA PARA PRODUCAO DE ACIDO ACETICO PARA AS
LEVEDURAS CAT-1 E PE-2

EFEITO SS GL MS F p
LEVEDURA ,027 1 ,027 103,5 ,001*
CICLO ,007 2 ,004 16,8 ,001*
CICLO*LEVEDURA ,000 2 ,000 4 ,693

FONTE: A autora (2015).
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CICLO*LEVEDURA, Unweighted Means
Current effect: F(2, 8)= 38448, p=69273
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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FIGURA 11 - PRODUCAO DE ACIDO ACETICO AO LONGO DOS CICLOS PARA AS LEVEDURAS
CAT-1 E PE-2
FONTE: A autora (2015).

CICLO; Unweighted Means
Current effect: F(2, 8)=16,837, p=00136
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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FIGURA 12 - PRODUCAO DE ACIDO ACETICO COMPARADA ENTRE OS CICLOS
FONTE: A autora (2015).



LEVEDURA; Unweighted Means
Current effect: F(1, 4)=103,55, p=,00053
Effective hypothesis decomposition
Yertical bars denote 0,95 confidence intervals
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FIGURA 13 - PRODUCAO DE ACIDO ACETICO COMPARADA ENTRE LEVEDURAS
FONTE: A autora (2015).
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APENDICE B - ANALISES ESTATISTICAS PARA A COMPARACAO ENTRE AS

LEVEDURAS CAT-1 E BRT NO MELACO B

TABELA 1 - RESULTADOS DA ANALISE DE ANOVA PARA VIABILIDADE CELULAR

FATOR SS GL MS F p
LEVEDURA ,006 1 ,006 56,77 ,002*
CICLO ,027 2 ,014 32,38 ,000*
CICLO*LEVEDURA ,006 2 ,003 7,48 ,015*
FONTE: A autora (2015).
CICLO"LEVEDURA; Unweighted Means
Current effect: F(2, 8)=7 4804, p=,01474
Effective hypothesis decomposition
Wertical bars denote 0,95 confidence intervals
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FIGURA 1 - VIABILIDADE CELULAR AO LONGO DOS CICLOS PARA AS LEVEDURAS CAT-1 E

BRT
FONTE: A autora (2015).

TABELA 2 - RESULTADOS DE ANOVA PARA RENDIMENTO EM ETANOL

FATOR SS GL MS F p

LEVEDURA ,001 1 ,001 ,135 , 732
CICLO ,001 2 ,000 3,576 ,078
CICLO*LEVEDURA ,000 2 ,000 1,535 ,273

FONTE: A autora (2015).
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FONTE: A autora (2015).

CICLO; Unweighted Means
Current effect F(2, 8)=3,5756, p=07773
Effective hypothesis decomposition
Yertical bars denote 0,95 confidence intervals
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FIGURA 3 - RENDIMENTO EM ETANOL COMPARADO ENTRE CICLOS

FONTE: A autora (2015).
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FIGURA 4 - RENDIMENTO EM ETANOL COMPARADO ENTRE LEVEDURAS

FONTE: A autora (2015).
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APENDICE C - ANALISES ESTATISTICAS PARA A COMPARACAO ENTRE
MELACOS A E B PARA A LINHAGEM CAT-1

TABELA 1 - RESULTADO DE ANOVA PARA VIABILIDADE CELULAR

FATOR SS GL MS F p

MELACO ,158 1 ,158 2949, ,000*
CICLO ,004 2 ,002 19, ,001*
CICLO*MELACO ,005 2 ,003 25, ,000*

FONTE: A autora (2015).

CICLO*"MELACO: LS Means
Current effect: F(2, 8)=24,950, p=,00036
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars dencte 0,95 confidence intervals
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FIGURA 1 - VIABILIDADE CELULAR DA LINHAGEM CAT-1 AO LONGO DOS CICLOS PARA OS
MELACOS AEB
FONTE: A autora (2015).

TABELA 2 - RESULTADOS DE ANOVA PARA RENDIMENTO EM ETANOL

FATOR SS GL MS F p

MELACO ,043 1 ,043 917,9 ,000*
CICLO ,004 2 ,002 88,6 ,000*
CICLO*MELACO ,003 2 ,002 73,5 ,000*

FONTE: A autora (2015).
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CICLO*MELACO; LS Means
Current effect: F(2, 8)=73,486, p=,00001
Effective hypothesis decompo sition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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FIGURA 2 - RENDIMENTO EM ETANOL DA LINHAGEM CAT-1 AO LONGO DOS CICLOS PARA
OS MELACOS AEB
FONTE: A autora (2015).

TABELA 3 - RESULTADOS DE ANOVA PARA PRODUGCAO DE GLICEROL PELA LINHAGEM CAT-1
NOS MELACOS AEB

FATOR SS GL MS F p
MELACO ,675 1 ,675 53,83 ,002*
CICLO ,016 2 ,008 46 ,646
CICLO*MELACO ,279 2 ,139 7,95 ,013*

FONTE: A autora (2015).
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CICLO*MELACD; LS Means
Current effect: F(2, 8)=7,9530, p=,01254
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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FIGURA 3 - PRODUGAO DE GLICEROL (GL/L) DA LINHAGEM CAT-1 AO LONGO DOS CICLOS

PARA OS MELACOS AEB
FONTE: A autora (2015).

TABELA 4 - RESULTADOS DE ANOVA PARA PRODUCAO DE ACIDO LACTICO

EFEITO SS GL MS F p

MELACO ,133 1 ,133 1064, ,000*
CICLO ,001 2 ,000 5, ,040*
CICLO*MELACO ,001 2 ,001 7, ,019*

FONTE: A autora (2015).



CICLO*MELACO; LS Means
Current effect: F(2, 8)=6,7627, p=,01908
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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FIGURA 4 - PRODUCAO DE ACIDO LACTICO (G/L) DA LINHAGEM CAT-1 AO LONGO DOS
CICLOS PARA OS MELACOS AEB
FONTE: A autora (2015).

TABELA 5 - RESULTADOS DE ANOVA PARA PRODUCAO DE ACIDO ACETICO

FATOR SS GL MS F p
MELACO 1,363 1 1,363 437,1 ,000*
CICLO ,003 2 001 e ,543
CICLO*MELACO ,004 2 ,002 1,0 ,406

FONTE: A autora (2015).



CICLO*MELAGD; Unweighted Means
Current effect: F(2, 8)=1,0121, p=40567
Effective hypothesis decomposition
Wertical bars denote 0,95 confidence intervals
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FIGURA 5 - PRODUCAO DE ACIDO ACETICO (G/L) DA LINHAGEM CAT-1 AO LONGO DOS
CICLOS PARA OS MELACOS AEB
FONTE: A autora (2015).

CICLO; Unweighted Means
Current effect: F(2, 8)=,65969, p=,54302
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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FIGURA 6 - PRODUCAO DE ACIDO ACETICO PELA LINHAGEM CAT-1 NOS MELACOS AE B,
COMPARADA ENTRE CICLOS
FONTE: A autora (2015).
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