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NOMENCLATURA

Bt = bissulfito total — concentracao de sulfito (mg/L)

Cet12 = concentragdo de etanol ao final de 12h de fermentagao (g/L )
CMI = Concentragao Minima Inibitoria (mg/ml)

Csaco = concentragdo de sacarose inicial (g/L)

Csac12 = concentragdo de sacarose ao final de 12h de fermentacgdo (g/L )
K, = Constante de inibi¢gdo do crescimento celular pelo substrato (g/L)
K = Constante de saturag@o para o crescimento celular (adimensional)
P = Concentracao de produto (adimensional)

P« = Produtividade do etanol (g/Lh)

Pimax = Concentracdo de produto na qual cessa o crescimento microbiano (g/L)
S = Concentragao de substrato (adimensional)

T = temperatura (°C)

t = tempo de fermentagdo (h)

V = viabilidade (adimensional)

X1 = variavel codificada do PCC referente a temperatura (adimensional)
X2 = variavel codificada do PCC referente ao pH (adimensional)

X3 = variavel codificada do PCC referente a concentracao de sulfito (adimensional)
Y /s = rendimento de glicerol com relagdo a sacarose (Zglicerol/Esacarose)
Ypss = rendimento de etanol com relagao a sacarose (Zetanol/Esacarose)
Yxs=rendimento de célula com relagdo a sacarose (Zcsiula/Esacarose)

n = taxa especifica de crescimento celular (1/h)

Wmax = taxa especifica maxima de crescimento celular (1/h)



RESUMO
O presente trabalho teve como objetivo estudar a influéncia conjunta do pH, temperatura e
concentragcdo de sulfito em condi¢des que englobaram situacdes de estresse para levedura na
fermentacdo alcoodlica, utilizando um planejamento composto central (PCC). Foi utilizada a
levedura Saccharomyces cerevisiae Y-940, sendo os ensaios conduzidos em um reator de
mistura com volume util de 2L, com controles de temperatura e agitacdo. As condigdes
definidas pelo PCC foram: temperatura na faixa de 21,5 a 48,5°C; pH de 1,5a55¢a
concentracdo de sulfito de 0 a 345 mg/L. As fermentagdes foram acompanhadas ao longo do
tempo pelas medidas de concentragdes de sacarose, etanol, glicerol e células e, ao final de
12h, foram determinadas, também, a viabilidade celular e a concentragao de trealose, sendo
analisadas como respostas a viabilidade celular, a quantidade final de trealose intracelular, o
rendimento e produtividade de etanol e rendimento em glicerol. As faixas das variaveis que
maximizaram a viabilidade celular foi temperatura de 21,5 a 31°C, de pH de 3,2 a 4,3, ¢
concentracdo de sulfito de 0 a 45 mg/L. Para a quantidade final de trealose, o intervalo da
temperatura que maximizou a resposta foi de 23,5 a 38°C, o pH, de 3,5 a 4,6 e a concentracao
de sulfito, de 0 at¢ 90mg/L. Para atingir o maximo rendimento em etanol (g/g) a faixa de
temperatura foi de 32,5 a 39°C, o pH de 3,5 a 4,3 ¢ a concentragdo de sulfito de 0 a 90mg/L.
A méxima produtividade de etanol (g/L.h) foi obtida nas condi¢des de temperatura de 33,5°C,
pH de 3,9 e na auséncia de sulfito. As condi¢des para o maximo rendimento de glicerol
foram: temperatura de 48,5°C, pH 35,5 e concentracao de sulfito 345mg/L. Com o objetivo de
se investigar mais detalhadamente o efeito do sulfito na fermentagdo foram realizados
experimentos complementares, adotando-se condigdes que permitiram avaliar o efeito isolado
do sulfito na fermentacdo e concluiu-se que maiores concentragdes de sulfito no meio geram
maior rendimento em glicerol e menores produtividade de etanol e viabilidade celular. A
cinética da fermentacdo no ponto definido como 6timo pelas analises das repostas do PCC se
ajustou bem ao modelo proposto por Ghose e Thiagy. O parametro pm.x encontrado foi de

0,15h", K de 3,31g/L, K;de 135,87g/L ¢ o Py, de 84,23g/L.

Palavras-chave: fermentagdo alcoolica; condigOes estressantes; cinética da fermentagao;

influéncia do sulfito.
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ABSTRACT

This work presents as objective to study the simultaneous influence of pH, temperature and
sulphite concentration on situations comprising stress situations for the yeast on the alcoholic
fermentation by the use of a central composite design (CCD). The yeast Saccharomyces
cerevisiae Y-940 was used and the experiments were carried out in a temperature and
agitation controlled mixture reactor with a useful volume of 2L. The conditions defined on the
CCD were: temperature ranging from 21.5 to 48.5°C, pH ranging from 1.5 to 5.5 and sulphite
concentration ranging from 0 to 345mg/L. The fermentations were accompanied throughout
time by sucrose, ethanol, glycerol and cells concentrations and, by the end of 12 hours, cell
viability and trehalose concentration were determined as well. From the obtained data, cell
viability, the final amount of intracellular trehalose, ethanol yield and productivity and
glycerol yield were analyzed as responses. The variables values that maximized the cell
viability were temperature ranging from 21.5 to 31°C, pH ranging from 3.2 to 4.2 and
sulphite concentration from 0 to 45mg/L. For the final amount of trehalose, the temperature
interval that maximized the response ranged from 23.5 to 38°C, the pH ranging from 3.5 to
4.6 and the sulphite concentration ranging from 0 to 90mg/L. To achieve the maximum
ethanol yield (g/g), the temperature ranged from 32.5 to 39°C, the pH ranged from 3.5 to 4.3
and the sulphite concentration from 0 to 90 mg/L. The ethanol maximum productivity (g/L.h)
was attained in a temperature of 33.5°C, in a pH of 3.9 and in absence of sulphite. The
conditions for a maximum glycerol yield were: 48.5°C, pH of 5.5 and a sulphite
concentration of 345 mg/L. With the objective of investigating the sulphite effect on
fermentation with a greater level of detail, additional experiments were conducted by adopting
conditions that allowed to evaluate the isolated effect of sulphite on fermentations, allowing
to reach the conclusion that greater sulphite concentrations generates a high glycerol yield and
lowers ethanol productivity and cell viability. The fermentation kinetic at the point defined as
optimal by analyzing the CCD responses was well adjusted to the model proposed by Ghose
and Thiagy. The found ., parameter was 0,15h'l, K of 3,31¢g/L, K;of 135,87g/L and a Py, of
84,23g/L.

Keywords: ethanol; alcoholic fermentation; stress conditions; fermentation kinetics; influence

of sulphite.
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1-INTRODUCAO

A industria sucroalcooleira no Brasil ¢ de grande importidncia para a economia
nacional. O etanol ¢ utilizado como combustivel alternativo para automoveis, sendo menos
poluente que a gasolina e, além disso, ¢ derivado de uma fonte de energia renovavel. Devido
ao alto custo da gasolina gerado por conflitos e oscilacdes econdmicas mundiais e pela sua
derivacdo de uma fonte de energia ndo renovavel (o petrdleo), a importancia do etanol na
matriz energética ¢ cada vez maior.

No Brasil, a fermentacao alcoolica foi inicialmente utilizada para a produgdao de
aguardente a partir de caldo de cana-de-agucar, passando mais tarde a ser aplicada na
produgdo de alcool carburante. Na década de 70, devido a guerra do Oriente Médio ¢ a
elevagdo do preco do barril de petroleo, o governo brasileiro, como alternativa, implantou o
Pré Alcool (Programa Nacional de Alcool) em 1975. A partir desta data, o Brasil tornou-se o
primeiro pais do mundo a desenvolver um programa alternativo de substituicdo da gasolina
por outro combustivel. A utilizacdo do etanol como combustivel carburante mostrou-se uma
alternativa adequada a paises carentes em reservas petroliferas ¢ com grandes extensdes
territoriais adequadas a produ¢do de cana de agucar.

O que se tem observado, apds 2004, ¢ um aumento do consumo de 4lcool hidratado
em detrimento do consumo de gasolina. A Figura 1.1 apresenta uma andlise comparativa da
variagao de consumo de gasolina e etanol no mercado interno brasileiro no periodo de 2001 a

2007 (AUSTON, 2008).
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Figura 1.1 — Comparacao entre consumo de combustiveis no mercado interno brasileiro

(Fonte: ANP)



O cenario mundial atual pode ser caracterizado por altos pregos do petréleo e por uma
grande preocupacao a respeito dos impactos da acumulagdo de gases de efeito estufa na
atmosfera. Tais fatores reforcam a idéia do uso do etanol como combustivel alternativo. A
Tabela 1.1 apresenta valores médios de emissdo de CO; por veiculos leves novos abastecidos

com alcool e gasolina (TEIXEIRA, 2006).

Tabela 1.1 — Valores médios de emissdo de CO, por veiculos leves
Combustivel CO»(g/L)

gasolina C 2.165
Alcool 1.377
flex gasolina C 2.162
flex alcool 1.382

(Fonte: MMA)

Neste cendrio, o etanol brasileiro ainda conta, segundo o diretor-geral do Instituto
fcone de Estudos do Comércio e Negociagdes Internacionais (Icone), André Nassar, com
grande possibilidade de ganhar mais estimulo e espago no mercado americano com o governo
de Barack Obama. Entre os compromissos da campanha de Obama estdo a redugdo das
emissoes de carbono em 80% até 2050, a diminui¢do da dependéncia das importacdes de
petroleo, o desenvolvimento e a implementagdo de tecnologias de energia limpa. (MATTOS,
2009)

Os EUA tém como meta atingir um consumo anual de 136 bilhdes de litros de etanol
até 2022, nimero bem mais expressivo que os apresentados atuais 30 bilhdes de litros.
Segundo Nassar, se Obama mantiver tais metas de consumo de etanol, pode ser que se
considere necessaria a complementacdo do mercado americano com importagao e, nesse caso,
a expectativa ¢ de reducgdo, para um certo volume de exportagdo, da tarifa aplicada hoje sobre
o etanol brasileiro.

O Brasil conta, assim, com maior potencial de expansdo da producdo de
biocombustiveis atualmente no mundo. O setor conta atualmente com 386 unidades
industriais instaladas, com uma produgdo estimada de etanol para a safra 08/09 de 24 bilhdes
de litros, com uma média de 65 milhdes de litros por unidade (AUSTON, 2008).

O etanol brasileiro se mostra mais vantajoso, também, que o uso do alcool produzido
de outras biomassas devido ao seu baixo custo relativo. A maior vantagem do alcool de cana
em relagdo aquele derivado de outras culturas é a ndo necessidade da queima de combustiveis

fosseis para sua producao, o que contribui para reducdo das emissdes de carbono. Além disso,



0 alcool de cana brasileiro apresenta menor custo de produgdo que o obtido de outras
matérias-primas. A Figura 1.2 ilustra o custo de producdo do etanol no Brasil e em outras

regides do mundo e sua competitividade (TEIXEIRA, 2006).
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Figura 1.2 — Competitividade do Brasil — custo de produgao do etanol (Fonte: DATAGRO).

A produgdo comercial de alcool no Brasil ¢ feita mediante processo de batelada
alimentada ou fermentagdo continua. O etanol ¢ produzido a partir da fermentagdao do agucar
de cana por Saccharomyces cerevisiae com reciclo de células. No processo mais amplamente
empregado (Melle-Boinot), nas versdes batelada alimentada e continua, diversos fatores
limitantes da produtividade j& foram diagnosticados. Contaminacdo bacteriana, floculagdo da
levedura, elevada formacao de espuma, agucares residuais elevados, queda da viabilidade da
levedura, crescimento excessivo ou reduzido da levedura, formacao de glicerol em excesso,
além de outros, se correlacionam com diminuicao da eficiéncia fermentativa (BASSO, 2004).

E de suma importancia considerar as condigdes fisiologicas impostas pelo processo
industrial sobre os microrganismos presentes no ambiente da fermentagdo, para a
identificacao de agentes fisicos, quimicos e microbiologicos que estejam exercendo efeitos
estressantes ou estimulantes a esses microrganismos (leveduras e bactérias) (BASSO, 2004).

Muito ainda tem que ser feito para a verificagdo dos efeitos de fatores estressantes as
leveduras durante a producdo etanolica visando maior otimiza¢do do processo. Entre as
variaveis que influenciam no metabolismo de Saccharomyces cerevisiae durante o processo
de fermentacao etandlico pode-se destacar o pH, a temperatura e a concentracdo de sulfito.

Na literatura, o estudo conjunto destas variaveis no estresse da levedura tem sido

pouco explorado. Tal trabalho visou, dessa forma, buscar condi¢cdes mais adequadas para



aumento da eficiéncia e do rendimento alcodlico apds a compreensao de alguns fatores que
interferem no metabolismo das leveduras durante o processo fermentativo.

Baseado no exposto, o presente trabalho apresenta como objetivo geral estudar a
influéncia conjunta de condi¢des de pH, temperatura e concentragdo de sulfito no estresse da

levedura em fermentacao alcoodlica.

Como objetivos especificos pode-se citar:
e avaliar a influéncia conjunta do pH, temperatura e concentracao de sulfito na
produgdo de etanol, na viabilidade celular e na sintese de glicerol e trealose,
aplicando um planejamento experimental,

e realizar um estudo cinético na condigdo otimizada pelo planejamento

experimental.



2 - REVISAO DA LITERATURA

2.1 — Processos Fermentativos

Um reator bioldgico pode ser operado de forma descontinua, semicontinua,
descontinua alimentada ou continua, todos podendo trabalhar com ou sem recirculagao celular
(SCHIMIDELL e FACCIOTTI, 2001). Para os processos fermentativos, fala-se em processo

em batelada (descontinuo), processo continuo e processos em batelada alimentada.

2.1.1 — Processo em Batelada

No que se refere a manutengdo e assepsia, o processo descontinuo ¢ considerado o
mais seguro, pois, ao final de cada batelada, o reator deve ser esterilizado juntamente com um
novo meio de cultura, recebendo um novo inéculo que deve ser submetido a todos os
controles necessarios para assegurar a presen¢a Unica do microrganismo responsavel pelo
processo (SCHIMIDELL e FACCIOTTI, 2001). Além do menor risco de contaminagao, este
processo apresenta grande flexibilidade de operacdo pela possibilidade de utilizacdo dos
fermentadores para a fabricacdo de diferentes produtos e por permitir uma melhor condi¢do de
controle com relacdo a estabilidade genética do microrganismo (CARVALHO e SATO,
2001). A fermentacdo em batelada leva a baixos rendimentos e produtividades quando o
substrato adicionado de uma s6 vez, no inicio da fermentacao, exerce efeitos de inibigao,
repressdo ou desvia o metabolismo celular a produtos que ndo interessam (CARVALHO e
SATO, 2001).

Assim, o processo batelada ¢ sempre utilizado como base para as comparacdes de
eficiéncias atingidas com relacdo aos outros processos, mas a sua baixa eficiéncia estimula o

surgimento de formas alternativas (SCHIMIDELL e FACCIOTTI, 2001).

2.1.2 — Processo em Batelada Alimentada

Os processos em batelada alimentada sdo eficientes e versateis na grande maioria dos
processos fermentativos, inclusive nos de fermentacdo alcodlica. Em tais processos,
especialmente naqueles com altas densidades celulares, a produtividade ¢ alta devido ao
grande nimero de células viaveis no meio em fermentacao. A batelada alimentada permite o
controle da concentragdo de agicar minimizando os efeitos de inibicdo pelo substrato e
permitindo a sua adi¢do em momentos propicios durante a fermentacdo (McNEIL e

HARVEY, 1990).



Tais processos possibilitam uma vazao de alimenta¢do constante ou variavel com o
tempo ¢ a adigdo de mosto de forma continua ou intermitente. Devido a flexibilidade de
utilizagdo de diferentes vazdes de alimentagdo dos reatores com meio nutriente, nos processos
batelada alimentada ¢ possivel controlar a concentra¢do de substrato no fermentador, de modo
que, por exemplo, o metabolismo microbiano seja deslocado para uma determinada via
metabolica, levando ao acimulo de um produto especifico (CARVALHO e SATO, 2001). E
possivel também que se trabalhe com altas concentracdes de substrato tendo-se um acréscimo
em produtividade do etanol e uma diminuicao do volume do reator e da quantidade de vinhaga

produzida (IMPE VAN et al., 1994; QUEINNEC e DAHHOU, 1994).

2.1.3 — Processo Continuo

O processo continuo caracteriza-se por possuir uma alimentag¢do continua do meio de
cultura a uma determinada vazao, sendo o volume de reagao mantido constante pela retirada
continua do caldo de fermentacdao (FACCIOTTI, 2001).

A fermentacdo continua ¢ um processo que requer maior conhecimento do
comportamento do microrganismo no meio em que ele atua. Fatores como pH, temperatura,
concentragdo de substrato, etanol e biomassa, dentre outros, influenciam na produtividade do
sistema exigindo maior controle do processo (ATALA et al., 2000).

Tal processo pode ser mais vantajoso que o de batelada alimentada, pois inclui
otimizagdo das condi¢cdes de processo para uma maior produtividade, periodo longo de
produtividade continua, maior produtividade volumétrica, redu¢do dos custos laboratoriais
uma vez alcangado o estado desejado e redugao do tempo de limpeza e sanitizagdao das dornas
A maior desvantagem ¢ que as fermentacdes continuas sdo mais suscetiveis a contaminacao

bacteriana por longos prazos de exposi¢ao (CYSEWSKI e WILKIE, 1978).

2.2 — O agente da fermentacio alcoodlica

As leveduras sdo os microrganismos mais importantes na obtencao do alcool por via
fermentativa. Bactérias, entre as quais a Zymomonas mobilis, sdo tidas como capazes de
produzir etanol, mas, economicamente, as leveduras ainda sdo os agentes largamente
utilizados. A levedura da fermentagdo alcodlica é a Saccharomyces cerevisiae que se
apresenta, normalmente, na forma unicelular com 2 a 8 micrometros de diametro (LIMA, et

al., 2001).



A fermentagdo alcoolica €, portanto, um processo biologico conduzido pela levedura,
normalmente Saccharomyces cerevisiae, cuja fisiologia e bioquimica tem sido negligenciada
em favor de uma visdo fisico-quimica e mecanica do processo. Porém, trata-se de um
organismo vivo, com multiplas habilidades metabdlicas, podendo alterar a estequiometria da
fermentagdo em resposta a alteragdes no meio, com grande impacto no rendimento do
processo (BASSO, 2004).

As leveduras (organismos saprofitas) exigem uma fonte de carbono elaborada —
glicose ou outro agucar — que fornece a energia quimica e o esqueleto carbonico de suas
estruturas celulares, constituidas predominantemente de carbono, oxigénio e hidrogénio. A

Tabela 2.1 ilustra a composi¢dao molecular de levedura comercial.

Tabela 2.1. Composi¢ao molecular de levedura comercial.

Constituinte Levedura (g/100g matéria seca)

Carbono (C) 45,00 - 47,00
Hidrogénio (H) 6,00 - 6,50
Oxigénio (O) 31,00 - 32,00
Nitrogénio (N) 7,50 -9,00
Potassio (K) 0,90-3,50
Fosforo (P) 1,10- 2,00
Enxofre (S) 0,30 -0,50
Magnésio (Mg) 0,15-0,50
Calcio (Ca) 0,04 - 0,90
Sédio (Na) 0,02 -0,20
Zinco (Z) 0,004 -0,13
Ferro (Fe) 0,003-0,10
Cobre (Cu) 0,002 -0,12
Manganés (Mn) 0,0004 -0,0035
Cobalto (Co) 0,0005
Molibdénio (Mo) 0,000005 - 0,000009
Cloro (Cl) 0,004 -0,10
Todo (1) 0,00005 -0,0004
Chumbo (Pb) 0,0001 -0,0007
Arsénio (As) 0,00001

(HARRISON, 1971)



O meio de cultura, além do carbono, hidrogénio e oxigénio deve, igualmente,
fornecer nitrogénio, fésforo, enxofre, potdssio, magnésio, célcio, zinco, manganés, cobre,
ferro, cobalto, iodo ¢ outros elementos em quantidades diminutas (LIMA et al., 2001).

As células de leveduras, durante o processo de fermentagdo alcoolica apresentam
necessidades nutricionais e os nutrientes influenciam diretamente a multiplicagdo ¢ o
crescimento celular e também a eficiéncia da transformagao do acgticar em alcool.

A levedura Saccharomyces cerevisiae utiliza o nitrogénio nas formas amoniacal,
(NH;"), amidica (uréia) ou aminica (na forma de aminoécidos), ndo tendo habilidade
metabolica para aproveitar o nitrato e com pouquissima ou nenhuma capacidade de utilizar as
proteinas do meio. O fésforo ¢ absorvido na forma de ion H,PO4", forma predominante em pH
4,5, enquanto enxofre pode ser assimilado do sulfato, sulfito ou tiossulfato.

A Tabela 2.2 apresenta as concentra¢des dos principais nutrientes minerais para uma
boa fermentacdo alcodlica. Tais nutrientes podem ja estar presentes no mosto, sendo

desnecessarias adigoes.

Tabela 2.2 — Concentragdes de nutrientes minerais no mosto para se obter adequada

fermentagdo alcoolica (AMORIM, 2005).

Mineral Variaciao no Mosto Recomendacio
(mg/L) (mg/L)
N-assimilavel (NH;  R-NH2) 7 -350 100 — 300
Fosforo (P) 20 -200 50 -250
Potassio (K) 300 - 1200 700 — 1300
Magnésio (Mg) 80 - 3900 100 —200
Enxofte (S) 80 - 3900 Abaixo de 100 — 20
Calcio (Ca) 150 - 2000 Abaixo de 100 — 20
Zinco (Zn) 0,45-9 1-5
Cobre (Cu) 0,20 - 8 1-5
Manganés (Mn) 2-8 1-5
Aluminio (Al) 5-240 <300 (mosto de caldo)

(AMORIM, 2005)

A transformacdo de sacarose em etanol e CO; por essas leveduras envolve 12 reagdes
em seqiiéncia ordenada, cada qual catalisada por uma enzima especifica. Tal aparato
enzimatico se encontra confinado no citoplasma celular, sendo, portanto, nessa regido da

célula que a fermentagdo se processa (LIMA et al., 2001).



As leveduras Saccharomyces cerevisiae sdo microrganismos de alta eficiéncia
fermentativa. Este fato tem permitido a selegdo de cepas industriais com caracteristicas
adquiridas que as tornam produtores superiores de etanol mais tolerantes aos produtos da
fermentagdo. Estudos relacionados com a melhoria das caracteristicas da levedura ou com o
processo de producdo de etanol tém sido apresentados na literatura com o objetivo de
aumentar o rendimento e a produtividade dos processos fermentativos. Estes estudos incluem
a utiliza¢do de novas cepas de microrganismos, mudancas na composi¢do e concentragao de

nutrientes do meio de cultura e reciclagem de residuos (AMORIM, 2005).

2.3 — Fatores que afetam a fermentacio alcodlica

Diversos fatores fisicos (temperatura, pressdo osmotica), quimicos (pH, oxigenagao,
nutrientes minerais € organicos, inibidores) e microbioldgicos (espécie, linhagem e
concentragdo da levedura, contaminacgao bacteriana), afetam o rendimento da fermentacdo e a
eficiéncia da conversdo de agtcar em etanol (LIMA et al., 2001).

Durante a fermentacdo, a levedura pode estar exposta a varios fatores estressantes.
Dentre esses fatores, os mais freqiientemente mencionados sdo os altos teores alcodlicos, a
temperatura elevada, a acidez do meio (inclusive no tratamento acido que ocorre na assepsia
do leite de levedura), a presenca de sulfito, a contaminagdo bacteriana e, mais raramente
documentada, a contaminagdo com leveduras ndo Saccharomyces (BASSO, 1991).

E comum que fatores estressantes atinjam em maior grau a viabilidade celular em
comparagdo a producdo etandlica. Entretanto, se as fermentacdes usassem reciclo das células,
como numa situacdo industrial, o impacto sobre o rendimento etandlico poderia ser mais

acentuado, ja que sua viabilidade ¢ bastante afetada em poucos ciclos (DORTA, 2006).

2.3.1 — Temperatura do meio fermentativo

As temperaturas 6timas para a produgdo industrial de etanol situam-se na faixa de 26 a
35°C, mas, ndo raramente, a temperatura nas destilarias alcanca 38°C. A medida que a
temperatura aumenta, a contaminagdo bacteriana ¢ favorecida e a levedura fica mais sensivel
a toxidez do etanol (LIMA et al., 2001).

O rendimento alcodlico ¢ maior em temperaturas mais baixas (15 a 20°C), porém
apresentam uma demora para a obtencdo da produ¢do méxima. Quando a temperatura do
biorreator ¢ de 25°C a 31°C a taxa inicial de fermentacdo ¢ maior, mas em temperaturas

maiores que 35°C decresce a viabilidade celular (TORIJA et al., 2003).



Diferentes temperaturas afetam de forma distinta a atividade metabdlica e o
crescimento das leveduras. Isso pode ser atribuido ndo somente a genética das diferentes
cepas, mas também a composi¢do do meio de crescimento e a outros parametros como pH,
agentes quimicos, desidratagdo osmotica, estado nutricional e fase de crescimento
(MONACO, 2007).

As linhagens industriais de S. cerevisiae sdao normalmente resistentes a alta
temperatura (MONACO, 2007), mas este fator interfere na viabilidade celular quando em
sinergia com a presenca de etanol ou meio com baixo pH (SILVA-FILHO et. al 2005).

A maioria dos componentes celulares, como proteinas e membrana plasmatica, ¢é
drasticamente afetada quando as células sdo expostas a altas temperaturas (BENEY e
GERVALIS, 2001). Os danos térmicos para as células de leveduras resultam do rompimento
das ligagdes de hidrogénio e das interacdes hidrofobicas, promovendo desnaturacdo das
proteinas e acidos nucléicos (WALKER, 1994).

Assim, apesar de existirem meios fisiologicos para regulagdo da temperatura interna
da levedura, um aumento do estresse celular acontece, promovendo rapido declinio da

viabilidade do microrganismo (WALKER, 1994).

2.3.2 — pH do meio

As fermentacdes se desenvolvem numa ampla faixa de valores de pH, sendo adequada
entre 4 ¢ 5. Nos mostos industriais, os valores de pH geralmente se encontram na faixa de 4,5
a5,5 (LIMA etal., 2001).

No processo com reutilizacao da levedura, ¢ realizado tratamento com acido sulfarico
em pH de 2,0 a 3,2, durante uma a duas horas, visando a redu¢do da carga microbiana. Desta
forma, a fermentagdo alcoodlica se inicia com valores de pH baixos, finalizando com valores
de 3,5a4,0 (LIMA etal., 2001).

Fermentacdes conduzidas em meios mais acidos resultam em maiores rendimentos em
etanol, pelo fato de se restringir o crescimento do fermento, com a conseqiiente reducdo da
producdo de glicerol e de contaminagdo bacteriana. Entretanto, fermentagdes alcodlicas se
desenvolvem bem em niveis mais elevados de pH como em melagos (pH 5,8 a 5,9). Ja os
caldos de cana fermentam sem correcdo de acidez, em pH natural que varia de 5,2 a 6,8

(LIMA et al., 2001).
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O processo fermentativo, ocorrendo na faixa mais elevada de pH nas industrias,
acaba beneficiando a integridade fisioloégica da levedura em fermentagdes com altas
concentragdes de SOz, sacarose ¢ etanol (JONES et al. 1981).

A tolerancia a acidez ¢ uma caracteristica importante para as leveduras industriais
(LIMA et al., 2001), mesmo assim, a utilizacdo de linhagens de S. cerevisiae resistentes ao
estresse acido ¢ uma caracteristica importante para a industria de alcool combustivel
(MONACO, 2007). Valores muito baixos de pH, além de ocasionarem perda de nutrientes
como nitrogénio e potassio, segundo GOMES (1988), aumentam a sensibilidade ao etanol,
aos acidos organicos ¢ ao SO,.

DORTA (2006), no estudo de fatores sinérgicos entre sulfito, acido latico, pH e
etanol na fermentagdo alcodlica da levedura, apds a andlise de todos os parametros
estressantes, verificou que o mais baixo valor de pH (pH = 3,6) foi o que mais interferiu no
metabolismo das linhagens estudadas. Verificou, também que o pH 4,5 mostrou ser suficiente
para minimizar os efeitos danosos do sulfito e etanol sobre a célula.

No pH 4,5 a agdo deletéria do sulfito ¢ minimizada pelo fato deste se apresentar em
sua forma menos toxica. O bissulfito de sddio (NaHSO3) em pH 4,5 estd predominantemente
na forma de bissulfito (HSO3'), ndo sendo a forma mais toxica para a levedura quanto a de
SO2. O pH mais elevado ocasiona menor entrada no interior das células de acidos organicos,

SO2 e um menor efeito toxico associado a presenga do etanol (CARTWRIGHT et al., 1989).

2.3.3 — Presenca de sulfito no meio

O sulfito ¢ um dos componentes do melago que pode afetar o desenvolvimento da
fermentagdo alcodlica. Desde 1990, o uso de melago na formulacdo dos mostos para
fermentagdo alcodlica tem crescido bastante e conseqiientemente a concentragdo de sulfito no
mesmo. O sulfito ¢ normalmente utilizado no processo de clarificagdo do agucar e estd
presente em altas concentragdes no melago da cana-de-agucar, contribuindo para a diminuigao
do rendimento alcodlico e viabilidade das células das leveduras (DORTA, 2006).

A sulfitagdo consiste em um método de tratamento do caldo de cana-de-agticar de
uso generalizado no Brasil e nos paises produtores de agticar branco de consumo direto. Esse
método foi introduzido a partir do século XVIII, com o objetivo de remover impurezas que
conferem cor e turbidez ao caldo, sendo o didxido de enxofre o principal reagente utilizado

(MAFRA, 2004).
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Estudos da toxidez do sulfito, tanto em laboratério, como a partir de informacgdes
coletadas na industria, mostraram que a sua presenga no meio de fermentagdo (em até cerca
de 100 ppm), traz mais beneficios (reducdo da contaminagdo bacteriana) do que efeitos
toxicos a levedura (BASSO, 1991).

ALVES (1994) chegou a conclusdo de que a presenga de sulfito no mosto
fermentativo pode ser benéfica se este atuar como bactericida, pois, a contaminagdo
bacteriana causa maiores danos ao processo que a diminuicdo do rendimento causado pelo
sulfito.

OLIVA-NETO E YOKOYA (2001) concluiram que a CMI (Concentragdo Minima
Inibitéria) para o sulfito de sodio, em pH 4,5, se da na faixa de 10-40 mg/mL para bactérias
laticas (principais bactérias contaminantes da fermentagdo alcoodlica), ja para a levedura o
CMI foi de 5000 mg/mL, nas mesmas condicdes.

O sulfito de so6dio no processo industrial, ¢ incorporado ao melago de cana na faixa
de 200 a 700 mg/L (OLIVA-NETO e YOKOYA, 1991) formando algumas vezes mostos com
até 300 mg/L de SO,, especialmente quando envolve a presenca de caldo sulfitado da fabrica
de acgucar.

O enxofre na forma de sulfito, quando esta acima do nivel ideal (principalmente no
caso de uso do melago como matéria-prima), aumenta a producdo de glicerol e inibe o
desenvolvimento das leveduras que, com o passar do tempo, passam a apresentar certa
adaptacdo a tal situacdo (AMORIM, 2005).

Entretanto, GUTIERREZ (1988), no estudo do efeito da adi¢do de sulfito sobre a
producdo de alcoois superiores durante a fermentacdo alcoodlica, apesar de observar uma
diminui¢do da producdo destes e elevagdo no teor de acetaldeido, verificou que na presenca de
219 mg de SO2/L de meio de melago em pH 4 nao foi observada alteragdo da producdo de
etanol.

A agdo antibacteriana do sulfito em solugdo aquosa a varios valores de pH foi
investigado por Carr et al. (1976). Em solugdes com pH entre 5 e 9, uma mistura de bissulfito
(HSO5) e sulfito (SOs>) era observada. Com o decréscimo do pH, a forma sulfito (SO5%)
aumentava e a bissulfito diminuia. Segundo os autores, a forma sulfito seria a responsavel por
maior a¢ao antibacteriana.

ANACLETO e VAN UDEN (1982) estudaram a cinética de morte celular em funcao

da elevacdo da concentracdo do sulfito e da temperatura. Eles concluiram que o efeito de
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morte em Saccharomyces cererisiae foi dependente do pH e correlacionado com a
concentracdo de dioxido de enxofre em suspensdao no meio.

Os autores afirmaram, ainda, que o didxido de enxofre molecular, aparentemente
transportado seletivamente para o interior da célula ¢ virtualmente inexistente em pH 6 (pH

intracelular aproximado da levedura).

2.4 — Moléculas protetoras contra estresses a levedura

Os organismos unicelulares, para manter condigdes Otimas de crescimento e
funcionamento, necessitam de um ambiente intracelular especifico e balanceado. Qualquer
flutuagao no ambiente interno pode resultar em uma variedade de perturbagdes que podem
reduzir a atividade enzimética, interromper o fluxo metabolico, danificar as estruturas
celulares e alterar os gradientes quimicos, levando a célula a uma condi¢do de instabilidade.
Porém, as células sdo capazes de manter a homeostase interna, mesmo diante de um ambiente
externo variado (GASCH et al., 2001).

As respostas aos diferentes tipos de estresse ¢ uma caracteristica fundamental na
adaptagdo dos organismos vivos as condi¢cdes adversas do ambiente. As células de
Saccharomyces cerevisiae, quando submetidas a condi¢des de estresse, desenvolvem uma
rapida resposta molecular para reparar danos e proteger as estruturas moleculares dos efeitos
causados pelo estresse (ESTRUCH, 2000). Essa resposta ¢ caracterizada pela sintese de
proteinas especificas, aumento do nivel celular de trealose e glicerol, alteragao da composicao

lipidica da membrana plasmatica, dentre outros fatores (MELO, 2006).

2.4.1 — Trealose

A trealose foi descoberta incidentalmente a partir do que parecia ser uma improvavel
fonte: a ergotamina, uma praga de cultura de natureza fingica que ja afetava culturas de arroz
e outros cereais, atormentando civilizagdes durante anos registrados pela histéria (SINGER e
LINDQUIST, 1998).

O ascomiceto chamou a atencdo de Wiggers que, em 1832, identificou entre seus
constituintes um até entdo desconhecido agucar. Meio século depois, Berthelot encontrou o
mesmo agucar em casulos do besouro da espécie Larinus utilizados para fins medicinais.
Esses casulos eram chamados “trehala” e inspiraram Berthelot a chamar o desconhecido

acucar de trealose (“trehalose”). A trealose foi entdo encontrada em uma grande variedade de
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espécies, dentre elas, leveduras da espécie Saccharomyces cerevisiae (SINGER e
LINDQUIST, 1998).

A trealose ¢ um dissacarideo ndo redutor formado pela unido de duas moléculas de
glicose através de uma ligacdo a-1,1-glicosidica. A Figura 2.1 apresenta a férmula estrutural

da trealose.

GHoOH H OH

H H H Sod HW H

wo \NOH  H o HOHLC /oy
H OH H

Figura 2.1 — Formula estrutural da trealose

Por mais de meio século, depois de se descobrir que leveduras sintetizavam trealose,
o dissacarideo foi primeiramente definido como sendo um carboidrato de reserva. Este ponto
de vista foi baseado na observagdo de que o acumulo de trealose se da em estados fisiologicos
nos quais reserva de energia ¢ importante (fase estacionaria de crescimento e esporulagdo) e
ndo ¢ produzida quando se tem abundéncia de nutrientes. Porém, uma dtvida sobre o porqué
de leveduras requererem uma segunda forma de armazenar energia em adi¢do ao glicogénio
permanecia. Analises cuidadosas sobre o acimulo de glicogénio e trealose em S. cerevisiae
conduziram a mudangas importantes na percepcao das funcdes da trealose em leveduras
(WIEMKEN, 1990).

Reservas de energia poderiam ser esperadas para acumulo quando nutrientes fossem
abundantes, em preparagdo para futuras faltas. O glicogénio ¢ de fato produzido durante a fase
exponencial de crescimento das células de levedura, quando ainda ha abundancia de glicose.
Em contraste, a trealose ndo ¢ produzida até que niveis de glicose estejam proximos de serem
esgotados e as células entrem na fase estacionaria de crescimento. A sintese de trealose
continua na fase estacionaria, na auséncia de glicose, metabolizando glicogénio, com
formacgao de trealose (WIEMKEN, 1990; SINGER e LINDQUIST, 1998).

Os diferentes comportamentos do acimulo de trealose e glicogénio sugerem que as
duas moléculas exercem diferentes fungdes na fisiologia celular. Em particular, o
comportamento da trealose se mostra singular para uma fung¢do de reserva de energia
(SINGER e LINDQUIST, 1998). Surpreendentemente, a trealose se comporta de forma
contraria ao que se esperaria de um tipico composto de reserva em quase todos os aspectos

(WIEMKEN, 1990).
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Segundo THEVELIN (1984), a trealose ¢ importante para a manutengao da
viabilidade celular da levedura, contudo, ¢ utilizada como carboidrato de reserva durante
periodos em que a sobrevivéncia da célula depende do nivel de trealose e de glicogénio.
ARANDA et al. (2003), no estudo do acimulo de trealose em células de Saccharomyces
cerevisie, afirmaram que a capacidade da levedura estocar trealose esta relacionada com um
melhor estado fisiologico que esta se encontra, j& que exerce prote¢do contra os fatores de
estresse do meio fermentativo.

AMORIM, (2005), afirma que na fermenta¢do industrial, a levedura se acha
continuamente exposta a situagdes estressantes ¢ que de acordo com a intensidade, tais
situagdes podem acarretar a exaustdo de seu conteudo de trealose, o que, gera segundo ele,
queda da viabilidade da célula.

AMORIM (2005) afirma ainda, que se a levedura consegue manter altos teores de
trealose e glicogénio até o final da fermentacdo ¢ um indicativo de que ela ¢ resistente e
suporta bem as ameagas a sobrevivéncia.

Outros estudos mostram-se em concordancia a tais afirmagdes. SUOMALAINEN e
PFAFFLI (1961), no estudo de reservas de carboidrato em leveduras de panificagdo,
verificaram que estas durante armazenamento mantiveram sua viabilidade celular devido a
trealose intracelular.

PARAZZI (2006) estudou o efeito da trealose na manutengao da viabilidade celular
das células de leveduras desidratadas pelo processo de liofilizagdo e concluiram que o
acumulo da trealose endogena proporcionou maior taxa de manutencdo celular apds este
processo de desidratagdo em comparagao com leveduras que ndo acumularam trealose.

Concentracdes de trealose crescem como parte da resposta celular a elevadas
temperaturas, concentragdo de etanol, dissecacdo e presenga de peroxido de hidrogénio. A
trealose previne proteinas presentes nas células da desnaturacdo a altas temperaturas
(SINGER, LINDQUIST, 1998). Além disso, este agucar desempenha funcdo de
osmorregulacdo protegendo células em condi¢cdes de escassez de nutrientes e aumenta a
resisténcia celular a condigdes externas como altas e baixas temperaturas.

Observagdes realizadas em relacdo a outros fungos, protozodrios e nematdides
evidenciam a correlagdo em leveduras que circunstancias nas quais existem altos niveis de
trealose coincidem com o aumento da tolerdncia a condi¢cdes ambientais adversas (SINGER e

LINDQUIST, 1998).
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MANSURE, SOUZA e PANEK (1997) em estudo do metabolismo da trealose em
Saccharomyces cerevisiae em fermentacgdo alcoolica concluiram que a levedura é capaz de
responder a estresses do meio em que estd inserida pela reducdo de danos causados as
membranas e proteinas devido ao aumento de temperatura, pressdo osmdtica e concentracao
de etanol, inerentes ao processo.

Embora seja um carboidrato de reserva, o papel de trealose como protetor contra
estresses em levedura ¢ bastante reconhecido. A alta concentragdo intracelular da trealose em
leveduras ¢ associada a tolerancia a um grande numero de estresses incluindo calor,
desidratagdo e alta pressdo osmética (CARVALHEIRO; ROSEIRO, GIRIO, 1999). Desta
forma, a exemplo de WIEMKEN, 1990, pode-se defender o abandono da afirmacdo que a
trealose em leveduras tem uma funcao principal de carboidrato de reserva. Isso porque existe
um grande numero evidéncias, com raras excecdes, de que a func¢do primordial da trealose ¢

proteger componentes do citosol contra condigdes ambientais adversas.

2.4.2 — Glicerol

O glicerol (1,2,3 propanotriol ou glicerina) foi descoberto por Scheele em 1779
durante o processo de saponificacdo de azeite de oliva. Pasteur também observou sua
formagdo como um subproduto da fermentacao alcodlica, em concentracdes de 2,5 - 3,6% do
conteudo de etanol, sendo ele, o segundo maior produto formado durante a fermentagdo
alcoolica (ARRUDA et al., 2007).

A Figura 2.2 ilustra a estrutura molecular do glicerol.

HO™ Y oH

OH

Figura 2.2 Estrutura do glicerol.

O glicerol esta envolvido no metabolismo da levedura S. cerevisiae de diferentes
formas. Ele pode ser utilizado como tnica fonte de carbono sob condi¢des aerdbicas e pode
tratar-se, por outro lado, de um subproduto quando a glicose ou outros agticares facilmente
fermentesciveis ¢ convertido a etanol (NEVOIGT e STAHL, 1997).

Na biossintese do glicerol, varios fatores ambientais e de crescimento como a
linhagem da levedura selecionada, o nivel de inoculacdo, a concentracdo de sulfito, a

temperatura, a concentracdo de aglicar, o estresse osmotico, a fonte e a concentragdo de
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nitrogénio, o pH, a aeragdo, influenciam a sua produgdo pela levedura no processo
fermentativo (BEROVIC et al., 2006).

De maneira geral, o acimulo de glicerol ¢ uma necessidade para a manutencao de um
balanco redox favordvel pela conversdo do excesso de NADH, que ¢ gerado durante a
formagio da biomassa, a NAD'. Como a formacdo do glicerol requer a reducio da
dihidroxicetona-fosfato a glicerol-3-fosfato (G-3-P) pela dihidroxicetona-fosfato-redutase, ele
acaba convertendo uma molécula de NADH, gerada na oxidacao do gliceraldeido-3-fosfato, a
NAD" (BEROVIC et al., 2006). A Figura 2.3 ilustra a rota metabodlica de formagio do

glicerol.

| Glicose-6-fosfato I—P| Frutose-6-fosfato |

1

ATP
+ ADP

Frutose-1.6-difosfato

1

| Dihidroxicetona fosfato |

1- Fosfoglucose isomerase
1- Fosfofiutoguinase 4 g NADH
3- Aldolase + NAD
4- Glicerol-3-fosfato desidrogenase | Glicerol-3-fosfato |
3- w-glicerofosfatase
5 g Pi
h J

| Glicerol |

Figura 2.3 — Formacgao de Glicerol (glicose-6-fosfato - glicerol) (OLIVEIRA, 2006).

A funcao do consumo de NADH na formacao de glicerol ¢ entendida como sendo a
manuten¢do do balango redox citosolico, compensando as reacdes celulares que produzem
NADH (NEVOIGT e STAHL, 1997). A produgdo de glicerol a partir da glicose ¢, portanto,
um neutralizante redox natural do processo (BASSO, 2004).

No entanto, o glicerol pode também ser formado em decorréncia de estresses fisico
(pressao osmotica), quimico (presenca de sulfito no mosto), e, como mais recentemente
observado, microbiolégico (sua producdo também pode ser aumentada em decorréncia da
contaminagdo bacteriana) (BASSO, 2004).

Segundo CARVALHEIRO et al. (1999), o glicerol ¢ semelhante a trealose em

muitos aspectos. Trata-se de um composto que pode ser acumulado em concentragdes
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bastante elevadas nas cé¢lulas de levedura sem efeito toxico ou inibitério, além de implicar em
termoprotecao de proteinas e de toda a célula.

ERASMUS et al. (2003), no estudo da adaptagdo metabolica da levedura
Saccharomyces cerevisiae em condigdes de estresse a altas concentragdes de agucar, atribuem
a sintese de glicerol a fun¢do de “valvula de seguranca” que disponibiliza rapidamente
carboidratos a levedura em condigdes adversas juntamente com a trealose e o glicogénio,

Ainda em relacdo a produgdo de glicerol em situagdes de estresse, Nevoigt e Stahl,
(1997) no estudo intitulado “Osmorregulagdo e metabolismo do glicerol em Saccharomyces
cerevisiae” afirmaram que o acumulo de glicerol parece ndo ser necessariamente responsavel
pela sobrevivéncia ao estresse osmotico, mas ¢ essencial na restauragdo das atividades
bioldgicas normais da célula durante a osmorregulagao.

Ja MELO, (2006) afirmou que em condi¢des normais, o glicerol ¢ liberado para o
meio extracelular, sendo porém, em condi¢des de estresse, acumulado no citoplasma. Afirma,
ainda, que o gicerol se acumula no meio intracelular devido a um aumento de sua sintese,
reten¢do pela membrana plasmadtica ou absorcao a partir do meio extracelular.

Desse modo, poder-se-ia, mediante adequagcdo do meio fermentativo e de uma
melhor condu¢do da fermentagdo, minimizar a formacao do glicerol associado aos estresses.
(BASSO, 2004).

Em complemento ao exposto por BASSO (2004), o conhecimento da cinética de
formagdo e os fatores que interferem na quantidade produzida de glicerol se mostram de
relevante importancia para determinar se ¢ possivel otimizar o rendimento fermentativo

controlando sua produgao.

2.5 — Bioquimica da fermentacao alcoolica

A fermentagdo alcodlica é a acdo de leveduras sobre agucares fermentesciveis
contidos em uma solugdo. E um processo bioldgico no qual a energia formada por reagdes de
oxidacdo parcial pode ser utilizada para o crescimento de leveduras e a oxidagdo parcial
anaerobia da hexose na producdo de alcool e CO, (LIMA e MARCONDES, 2002).

A transformagdo do agucar em etanol e CO, envolve 12 reagdes em seqiiéncia
ordenada, cada qual catalisada por uma enzima especifica, conforme apresentado na

Figura 2.4. Tal aparato enzimatico encontra-se confinado no citoplasma celular, sendo,

portanto, nessa regido da célula que a fermentagao alcodlica se processa (LIMA, et al., 2001).
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Os carboidratos considerados substratos para a fermentacdo tanto podem ser
endogenos (constituintes da levedura, como o glicogénio e trealose) como exdgenos
(sacarose, glicose, frutose e outros), estes ultimos fornecidos a levedura (LIMA, et al., 2001).

O objetivo principal da levedura, ao metabolizar anaerobicamente o agucar ¢ gerar
uma forma de energia (ATP, adenosina trifosfato) que sera empregada na realizacdo de
diversas funcdes fisioldgicas (absor¢do, excrecdo e outras) e biossinteses necessarias a
manuten¢do da vida, crescimento e multiplicacdo. O etanol e CO; resultantes se constituem
tdo somente em produtos de excrecdo, sem utilidade metabdlica para a célula em anaerobiose

(LIMA, et al., 2001).
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Fermentagdo alcodlica
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Figura 2.4 - Seqiiéncia de reacdes enzimaticas pela fermentacdo alcodlica de carboidratos
endogenos (glicogénio e trealose) ou exdgenos (sacarose e maltose), conduzida por

Saccharomyces cerevisiae. Fonte: (LIMA, et al., 2001).
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De maneira simplificada pode-se descrever a formagao de etanol em Saccharomyces e
outras leveduras da forma ilustrada na Figura 2.5. A formacdao de etanol ocorre pela via
Emden-Meyerhof-Parnas, ou via glicolitica (abordada anteriormente). Nesta via, a hexose
(glicose) ¢ oxidada a gliceraldeido-3-fosfato e a dihidroxicetona fosfato. O gliceraldeido ¢
convertido a piruvato que ¢, entdo, descarboxilado a acetaldeido. Na reacdo subseqiiente, o
acetaldeido ¢ reduzido a etanol pela enzima alcool desidrogenase pelo uso de NADH'. As
duas moléculas de NAD" formadas sio utilizadas na oxidagio de outra molécula de glicose,
mantendo-se assim, o equilibrio redox na célula (WALCER, 1998 apud MELO, 2006). A
dihidroxicetona pode ser convertida a gliceraldeido-3-fosfato, e posteriormente a etanol, ou,

alternativamente, reduzida a glicerol (MELO, 2006).

Glicose

Etanol
Gliccs]l B-fosfato [

2 M I
@ JMADH + 2H? 9

Frutose 6-fosfato Acetaldeido
Frutose 1,8-bifosfato Piruvato
Diidroxiacetona fosfato Gliceraldeido 3-fosfato

oy MALH + H
P E;
'\|._'.| +
Glicerol

Figura 2.5 — Metabolismo central da producdo de etanol e de glicerol a partir da glicose.

Fonte: (MELO, 2006).

2.6 — Subprodutos da fermentacio alcoolica

As hexoses sdo reagentes primarios no metabolismo da fermentacdo alcodlica.
Estequiometricamente, o rendimento do processo fermentativo ¢ 0,511 g/g de hexose, porém
ocorrem, juntamente com a fermentagao alcoolica, reacdes secundarias, resultando na redugao
de rendimento tedrico. Quando se trabalha com substratos complexos, em processos
industriais, notadamente na presen¢a de corpos estranhos ao meio (fibras, gomas, leveduras

selvagens) observa-se a geragdo de novos subprodutos e o rendimento industrial ¢ reduzido
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para até¢ 90% (LIMA e MARCONDES, 2002 & LIMA, et al., 2001). Quando se considera o
substrato formado de sacarose, juntamente com pequenas porcentagens de glicose e frutose,
como na industria brasileira de etanol, o agucar ¢ definido como agucar redutor total (ART) e
o rendimento estequiométrico da fermentagdo ¢ 0,511 g de etanol por grama de ART. Quando
o rendimento estequiométrico ¢ calculado com base na sacarose o valor do mesmo ¢ 0,538 g
de etanol por grama de sacarose. Na pratica industrial o rendimento da fermentagdo alcoolica
bem conduzida atinge de 90 a 92% do rendimento estequiométrico, havendo um consumo de
acucar para formacgdo de biomassa celular e subprodutos. Se ocorre contamina¢do acentuada
do meio, este rendimento ¢ ainda menor.

Durante a fermentacdo alcoolica, além do etanol, também sdo produzidos outros
metabolitos fermentativos e biomassa. Sua producdo sempre ¢ pequena quando comparada
com a quantidade de agucares convertidos em etanol e gas carbonico (BARRE et al., 2004).

O etanol representa o produto principal da fermentacdo alcoolica e pode alcangar
concentragdes de até 12 a 14% v/v em fermentagdo normal. O gas carbonico, segundo produto
da fermentacdo alcoodlica, tem um rendimento de 0,4 a 0,5 gramas de CO, por grama de
acucar degradado consumido (BARRE et al., 2004). Seguindo a ordem de maior rendimento,

fala-se em seguida do glicerol.

2.6.1 — Glicerol

A formagdo do glicerol, o mais abundante dos compostos organicos secundarios da
fermentagdo alcodlica, conforme abordado anteriormente, estd acoplada a manutengdo do
equilibrio redox celular, o qual ¢ alterado com a formagao de acidos organicos, biomassa e
com a presenga de sulfito no mosto. A formagdo de glicerol também esta relacionada a uma
resposta ao estresse osmatico quando se trabalha com altas concentragdes de agucares ou sais
no mosto.

Segundo GUTIERREZ (1991), a produgdo de glicerol durante a fermentacao alcodlica
sofre influéncia das linhagens presentes no processo, do pH, da temperatura e da concentragao
de sacarose no mosto. De modo geral, quanto maiores os valores destes pardmetros, maior a
produgdo de glicerol.

Durante a fermentagao alcoolica, de 2 a 5% do actcar consumido pode ser convertido
a glicerol a partir de um desvio da fosfodiidroxicetona da glicélise como ¢ mostrado na Figura
2.6 (BASSO, 2004; LIMA et al., 2001). O glicerol, depois de produzido sai da célula por
difusdo passiva (BARRE et al., 2004).
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CH,OH CH,OH CH,OH
| \ \
C=0 + NADH + H® ——> CHOH —> CHOH + Pi

1 |
CH,OP CH,OP CH,OH

Fosfodiidroxiacetona Glicerolfosfato Glicerol

Figura 2.6 — Formagao de Glicerol (fosfodiidroxiacetona - glicerol). Fonte: (LIMA et al.,
2001)

2.6.2 — Acidos Organicos

Durante a fermentacdo alcoolica sao formados mais de uma centena de acidos
organicos, sendo sua origem dependente de trés vias do metabolismo da levedura. Um
determinado nimero de compostos como acetato, succinato, a-cetoglutarato, malato e citrato
derivam diretamente do piruvato pelo funcionamento limitado do ciclo do acido tricarboxilico
(BARRE et al., 2004).

O 4cido succinico € o 4cido organico de maior expressdo gerado durante a fermentacdo
alcodlica. As razdes fisiologicas que levam a levedura a sua producdo e excrecdo ainda sao
discutiveis; admite-se que sua formagao se deva a um meio fermentativo inadequado, pois nio
ha evidéncia de necessidade metabolica desse acido pela levedura na propor¢do em que ¢
produzido. Entretanto, sua formacdo e excre¢ao parece conferir as leveduras maior
competitividade com as bactérias contaminantes numa fermentagdo industrial (LIMA, et al.,
2001).

O acido succinico ¢ formado pela fase oxidativa do ciclo de Krebs, ilustrado na Figura
2.7. Como em meio anaerobio as mitrocondrias estdo inativas, a desidrogenase succinica nao

apresenta atividade e, portanto, acumula-se succinato.

Piruvato —— Acetil-CoA

Oxaloacetato + Acetil-CoA > Citrato

Isocitrato

\L —> NADH
Alfacetoglutarato
J — NADH
Succinil-CoA

v

Succinato

Figura 2.7 — Formag¢ao de Succinato. Fonte: (LIMA, et al., 2001)
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Outros acidos organicos derivam das vias de sintese dos aminoacidos e dos alcodis
superiores. A maioria dos acidos organicos restantes ¢ produzida durante as vias de sintese

dos 4cidos graxos.

2.6.3 — Alcoois Superiores (Oleo Fiisel)

A formacgdo dos alcoodis superiores depende de varios fatores como pH, concentracao
de agucares, tipo de levedura utilizada, condi¢cdes de temperatura, nivel de aeracdo, entre
outros. Os principais alcodis superiores sintetizados durante a fermentagdo alcodlica sdo o 1-
propanol, o 2-metil-1-propanol, o 1,2-metil-1-butanol e 3-metil-1-butanol e o feniletanol
(BARRE et al., 2004). Os alcodis superiores podem ser produzidos pela levedura a partir de
esqueletos carbonados dos aminoacidos, assimilados durante a fermentacdo alcodlica. O
grupamento amina dos aminoacidos ¢ removido e o cetodcido correspondente ¢
descarboxilado em aldeido que pode ser reduzido pela alcool desidrogenase, promovendo
assim a formagao de alcool superior com um carbono a menos que o aminoacido de origem. A
Figura 2.8 mostra a interrelacdo metabolica de aminodacidos, cetodcidos, alcodis superiores e

ésteres formados durante a fermentacdo (BARRE et al., 2004).

Aminoacidos Acidos Cetdmicos Alcoois Superiores Esteres
Walina | ci-ceto isovalerato .| izobutanol 1sobutil acetato
Leucina .| o-cete ocaproato | 3-metil butanol isoamil acetato
Isolencina c-ceto-3-metil valerato 2-metil butanol amil acetato
3 3
Fenilalanina N fenil pirovato | 2-fenil etanol fenil etil acetato
Aspartato o] w-ceto butmato » propanc]
¥
Homoserima

Figura 2.8 — Interrelagdo metabdlica de aminoécidos, 4cidos cetdnicos, alcodis

superiores e ¢steres formados durante a fermentacdo. Fonte: (BARRE et al., 2004).
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E observada uma maior produgdo de alcoois superiores em temperaturas mais altas.
Tal comportamento pode ser explicado pelo menor crescimento das leveduras em
temperaturas mais elevadas conforme observado por GUTIERREZ (1991); assim, os
cetoacidos ndo sendo utilizados para a sintese de aminoacidos, seriam convertidos em alcoois
superiores.

Mantendo-se constante a fonte de nitrogénio e variando-se a concentragao de sacarose,
percebe-se que para altas concentragdes de sacarose tem-se uma maior producdo de alcoois
superiores. Isso, provavelmente ¢ devido a deficiéncia de nitrogénio induzida pelo seu alto
consumo. Aumentando-se a disponibilidade de nitrogénio tem-se um maior crescimento
celular e uma reducdo na formagao de alcoois superiores.

Em relagao ao pH, a conclusdo de GUTIERREZ (1991) foi que o aumento do pH do
meio de fermenta¢do ¢ acompanhado por redu¢@o na produgdo dos alcoois, principalmente no
alcool isoamilico.

Tem-se um maior crescimento da levedura em pH mais elevado. Desvia-se, assim, os

cetoacidos para a formacao de aminodcidos.

2.7 — Estudo Cinético da fermentac¢ao alcodlica

A cinética da fermentacdo alcoolica ¢ um assunto de interesse dos centros de pesquisa
especializados, tendo em vista seu potencial industrial e econdmico (LIMA e MARCONDES,
2002). O objetivo basico do estudo da cinética de processos microbianos ¢ quantificar a taxa
de crescimento celular, consumo de substrato, formac¢ao de produtos ¢ demais parametros
relacionados (VIEGAS, 2003). Os modelos cinéticos normalmente usados em fermentagdes
podem ser divididos em:
- Nao-estruturados e ndo segregados, nos quais as células de microrganismos sao consideradas
como soluto;
- Estruturados e ndo segregados, em que as células sdo tratadas como seres individuais de
multiplos componentes, porém com composicao média semelhante;
- Nao-estruturados e segregados, em que as células sdo tratadas como seres individuais
distintos, porém descritos por um Uinico componente; €
- Estruturados e segregados, em que as células de microrganismos sdo consideradas como
individuos distintos e formados por multiplos componentes (BAILEY e OLLIS, 1986).

A complexidade da descri¢do cinética que € requerida e apropriada depende das situacdes

fisicas e da aplicagdo pretendida. Nao € possivel a formulagdo de um modelo que inclua todas
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as caracteristicas e detalhes celulares. O modelo deve ser formulado a partir de algumas
aproximacodes (STREMEL, 2001).

O tipo de modelo mais encontrado na literatura para descrever a fermentagao alcoolica ¢
do tipo ndo-estruturado e ndo-segregado. A equacdo mais simples e popular para descrever o
crescimento microbiano ¢ a equagdo de Monod, que considera a presenca de substrato como
limitante para o crescimento. A cinética de Monod est4 apresentada na Tabela 2.3, pela Eq.
2.1 (HAN E LEVENSPIEL, 1988) e ¢ aplicavel somente quando ndo ocorre a presenga de
produtos metabolicos toxicos (LUONG, 1985). Entretanto, na fermentacdo alcodlica o
rendimento de biomassa com a levedura Saccharomyces cerevisiae diminui de 0,156 para
0,026 com o aumento da concentracdo de etanol de 0 a 107 g/L, indicando uma relagdo entre
o rendimento da biomassa ¢ a inibigdo pelo produto (THATIPALAMA et al., 1992). O etanol
comeca a ter efeito inibitdrio na taxa de crescimento celular acima de 15 g/L.. A concentracao
maxima de etanol permitida, acima da qual as células ndo crescem, foi predita em 112 g/L. A
capacidade de producgdo de etanol onde as células sdo completamente inibidas foi de 115 g/L
de etanol (LUONG, 1985 e FERREIRA, 1998). Além da inibi¢ao provocada pela presenga de
etanol, outro fator a ser avaliado ¢ a limitagcdo relacionada ao crescimento microbiano ao
substrato ou mesmo outras substancias presentes no meio (HAN e LEVENSPIEL, 1988). A
inibicao pelo substrato ¢ mais toxica quando comparada a inibi¢do pelo produto e desativa
importantes enzimas além de modificar o caminho metabolico que ¢ vital a sobrevivéncia da
levedura. O efeito inibidor provocado pelo substrato na fermentagdo alcoolica ocorre quando
a concentracao supera 150 g/L (THATIPALAMA et al., 1992).

A fermentagdo alcodlica ¢ também afetada pela temperatura do biorreator, onde o
rendimento alcodlico ¢ maior em temperaturas mais baixas, 15°C e 20°C, porém apresentam
uma demora para obtengdo da populagdo maxima. Quando a temperatura no biorreator ¢ 25°C
e 30°C a taxa inicial de fermenta¢do ¢ maior ¢ a temperaturas superiores a 35°C decresce a
viabilidade celular (TORIJA et al., 2003). O intervalo de temperatura usual em industrias € de
31a33°C.

A Tabela 2.3 apresenta modelos cinéticos desenvolvidos para a fermentacdo alcodlica por
varios autores.

THATIPAMALA et al. (1992) propuseram um modelo para representar a diminui¢do do
rendimento da biomassa (Yy;) com o aumento das concentragdes iniciais de etanol e de
substrato e a diminui¢do da taxa de crescimento especifico com o aumento da concentragao

inicial de substrato. Os autores sugeriram um modelo especifico para a fase Lag e
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observaram experimentalmente que a inibicao pelo substrato afetou mais o rendimento em
etanol do que a inibicdo pelo produto, por provocar a diminui¢do da viabilidade celular.
Observaram ainda que a fase Lag aumentou com o aumento da concentra¢do inicial de
substrato.

Um modelo para a producdo de etanol a partir de uma mistura de glicose e maltose foi
proposto por LEE et al. (1995), que incluiu um termo representando o efeito de repressdo da
glicose no consumo de maltose. FERREIRA et al. (1998) estimaram os parametros do modelo
cinético de Andrews, citado por LUONG (1987), considerando concentragdes iniciais de
substrato na faixa de 5 a 190 g/I, por meio de experimentos num reator batelada usando
Saccharomyces cerevisiae.

TOSETTO (2002) analisou o comportamento cinético da cepa de levedura Y904 em nove
diferentes matérias-primas provenientes de unidades produtoras de agticar e alcool. Foram
estudadas as cinéticas de producdo de etanol, células e de consumo de substrato, assim como
o desempenho da cepa em cada matéria-prima com relacao a produtividade e rendimento em
etanol. Para a avalia¢do cinética, foram utilizados seis modelos do tipo ndo estruturado. Os
que mais se adequaram aos dados experimentais foram os modelos de GHOSE e THYAGI
(1979) (v. Tab. 2.3; Eq. 2.6 ¢ Eq. 2.37) e o de JIN et al. (1981) (v. Tab. 2.3; Eq. 2.14) com a
utilizacao de um tUnico substrato, com concentracdes iniciais de sacarose entre 150 e 190 g/L.
Em todos os ensaios realizados, observou-se que a velocidade especifica de producdo de
etanol esteve vinculada a velocidade especifica de crescimento microbiano até determinada
fase da fermentacdo. Apos esta fase a diminui¢do da velocidade de crescimento microbiano
ndo causou a diminui¢do da velocidade especifica de producdo de etanol, mostrando que as
mesmas ndo estdo mais associadas. VASCONCELOS et al. (1992) testaram dez modelos
cinéticos para o processo de fermentacdo alcodlica industrial em batelada alimentada e
concluiram que o modelo de GHOSE e THYAGI (1979) foi o que apresentou os melhores

ajustes dos dados experimentais.

Tabela 2.3 - Modelos matematicos propostos para a fermentacdo alcodlica.

Referéncia Modelo N
Eq.
e S

Sem inibi¢do (Monod) H = Hax K +S 2.1
H = Hpax S exp(_ Kl X P) 2.2

; Ks +S :

Aiba et al., 1968

V = Vimax S exp(_KZ XP) 2.3

Ks +S )
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Ho S

u= 2.4
1+p/K, K +S
Aiba et al., 1969 P/K, Ks
v Vo S 5
1+p/K, K§+S ’
Gh Tyagi, 1979 = S 1- P 2.6
ose e Tyagl, o= e T E S 2K P ‘
P
/’l _/umax (1__J 2'7
Ghose e Tyagi, 1979; citado por S+Ks Kp
Vasconcelos et al., 1992 S p
Vo=V o 1- 2.8
S + K¢ K,
Levenspiel, 1980 = 1—i ” 2.9
p L] /l /umax Ks +S pm .
b=ty —F > 2.10
= 11, .
Hoppe e Hansford, 1982; citada por Ke +P Kg +S
Godiaetal., 1988 Kp S
=Vm 2.11
Ki +P Kg+S
S P Y X \"
Lee et al.,1983 M= Hinax 1-—— - 2.12
KS +S I:)max Xmax
Sevely et al., 1980; citado por _ S Kp _ P
Dourado, 1987 H _ﬂmax(}(s +sj(|3 +K, P 213
Jinetal., 1981; citado por _ _ _ S
Dourado, 1987 H = Hins €XP(=K,P KZS{ s +5J 2.14
. S LY
Han e Levenspiel, 1988 M= oy - 2.15
Ks@=1/1,,)"+S | max
Andrews e 1
= 2.16
Noack # ﬂmax(l+KS/S+S/K,}
Webh S(1+KS/K'g) 517
e = y )
# = Hma Kq+S+S?/K'
Citadas em Han e _ 1
Yano et al. Levenspiel, 1988 H = Hmax 1+K /S +Z(S/ K,) 2.18
i
Teissier-type H = Hinay [exp(—S/ K,)—exp(—S/ Ks )] 2.19
* = exp(1l7o0
Webb H = Hinax 5= K.(1+o/K) p(1170) 2.20
S :
H= P =19 <S 2.21
Wayman e Ks+S
Tseng S ' '
U= pp ——— K, (S-S'),S>S 222
Ks +S
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Dagley e = S 1-KP
::Iolzberg et M= ey —K(P =K)) 2.4
Jerusalimsky _ s K
e Neronova H = Himax Ko +S K +P 2.25
0,5
Bazua e P S
Wilke H = Hinax (1 B ] K.+5 2.26
= > exp(-K,P) 2.27
H = Hmax Ks +S +S?/K, P '
Aboutboul et al., 1988 3
V=V — ——exp(-KiP) 2.28
Ki+S+S?/K,
n
H = Hmax (1 _PL} 2.29
Thatipamala et al., 1992 max
S -S
= | e 2 2.30
HoH [Smax - Smin J
S
= Hmax 2.31
# = el S HS2K,
Citadas em Augusto et al., 1994 S K
P
= Hmax 2.32
H=H Ko +S+S?/K, (KP +sj
Han e Levenspiel, 1988 H = Hmax 5 1 _5 P 2.33
Kg +S S P rnax
Aiba et al., 1968, acoplado ao de S
Edwards, 1987; citado por H = Hmax meXp[_ (K1S + sz)] 2.34
Ferreira, 1998 st
= > A 2.35
# = K Ks +S+S?/K, K +P +P?/K, '
Wang e Sheu , 2000 s K
p
=v
"™ KE+S+S? /KK +P +P? /K] 2.36
n
Tosetto, 2002 M= oy S 5 1- P 2.37
S+Kg +S?/K, P
Lee et al. modificado, 2003 S 5 1- P 1- X 2.38
KS+S+S /KI Pmax Xmax

,u=:umax(

*o ¢ a forga i06nica.
Fonte: BORGES (2008)

A multiplicidade de modelos cinéticos que descrevem o crescimento microbiano se deve

ao fato de que eles sdo construidos para uma levedura especifica, em condigdes experimentais

pré-definidas (DOURADO et al., 1987). A Tabela 2.4 apresenta os valores dos parametros

cinéticos das equacdes apresentadas na Tabela 2.3.
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Tabela 2.4 - Parametros cinéticos dos modelos apresentados na Tabela 2.3.

NU Eq pmax KS Pmax Xmax Smax n m Ki Kp

T am) @D @D (Y| L] 6 | O | @L (g/L)
2.2 0408 | 0,22 - - - - - -
2.3 1,0 | 044 - - - - - - -
24 | 0408 | 022 - - - - - - 16/55*
2.5 1,0 | 044 - - - - - - 71,5/12,5%
2.6 040 | 048 | 87 - - 1 - [ 20349 -
2.7 0,04 | 0,05 - - - - - - 69
2.8 077 | 05 - - - - - - 71
2.9 042 | 0222 | 875 | - - [ 041 - - -
*%2.10 | 0,713 | 0297 | - - - - - - 2,005
*%2.11 | 1,385 | 1,925 | - - - - - - 7,1425
212 | 024 1,6 90 | 100 | - 1 1 - -
2.13 03 5 85 - - 1 - - 4,5
2.14 | 0453 | 022 - - - - - - -
2.15 | 0448 | 023558357 | - - [0304] 0 - -
215 ] 0117 | 30 - - | 700 | 1,82 | 668 - -
227 | 046 5.6 - - - - - 620 0,033
2.28 2,3 9.6 - - - - - 480 0,024
229 | 046 - 1069 | - - [ 1,958 ] - - -
230 | 046 - Smin=150 | 330 - - - -
231 03 2,5 - - - - - 100 -
2.32 03 2,5 - - - - - 100 10
2.33 10305223156 | 115 - | 300 |2954] 1877 - -
2.34 10305223156 | - - - - - - -
235 10981923349 | - - - - - 213,589 | 27,9036
236 | 2350773097 | - - - - - [5759,10 | 252,306
##%237 1 0,5 21 | 855 | - - 0.9 - 10,5 -
##%237 1 0,5 21 88 - - 0.7 - 15,5 -
2.38 0.45 5 93 | 90 - 2 1.4 42 -

* Batelada/continuo

** Média de 4 parametros obtidos a 4 diferentes Sy.

*#% A primeira linha sdo os parametros estimados a partir de um meio sintético, e a segunda
linha, a partir do mel da Usina Alvorada — MG.

Fonte: BORGES (2008)

Apesar dos varios trabalhos que tratam da cinética de fermentagao, pouca influéncia estes
tiveram sobre o arranjo das plantas industriais instaladas no Brasil. No entanto, o projeto
rigoroso de uma planta de fermentacdo tem que passar, obrigatoriamente, por uma
modelagem detalhada do processo, pelo uso de modelos cinéticos precisos que possibilitam a
obten¢do de condi¢des Otimas de operagao. Por outro lado, a manutencao destas condi¢des
dependera da escolha de uma estratégia de controle adequada que s6 ¢ possivel conhecendo-se
o comportamento do processo. Isto pode ser adequadamente realizado pelo estudo prévio de

modelagem da planta e simulagdo em computador (ANDRIETTA, 1994).
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3 - MATERIAL E METODOS

3.1 — Materiais

O meio fermentativo foi preparado de tal forma que as condi¢des fossem proximas as
industriais.

Foi utilizada a cepa da levedura Saccharomyces cerevisiae Y940, cedida pela MAURI
(Mauri Brasil Ind. Com. Ltda).

Os reagentes utilizados foram todos de grau analitico.

A composicdo do meio de cultivo consistiu-se de Sacarose (Ci;2H2011), 180 g/L;
KH,PO4, 5g/L; MgS04.7H,0, 1g/L; NH4CI, 1 g/L, KCl, 5 g/L ; extrato de levedura, 6 g/L e
NaHSO;, variavel, seguindo as concentragdes de sulfito definidas pelo planejamento
experimental na faixa de 0 a 345mg/L.

Os ensaios foram realizados em um reator de mistura da marca New Brunswick, modelo
MultiGen, com volume util de 2L, com controles de temperatura e agitacdo, disponivel no

laboratorio de Engenharia Bioquimica.

Figura 3.1 — Foto do reator da marca New Brunswick, modelo MultiGen utilizado para

realizacdo dos experimentos.
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3.2 — Métodos

3.2.1 — Metodologia experimental:

e Fermentagoes:
Foram conduzidos experimentos em batelada num fermentador com volume 1til de
2 L e volume de trabalho de 1,7 L nas condi¢des definidas para o planejamento experimental
adotado. Temperatura: faixa de 21,5 a 48,5 °C; pH: faixa de 1,5 a 5,5 e concentragdo de
sulfito: faixa de 0 a 345 mg/L.

e Obtencao da cultura:
O inoculo consistiu-se da levedura apos reidratagdo em agua durante 30 minutos. O
volume correspondente ao inoculo foi de 510 mL (30% do volume total) e sua concentracao

de 100g/L.

3.2.2 — Metodologia analitica:

As fermentacdes foram acompanhadas ao longo do tempo pelas medidas de
concentragdes de sacarose, etanol, glicerol e células e, ao final de 12 h, foram determinadas,
também, a viabilidade celular e a concentracdo de trealose em gramas por 100 gramas de
biomassa seca.

Amostras de 35 mL eram retiradas do fermentador em intervalos de uma hora e meia.
Era entdo centrifugada por 6 minutos a 12500 rpm. Do sobrenadante foram analisadas as
concentragdes de substrato, célula, glicerol e etanol e do sedimento, a trealose apos sua

extracao.

e Etanol

A andlise do etanol formado foi realizada utilizando-se o método espectrofotométrico
baseado na oxidagdo do etanol a acido acético pela reacdo com dicromato de potdssio em
meio acido. A solu¢do adquire uma tonalidade verde proporcional a concentracao de alcool na
amostra, possibilitando a leitura em espectrofotometro (STECKELBERG, 2001).
Anteriormente a quantificacdo do etanol produzido na fermentagdo, colocou-se 25 mL do
sobrenadante em um baldo volumétrico e acrescentou-se 50 mL de agua destilada. Esta nova
solucao foi destilada e recolhidos 50 mL de destilado em um erlenmeyer que foi, entdo,

diluido na propor¢do de 1:25. Transferiu-se 5 mL do destilado diluido para um tubo de ensaio
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e acrescentou-se 2 mL de agua destilada juntamente com 2 mL de reagente de cor. O tubo foi
colocado em banho-maria na temperatura de 60°C por 30 minutos, resfriado a temperatura
ambiente e a absorbancia foi lida em espectrofotdometro a 600 nm. Os valores obtidos foram

comparados com uma curva padrao (Apéndice B.2).

e Glicerol:

Para analise de glicerol foi utilizado um método enzimatico-colorimétrico por meio de
kit enzimatico para determinagdo de triglicerideos da marca Gold Analisa no qual o glicerol é
fosforilado pela glicerolquinase formando glicerolfosfato que ¢ oxidado a dihidroxicetona e
dgua oxigenada por acdo da glicerol-3-fosfato oxidase. Através de reagdo de copulagdo
oxidativa catalisada pela peroxidase, a agua oxigenada reage com a 4-aminoantipirina e
clorofenol produzindo quinoneimina, cuja intensidade da cor (vermelho cereja) ¢ proporcional
a concentracao de glicerol. Visando a leitura da absorbancia, adicionou-se 20 uL da amostra
hidrolisada e corretamente diluida em um tubo de ensaio a 2 mL do reativo de cor, e
transferiu-se para banho-maria por 5 minutos a 37°C. A amostra do tubo de ensaio foi lida em

espcetrofotometro a 505 nm e comparada com uma curva padrao (Apéndice B.5).

e (Células:

Para acompanhar o crescimento celular, foi utilizado método espectrofotométrico. De
posse da curva de calibracdo relacionando massa seca com absorbancia (Apéndice B.3) foi
determinada a concentragdo celular em termos de massa seca por unidade de volume.

A viabilidade celular foi determinada utilizando microscopio Optico em camara de
Neubauer. Para tanto, as células de leveduras foram coradas com solucdo azul de metileno,
sendo tomadas como parametro amostras do final de cada ciclo fermentativo (12h). Os
resultados foram dados em fragdes de células vivas (células descoradas) em fungdo do ntimero

total de células contadas.

e Sacarose:
A sacarose foi determinada indiretamente pela analise de glicose. Uma aliquota de 1
mL de sobrenadante foi hidrolisada durante 12 min, com 1 mL de HCI 2N a 67,5°C, e depois
neutralizada com 3 mL de NaOH IN. A concentragdo de glicose foi medida por um teste
enzimatico colorimétrico da marca Laborlab no qual a glicose é oxidada pela glicose-oxidase
produzindo peroxido de hidrogénio, que em presenga da peroxidase reage com a 4-

aminoantipirina e fenol, formando um cromégeno vermelho cereja cuja intensidade de cor ¢
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proporcional a concentracao de glicose. Visando a leitura da absorbancia, adicionou-se 20 pL
da amostra hidrolisada e corretamente diluida em um tubo de ensaio a 2 mL do reativo de cor,
e transferiu-se para banho-maria por 10 minutos a 37°C. A amostra do tubo de ensaio foi lida

em espcetrofotdometro a 505 nm e comparada com uma curva padrao (Apéndice B.1).

e Trealose:

A extragdo da trealose foi realizada de acordo com o método proposto por CHI et al.
(2001). Uma aliquota de 5 mL do meio foi coletada, lavando-se as células trés vezes com
agua destilada por centrifugacdo a 4000 rpm por 5 min. Em seguida, 4 mL de &cido
tricloroacético 0,5 M foram adicionados ao precipitado de células, incubando-se a 0°C por 20
min sob agitacdo freqliente. Posteriormente, as amostras foram novamente centrifugadas a
4000 rpm por 5 minutos, coletando-se o sobrenadante. No precipitado de células resultante
desta etapa, a extragdo foi novamente realizada por duas etapas sucessivas de adicdo de 4 mL
de acido tricloroacético. Os sobrenadantes foram combinados para perfazer um total de 12 mL
de extrato. O teor de trealose no extrato foi entdo determinado pelo Método de Antrona
(STEWART, 1982). Retirou-se 1 mL do sobrenadante devidamente diluido em um tubo de
ensaio, em seguida adicionou-se 5 mL de reagente antrona resfriado, mantendo-se o tubo em
temperatura aproximada de 0°C. A mistura foi, entdo, colocada em banho-maria a 100°C por
10 minutos ¢ em seguida retornada a temperatura de 0°C. Depois de resfriada a amostra do
tubo de ensaio, foi lida a absorbancia em espectrofotdmetro a 650 nm e comparada com uma
curva padrao (Apéndice B.4). Os resultados foram expressos em gramas de trealose contidas

em 100 gramas de massa seca de levedura.

3.3 — Calculos relacionados as fermentacoes
3.3.1 — Rendimento Zetanol POT Zsacarose
O rendimento em getanol PO ELsacarose a0 final de 12 horas de fermentacdo foi

determinado a partir da seguinte equacao:

et,

Yes = C (3.1)

sac, saclz)

em que:
Yg/s =rendimento de etanol formado em relacdo a sacarose consumida (Zetanor/Esacarose)

C,,, = concentragdo de etanol (g/L ) ao final de 12h de fermentacdo

et,
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C.c, = concentragdo de sacarose inicial (g/L)

C

sac, — concentragdo de sacarose (g/L ) ao final de 12h de fermentac@o

3.3.2 — Rendimento Zgiicerol PO Csacarose
O rendimento em ggjicerol  POT  Zsacarose a0 final de 12 horas de fermentacdo foi

determinado a partir da seguinte equacao:

glic;,

YG/S = (C (3.2)

sac,  “’sac, )

em que:
Y /s = rendimento de glicerol formado em relagdo a sacarose consumida (ZetanoL/Esacarose)

C.i.. = concentracdo de glicerol (g/L ) ao final de 12h de fermentagao

glic;

C.ac, = concentragdo de sacarose inicial (g/L)

Ciac, = concentragdo de sacarose (g/L ) ao final de 12h de fermentagéo

sac,

3.3.3 — Produtividade etanoélica
O calculo da produtividade etandlica ¢ uma grandeza cinética que expressa a
velocidade média de produgdo da referida substancia. Ao final de 12h de fermentagdo foi

calculada da seguinte forma:

Cet
Pe = tu (3.3)
em que:

P, = produtividade do etanol expressa em g/ L.h

C,. == concentrac¢do de etanol (g/L ) ao final de 12h de fermentacao

et),

t=tempo de fermentagdo (h) =12h

3.4 — Testes Preliminares
Foram realizados testes preliminares para completa definicdo dos métodos analiticos a
serem utilizados, para eliminagdo de possiveis causas de erros sistematicos e para defini¢ao

do tempo do ciclo fermentativo a ser adotado.
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Como teste preliminar, foram realizadas fermentagdes com concentracao inicial de
sacarose de 180g/L, pH inicial 4,5, temperatura mantida a 30°C, com e sem a presenca de
sulfito (na forma HSO5"). Para as fermentagdes dos testes preliminares em presenca de sulfito
adotou-se uma concentra¢do de 450 mg/L. Foram acompanhados o consumo de sacarose, a
produgdo de etanol, glicerol e trealose e a viabilidade celular até que todo o substrato fosse

consumido.

3.5 — Influéncia conjunta do pH, temperatura e concentracio de sulfito na fermentacio
alcodlica

Foi realizado um Planejamento Composto Central (PCC): fatorial completo 2°,
incluindo os 6 pontos axiais e 3 repeticdes no ponto central, totalizando 17 experimentos,
utilizando-se o software Statistica 7.0. A temperatura variou de 21,5 a 48,5 °C,opH de 1,5 a
5,5 e concentragdo de sulfito de 0 a 345 mg/L, (todas as varidveis englobando condi¢des de
estresse e nao estresse). O alfa de ortogonalidade utilizado no planejamento foi de 1,3531 e as
Equacdes de codificagdo foram 3.4, 3.5 e 3.6, para temperatura (T), pH e concentracdo de

sulfito (By), respectivamente.

(T-35)

X =

! 10 (3.4)
(pH_335)

X, =)

2 15 (3.5)
(Bt-172,5)

X, = )

: 127,5 (3.6)

A Tabela 3.1 apresenta os valores utilizados no planejamento e a Tabela 3.2 mostra a
matriz do Matriz do Planejamento Composto Central com valores codificados e originais das

variaveis em estudo.

Tabela 3.1 - Valores utilizados no PCC para trés variaveis independentes.

Variaveis -1,353 -1 0 1 1,353
Temperatura (°C) T 21,5 25 35 45 48,5
pH pH 1,5 2 3,5 5 5,5
Conc. de sulfito (mg/L) [HSO;5] 0 45 172,5 300 345
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Tabela 3.2 - Matriz do PCC com valores codificados e originais das variaveis estudadas.

T (°C) pH [HSO37] (mg/L)
25 (-1) 2 (-1) 45 (-1)
25 (-1) 2 (-1) 300 (+1)
25 (-1) 5 (+1) 45 (-1)
25 (-1) 5(+1) 300 (+1)
45 (+1) 2 (-1) 45 (-1)
45 (+1) 2 (-1) 300 (+1)
45 (+1) 5(+1) 45 (-1)
45 (+1) 5(+1) 300 (+1)
21,5 (-a1) 3,500  172,5(0)

48,5 (+0) 3,500  172,5(0)
35 (0) 1,5(a)  172,5 (0)
35 (0) 55(+0)  172,5(0)
35 (0) 3,5 (0) 0 (-a)
35 (0) 3,5(0) 345 (+o)
35 (0) 3,500 172,5(0)
35 (0) 3,500 172,5(0)
35 (0) 3,50  172,5(0)

3.6 — Influéncia do sulfito na fermentac¢ao alcodlica

A fim de se investigar mais profundamente o efeito do sulfito na fermentacao, foram
realizados dois experimentos complementares adotando-se, em ambos, o pH e a temperatura
considerados 6timos para satisfacao das respostas analisadas no PCC (pH=4 ¢ T=32,5°C).

Em um experimento foi adotada a méxima concentracdo de sulfito presente no
planejamento (345 mg/L). E no outro, essa concentracdo foi duplicada (690 mg/L). Pode-se
comparar, assim, o andamento da fermentacdo em auséncia de sulfito e em presencga dele em
concentragdes mais altas e analisar o efeito isolado do sulfito na fermentacgao.

Nesta andlise, foram acompanhados o consumo da sacarose e a produ¢do de etanol e
de glicerol ao longo do tempo, bem como, a viabilidade celular. O final das fermentagdes foi
determinado pelo consumo de todo o substrato adotado (180 g/L de sacarose). Desta forma,
foi possivel investigar o efeito do sulfito no rendimento (Zetanol/Esacarose), Na produtividade de

etanol (g/L.h), no rendimento de glicerol (ggiicerol/ Zsacarose) € Na viabilidade celular.

3.7 — Estudo cinético da fermentacao alcodlica
Para o estudo cinético, foi realizado outro experimento, agora com acompanhamento da

concentragdo celular, nas condigdes consideradas 6timas, apos a analise realizada no PCC e
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na literatura. Buscou-se uma condi¢do que se baseou nas faixas de interesse para as respostas
avaliadas (maximizag¢dao da producdo de etanol, da viabilidade, do teor final de trealose e
minimizagdo da produgdo de glicerol). O estudo cinético foi feito, assim, as condig¢des de

T=32,5°C, pH=4 e concentragdo de sulfito=0 mg/L.

3.7.1 — Estimacio dos parametros cinéticos

Foi utilizada uma técnica Nao-Deterministica para a estimagdo dos pardmetros cinéticos
comuns aos processos de fermentacdo. Para esta finalidade foi escolhida a Técnica de
Evolug¢dao Diferencial (ED) proposta por STORN e PRICE (2005) para otimizagdo de
problemas algébricos sem restrigdes. Foi utilizada a versdo implementada em ambiente

Matlab disponivel no enderego http://www.ICSI.Berkeley.edu/~storn/code.html.

De forma resumida, a técnica pode ser definida pelo seguinte procedimento geral:
e Geracdo uma populacao inicial;

e Selecdo de um individuo de forma aleatdria, para ser substituido;

e Modificacdo de cada variavel do genitor principal com alguma probabilidade;
e Operador de cruzamento na Evolugao Diferencial ;

e Substitui¢do ou ndo pelo vetor resultante.
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4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 — Testes Preliminares

Com a realizagdo dos testes preliminares, além de se confirmarem os métodos
analiticos a serem utilizados e de se eliminarem causas possiveis de erros sistematicos, foi
definido o tempo de 12h para as fermentagdes. O tempo de 12h foi estipulado baseando-se no
tempo de consumo completo do substrato em fermentagdes em pH 4, temperatura de 30°C,
com e sem a presenca de sulfito no mosto.

As fermentacdes em auséncia de sulfito demandaram em média 11h para o consumo
completo da sacarose inicial (180 g/L). Em presenca de 450 mg/L de sulfito (HSO3") o tempo

necessario foi por volta de 13h.

4.2 — Influéncia conjunta do pH, temperatura e concentracio de sulfito na fermentacio
alcoolica

Neste trabalho estudou-se como o rendimento getanol/Zsacaroses @ produtividade de
etanol, a viabilidade celular, a quantidade final de trealose e o rendimento Zgticerol/Zsacarose SA0
afetados pela temperatura, pelo pH e pela concentragdo de sulfito no meio fermentativo em
condigdes estressantes a levedura. Assim, foram avaliadas trés varidveis independentes
importantes no andamento da fermentacdo alcodlica: temperatura (21,5 a 48,5°C), pH (1,5 a
5,5), concentracdo de sulfito (0 a 345 mg/L), sendo as trés varidveis analisadas para 12 horas
de processo fermentativo.

Conforme as condig¢des utilizadas na fermentagao alcodlica, a viabilidade variou de 0 a
0,98, a quantidade final de trealose de 1,2 a 10,9 (g por 100 g de biomassa celular), o
rendimento de etanol de 0 a 0,48 Zetanol/Esacarose» O rendimento em glicerol de 0,01 a 0,066
Solicerol/ Esacarose € @ produtividade de etanol de 0 a 7,3 (g/L.h). Os pontos centrais apresentaram
uma variagdo pequena para todas as respostas indicando uma boa repetibilidade do processo.

A Tabela 4.1 mostra os valores codificados e originais das varidveis de estudo e as
respostas viabilidade (V), quantidade final de trealose em gramas por 100 gramas de biomassa
seca (Trealose), rendimento Zeianol/Zsacarose (Y Let/Csac), produtividade de etanol (Py) e

rendimento gglicerol/ gsacarose (Ygglic/ gsac)-
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Tabela 4.1 — Valores codificados e nomimais utilizados no PCC para as trés variaveis

estudadas e das respostas obtidas apos 12 horas de fermentacao.

Ensaios T(°C) pH Bt (mg/L) v Trealose Ye/s Pet Yc/s
X)) (X)) (X3) (/1008 biomassa) (Bet/Bsa) (g/L.h) (Beticerot/Bsac)
1 25(-1)  2(-1)  45(-1) 0,96 10,1 0,38 4,8 0,058
2 25(-1)  2(-1)  300(+1) 0,35 35 0,32 0,1 0,010
3 25(-1)  5(+1)  45(-1) 0,88 9,2 0,40 6,0 0,061
4 25(-1)  5(+1) 300(+1) 075 9,5 0,39 5,6 0,060
5 45 (+1)  2(-1) 45 (-1) 0,32 7,0 0,33 33 0,060
6 45 (+1)  2(-1) 300 (+1) 0,00 1,2 0,00 0,0 0,025
7 45(+1)  5(+1)  45(-D 0,19 8,2 0,43 6,0 0,066
8 45 (+1)  5(+1) 300 (+1) 0,45 7.9 0,37 4,9 0,064
9 21,5(-a) 3,5(0) 172,5(0) 0,93 9,1 0,40 4,9 0,042
10 48,5 (+ta) 3,5(0) 172,5(0) 0,10 4,3 0,30 3,3 0,056
11 3500 1,5(¢-a) 172,5(0) 0,30 2,9 0,30 0,4 0,017
12 35(0) 5,5(+a) 172,5(0) 0,83 10,9 0,48 7,2 0,057
13 35(0)  3,5(0) 0 (-a) 0,98 10,6 0,48 7.3 0,058
14 35(0) 3,5(0) 345 (+a) 0,75 6,7 0,45 6,8 0,050
15 35(0)  3,5(0) 172,5(0) 0,86 10,8 0,48 7.3 0,053
16 35(0) 3,5(0) 172,5(0) 0,82 10,6 0,48 7,2 0,054
17 35 (0) 3,5(0) 172,5(0) 0,84 10,8 0,48 7,2 0,053

*Bt=Bissulfito total (mg/L), V = viabilidade (fragio de 0 a 1), Yg/s = rendimento etanol por sacarose, Pet =
produtividade de etanol (g/L.h), Yg/s= rendimento glicerol por sacarose.

Devido a grande variabilidade inerente aos bioprocessos, foram considerados
significativos os parametros de nivel de significincia menores que 10% (p<0,1).

Utilizando-se os resultados apresentados na Tabela 4.1, ap0ds a realizagdo de regressao
multipla no programa Statistica 7.0, foi possivel determinar os coeficientes de regressdo para

cada resposta.
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4.2.1 — Viabilidade Celular
Os coeficientes de regressdo para a resposta viabilidade (V) estdo apresentados na

Tabela 4.2.

Tabela 4.2 - Coeficientes de regressao para a resposta viabilidade celular.

Coeficientes Erro

de regressao Padrao p —valor
Média 0,85 0,042 0,000
X; (L) -0,27 0,024 0,000
X, (Q) -0,19 0,031 0,001
X, (L) 0,12 0,024 0,002
X, (Q) -0,16 0,031 0,001
X3 (L) -0,10 0,024 0,005
X;3(Q) 0,00 0,031 0,955
XX, 0,00 0,029 0,987
X, X5 0,09 0,029 0,019
X>X; 0,13 0,029 0,002

Com excecdo dos termos quadratico da concentragao de sulfito (X3(Q)) e da interacao
da temperatura com o pH (X;X3), todos os parametros do modelo foram altamente
significativos. A Equacdo 4.1 representa o modelo com as varidveis significativas codificadas

para viabilidade celular.

V=0,85-0,27X,-0,19X,2+0,12X,-0,16X,2-0,10X,+0,087X X, +0,13X,X, (4.1)

Pela andlise dos coeficientes das variaveis isoladas na Equacdo 4.1 ¢ possivel que se
facam algumas observagdes. O sinal negativo dos coeficientes X; e X3 indica que maiores
temperaturas e concentragdes de sulfito no mosto contribuem para uma redugo na viabilidade
celular e de forma contraria, o pH contribui de forma positiva dentro da regido experimental
trabalhada para viabilidade. Fica evidente, também, que o efeito da temperatura se pronuncia
de forma mais significativa que o efeito do pH e a da concentracdo de sulfito, sendo este o
pardmetro menos significativo em relagdo a resposta analisada. Esta andlise estd em
concordancia com a Tabela 4.1 na qual, em observagdo aos pontos axiais relativos a

temperatura, verifica-se para T= 21,5°C uma viabilidade de 0,93 enquanto para T=48,5°C um
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valor de apenas 0,10. De forma ndo tdo expressiva para resposta, os pontos axiais inferior e
superior da concentracdo de sulfito geram, respectivamente, uma viabilidade de 0,98 (em
auséncia de sulfito) e de 0,75 em concentracdo de 345mg/L. A resposta para os pontos axiais
relativos ao pH, tem efeito contrario a temperatura e a concentragdo de sulfito. Observou-se
uma fragao de 0,30 de células vivas para o ponto axial inferior (pH 1,5) e de 0,83 para o ponto
axial superior (pH 5,5).

CARMELO et al. (1998), apud (MELO, 2006), no estudo da modificacao da
termotolerancia em S. cerevisiae submetida a rapida exposigdo a estresse acido, ao
submeterem por 60 minutos a levedura S. cerevisiae ao estresse acido com HCI (pH 2) e
temperatura de 47°C observaram uma queda da viabilidade celular de 99%, principalmente
em meio suplementado com glicose. Este resultado se mostra bastante proximo ao observado
no presente estudo, ja que neste, foi determinada uma viabilidade celular nula (redugdo de
100%) ao final de 12 horas de fermentagdo em condigdo estressante bem proxima a abordada
por Carmelo e colaboradores (temperatura de 45°C e pH igual a 2, acrescido de um agravante
de uma concentragao de sulfito de 360mg/L).

No estudo do efeito da temperatura em relagdo a viabilidade celular MELO (2006),
chegou-se as mesmas conclusdoes afirmando que populagdes de células das linhagens
industriais de S. cerevisiae podem apresentar diminui¢des na viabilidade da ordem de 50% em
meio acido a 37°C chegando a mais de 80% quando a temperatura ¢ elevada a 42°C.
Observando que maiores temperaturas causam quedas expressivas na viabilidade celular em
Saccharomyces cerevisiae como no presente estudo.

DORTA (2006), no estudo de fatores sinérgicos entre sulfito, acido latico, pH e etanol
na fermentacdo alcoolica da levedura, apds a andlise de todos os parametros estressantes,
verificou que o pH e a concentracdo de etanol foram os principais fatores de estresse para a
viabilidade celular dos dois microrganismos estudados (Saccharomyces cerevisiae PE-2 ¢ M-
26).

Realizando-se a andlise de varidncia (ANOVA) e analisando a Tabela 4.3, verifica-se
que o Fcalc foi significativo (p=0,0001) e a porcentagem de variagdo explicada foi de 97%.
Esses resultados indicam uma boa concordancia entre os valores experimentais e previstos

pelo modelo, expressos na Figura 4.1.
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Tabela 4.3 - ANOVA para a resposta viabilidade celular.

Fonte de Soma de Grausde Quadrado

variacio Quadrados Liberdade Meédio  F-calc. p-valor
Regressao 1,716371 9 0,1907079 28,3 0,000108
Residuos  0,047217 7 0,0067453

Total 1,763588 16

Fo.7.01=2,72
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Figura 4.1 — Valores experimentais em funcdo valores previstos pelo modelo para a

viabilidade celular.

Pela

Figura 4.2 pode-se observar que os erros de ajustamento se mostram

independente e normalmente distribuidos em torno da reta, o que indica normalidade para a

resposta viabilidade.

Valores normais esperados

Figura 4.2 —

-0,15 -0,10 -0,05 0,00 0,05 0,10 0,15

Residuos
Distribui¢ao dos residuos em torno da reta para a resposta viabilidade celular.

43



Como o modelo foi significativo, foi possivel construir as superficies de resposta e

definir regides de interesse. As superficies estdo representadas na Figura 4.3.

55
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Figura 4.3 - Superficies de resposta e curvas de contorno para viabilidade em funcdo da

®

temperatura e do pH (a) e (b), da temperatura e da concentracdo de sulfito (c¢) e (d) e dopH e
concentragdo de sulfito (e) e ().
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Analisando as curvas de contorno (b) e (d) da Figura 4.3 definiu-se a faixa de
temperatura que maximiza a viabilidade.

A curva de contorno que representa o efeito da temperatura em sinergismo com o pH
na viabilidade celular (Figura 4.3 — b) indica uma faixa aproximada de 22,5 a 33,5°C para a
maximizagdo da resposta em questdo. O efeito combinado da temperatura e a concentragdo de
sulfito no mosto (Figura 4.3 — d) indica uma faixa de 21,5 a 31°C. Buscando-se uma faixa que
satisfaca ambos os efeitos combinados, pode-se afirmar que para maximizagdo da viabilidade
celular, dentro da regido experimental trabalhada, a temperatura deve estar entre 21,5 e 31°C.

TxpH

Tx[H50,]
Faixa Temp. (°C)

Da mesma forma que para temperatura, a partir das curvas de contorno (b) e (f) da
Figura 4.3 definiu-se a faixa de pH que maximiza a viabilidade na regido experimental
trabalhada. A faixa aproximada de pH correspondente a maxima viabilidade engloba o pH de
3,2a43.

TxpH

pH x[H50,]
FaixapH

Para a definicdo da concentracdo de sulfito que maximiza a viabilidade celular foi
realizada a andlise das curvas de contorno (d) e (f) da Figura 4.3. De acordo com esta analise,

visando uma maior viabilidade celular ¢ interessante que a concentragdo de sulfito esteja em

até 45 mg/L.
Tx[HS0H 0 45
pHx[H30,] 1] a0
Faixa [H50,] (mg/L) 0 45

A fim de se obter o ponto estaciondrio que maximiza a viabilidade na regido
experimental adotada, realizou-se uma andlise candnica utilizando o modelo completo
representado pelos coeficientes de regressdao mostrados na Tabela 4.2. Utilizou-se o software
Maple Release 8.0 e definiram-se as condi¢des que maximizaram a resposta viabilidade
celular: a temperatura deve estar em 25°C, o pH deve estar em 3,3 e a concentracao de sulfito

em 0 mg/L. Tal resultado mostra-se em concordancia a analise anterior ja que todas as

variaveis determinadas se encontram dentro da faixa definida.
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4.2.2 — Quantidade final de trealose
Os coeficientes de regressao para a resposta que indica a quantidade final de trealose

em gramas por 100g de biomassa seca estao apresentados na Tabela 4.4.

Tabela 4.4 - Coeficientes de regressao para a resposta trealose (g/100gpiomassa)-

Coeficientes Erro

de regressao Padrao P~ valor
Meédia 10,2 0,64 0,000
X (L) -1,2 0,36 0,011
X1 (Q) -1,6 0,48 0,014
X2 (L) 2,0 0,36 0,001
X2(Q) -1,4 0,48 0,021
X3 (L) -1,5 0,36 0,004
X3(Q) -0,5 0,48 0,351
Xi1Xs 0,4 0,44 0,434
Xi1X3 0,0 0,44 0,954
X2X3 1,6 0,438 0,009

A Equagdo 4.2 representa o modelo com as variaveis significativas codificadas para

teor de trealose (g/100ghiomassa) @0 final do ciclo fermentativo (12h).

Trealose(%) = 9,88-1,25X,-1,56X,>+2,03X,-1,41X,-1,50X,+1,57X, X, (4.2)

De forma bem préxima a viabilidade, s6 ndo constam na Equa¢do ajustada (4.2) para
resposta trealose o termo quadratico da concentracdo de sulfito (X3(Q)) e a interacao
temperatura com a concentracdo de sulfito (X;X3) e de forma pouco expressiva tem-se a
interagdo temperatura com o pH (X;X).

Percebe-se, baseando-se na analise dos parametros da Equagdo 4.2, que a temperatura,
o pH e a concentragao de sulfito no mosto tém influéncia na quantidade de trealose ao final do
ciclo fermentativo. Os trés parametros apresentam efeito aproximado em relacdo a resposta
analisada, sendo mais expressivo o efeito do pH, seguido da concentracdo de sulfito e da
temperatura nesta ordem.

Pelos sinais dos parametros, percebe-se que para os maiores valores de temperatura e

de concentragdo de sulfito tem-se uma menor quantidade de trealose restante. O mesmo
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acontece para baixos valores de pH (parametro com sinal positivo). Essa menor concentragdao
final indica o consumo do carboidrato para protecao celular, aspecto caracteristico do
comportamento e funcao da trealose.

Confirmando o exposto acima, baseando-se na Tabela 4.1, em observagdo aos pontos
axiais relativos a trealose, verifica-se para T=21,5°C, uma quantidade de 9,1
Zirealose/ 1 00Lbiomassa €nquanto para T=48,5°C, de 4,3 Zirealose/ 1008hiomassa- D€ forma ainda mais
expressiva, para os pontos axiais inferior e superior relativos ao pH, tem-se apenas 2,9
Sirealose/ 1 00Lhiomassa d€ teor de trealose para o menor valor de pH e 10,9 girealose/ 1 00Zbiomassa para
o pH mais alto adotado A resposta para os pontos axiais relativos a concentracao de sulfito foi
de 10,6 giealose/100ghiomassa para o ponto axial inferior (em auséncia de sulfito) e 6,7
Sirealose/ 1 00Lhiomassa para o superior (345 mg/L).

Realizando a analise de variancia (ANOVA) e analisando a Tabela 4.5, verifica-se que
o Fcalc foi significativo (p=0,0026) e a porcentagem de variacdo explicada de 90%. Estes
resultados indicam uma boa concordancia entre os valores experimentais e previstos pelo

modelo, expressos na Figura 4.4.

Tabela 4.5 - ANOVA para a resposta trealose.

Fonte de Soma de Graus de Quadrado
variacio Quadrados Liberdade Meédio  F-calc. p-valor

Regressao 144,7123 9 16,079140 10,5 0,002648
Residuos 10,7089 7 1,529843
Total 155.4212 16

Fo,7,01=2,72
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Figura 4.4 — Valores experimentais em funcdo dos valores previstos pelo modelo para a

quantidade final de trealose em gramas por 100g de biomassa seca.

Pela Figura 4.5 pode-se observar que os erros de ajuste se mostram independente e
normalmente distribuidos em torno da reta, o que indica normalidade para a resposta

quantidade de trealose (g/100gbiomassa)-

Valores normais esperados

2,0 -1,5 -1,0 0,5 0,0 05 1,0 15
Residuos

Figura 4.5 - Distribuicao dos residuos em torno da reta para a resposta teor de trealose final.

Foi possivel, construir as superficies de resposta (Figura 4.6) e¢ definir a regido de

interesse.
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Figura 4.6 - Superficies de resposta e curvas de contorno para o teor de trealose (%) em

funcdo da temperatura e do pH (a) e (b), da temperatura e da concentracao de sulfito (c) e (d)
e do pH e concentragao de sulfito (e) e (f).
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Analisando as curvas de contorno (b) e (d) da Figura 4.6 definiu-se a faixa de
temperatura que maximiza a quantidade de trealose no final do ciclo de 12h de fermentagao.

A curva de contorno (Figura 4.6 — b) que representa o efeito da temperatura em
sinergismo com o pH indica uma faixa aproximada de 23 a 38°C para a maximizagdo da
resposta em questdo. O efeito combinado da temperatura e a concentragao de sulfito no mosto
(Figura 4.6 — d) indica uma faixa mais abrangente que parte da temperatura minima de 22,5
até 39°C. Buscando-se uma faixa que satisfaca ambos os efeitos combinados, pode-se afirmar
que, para maximiza¢do da quantidade final da trealose, na regido experimental adotada, a

temperatura deve estar entre 23,5 e 38°C.

TxpH
Tx[H30,]
Faixa Temp. (*C)

A curva de contorno (Figura 4.6 — b) que representa o efeito da temperatura em
sinergismo com o pH indica uma faixa que engloba o valor de mais alto pH adotado. A faixa
engloba valores de pH entre 3,5 e 5,5. O efeito combinado do pH e a concentragdo de sulfito
no mosto (Figura 4.6 — f) indica uma faixa de 2,3 até 4,6 para o parametro em questdo.
Buscando-se uma faixa que combinou ambos os efeitos em sinergismo, pode-se afirmar que
para maximiza¢ao da quantidade final da trealose, na regido experimental adotada, o pH deve
estar entre 3,5 e 4,6.

TxpH

pHx [H50,]
Faixa pH

Da mesma forma que para temperatura e o pH, a partir das curvas de contorno (d) e (f)
da Figura 4.6 definiu-se a faixa da concentra¢do de sulfito que maximiza a trealose final na
regido experimental trabalhada. De acordo com esta andlise, visando a melhores condi¢des
para a célula no processo fermentativo dentro das condi¢des adotadas (maior quantidade de
trealose restante encerrado o ciclo fermentativo) € interessante que a concentracdao de sulfito

esteja em até aproximadamente 90 mg/L.

Tx[HS03-] 0
pH x [H50,] ]
Faixa [HS50,] (mp/L) 0 90

Para se determinar a condicdo que fornece a maximizagdo da trealose final
(2/100gpiomassa) Na regido experimental trabalhada utilizou-se o software Maple Release 8.0 e

definiram-se os valores das varidveis estudadas: a temperatura menos agressiva foi a de 30°C,
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o pH de 3,4 e a concentracdo de sulfito de 0 mg/L. Nessa condi¢do, a concentragdo final de
trealose foi de 11,41gcatose/ 1 00Zbiomassa.

Conclui-se, com base nas analises em relagcdo a viabilidade e a quantidade final de
trealose dentro da faixa experimental trabalhada, que valores mais elevados de temperatura,
mais baixos de pH e mais alta concentragdo de sulfito sdo condi¢des estressantes a levedura
que faz uso de seu carboidrato enddgeno de protecao para se manter.

Assim como no presente estudo, foi observada uma forte relagdao entre o acumulo de
trealose intracelular e a viabilidade celular. Segundo SOUMALAINEN e PFAFFLI (1961), a
maior viabilidade celular e a atividade da levedura eram decorrentes de elevado teor de
trealose. Estudos com tempos de tratamento mais prolongados, foram demonstradas por
AMORIM (2005) e GOMES (1988), que verificaram quedas significativas nestes teores.

AMORIM (2005) confirma esta relagdo entre o teor de trealose e a viabilidade celular
quando afirma que dependendo da intensidade do estresse a que a levedura é submetida
durante um processo fermentativo, pode-se ter a exaustao de seu conteudo de trealose, o que
acarreta, segundo ele, queda da viabilidade da célula.

BASSO (1999) apud AMORIM (2005), afirma, ainda, que se a levedura consegue
manter altos teores de trealose até o final da fermentagdo, tem-se um indicativo de que ela ¢é

resistente e suporta bem as ameagas a sobrevivéncia.
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4.2.3 — Rendimento e produtividade de etanol
Os coeficientes de regressdo para a resposta rendimento Zetanol/Csacarose €StAO

apresentados na Tabela 4.6.

Tabela 4.6 - Coeficientes de regressdo para a resposta rendimento Zetanol/Zsacarose-

Coeficientes Erro

de regressio Padrio p—valor
Média 0,49 0,022 0,000
X; (L) -0,04 0,012 0,011
X1 (Q) -0,08 0,016 0,002
X2 (L) 0,07 0,012 0,001
X2(Q) -0,06 0,016 0,009
X3 (L) -0,04 0,012 0,010
X3(Q) -0,02 0,016 0,358
XX 0,05 0,015 0,016
Xi1X3 -0,04 0,015 0,033
XoX3 0,04 0,015 0,037

A Equagdo 4.3 representa 0 modelo com as variaveis significativas codificadas para o
rendimento Zetanol/Esacarose COM porcentagem de variacao explicada de 94%.
Com excecdo do termo quadratico da concentragdo de sulfito (X3(Q)), todos os

parametros do modelo foram estatisticamente significativos.

Y, = 0,48-0,042X,-0,080X,>+0,069X, -0,059X,2-0,043X, +0,047X, X, -0,040X, X, +0,039X, X, (4.3)

Pela andlise dos coeficientes das varidveis isoladas na Equacgdo 4.3 ¢ possivel fazer
algumas observagoes. O sinal negativo dos coeficientes X; e X3 indica que um aumento da
temperatura ou da concentracdo de sulfito no mosto gera uma reducdo no rendimento de
etanol em relagdo a sacarose e de forma contraria, um aumento do pH contribui para o
aumento desse rendimento. Fica evidente, também, que o efeito do pH se pronuncia de forma
mais significativa dentre os pardmetros avaliados.

Esta andlise estd em concordancia com a Tabela 4.1 na qual, em observacdo aos
pontos axiais relativos ao pH, o parametro de efeito mais expressivo, verifica-se para o pH 1,5

um rendimento de 0,30 Zetanol/Zsacarose €NqUanto para o pH 5,5 um valor de 0,48 Zetanol/Esacarose-
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De forma ndo tdo expressiva para resposta, os pontos axiais inferior e superior da
concentragdo de sulfito geram um rendimento de 0,48 Zetanol/Esacarose (€M auséncia de sulfito) e
de 0,45 Zetanol/sacarose €M concentragdo de 345 mg/L. As respostas para os pontos axiais
relativos a temperatura foram de 0,40 Zetanol/sacarose Para o ponto axial inferior (T=21,5°C) e
de 0,30 Zetanol/Esacarose para o superior (T=48,5°C).

DORTA (2006), no estudo dos fatores sinérgicos entre sulfito, acido latico, pH e
etanol na fermentacdo alcoodlica da levedura, apos a andlise de todos os parametros
estressantes, assim como no presente estudo, verificou que o fator de estresse que se destacou
para rendimento etandlico para uma linhagem da levedura em estudo, (Saccharomyces

cerevisiae M-26) foi o pH.

Realizando-se a analise de variancia (ANOVA) ¢ analisando-se a Tabela 4.7, verifica-
se que o Fcalc foi significativo (p=0,0013) e a porcentagem de variagdo explicada de 94%.
Esses resultados indicam uma boa concordancia entre os valores experimentais € previstos

pelo modelo. Uma confirmagao pode ser visualizada pela Figura 4.7.

Tabela 4.7. ANOVA para a resposta rendimento Zetanol/sacarose-

Fonte de Soma de Graus de Quadrado
variacio Quadrados Liberdade Médio  F-calc. p-valor

Regressao 0,209216 9 0,0232462 13,0 0,001361
Residuos  0,012479 7 0,00178265
Total 0,221694 16

Fo.7.01=2,72
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Figura 4.7 - Valores experimentais em funcao valores previstos pelo modelo para a resposta

rendimento getanol/ Lsacarose-

Pela Figura 4.8 pode-se observar que os erros de ajustamento se mostram
independente e normalmente distribuidos em torno da reta, o que indica normalidade para a

resposta rendimento Zetanol/Esacarose-

Valores normais esperados

4 " " " " " " " " "

-0,10 -0,08 -0,06 -0,04 -0,02 000 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10

Residuos

Figura 4.8 — Distribui¢do dos residuos em torno da reta para a resposta rendimento de etanol

em relagdo a sacarose.

As superficies de resposta, relativas ao rendimento em etanol, Figura 4.9, foram

construidas e definiu-se a regido de interesse.

55
5.0
45

4.0

EF!}\

30

25

20

5 -
225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475
Temperatura (°C)

(@) (b)

54



Bt (mg/L)

0
225 220 275 30 325 350 IS 400 425 450 475
Temperatura (°C)

(©) ()

| R
L2
0302
oz

Bt (mg/L)

0
1.5 2.0 25 3.0 35 4.0 45 5.0 55
pH

(e) ()

Figura 4.9 - Superficies de resposta e curvas de contorno para o rendimento Zetanol/Esacarose €M

funcao da temperatura e do pH (a) e (b), da temperatura e da concentracao de sulfito (c) e (d)

e do pH e concentragao de sulfito (e) e (f).

Analisando as curvas de contorno (b) e (d) da Figura 4.9 definiu-se a faixa de
temperatura que maximiza o rendimento em grama de etanol /grama de sacarose.

A curva de contorno (Figura 4.9 — b) que representa o efeito combinado da
temperatura ¢ o pH indica uma faixa aproximada de 28,5 a 39°C para a maximizagdo da
resposta em questdo. O efeito combinado da temperatura e da concentragdao de sulfito no
mosto (Figura 4.9 — d) indica uma faixa bem proxima a anterior, sendo apenas menos
abrangente, de 32,5 até 39°C. Buscando-se uma faixa que satisfaca ambos os efeitos
combinados, pode-se afirmar que para maximizacdo da resposta rendimento Zeanol/sacarose @

temperatura deve estar entre 32,5 e 39°C.
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TxpH
Tx[HS0,]
Faixa Temp. [*C)

A curva de contorno (Figura 4.9 — b) que representa o efeito da temperatura em
sinergismo com o pH indica uma faixa que engloba valores de pH entre 3,5 e 5,3. O efeito
combinado do pH e da concentragdo de sulfito no mosto (Figura 4.9 — f) indica uma faixa de
2,3 até 4,3 para o parametro em questdo. Apos se fazer a combinacao dos efeitos em sinergia,
pode-se afirmar que para maximizagdao do rendimento em etanol, na regido experimental
adotada no planejamento, o pH deve estar entre 3,5 e 4,3.

TxpH

pH x[H50,]

Faima pH

Da mesma forma que para temperatura e o pH, a partir das curvas de contorno (d) e (f)
da Figura 4.9 definiu-se a faixa da concentracdo de sulfito que maximiza o rendimento de
etanol em fun¢do da sacarose. De acordo com esta analise, visando a um maior rendimento
em etanol (Letanol/Csacarose) € INteressante que a concentragao de sulfito esteja no maximo igual
a 90 mg/L.

Tx[H503]
pHx[HE0,]
Faixa [H3Q,](ma'L)

A fim de se obter o ponto estacionario que maximiza o rendimento de etanol
(Zetanol/Esacarose) fO1 utilizado um programa implementando em Maple Release 8.0 e definiram-
se os valores das variaveis estudadas: a temperatura deve estar em 38°C, o pH em 4,3 e deve-
se trabalhar em uma concentragdo de sulfito de 19,5 mg/L. Tal resultado mostra-se em
concordancia com a analise anterior ja que todas as varidveis determinadas encontram-se
dentro da faixa definida.

Foi feita, da mesma forma que para a determinagdo do ponto de maximizacdao da
resposta, a determinacdao do ponto de minimizagdo do rendimento Ypgss dentro da regido
experimental trabalhada. O ponto estacionario que fornece o menor rendimento em etanol foi
o codificado pelas seguintes variaveis: X1=1,353, X2=-1.353 e X3=1.353, que representam a
condicdo de temperatura de 48,5°C, pH de 1,5 e concentragdo de sulfito de 345 mg/L.

Fica claro o efeito prejudicial de baixos valores de pH, de altas temperaturas e altas

concentragdes de sulfito na produgdo de etanol, como citado na literatura.
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Os coeficientes de regressdao para a resposta produtividade de etanol (g/L.h) estdo

apresentados na Tabela 4.8.

Tabela 4.8 - Coeficientes de regressao para a resposta produtividade de etanol (g/L.h).

Coeficientes Erro

de regressao Padrio p - valor
Média 7,15 0,42 0,000
Xi (L) -0,38 0,24 0,141
X1 (Q) -1,60 0,32 0,001
X2 (L) 2,00 0,24 0,000
X2(Q) -1,76 0,32 0,001
X3 (L) -0,88 0,24 0,008
X3(Q) 0,01 0,32 0,974
XXz 0,11 0,29 0,761
Xi1X3 0,09 0,29 0,805
X2X3 0,81 0,29 0,026

Com excecdo da temperatura (X;), do termo quadratico da concentragdo de sulfito
(X3(Q)) e das interacdes da temperatura com o pH (X;X;) e da temperatura com a
concentracdo de sulfito (X;X3), os outros parametros do modelo foram altamente
significativos. A Equacdo 4.4 representa o modelo com as variaveis significativas codificadas

para a produtividade de etanol.

P, =7,13-0,39X,-1,59X *+2,00X,-1,76X,?-0,88X,+0,81X, X, (4.4)

Analisando-se os coeficientes das variaveis na Equacdo 4.4 tem-se uma estimativa a
respeito do efeito de cada uma isolada. Definiu-se se ¢ gerada uma contribui¢ao positiva ou
negativa para a resposta e se o efeito isolado ¢ expressivo ou ndo. Da mesma forma que para o
rendimento em Zetanol/Csacaroses O Sinal negativo dos coeficientes X; e Xs indica que maiores
temperaturas e concentracdes de sulfito no mosto contribuem para uma reducdo na
produtividade de etanol (sinal negativo) e de forma contraria, maiores valores de pH
contribuem para um aumento da produtividade (sinal positivo).

Esta analise estd em concordincia com os resultados da Tabela 4.1 na qual, em

observacdo aos pontos axiais relativos a produtividade, verifica-se para T= 21,5°C, uma
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produtividade de 4,9 g/(L.h) enquanto para T=48,5°C, de 3,3 g/(L.h). De forma ainda mais
expressiva, os pontos axiais inferior e superior relativos ao pH indicam, respectivamente, 0,4
e 7,2 g/(L.h). As respostas para os pontos axiais relativos a concentrag¢do de sulfito foram de
7,3 g/(L.h) em auséncia de sulfito e 6,8 g/(L.h) para uma concentragdo maxima de sulfito de
345mg/L.

Comparando-se a influéncia das variaveis isoladas no rendimento em getanol/Zsacarose> €
na produtividade de etanol, pode-se perceber que apesar de serem observadas as mesmas
varidveis significativas, fica claro que existe diferenca na intensidade dos efeitos de cada uma
destas variaveis nas respostas. A mais expressiva diferenga é em relagdo a concentracdo de
sulfito no meio. Em analise relacionada a produtividade, tal parametro isolado se mostra
muito mais expressivo que em relacdo ao rendimento. J& o efeito do pH se mostra bastante
significativo para as duas respostas.

MELO (2006), na analise dos fatores celulares responsaveis pela resisténcia ao
estresse acido em leveduras Saccharomyces cerevisiae, comparou fermentagdes com valores
de pH inicial iguais a 6 e a 2,5 para duas diferentes linhagens e observou, assim como prevé a
Equacdo 4.4 do modelo da produtividade de etanol no presente estudo, uma diminui¢cdo na
produgdo de etanol em ambas as linhagens. Para Melo, esta baixa produgdo pode estar
relacionada a falta de uma resposta celular imediata a condigao de baixo pH.

J& em relacdo a concentragdo de sulfito, GUTIERREZ (1988) observou que na
presenga de 219 mg/L. de SO, em meio de melago ndo houve alteragdo da produgdo de etanol
em pH 4. Tal resultado se mostra concordante com o presente estudo ja que neste foi
observada uma influéncia pouco expressiva da concentracao de sulfito no meio em até¢ 345
mg/L.

Realizando a analise de variancia (ANOVA) e analisando a Tabela 4.9, verifica-se que
o Fcalc foi significativo (p=0,0006) e a porcentagem de variagdo explicada de 95%. Esses
resultados indicam uma boa concordancia entre os valores experimentais e previstos pelo
modelo, expressos na Figura 4.10.

Tabela 4.9 - ANOVA para a resposta produtividade em etanol.

Fonte de Soma de Graus de Quadrado

variacio Quadrados Liberdade Meédio  F-calc. p-valor
Regressao 101,5252 9 11,280578 16,6 0,000624
Residuos 4,7560 7 0,679429

Total 106,2812 16

Fo.7.01=2,72
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Figura 4.10 - Valores experimentais em fungdo valores previstos pelo modelo para a resposta

produtividade de etanol.

Pela Figura 4.11 pode-se observar que os erros de ajustamento se mostram

independentes e normalmente distribuidos em torno da reta.
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Figura 4.11 — Distribuicdo dos residuos em torno da reta para a resposta produtividade de
etanol.
Foi possivel, entdo, construir as superficies de resposta, Figura 4.12 e definir a regido

de interesse para maximizagao da produtividade de etanol.
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etanol (g/L.h) em funcdo da temperatura e do pH (a) e (b), da temperatura e da concentragao

de sulfito (¢) e (d) e do pH e concentragao de sulfito (e) e ().
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Analisando as curvas de contorno (b) e (d) da Figura 4.12 definiu-se a faixa de
temperatura que maximiza a produtividade de etanol em g/L.h. Visando a uma maior
produtividade de etanol, a temperatura deve estar entre 29 e 38,5°C. Dessa forma, sdo
satisfeitas as respostas fornecidas pelo efeito combinado da temperatura e o pH (faixa bastante
abrangente que engloba a temperatura de 27,5 até 41°C e o efeito combinado da temperatura e

a concentragao de sulfito no mosto (de 29 a 38,5°C).
TxpH

Tx[HS0,]
Faixa Temp. (°C)

Pelas curvas de contorno (b) e (f) da Figura 4.12 definiu-se a faixa de pH que
maximiza a produtividade de etanol (g/L.h). Ambos os efeitos (temperatura em sinergismo
com o pH e pH em sinergismo com a concentragdo de sulfito) englobam uma faixa
aproximada da variavel em questdo. Buscando-se que se respeitem ambas as faixas, o pH

deve estar entre 3,5 e 4,6 para uma maximizag¢do da produtividade de etanol.

TxpH
pH = [HS03]
Faixa de pH

Para a defini¢dao da concentracdo de sulfito que maximiza a produtividade foi realizada
a analise das curvas de contorno (d) e (f) da Figura 4.12. A concentragdo de sulfito deve estar

em até 45 mg/L para uma maior produtividade de etanol.

Tx[HS03] 0 90
pHx[H50,1 0 45
Faixa [H30,] (mgiL) 0 45

Para se determinar a condi¢do que fornece a maxima produtividade de etanol na regido
experimental trabalhada, utilizou-se um programa implementado no software Maple Release
8.0 e definiram-se os valores das varidveis estudadas: a temperatura encontrada foi de 33,5°C,

o pH de 3,9 e deve-se trabalhar em auséncia de sulfito.
4.2.4 — Rendimento de glicerol

Os coeficientes de regressdo para a resposta rendimento Zglicerol/Zsacarose €StA0

apresentados na Tabela 4.10.
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Tabela 4.10 - Coeficientes de regressio para a resposta rendimento Zglicerol/Zsacarose-

Coeficientes Erro
p — valor

de regressio Padrio
Média 0,051 0,0034 0,000

X, (L) 0,004 0,009 0,082
X;(Q) 0001 00025 0,799
X, (L) 0,013 0,0019 0,000
X>(Q) 0,006 00025 0,051

X3 (L) -0,008 0,0019 0,003
X;3(Q) 0,003 0,0025 0,218
XX, -0,001 0,0023 0,676
X, X;5 0,002 0,0023 0,535
X, X5 0,010 0,0023 0,003

Para a resposta em estudo, verificou-se que os termos quadraticos da temperatura e da
concentracdo de sulfito assim como as interagdes temperatura ¢ pH e temperatura e
concentragdo de sulfito ndo se mostraram significativas.

A equacdo 4.5 representa o modelo ajustado codificado para o rendimento

Solicerol/ Esacarose COM porcentagem de variagdo explicada de 91%.

Y, s = 0,054+0,004X,+0,013X,-0,006X,%-0,008X,+0,010X, X (4.5)

O sinal positivo dos coeficientes X; e X, na Equagdo 4.5 indica que aumentos nos
valores da temperatura e do pH contribuem para um aumento no rendimento de glicerol em
relacdo a sacarose e¢ de forma contraria, maiores valores de concentracdo de sulfito
contribuem de forma negativa para tal resposta. Esta andlise estd em concordancia com a
Tabela 4.1 na qual, em observacao aos pontos axiais relativos ao pH, o parametro de efeito
mais expressivo, verifica-se para o pH de 1,5 um rendimento de 0,017 gglicerol/Zsacarose €NqUaNto
para o pH de 5,5 um valor de 0,057 ggiicerol/Zsacarose- D€ forma ndo tdo expressiva para a
resposta, os pontos axiais inferior e superior da concentracao de sulfito geram um rendimento
de 0,058 Zglicerol/ Esacarose (€M auséncia de sulfito) e de 0,050 ggiicerol/Zsacarose €M concentragdo de
345mg/L. As respostas para os pontos axiais relativos a temperatura foram de 0,042
Zolicerol/ Esacarose Para o ponto axial inferior (T=21,5°C) e de 0,056 gglicerol/Esacarose Para o superior

(T=48,5°C).
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Realizando-se a analise de varidncia (ANOVA) e analisando-se a Tabela 4.11,
verificou-se que o Fcalc foi significativo (p=0,0024) e a porcentagem de variagdo explicada
de 91%. Esses resultados indicam uma boa concordancia entre os valores experimentais e

previstos pelo modelo, expressos na Figura 4.13.

Tabela 4.11. ANOVA para a resposta rendimento Zglicerol/ Esacarose-

Fonte de Somade Grausde Quadrado

variacio Quadrados Liberdade Meédio F-calc. p-valor
Regressao 0,004100 9 0,000455556 10,8 0,002428
Residuos  0,000296 7 4,22857E-05

Total 0,004396 16

Fo.7,01=2,72

0,08

0,07 |

0,06 |

0,05

0,04

0,03 |

Valores Previstos

0,02

0,01}

0,00
0,00 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06 0,07 0,08

Valores Observados
Figura 4.13 - Valores experimentais em fun¢do valores previstos pelo modelo para a resposta

rendimento gglicerol/ Lsacarose-

Pela Figura 4.14 pode-se observar que os erros de ajustamento se mostram

independente e normalmente distribuidos em torno da reta.

63



3,0
25
20
15¢
10 ¢
05}
0,0
0,5 F
1,0 F

Valores normais esperados

15 F
20F

-2,5
-0,010 -0,008 -0,006 -0,004 -0,002 0,000 0,002 0004 0,006 0,008 0010 0,012

Residuos

Figura 4.14 - Distribuicdo dos residuos em torno da reta que indica normalidade para a

resposta rendimento Ggjicerol/Esacarose-

Com a Equacdo 4.5 foram construidas as superficies de resposta, Figura 4.15, para o
rendimento em glicerol e definiu-se, desta vez, a regido de ndo interesse como sendo a regido

que maximizava o rendimento em glicerol.
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Figura 4.15 - Superficies de resposta e curvas de contorno para a resposta rendimento
Solicerol/ Esacarose €M funcdo da temperatura e do pH (a) e (b), da temperatura e da concentragdo

de sulfito (c) e (d) e do pH e concentragdo de sulfito (e) e ().

Analisando as curvas de contorno (b) e (d) da Figura 4.15 definiu-se a faixa de
temperatura que maximiza o rendimento em glicerol por sacarose. A determinacao desta faixa
para a maximizagao serve de referéncia para ndo ado¢cdo em uma fermentagdo, ja que desta
forma, seria promovida a formagao do subproduto, ndo interessante na fermentagao.

A curva de contorno (Figura 4.15 — b) que representa o efeito da temperatura em
combina¢do com o pH, assim como a que representa o efeito da temperatura em sinergismo
com a concentracao de sulfito (Figura 4.15 — d) indicam uma maximizagao do rendimento em
Zolicerol/ Esacarose Para altas temperaturas, o que pode caracterizar o estresse térmico. Ambas
forneceram faixas de temperatura que englobavam a mais alta temperatura adotada no

planejamento. A faixa de temperatura combinada de ambos os efeitos foi de 45 a 48,5°C.



TxpH
Tx[H50,]
Faixa Temp. (*C)

Da mesma forma que para temperatura, a partir das curvas de contorno (b) e (f) da
Figura 4.15 definiu-se a faixa de pH que maximiza o rendimento em glicerol em relagdo a
sacarose na regido experimental trabalhada. A faixa de pH correspondente ao maximo
rendimento deste subproduto engloba valores de pH de 5,2 a 5,5, novamente englobando o

maior valor de pH adotado no planejamento.

TxpH
pHx[H50,] m
FaixapH

Percebe-se, com base nesta analise, que altos valores de temperatura e pH geram
maior producdo de glicerol. Este comportamento ¢ confirmado pela literatura. LIMA, BASSO
e AMORIM, (2001), afirmaram que quanto maiores os valores pH, temperatura e
concentragdo de sacarose no mosto, maior ¢ a producdo de glicerol.

Da mesma forma que para temperatura, pela definicdo da concentragao de sulfito que
maximiza a resposta em questao foi realizada a andlise das curvas de contorno (d) e (f) da
Figura 4.15. De acordo com esta andlise, se a concentracdo de sulfito se encontrar em até

35mg/L, obter-se-4 uma maior formacao de glicerol na fermentacao.

T x[H503]

pH x[HS0.]

Faixa [HS0,] (mg/L)

A fim de se obter o ponto estacionario que mais favorece a producdo de glicerol,
realizou-se uma analise canodnica utilizando-se o modelo completo representado pelos
coeficientes de regressdao mostrados na Tabela 4.10. Utilizou-se um programa implementado
no software Maple Release 8.0 e definiram-se os valores das variaveis estudadas. Se a
temperatura se encontrar em 48,5°C, o pH em 5,5 e a concentragdo de sulfito em 345 mg/L
sera favorecida a formacgdo do glicerol, um subproduto ndo desejavel na fermentagdo. Tal
resultado mostra-se em concordancia com a analise da faixa para maximizagao da resposta em
questdo exceto em relagdo a concentragao de sulfito no meio.

Foi feita, da mesma forma que para a determinagdo do ponto de maximizacao da
resposta, a determinagdo do ponto de minimiza¢do do rendimento Ygss, 0 que realmente se
busca em uma fermentagdo. O ponto estacionario que fornece o menor rendimento em

glicerol foi o codificado pelas seguintes varidveis: X1=-1,353, X2=-1,353 e X3=1,30, que
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representam a condicao de temperatura de 21,5°C, de pH de 1,5 e de concentracao de sulfito
de 338 mg/L.

Fica claro o efeito do aumento nos valores de pH e da temperatura na producdo de
glicerol. Quando se trabalha em altas temperaturas e em meios mais alcalinos favorece-se,
assim como prevé a literatura, a formacdo de glicerol. J4& em relagdo ao sulfito nas
concentragdes abordadas no planejamento (até 345 mg/L) ndo se pdde tirar conclusdes
definitivas. Na avaliacdo conjunta das varidveis, a concentracdo de sulfito ndo influencia na

producdo de glicerol.

4.2.5 — Avaliagdo da reprodutibilidade do ponto otimizado

Baseando-se nas faixas de interesse para as respostas avaliadas e na literatura,
definiram-se as condic¢des para realizacdo do experimento para validacdo. Nas condicdes de
T=32,5°C, pH=4 e concentragdo de sulfito=0 mg/L foram respeitadas as faixas de
maximizacdo da viabilidade celular, da quantidade final de trealose, do rendimento
Zetanol/Zsacarose € da produtividade de etanol. A Figura 4.16 representa o experimento de

validagdo do planejamento.
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Figura 4.16 — Experimento cinético de validagdo do Planejamento Composto Central

realizado.

No experimento de validacao foram obtidos os seguintes resultados para as respostas

analisadas: viabilidade celular de 0,90+1,0 %, quantidade final de trealose de 10,7+1,2 g/100
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g de sacarose, 0,47£0,1 Zetanol/Esacarose d€ rendimento de etanol em relagdo a sacarose,
0,053+0,01 ggticerol/Zsacarose de rendimento de glicerol em relacdo a sacarose e produtividade de
etanol de 7,1+1,0 g/L.h.

Trabalhando com as variaveis codificadas tem-se X;= -0,25, X,= 0,333 e X3=-0,353.
Substituindo estes valores nas equacdes do modelo ajustado para cada resposta, tem-se que a
viabilidade celular ¢ de 1,0 %, a quantidade final de trealose ¢ de 11,8 g/100 g de sacarose, o
rendimento de etanol em relacdo a sacarose de 0,56 Zetanol/Zsacaroses 0 rendimento de glicerol em
relagdo a sacarose de 0,063 Zglicerol/sacarose € @ produtividade de etanol é de 8,5 g/L.h. Os
valores obtidos pelo experimento e o modelo estdo proximos, o que indica a validade do

modelo ajustado.

4.3 — Efeito do sulfito na fermentacao alcodlica
Nas fermentacdes realizadas, o sulfito foi incorporado na forma bissulfito (HSO5") pela
adicao de bissulfito de so6dio (NaHSOs) ao meio fermentativo. Em presenca de agua o

bissulfito de sodio se dissocia em Na" e HSO5", conforme Equagdo 4.6.

NaHSO, —22 Na_,, + HSO,,,

(4.6)

Este bissulfito inicial [HSO;5]y, acaba sofrendo reacdes com a agua segundo as

Equacdes 4.7 e 4.8, de forma que no final o que se tém sdo trés espécies cujas concentragdes

dependem do pH do meio.
HSO; + H,O0——=—H,SO, +OH" (4.7)
HSO; + H,0—=—H,0"S0,* (4.8)

Portanto, depois de adicionado o bissulfito de sédio ao meio fermentativo, tem-se uma
mistura de trés espécies: o bissulfito que ndo reagiu [HSO;5'], o sulfito [SOs™] e o acido
sulfuroso [H2SO3]. Porém, segundo a literatura, ¢ questiondvel que este 4cido realmente exista
j& que a constante de equilibrio entre ele e o didxido de enxofre ¢ tdo pequena que menos de

uma molécula por bilhdo esta na forma de &cido sulfuroso.

H,S0; 5y === 50,4, + H,0 (4.9)

2(aq)
Pode-se considerar, dessa forma, que dependendo do pH, o sulfito adicionado por
meio do bissulfito de sddio pode encontrar-se nas formas de dioxido de enxofre (SO,),

bissulfito (HSO3) e de sulfito (SO53).
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A distribuicdo dos ions em solucdo em funcdo do pH foi calculada conforme

procedimento descrito em COTTON e WILKINSON, (1988) e os resultados sdo apresentados

na Tabela 4.12 e Figura 4.

17.

Tabela 4.12 — Distribui¢do dos ions relacionados ao sulfito em solugdo como fun¢do do pH.

pH H,S0s=S0,(%)  HSO5 (%) S0;57(%)
0 98,72 1,18 0,00
1 88,50 10,62 0,00
2 43,48 52,17 0,00
3 7,14 85,71 0,01
4 0,76 91,55 0,06
5 0,08 91,71 0,57
6 0,01 87,30 5,41
7 0,00 58,71 36,40
8 0,00 13,73 85,13
9 0,00 1,59 98,28

Como se pode observar pela Figura 4.17, para valores de pH mais baixos (pH até 4)

coexistem principalmente as formas 6xido de enxofre (SO,) e bissulfito (HSOs"), enquanto

entre valores de pH 5,0 e 9,0, ha uma composi¢ao mista de bissulfito e sulfito (SO )

O SO, porém, ¢ sempre transportado para o interior da célula onde se converte nas

outras duas formas devido o ambiente ser caracterizado pelo valor de pH proximo de 6

(CARR et al.,1976; ANACLETO e van UDEB, 1982; CARTWRIGHT et al., 1989).

14 -
1-3__
0e
0s
2.7 4
'36—_

== -35—-
0.t ]
.35_-
0z

[

s H._50.=350,
HS0,
507

Figura 4.17 — Distribuicao dos ions relacionados ao sulfito em solu¢ao como fun¢do do pH.

A fim de se investigar mais profundamente o efeito do sulfito na fermentacdo, foram

realizados mais dois experimentos adotando-se, em ambos, o pH e a temperatura considerados

otimos (pH=4 e T=32,5°C) e concentracdes de sulfito de 345 mg/L e 690 mg/L.
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No pH 4, como se pode observar pela Tabela 4.12 e também pela Figura 4.17, tem-se
predominantemente, a espécie bissulfito (HSOs"), sendo analisado, portanto o efeito desta
espécie no processo fermentativo.

A Figura 4.18 (a), (b) e (c) mostra, respectivamente, as fermentagdes em auséncia de
sulfito, e aquelas com concentracdo de 345 mg/L e de 690 mg/L desta espécie.

Baseando-se nas equagdes dos célculos relacionados as fermentagdes (Equacdes 3.1,
3.2 e 3.3), a produtividade de etanol calculada foi de 8,3 g/L.h e 8,0 g/L.h e o rendimento de
glicerol por sacarose de 0,057 € 0,072 Zgiicerol/ Esacarose Nas concentragdes de 345 e 690 mg/L,
respectivamente. Ja o rendimento de etanol por sacarose foi de 0,45 Zetanol/Esacarose Para ambas

concentragoes.
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Figura 4.18 — Fermentagdes alcoolicas na condi¢do de pH igual a 4, temperatura de 32,5°C e

concentragdes de sulfito de 0 mg/L (a), 345 mg/L (b) e 690 mg/L (c).

Pelo acompanhamento das fermentagdes observou-se que na corrida com maior

concentragdo de sulfito (690 mg/L), durante a primeira hora de fermentagdo, praticamente nao
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se nota diferenga em relagao ao substrato e aos produtos, respostas que s6 comecam a se
pronunciar a partir de duas horas aproximadamente.

Na primeira hora, a concentracdo de sacarose praticamente ndo se altera, diminui
apenas de 180 para 179,07 g/L. Em auséncia de sulfito, na primeira hora, essa concentragao
chega a aproximadamente 161,01 g/L. E no experimento com sulfito na concentracao de 345
mg/L, o consumo de substrato foi intermediario entre os dois extremos adotados tendo-se, ao
final da primeira hora de fermentacao, 166,32 g/L de sacarose. Este comportamento se repete
ao longo do tempo e ¢ representado pela produtividade de etanol. No final de cada ciclo
(consumo completo do substrato), a produtividade de etanol foi de 8,3 g/L..h em auséncia de
sulfito, de 8,0 g/L.h na concentracdo de 345 mg/L de sulfito e de 6,1 g/L na maxima
concentragdo do reagente.

Para a fermentagdo com a maxima concentragdo de sulfito, o tempo de consumo de
180g/L de sacarose foi de aproximadamente 13 horas enquanto para as demais foram por
volta de 10 horas.

Visando a uma melhor forma de comparagdo, calculou-se a produtividade de etanol no
final de 10 horas para os trés experimentos, obtendo-se 8,3 g/L.h de etanol em auséncia de
sulfito, 8,0 g/L.h de etanol na concentracdo de 345mg/L de sulfito e 7,3 g/L.h na maxima
concentragdo (690mg/L).

Essa diferenca de comportamento ¢ observada para o rendimento do etanol em relacao
a sacarose, mas de forma bem menos expressiva. Em auséncia de sulfito, com o consumo de
praticamente todo o substrato, obteve-se um rendimento de 0,47 Zetanol/sacarose: ENQquanto para
as fermentacdes em presenga de sulfito, os rendimentos foram de 0,45 Zetanol/Esacarose (MENOT
concentragdo) e de 0,45 Zetanol/Csacarose (Maior concentracdo). Ou seja, praticamente ndo se
observou queda no rendimento do etanol com o aumento da concentracdo de sulfito.

Quanto a viabilidade celular ao final dos ciclos, foi observado o mesmo
comportamento obtido na produtividade de etanol, ou seja, quanto maior a concentragao de
sulfito presente no mosto menor foi a viabilidade celular. Em auséncia de sulfito obteve-se
uma viabilidade celular de 0,90. Na presenca dele, para concentragdo de 345mg/L, a
viabilidade foi de 0,89 e para concentracao de 690 mg/L, de 0,61.

Toda esta andlise mostrou-se em concordancia com a resposta obtida no PCC
realizado. Pela andlise das equagdes que representam a viabilidade (Equacdao 4.1), o
rendimento de etanol em relacdo a sacarose (Equacdo 4.3) e a produtividade de etanol

(Equagdo 4.4), percebe-se que em todas elas os parametros relacionados a variavel X;
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(concentracao de sulfito) atuam de modo a contribuir para uma diminui¢ao das respostas em
questdo. Fica claro, também, que a expressdao mais significativa do efeito do sulfito se mostra
em relagdo a produtividade de etanol e a viabilidade celular j& que o rendimento de etanol
quase nao se altera.

Ja em relacdo ao rendimento de glicerol (ggticerol/sacarose), © que se observou foi o
contrario. Para maiores concentragdes de sulfito, obteve-se um aumento da resposta em
questdo. Apos o consumo de praticamente todo o substrato, foi obtido um rendimento de
0,053 gglicerol/Esacarose Na fermentagdo em auséncia de sulfito, enquanto para as demais
fermentagdes obtiveram-se as respostas de 0,057 € 0,072 ggiicerol/ Zsacarose €M Ordem crescente
de quantidade de sulfito adotada. Este resultado mostra-se em desacordo com o resultado
obtido no PCC (item 4.2.4) que indicou maiores rendimentos de glicerol em relacdo a
sacarose para menores concentracdes de sulfito. Tal desacordo pode ser justificado por uma
série de fatores. Pode indicar, por exemplo, que a regido experimental trabalhada no PCC nao
tenha englobado a faixa em que se observa tal comportamento (concentracdes de sulfito
maiores que 345mg/L).

Porém, outra justificativa ¢ que os 17 experimentos realizados no planejamento
combinavam diferentes valores de pH com as diferentes concentragdes de sulfito. Como
abordado anteriormente, o pH interfere na espécie em que o sulfito se encontra e cada espécie
gera diferentes respostas para a viabilidade celular e o seu metabolismo, tendo-se, desta forma
a partir do planejamento, uma resposta que englobava todos os efeitos em sinergismo. Nesta
analise complementar, o efeito do sulfito na fermentacao alcodlica, foi fixado o pH, mantendo
assim a forma em que o sulfito se encontrava e a sua propor¢do, o que, necessariamente gera
uma resposta mais apurada do seu efeito.

No planejamento trabalhou-se com o pH nos valores de 1,5; 2; 3,5; 5 e 5,5. Mais
precisamente o que se tinha no meio fermentativo eram misturas em diferentes propor¢des de
dioxido de enxofre (SO;) e bissulfito (HSO3") para os valores de pH de 1,5; 2 e 3,5 e para os
valores mais altos de pH, uma mistura também em diferentes propor¢des de bissulfito (HSO3")
e sulfito (SO5%) (pH 5 ¢ 5,5).

Outra possivel justificativa é que nas condig¢des adotadas no PCC o glicerol produzido
tenha se mantido no interior das células. Em grande parte dos experimentos trabalhou-se em
condicdes de estresse e neste caso o glicerol ¢ utilizado, assim como a trealose, para

manuten¢ao celular, ndo sendo excretado para meio.
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4.4 — Estudo cinético da fermentacao alcodlica

A estimativa dos parametros foi realizada a partir do experimento nas condigdes
consideradas 6timas definidas pela analise realizada no PCC e pela literatura (temperatura =
32°C, pH=4, concentragdo de sulfito = 0). O rendimento experimental final em glicerol
(0,059) foi utilizado na estimacdo. Para o etanol e a célula foram utilizados rendimentos
experimentais médios ao longo do tempo da fermentacgao (0,437 e 0,04, respectivamente).

Para se definir o modelo que melhor representa os dados experimentais obtidos, foram
testados alguns dos modelos mostrados na Tabela 2.3. O modelo proposto por Levenspiel em
1980 e o modelo de Ghose e Thiagy (1979) foram os que mais se ajustaram aos dados
experimentais € que menores erros apresentaram.

Para o modelo de Ghose e Thiagy a funcdo objetivo encontrada foi de 508,51. Para o
modelo de Levenspiel foi de 513,27. Tais valores se referem ao somatorio da diferenca entre
os valores estimados pelo modelo e os experimentais. Como tais valores apresentavam
dimensdes (ndo foram normalizados) ¢ esperado e justificavel que sejam expressivos.

Assim como VASCONCELOS et al. (1992), que testaram dez modelos cinéticos para o
processo de fermentacdo alcodlica industrial e concluiram que o modelo de Ghose e Thyagi
(1979) foi o que apresentou os melhores ajustes dos dados experimentais, o atual trabalho
também chegou aos melhores resultados com tal modelo para as condi¢des experimentais
adotadas (Figura 4.19).

A Equacao 4.7 define o modelo proposto por Ghose e Thiagy (1979).

Y

u=p, > \1 P

5+k5+52/k! pmax g

Na Tabela 4.13 sdo apresentados os valores dos rendimentos utilizados para estimar e os
parametros estimados pelo método de Evolucdo Diferencial com o tamanho da populacao
(NP) igual a 20, estratégia sete, 300 iteracdes, taxa de perturbacdo (F) igual a 0,8 e
probabilidade de cruzamento (CR) igual a 0,8.
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Tabela 4.13 — Valores dos parametros cinéticos na forma dimensional e dados experimentais
dos rendimentos para a estimagao dos parametros.

Rendimentos experimentais utilizados

Yess (g/8) 0,437
Yars (g/2) 0,059

Yxs (g/g) 0,04

Parametros estimados

Wmax (1/h) 0,15

Ks(g/L) 3,31
K; (g/L) 135,87
P (g/L) 84,23
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Figura 4.19 — Estudo cinético da fermentagao no ponto T=32,5°C e pH=4 — Estimacao
segundo modelo proposto por Ghose e Thiagy.



5 - CONCLUSOES

e Altas temperaturas (T>45°C) e baixos valores de pH (<2) influenciam

negativamente no rendimento e na produtividade de etanol.

e A viabilidade celular ¢ fortemente influenciada pela temperatura e pelo pH e sofre
uma influéncia ndo tdo pronunciada em relacdo a concentracdo de sulfito no
mosto. Dentro das faixas estudadas, altos valores de pH e baixos valores da

temperatura implicam em altas viabilidades.

e O estresse térmico (T>45°C) foi o fator mais agressivo as células de levedura.

e Os maiores valores da viabilidade celular foram verificados para situagdes de

maior teor de trealose intracelular.

e A trealose acumulada durante o ciclo fermentativo ¢ consumida para protecdo

celular visando sobrevivéncia em condigdes estressantes a levedura.

e A concentracao de sulfito em sinergismo com a temperatura ¢ o pH se pronuncia

de forma discreta em concentragdes de até 345ppm.

e O efeito da concentracdo de sulfito estd intimamente ligado ao pH do meio.

e O efeito isolado da concentracdo de sulfito (a partir de 345ppm) se pronuncia e

promove uma redugdo na produtividade de etanol e na viabilidade celular.

e Maiores valores da concentracdo de sulfito no meio implicaram em menor

produtividade de etanol quando comparado com o meio sem sulfito.
e Baseando-se na andlise da fungdo objetivo, 0 modelo de Ghose e Thiagy foi o que

melhor representou a cinética da fermentacdo para a condi¢do experimental

definida como 6tima.
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6 — SUGESTOES PARA PROXIMOS TRABALHOS

e Investigar o comportamento dos teores de glicerol intracelular e liberado para o meio
por leveduras submetidas a condigdes estressantes em relacdo a temperatura, pH e

concentragao de sulfito.

e Acompanhar o teor de glicogénio (carboidrato enddgeno de reserva) durante os
experimentos para se entender melhor sua fungdo e permitir uma comparagdo com a

trealose, outro carboidrato enddgeno ligado ao estresse celular.

e Realizar fermentacdes que englobem longos periodos de tempo com o objetivo de se
acompanhar a fermentagdo apds o consumo total do substrato, visando analisar o

comportamento dos carboidratos enddgenos e a viabilidade celular.
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APENDICE A

DADOS EXPERIMENTAIS

Apéndice A.1 — Resultado do Experimento em batelada na condicio: T =35°C, pH =5,5

e Bt=172,5 mg/L (X1=0, X2=+1,353, X3=0)
Tempo (h) Sacarose (g/L) Etanol (g/L) Glicerol (g/L) Célula (g/L)

0 179,89 0,00 0,00 22,60
15 135,82 16,21 2,54 23,73
3 70,29 39,77 6,24 25,98
4,5 25,93 60,67 8,67 26,97
6 5,37 71,76 9,41 28,13
7,5 0,40 81,01 9,68 27,99
9 0,34 84,08 10,04 27,67
10,5 0,12 85,42 10,15 27,62
12 0,11 86,15 10,25 27,11

Viabilidade celular ao final de 12h = 0,83

Apéndice A.2 — Resultado do Experimento em batelada na condicdo: T =25°C,pH=5¢e¢
Bt =45 mg/L (X1=-1, X2=+1, X3=-1)
Tempo (h) Sacarose (g/L) Etanol (g/L) Glicerol (g/L) Célula (g/L)

0 181,23 0,00 0,00 23,99
15 164,74 5,63 0,50 23,40
3 128,15 14,54 2,31 23,97
4,5 91,22 24,35 4,11 24,51
6 68,88 34,79 5,78 25,64
7,5 45,35 47,83 7,31 27,24
9 24,14 57,23 9,39 27,47
10,5 9,32 67,95 10,52 28,37
12 2,44 72,10 10,90 28,46

Viabilidade celular ao final de 12h = 0,88

Apéndice A.3 — Resultado do Experimento em batelada na condicio: T =25°C,pH=2e
Bt =45 mg/L (X1=-1, X2=-1, X3=-1)
Tempo (h) Sacarose (g/L) Etanol (g/L) Glicerol (g/L) Célula(g/L)

0 178,18 0,00 0,00 24,83
15 160,86 5,86 0,36 23,69
3 129,59 13,07 1,66 24,57
4,5 110,11 19,63 3,65 25,33
6 86,84 27,34 4,69 26,20
7,5 68,58 35,93 5,66 26,73
9 50,46 47,23 6,79 27,67
10,5 40,22 52,79 7,42 28,09
12 27,23 57,18 8,72 28,33

Viabilidade celular ao final de 12h= 0,96
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Apéndice A.4 — Resultado do Experimento em batelada na condi¢ao: T = 35°C, pH = 3,5
e Bt =345 mg/L (X1=0, X2=0, X3=+1,353)
Tempo (h) Sacarose (g/L) Etanol (g/L) Glicerol (g/L) Célula (g/L)

0 179,43 0,00 0,00 24,41
15 167,56 2,18 1,299 24,21
3 130,02 12,62 3,000 24,09
4,5 82,27 30,79 4,170 25,48
6 55,43 49,12 6,265 26,50
7,5 23,97 63,39 8,109 27,17
9 5,03 77,83 8,789 27,48
10,5 1,16 79,59 8,989 27,67
12 0,52 80,97 9,026 27,88

Viabilidade ao final de 12h = 0,75

Apéndice A.5 — Resultado do Experimento em batelada na condicdo: T =45°C,pH=5¢e¢
Bt =300 mg/L (X1=+1, X2=+1, X3=+1)
Tempo (h) Sacarose (g/L) Etanol (g/L) Glicerol (g/L) Célula (g/L)

0 179,27 0,00 0,00 23,38
15 144,90 9,32 2,49 23,43
3 106,62 22,88 5,01 23,44
4,5 86,96 29,64 6,45 23,74
6 64,52 37,87 7,96 24,42
7,5 46,72 45,13 9,26 24,66
9 34,17 54,04 9,75 24,76
10,5 24,60 57,04 9,96 24,15
12 20,38 58,27 10,16 23,76

Viabilidade celular ao final de 12h = 0,45

Apéndice A.6 — Resultado do Experimento em batelada na condicdo: T =35°C, pH =3,5
e Bt =172,5 mg/L (X1=0, X2=0, X3=0)
Tempo (h) Sacarose (g/L) Etanol (g/L) Glicerol (g/L) Célula (g/L)

0 180,63 0,00 0,00 27,62
15 156,66 9,56 1,299 27,35
3 111,69 26,68 3,000 27,55
4,5 55,68 47,03 4,170 28,47
6 27,46 63,05 6,265 29,03
7,5 6,13 72,89 8,109 29,28
9 3,68 83,71 8,989 29,22
10,5 1,45 84,87 9,031 29,00
12 0,14 86,27 9,527 28,89

Viabilidade celular ao final de 12h = 0,84
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Apéndice A.7 — Resultado do Experimento em batelada na condi¢ao: T = 35°C, pH = 3,5
e Bt =0 mg/L (X1=0, X2=0, X3=-1,353)

Tempo (h) Sacarose (g/L) Etanol (g/L) Gl(gzlir)ol Célula (g/L)
0 181,89 0,00 0,00 25,88
15 131,50 16,67 2,20 24,61
3 77,87 38,74 5,03 23,62
4,5 38,53 54,87 7,84 24,38
6 11,10 70,01 9,43 24,85
7.5 2,98 81,54 9,97 25,33
9 1,86 85,86 10,49 25,86
10,5 0,75 86,75 10,43 26,44
12 0,11 87,54 10,52 26,97

Viabilidade celular ao final de 12h = 0,98

Apéndice A.8 — Resultado do Experimento em batelada na condicdo: T =25°C,pH=2e¢
Bt =300 mg/L (X1=-1, X2=-1, X3=+1)
Tempo (h) Sacarose (g/L) Etanol (g/L) Glicerol (g/L) Célula (g/L)

0 178,86 0,00 0,00 26,98
15 174,91 0,68 0,05 26,31
3 173,21 1,19 0,05 26,06
4,5 173,73 1,23 0,05 25,88
6 173,25 1,39 0,05 25,60
7,5 174,02 1,26 0,04 25,43
9 173,98 1,38 0,06 25,13
10,5 174,46 1,34 0,04 25,06
12 174,17 1,49 0,04 25,11

Viabilidade celular ao final de 12h = 0,35

Apéndice A.9 — Resultado do Experimento em batelada na condi¢ao: T = 48,5°C, pH =
3,5 e Bt=172,5 mg/L (X1=+1,353, X2=0, X3=0)
Tempo (h) Sacarose (g/L) Etanol (g/L) Glicerol (g/L) Célula (g/L)

0 181,38 0,00 0,00 25,73
15 141,83 5,76 0,71 26,65
3 116,57 13,39 2,26 27,53
4,5 97,70 20,22 3,44 25,93
6 82,76 29,95 5,24 25,93
7,5 73,05 35,16 6,85 26,43
9 64,11 36,23 6,99 25,19
10,5 55,95 38,76 6,96 24,41
12 52,46 39,04 7,19 22,74

Viabilidade celular ao final de 12h = 0,10

87



Apéndice A.10 — Resultado do Experimento em batelada na condiciao: T = 21,5°C, pH =
3,5 e Bt=172,5 mg/L (X1=-1,353, X2=0, X3=0)
Tempo (h) Sacarose (g/L) Etanol (g/L) Glicerol (g/L) Célula (g/L)

0 183,24 0,00 0,00 25,88
15 160,09 2,62 0,13 24,61
3 140,66 8,16 0,58 24,62
4,5 117,13 15,37 1,84 24,58
6 99,42 22,95 3,48 24,55
7,5 89,25 30,21 4,78 25,33
9 70,14 39,35 5,45 26,02
10,5 54,88 48,91 5,87 26,44
12 35,07 59,07 6,20 26,97

Viabilidade celular ao final de 12h = 0,93

Apéndice A.11 — Resultado do Experimento em batelada na condicio: T = 35°C, pH =
3,5e Bt=172,5 mg/L (X1=0, X2=0, X3=0)

Tempo (h)  Sacarose (g/L)  Etanol (g/lL)  Glicerol (g/L) C(g'/t')a
0 182,64 0,00 0,00 25,23

1,5 155,16 11,19 0,70 25,2

3 112,06 29,39 4,24 25,98

45 66,61 45,56 7,23 26,54

6 28,75 64,33 9,23 26,66

7.5 7,97 79,78 9,49 26,69

9 3,94 85,20 9,96 26,53
10,5 1,53 86,53 9,72 26,26

12 0,17 87,22 9,90 26,08

Viabilidade celular ao final de 12h = 0,82

Apéndice A.12 — Resultado do Experimento em batelada na condicao: T =45°C, pH =5
e Bt=45 mg/L (X1=+1, X2=+1, X3=-1)
Tempo (h) Sacarose (g/L) Etanol (g/L) Glicerol (g/L) Célula (g/L)

0 176,79 0,00 0,00 25,19
15 121,62 4,67 5,05 25,05
3 81,29 17,05 7,77 25,61
4,5 54,12 27,70 9,18 26,02
6 35,63 36,05 10,11 26,56
7,5 21,73 48,51 10,44 26,70
9 12,38 58,97 10,60 26,01
10,5 13,22 69,59 10,76 24,58
12 12,25 71,44 10,85 23,80

Viabilidade celular ao final de 12h = 0,19
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Apéndice A.13 — Resultado do Experimento em batelada na condicio: T = 35°C, pH =
1,5e Bt =172,5 mg/L (X1=0, X2=-1,353, X3=0)
Tempo (h) Sacarose (g/L) Etanol (g/L) Glicerol (g/L) Célula(g/L)

0 179,32 0,00 0,00 28,74
15 173,13 0,54 0,055 26,89
3 169,95 1,14 0,101 26,46
4,5 168,28 1,72 0,127 26,10
6 168,59 2,30 0,153 2571
7,5 166,32 3,37 0,174 25,56
9 165,77 3,92 0,202 25,77
10,5 163,08 4,89 0,229 26,01
12 163,50 4,76 0,256 26,15

Viabilidade celular ao final de 12h = 0,30

Apéndice A.14 — Resultado do Experimento em batelada na condicao: T =25°C, pH =5
e Bt=300 mg/L (X1=-1, X2=+1, X3=+1)
Tempo (h) Sacarose (g/L) Etanol (g/L) Glicerol (g/L) Célula (g/L)

0 177,54 0,00 0,00 24,04
15 163,58 4,35 0,40 22,72
3 141,07 13,00 1,95 23,29
4,5 111,82 26,84 4,00 24,33
6 90,23 36,28 6,26 25,50
7,5 66,37 47,03 8,32 26,63
9 35,30 60,97 9,37 27,01
10,5 23,13 64,05 10,10 27,62
12 5,11 67,44 10,40 28,29

Viabilidade celular ao final de 12h = 0,75

Apéndice A.15 — Resultado do Experimento em batelada na condicio: T =45°C, pH =2
e Bt =300 mg/L (X1=+1, X2=-1, X3=+1)
Tempo (h) Sacarose (g/L) Etanol (g/L) Glicerol (g/L) Célula (g/L)

0 179,51 0,00 0,00 26,98
15 179,45 0,00 0,03 26,51
3 179,27 0,00 0,03 26,26
4,5 179,45 0,00 0,03 25,98
6 179,39 0,00 0,03 25,60
7,5 179,21 0,00 0,03 25,13
9 179,15 0,00 0,03 25,03
10,5 178,94 0,00 0,03 25,14
12 178,12 0,00 0,03 25,11

Viabilidade celular ao final de 12h = 0,00
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Apéndice A.16 — Resultado do Experimento em batelada na condicio: T = 35°C, pH =

3,5 e Bt =172,5 mg/L (X1=0, X2=0, X3=0)

Tempo (h) Sacarose (g/L) Etanol (g/L) Glicerol (g/L) Célula (g/L)
0 180,65 0,00 0,00 25,37
15 157,67 8,29 0,70 25,56
3 125,44 19,12 2,59 26,21
4,5 65,54 42,27 5,61 26,82
6 24,05 61,66 8,07 27,67
7.5 9,26 74,46 9,02 27,74
9 2,20 83,02 9,27 27,57
10,5 0,46 85,45 9,36 27,36
12 0,09 86,13 9,41 27,11

Viabilidade celular ao final de 12h = 0,88

Apéndice A.17 — Resultado do Experimento em batelada na condiciio: T =45°C, pH =2

e Bt = 45 mg/L (X1=+1, X2=-1, X3=-1)

Tempo (h) Sacarose (g/L) Etanol (g/L) Glicerol (g/L) Célula (g/L)
0 181,15 0,00 0,00 25,92
15 150,04 6,66 1,74 26,17
3 136,45 13,49 3,12 26,15
4,5 115,89 19,41 4,40 26,18
6 100,03 26,42 5,15 25,68
7,5 91,81 30,33 6,47 25,17
9 83,97 36,35 6,58 25,01
10,5 75,22 38,45 7,29 24,53
12 57,55 40,13 7,47 23,76

Viabilidade celular ao final de 12h = 0,32
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APENDICE B
CURVAS DE CALIBRACAO

Apéndice B.1 — Curva de calibracao relativa a concentracio de sacarose.
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Apéndice B.2 — Curva de calibracio relativa a concentraciio de etanol.
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Apéndice B.3 — Curva de calibracao relativa a concentracio celular.
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Apéndice B.4 — Curva de calibracio relativa a concentracio de trealose.
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Apéndice B.5 — Curva de calibracio relativa a concentracao de glicerol.
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