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RESUMO

O processo industrial de producao de etanol combustivel é realizado sob condi¢cfes
nao estéreis, portanto diferentes espécies de leveduras provenientes da matéria-prima
e/ou do proprio ambiente podem ser encontradas no processo de fermentagéo.
Geralmente, a temperatura nas dornas industriais € mantida ao redor de 32°C a 35°C,
no entanto, devido ao curto tempo de fermentacdo, o resfriamento nem sempre é
suficientemente eficaz na remocéao de calor, atingindo temperaturas de até 40°C.
Assim, uma levedura capaz de fermentar a temperaturas acima daquelas toleradas
por Saccharomyces cerevisiae, levedura utilizada como in6culo nas fermentactes
industriais, pode ser util na producédo de etanol durante periodos de elevacdo de
temperatura, especialmente em paises de clima tropical como o Brasil. Issatchenkia
orientalis € uma levedura ndo-Saccharomyces capaz de converter glicose e frutose
em etanol a temperaturas tdo altas quanto 42°C, é encontrada em processos
industriais de fabricacdo de paes e bebidas. O presente trabalho visou a producao de
etanol a partir de melago de cana-de-acucar a 42°C utilizando uma cultura mista das
leveduras S. cerevisiae e P. kudriavzevii . Para atingir este objetivo, inicialmente,
padronizaram-se as condicdes de fermentacdo em batelada alimentada a 42°C. Em
ciclos unicos de fermentacédo, o in6culo misto de S. cerevisiae e P. kudriavzevii (24
g/L, propor¢cdo inicial 1:3, m/v) produziu 78,76+2,08 g/L de etanol com uma
produtividade de 9,85+0,29 g/L/h, rendimento tedrico igual a 91,97% e (Yrss)) de
0,47+0,01 g/g ap6s 8 h de fermentacdo. A seguir foi estudada a fermentacdo em
batelada alimentada com reciclo de células e revitalizacdo das células entre os ciclos
de fermentacéo. A suplementacédo do meio de revitalizacdo com um coquetel de sais,
nao teve efeito sobre o acimulo da biomassa, a viabilidade e a producdo de etanol.
Por outro lado, quando uma fonte de nitrogénio organico (lisado celular) foi adicionado
ao meio de revitalizacdo observou-se um aumento significativo no acumulo de
biomassa, porém sem melhoras no rendimento do processo. Ja que as duas
condicBes de revitalizacdo estudadas néo levaram a resultados relevantes em relacao
a producédo de etanol e ao aumento da viabilidade, decidiu-se realizar experimentos
de reciclo sem revitalizacdo das células entre os ciclos. Estes experimentos
confirmaram que é possivel reciclar as células da cultura mista durante 5 ciclos
consecutivos a 40°C e 42°C sem perdas significativas na producéo de etanol, (Yrss) e
viabilidade. Por fim, foi comprovada a tolerancia da cultura mista a um coquetel de
inibidores presentes nos hidrolisados de bagaco de cana e confirmou-se a resisténcia
de P. kudriavzevii aos acidos latico e acético e ao etanol a temperaturas elevadas
(40°C). Estes resultados representam uma inovagdo tecnoldgica para o setor
sucroalcooleiro, uma vez que a utlizagdo da co-cultura de S. cerevisiae e P.
kudriavzevii aumentaram a producéo de etanol em condi¢cfes de estresse. Entretanto,
ensaios em escala piloto sdo necessarios para validar este processo utilizando
volumes maiores de meio.

Palavras-chave: Pichia kudriavzevii . Saccharomyces cerevisiae. Fermentacao
Melaco de cana-de-agucar. Cultura mista. Condi¢des de estresse.
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ABSTRACT

The industrial ethanol production is carried out under non-sterile conditions, therefore
different yeast species from both feedstock and environment can be found in the
fermentation. Generally, the temperature in the industrial reactors is maintained
between 32°C and 35°C. However, as the fermentation time is relatively short, cooling
is not always sufficiently effective in removing heat, reaching temperatures up to 40°C.
Thus, a yeast capable of fermenting at temperatures above those tolerated by
Saccharomyces cerevisiae, the yeast commonly used as inoculum in industrial
fermentations, may be useful for ethanol production during periods of high
temperatures, especially in tropical countries such as Brazil. Pichia kudriavzevii is a
non-Saccharomyces yeast capable of converting glucose and fructose into ethanol at
temperatures as high as 42°C, which could be found in industrial processes of bread
and beverages manufacture. The present work aimed the ethanol production from
sugarcane molasses at 42°C using a mixed culture of the yeasts S. cerevisiae and P.
kudriavzevii. In order to achieve this goal, the first part of the work was focused on the
optimization of the best conditions for a fed-batch fermentation at 42°C. The mixed
inoculum of S. cerevisiae and P. kudriavzevii (24 g/L, initial ratio 1:3 w/v) produced
78.76+2.08 g/L of ethanol with a productivity of 9.85+0.29 g/L/h, which is equivalent to
a theoretical yield of 91.97% and Y ¢ss) of 0.47+0.01 g/g after 8h of fermentation. Fed-
batch fermentations were also study with cell recycle and revitalization of cells between
the fermentation cycles. The supplementation of revitalization medium with a cocktail
of salts had no effect on biomass yields, viability and ethanol production. On the other
hand, when an organic nitrogen source (cell lysate) was added to the revitalization
medium a significant increase in biomass production was observed, nevertheless no
improvement of ethanol productivity was achieved. Since the two revitalization
conditions did not lead to better results regarding ethanol production and cell viability,
the cell recycle process was performed without cell revitalization step between cycles.
The data obtained showed that it is possible to recycle the cells of the mixed culture
for five consecutive cycles at both 40°C and 42°C without significant losses in ethanol
production (Yess) and viability. Finally, the mixed culture showed high tolerance to a
cocktail of inhibitors usually present in sugarcane bagasse hydrolysates. Moreover, P.
kudriavzevii showed high tolerance to acetic and lactic acid at high temperatures
(40°C). These results represent a technological innovation for the alcohol industry,
since the use of the mixed culture of S. cerevisiae and P. kudriavzevii increased the
ethanol production under severe conditions. However, pilot scale tests are necessary
to validate this process using larger reactors.

Keywords: Pichia kudriavzevii. Saccharomyces cerevisiae. Fermentation. Sugarcane
Molasses. Mixed Culture. Stress Conditions.
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RESUMEN

La produccion industrial de etanol combustible se lleva a cabo en condiciones no estériles,
asi, diferentes especies de levaduras provenientes de la propia materia-prima y/o del
medio ambiente pueden ser encontradas en el proceso de fermentacion. Generalmente,
la temperatura en los reactores industriales es mantenida alrededor de 32°C a 35°C. Sin
embargo, debido al corto tiempo de fermentacion, el resfriamiento de los reactores no
siempre es efectivo, pudiendo estos alcanzar temperaturas de hasta 40°C. Una levadura
capaz de fermentar a temperaturas mas altas de aquellas toleradas por la levadura
Saccharomyces cerevisiae, comunmente utilizada como inéculo en las fermentaciones
industriales, puede ser util para la produccion de etanol durante los periodos del afio mas
calientes, especialmente en paises tropicales como Brasil. Pichia kudriavzevii es una
levadura no-Saccharomyces, frecuentemente encontrada en procesos de fabricacion de
pan y bebidas, capaz de convertir glucosa y fructosa en etanol a temperaturas tan altas
como 42°C. El objetivo del presente trabajo fue la produccién de etanol a partir de melaza
de cafia de azlcar a 42°C utilizando un cultivo mixto de S. cerevisiae e P. kudriavzevii.
Inicialmente, se optimizaron las condiciones de fermentacién en fed-batch a 42°C. En
ciclos unicos de fermentacion, el in6culo mixto de S. cerevisiae e P. kudriavzevii (24 g/L,
proporcion inicial 1:3, p/v) produjo 78,76+2,08 g/L de etanol con una productividad de
9,85+0,29 g/L/h, que corresponde a un rendimiento teorico de 91,97% e Y sy 0,47+0,01
g/g después de 8 h de fermentacion. Se estudié también la fermentacion en fed-batch con
reciclo celular y revitalizacion de las células entre los ciclos. La suplementacion del medio
de revitalizacion con un coctel de sales no tuvo ningun efecto sobre la produccién de
biomasa, viabilidad celular y produccion de etanol. Por otro lado, cuando se afiadié una
fuente de nitrégeno orgéanico (lisado celular) al medio de revitalizacion se observé un
aumento significativo en la produccion de biomasa, més sin efecto sobre el rendimiento
del proceso. Dado que las dos condiciones de revitalizacion estudiadas no condujeron a
mejores resultados con respecto a la produccién de etanol y aumento de viabilidad, se
prosiguio con las fermentaciones sin la etapa de revitalizacion celular entre los ciclos.
Estos experimentos confirmaron que es posible reciclar las células del cultivo mixto
durante 5 ciclos sucesivos a 40°C y 42°C sin reduccion significativa en la produccion de
etanol (Ypss) y viabilidad. Finalmente, se comprobd la tolerancia del cultivo mixto a un
coctel de inhibidores cominmente encontrados en hidrolizados de bagazo de cafa de
azucar; también se confirmo la tolerancia de P. kudriavzevii a los acidos acético e lactico
a 40°C. Estos resultados representan una innovacion tecnolégica para el sector
sucroalcoholero, ya que el uso del co-cultivo de S. cerevisiae y P. kudriavzevii aumento la
produccion de etanol en condiciones severas de fermentacion. Sin embargo, la tecnologia
necesita ser testada en escala piloto y asi validar el proceso en reactores de mayor
capacidad volumétrica.

Palabras-clave: Pichia kudriavzevii. Saccharomyces cerevisiae. Fermentacion. Melaza
de cafa de azUcar. Cultivos mistos. Condiciones de estrés.
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Producdo de etanol a 40°C-42°C utilizando uma co-cultura... 29

1. INTRODUCAO

1.1. Producéao de bioetanol

A preocupagdo com as mudangas ambientais no planeta e uma possivel crise
mundial energética estimulou o desenvolvimento e uso de formas de energia limpa
alternativas, como o bioetanol, o qual tem recebido muita atencao e investimentos nas
tltimas décadas. O etanol é o principal biocombustivel utilizado para o transporte,
sendo o Brasil o maior exportador e segundo maior produtor do mundo, chegando a
ser a primeira economia do globo a atingir o uso sustentavel dos biocombustiveis
(BASSO et al.,, 2011). Os Estados Unidos (o maior produtor) e o Brasil foram
responsaveis por 70% da producdo mundial de etanol em 2012 (RFA, 2013). Assim,
a producao de etanol no Brasil atingiu pouco mais de 25 bilhdes de litros nesse ano
(RFA, 2013).

Como uma fonte de energia renovavel, o bioetanol pode ajudar a atenuar as
mudancas climaticas, assim como também reduzir a dependéncia dos combustiveis
fésseis nos setores de transporte e industrial. O etanol possibilita uma combustéo
limpa e um bom desempenho dos motores, o que contribui para reduzir as emissdes
poluentes, mesmo quando o etanol € misturado a gasolina (BALAT et al., 2009). O
acumulo de CO2 na atmosfera € gerado devido ao consumo de petroleo, carvéo e
gueimadas, sendo este o principal causador do aguecimento global e alteracdes
climaticas. Neste sentido, o uso do etanol vem contribuindo na reducéo das emissfes
de CO: pelos veiculos em até 80-90% (WARD; SINGH, 2002; MUSSATTO et al.,
2010).

A producéo e o uso de etanol como combustivel para veiculos sdo praticados
regularmente no Brasil desde 1931, com notavel evolucdo durante as ultimas décadas
(BANCO..., 2008). A crise do petroleo na década de 70 motivou o governo a
desenvolver uma forma alternativa de combustivel para substituir a gasolina. Nasceu
entdo o bioetanol, um combustivel obtido a partir da fermentagédo do caldo da cana-
de-acucar, melaco ou ambos. Assim, em 1975, foi criado o Programa Nacional do
Alcool “Prodlcool” com a finalidade de reduzir a grande dependéncia do petréleo
importado e criar um mercado paralelo de combustivel para os produtores de agUcar

(BALAT et al., 2009). Desde entdo, a agroindustria canavieira brasileira tem se
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expandido, consolidando-se economicamente com indicadores positivos de
sustentabilidade ambiental. A partir do Prodalcool, deu-se vida nova ao setor, com
investimentos em equipamentos, servicos e desenvolvimento de novas tecnologias,

tanto no setor agricola quanto no industrial.

1.2. Matéria-prima

O bioetanol pode ser produzido a partir de trés tipos de matérias-primas
renovaveis: (1) diretamente fermentescivel, como a cana-de-aglcar, sorgo ou
beterraba; (2) matérias-primas amilaceas, ndo diretamente fermentesciveis, como o
milho, mandioca ou trigo, cujo amido deve ser convertido em acucares simples antes
da fermentacédo e (3) material lignoceluldésico, como madeira, forragem e bagaco de
cana-de-agucar, sendo esta matéria-prima bastante atrativa devido ao seu baixo custo
(AMORIM et al., 2009). Contudo, esta ultima rota para a producéo de etanol ainda nao
esta disponivel em escalas industriais, embora haja expectativas de que nos proximos
anos possa alcancar viabilidade econémica.

No contexto brasileiro, o etanol € produzido a partir da cana-de-aclcar em
unidades agroindustriais que produzem tanto etanol quanto agucar, gerando melacos
que podem, junto com o caldo de cana, compor 0os mostos fermentesciveis que
alimentam as dornas de fermentacdo (BANCO..., 2008). Ja nos Estados Unidos, a
matéria-prima utilizada para a producédo de etanol é o milho. No caso do milho é
necessario liberar as moléculas de amido por cozimento e hidrolisa-las como o uso de
enzimas industriais antes do processo de fermentacdo (BOTHAST; SCHLICHER,
2005; BALAT et al., 2009). Portanto, este processo de producdo de etanol € mais
longo, complexo e exige uma maior quantidade de energia para produzir o mesmo
volume, sendo o etanol produzido no Brasil a partir de cana-de-agucar de menor custo
(SANCHEZ; CARDONA, 2008).

1.2.1. Melaco de cana-de-agUcar
O melago € resultante de uma etapa de centrifugacdo ou de decantacao

realizada apés a cristalizacdo do acglcar no processo de producdo de sacarose

comercial (BASSO et al.,, 2011). Esta matéria-prima € composta de acucares
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redutores (glicose e frutose), sacarose ndo cristalizada, agua, compostos nao-
acucares de origem organica (aminodcidos, vitaminas, proteinas) e uma fracao
mineral composta principalmente de calcio, magnésio, sédio e potassio (Tabela 1). A
sua composicdo é muito variavel, pois depende da qualidade e das condi¢cBes de
processamento da cana-de-acucar (TECLU et al., 2009).

O melaco tem sido muito utilizado na producéo industrial de varios metabolitos
de interesse comercial como o sorbitol, acido latico, acido citrico e o proprio etanol
uma vez que apresenta alto teor de acucar (50% em meédia) (LIU et al., 2008). Além
disto, € um subproduto da industria agucareira relativamente barato e disponivel em

grandes quantidades.

Tabela 1 — Composi¢do do melaco de cana-de-agucar

Componente %
Agua 17-25
Sacarose 30-40
Glicose 4-9
Frutose 5-12
Outros carboidratos 2-5
Cinzas 7-15
Compostos nitrogenados 2-6
Gorduras, esterais, fosfolipidios 0,1-1
Frac&o mineral 4'08X10-_3'
4,38X103
Acidos n&o nitrogenados 2-8

Fonte: Teclu et al., 2009.

1.3. Processo de producéo de etanol nas destilarias Brasileiras

De acordo com BNDES (BANCO..., 2008) e como ilustrado na Figura 1, uma vez
na usina, a cana é lavada e moida, sendo o caldo extraido sob pressao dos rolos das
moendas. Depois disto, o caldo é separado do bagaco que segue para as caldeiras
para a geracdo de energia que a propria usina utiliza. O caldo contendo os agucares
da cana pode, entdo, ser destinado a producéo de aclcar ou etanol. Para a producao
de acucar, o caldo é tratado quimicamente, para a separacéo das impurezas, que Sao

eliminadas por decantacdo e depois concentrado em evaporadores para a
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cristalizacdo da sacarose. Nesse processo, nem toda a sacarose disponivel na cana
é cristalizada e a solucéo residual rica em aguUcar (melago) pode retornar mais de uma
vez ao processo com o proposito de recuperar mais agucar. O melaco final que néo
retorna ao processo contém ainda sacarose e um elevado teor de acucares redutores
(glicose e frutose), podendo ser utilizado como matéria-prima para a producdo do
etanol. Desse modo, a producdo de etanol de cana-de-aclUcar pode basear-se na
fermentacao tanto do caldo da cana, diretamente, quanto de misturas de caldo com
melaco, sendo as misturas as mais frequentemente utilizadas no Brasil. Assim, o caldo
tratado é misturado com o melaco, dando origem ao mosto que segue para as dornas
de fermentacdo onde a levedura € adicionada, fermentado por um periodo de 8 a 12
horas a uma temperatura de 33-35°C, dando origem ao vinho ou mosto fermentado
com uma concentracéo de 7-11%, v/v de &lcool (AMORIM et al.,2011). ApGs o tempo
de fermentacao, as leveduras sao recuperadas por centrifugacao e tratadas para novo
uso, enquanto o vinho € enviado para as colunas de destilacdo. Na destilacao, o etanol
€ recuperado inicialmente na forma hidratada, com aproximadamente 96°GL,
deixando a vinhaca ou vinhoto como residuo. O etanol hidratado pode ser estocado
como produto final ou pode ser enviado para a coluna de desidratacdo, onde o
cicloexano é adicionado para facilitar a obtencéo do etanol anidro.

CANA

Caldo

Tratamento
quimico

Torta de filtro Filtragéo

Centrifugagao Destilagéo
Rectificagéo

ACUCAR ETANOL
(hidratado) Deshldiatagao

ETANOL
(anidro)

Levedura

Tratamento acido|

Levedura

Melago

Centrifugagéo

—»Vinhaca

Figura 1 — Esquema da producéao de etanol a partir de cana-de-acucar nas

destilarias Brasileiras (Fonte: modificado de BANCO..., 2008).
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1.3.1. Processo em batelada simples

O processo em batelada simples, também conhecido por batelada descontinua
€ um sistema de facil operacao e controle, no qual o reator recebe inicialmente todo o
meio de cultura esterilizado e logo é inoculado com o microrganismo e incubado, de
modo a permitir que a fermentacdo ocorra sob condi¢gbes 6timas (ZHANG, 2009).
Terminada a fermentacdo, descarrega-se o reator, e 0 meio fermentado segue para
os tratamentos finais para a recuperacao dos produtos de interesse.

A principal caracteristica deste tipo de processo € que o volume de meio do
reator permanece sempre constante, no entanto a composicdo do meio muda
constantemente devido as mudancas no metabolismo celular que apresenta uma
curva de crescimento tipica (CARVALHO, SATO, 2001). Além disto, na fermentacédo em
batelada simples ocorre o esgotamento rapido dos nutrientes do meio com formacgéo
de niveis elevados de etanol, sendo estes téxicos para a levedura.

Este sistema de fermentacdo é geralmente utilizado como base inicial em

estudos de fermentacao, portanto, seu uso esta limitado a escala de laboratério.

1.3.2. Processo em batelada alimentada

Esse processo de fermentacéo, também chamado de descontinua alimentada,
€ utilizado quando se procura diminuir o efeito inibitério causado pelo excesso de
substrato e/ou produto (LEE et al., 1999). Durante este processo um ou mais
nutrientes séo adicionados ao reator, o qual contém o in6culo (YAMANE et. al., 1984).
A forma de adi¢do do substrato pode ser com vazao constante ou variavel, continua
ou intermitente (CARVALHO, SATO, 2001). Esse tipo de operacao ajuda a minimizar a
pressdo osmotica do meio, ja que a concentracao de glicose € mantida baixa, minimiza
a formacdo de produtos toxicos do metabolismo (e.g. acidos fracos) e diminui a
formacado de espuma através da utilizagdo de vazdes decrescentes de alimentagéo.

De acordo com Carvalho e Sato (2001), devido a flexibilidade de utilizagéo de
diferentes vazdes de enchimento dos reatores com meio nutriente, Nnos processos em
batelada alimentada € possivel controlar a concentragéo de substrato no fermentador,
de modo que, por exemplo, o metabolismo microbiano seja deslocado para uma

determinada via metabdlica, levando ao acimulo de um produto especifico.
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1.3.3. Processo Melle-Boinot

As destilarias brasileiras operam com o sistema de fermentacdo denominado
Melle-Boinot (conhecido na industria como batelada alimentada) ou com fermentagéo
continua, nos quais as células de levedura inoculadas no inicio do processo séo
reutilizadas durante fermentagdes consecutivas ao longo de toda a safra canavieira,
sendo possivel atingir até 90-95% de reuso celular em cada batelada (AMORIM et al.,
2011; MARQUES; SERRA, 2004).

A reutilizacao celular reduz a necessidade de propagacdo do inéculo, assim
menos acucar € desviado para a formacao de biomassa (BASSO et al., 2011). Estima-
se que a biomassa de levedura aumenta de 5% a 10% (em relacdo a biomassa inicial)
durante um ciclo de fermentacdo ou batelada, o que é suficiente para substituir as
células perdidas durante a etapa de centrifugacdo. De acordo com Amorim et al.
(2011), as células de levedura podem ser reutilizadas de 400 a 600 vezes, uma vez
que as destilarias brasileiras operam de 200 a 300 dias durante toda a safra
canavieira, isto dependendo da regido, condicGes climaticas, variedade de cana e
demandas do mercado.

No processo de reutilizacdo de células as leveduras sdo separadas do vinho
fermentado por centrifugacdo. O vinho é, entdo, encaminhado para as colunas de
destilacdo, ao passo que as células centrifugadas passam por um tratamento antes
de retornar ao processo, que consiste na diluicdo com agua e adicao de H2SO4 até
pH 1,8 - 2,5 com a finalidade de reduzir uma possivel contaminacdo bacteriana
(BASSO et al., 2011; WHEALS et al., 1999). Esta suspensédo de células permanece
em agitacdo durante aproximadamente de dois a trés horas antes de retornar a dorna
de fermentacédo (AMORIM et al., 2011).

1.4. Leveduras nos processos industriais

As leveduras sédo usadas em muitos processos industriais para a produgéo de
bebidas alcodlicas, biomassa e varios produtos metabolicos, sendo a levedura do
género Saccharomyces a mais utilizada na conversdo dos acglucares em etanol. No
entanto, leveduras que nado fazem parte do indéculo inicial sdo normalmente

encontradas nos processos de fermentacdo. Essas leveduras sdo denominadas de
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leveduras selvagens e leveduras ndo-Saccharomyces, pois estas proliferam ao longo
do processo, ja que a fermentagcdo ocorre em condi¢cdes ndo estéreis, facilitando a
contaminagao por diversos micro-organismos. Leveduras selvagens do género Pichia,
Candida, Hanseniaspora, Brettanomyces, Hansenula, Kluyveromyces, Issatchenkia e
Metschnikowia podem ser encontradas em processos de producdo de cerveja
(JESPERSEN; JAKOBSEN, 1996), fermentacgéo de vinhos, fabricacdo de alimentos e
bebidas obtidas por fermentagéo natural (AIDO et al., 2006) e no préprio processo de
producéo de etanol (BASSO et al., 2008).

1.4.1. A levedura Saccharomyces cerevisiae

Os fungos ascomicetos da espécie Saccharomyces cerevisiae sdo organismos
eucariotos, unicelulares com 2 a 15 um de diametro, ndo-filamentosos, anaerébicos
facultativos e quimioheterotréficos (utilizam compostos organicos como fonte de
energia e de carbono) que se reproduzem por esporulacéo (reproducdo sexuada) e
por brotamento (reproducdo assexuada) (WALKER, 1998). Possuem 16
cromossomos lineares e a sua sequéncia gendmica indica que aproximadamente
6000 genes séao funcionais (GOFFEAU et al., 1996).

Com respeito a morfologia, as células da levedura S. cerevisiae sdo ovais e
formam colbnias cremosas, lisas e brilhantes com bordas regulares, ao passo que as
células das leveduras ndo-Saccharomyces apresentam uma forma mais alongada e,
geralmente, formam colbnias cremosas, rugosas e com bordas irregulares.

S. cerevisiae é a levedura mais utilizada na area da Biotecnologia e €
tradicionalmente empregada na industria de panificagdo, na producdo de bebidas
alcoodlicas e etanol combustivel, entre outros produtos de importancia industrial e
econbmica. Esse género Saccharomyces € sem duvida um dos grupos de
microrganismos mais estudados pela comunidade cientifica, ja que é considerado
organismo eucarioto modelo e organismo GRAS (Generally Recognize as Safe)
(JOHNSON; ECHAVARRI-ERASUN; 2011).

A fermentacao alcoolica €, portanto, um processo biolégico conduzido por esta
espécie de levedura e organizado em uma sequéncia de reac¢des bioquimicas ligadas
a sistemas enziméticos. O processo de fermentagcdo rende energia a este

microrganismo (duas moléculas de ATP) e gera como subprodutos C2HsOH e COz. Ja
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na respiragdo, o acucar (CeHi1206) € completamente oxidado em CO:2 e H20,
produzindo como saldo energético 38 moléculas de ATP. Ambos 0s processos
metabdlicos, fermentativo e respiratério, sS40 muito importantes em processos
industriais de producéo de etanol (WALKER, 1998).

1.4.2. A levedura Issatchenkia orientalis ou Pichia kudriavzevii

Linhagens da levedura P. kudriavzevii foram isoladas e identificadas pela
primeira vez de sucos e bagacos de frutas e descritas por Kudryavtsev (1960) como
células elipsoidais, esferoidais ou alongadas (2,7 a 6,0 ym por 3,5 a 13,5 um), com
esporos arredondados de parede lisa e formados por ascos. No entanto, a andlise do
rRNA da sequéncia do gene D1/D2 LSU sugeriu que a espécie Issatchenkia era
membro do clade Pichia membranifaciens (KURTZMAN; ROBNETT, 1998). Assim,
algumas espécies de Issatchenkia foram descritas inicialmente como parte do género
Pichia, porém o nome da espécie Pichia orientalis foi anteriormente dada a
Guilliermond. Assim, em 1998, Kurtzman incluiu a espécie P. kudriavzevii ao género
Pichia sob o nome de uma nova espécie, ou seja, Pichia kudriavzevii (KURTZMAN et
al., 2008). Embora o nome desta espécie tenha sido oficialmente alterado em 2008, a
literatura ainda utiliza o nome P. kudriavzevii.

Diferentes linhagens de P. kudriavzevii ou P. kudriavzevii tem sido encontradas
em uma variedade de processos biotecnoldgicos, tais como: (1) durante a fase
tumultuosa e tardia da fermentacdo natural de vinhos (CLEMENTE-JIMENEZ et al.,
2004); (2) fermentacdo de tequila a partir do agave-azul (LACHANCE, 1995); (3) em
massas tradicionais de paes azedos produzindo compostos aromatizantes (ALMEIDA,;
PAIS, 1996; HAYFORD; JAKOBSEN, 1999); (4) na produgédo de champus, bebida
colombiana feita a partir do milho (OSORIO-CADAVID et al., 2008); (5) fabricacao de
salsicha tradicional de porco (YUANGSAARD et al., 2013); (6) fermentacdo de
produtos lacteos (YADAV et al., 2012); (7) producéo de tapai, alimento tradicional da
Asia obtido a partir da fermentacéo de arroz (YADAV et al., 2012); (8) fabricacio de
Fufu, comida Africana resultante da fermentacdo de mandioca (OYEWOLE, 2001); (9)
producdo de saqué, bebida japonesa fermentada de arroz (NAKAYAMA et al., 2008);
(10) producao de cachaca, porém em baixa concentracdo (GOMES et al., 2007) e (11)

em caldo e melaco de cana-de-agcucar e no processo de producdo de etanol
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combustivel (DHALIWAL etal., 2011; LEE et al., 2002; BASSO et al., 2008). Linhagens
de P. kudriavzevii foram isoladas de um fermentador continuo alimentado por xarope
de caldo de cana apds dois meses de operacdo neste laboratério. No final do
processo, ceélulas alongadas foram observadas e um trabalho de isolamento e
identificacdo mostrou que tais isolados (70) pertenceriam ao género P. kudriavzevii
(GALLARDO et al., 2011).

O potencial de P. kudriavzevii ou I. orientalis para a produgéo de etanol a
temperaturas elevadas a partir de varios substratos tem sido muito estudado nos
altimos anos, por exemplo, a partir de residuos de casca e polpa de tangerina Kinnow
utilizando o processo SSF (sacarificacdo e fermentacédo simultanea) (SANDHU et al.,
2012); palha de arroz previamente tratada com élcali via SSF (OBEROI et al., 2012);
amido de mandioca previamente hidrolisado (YUANGSAARD et al., 2013); material
lignoceluldsico hidrolisado proveniente de residuos de madeira (THALAGALA et al.,
2009) e a partir de residuos de palha de milho hidrolisados enzimaticamente (KWON
et al, 2011). Além disto, Sirianuntapiboon e Tondee (2011) demonstraram a
capacidade de P. kudriavzevii para degradar e descolorir a melanoidina (pigmento
marrom escuro presente nas aguas residuais resultantes da producao de acucar),
assim como também na detoxificacdo de hidrolisados de bagaco de cana-de-acucar
reduzindo o teor de inibidores, tais como o acido acético, furfural e guaiacol (ZHANG
et al., 2008). Além disto, isolados de P. kudriavzevii tem sido reportados como mais
resistentes ao &cido latico e acético do que a levedura S. cerevisiae (HALM et al.,
2004; CASEY; DOBSON, 2003).

A linhagem 195B de P. kudriavzevii isolada e identificada em nosso laboratério
mostrou uma temperatura 6tima de 42°C para a producado de etanol a partir de glicose
no meio YPD (GALLARDO et al., 2011). Este isolado foi selecionado em um trabalho
anterior para estudos de fermentacdo a partir de melagco de cana-de-agUcar a
temperaturas elevadas (GALLARDO, 2010). Neste trabalho, esta linhagem foi capaz
de produzir etanol a pH 2,5 e 40°C em meio YPD (contendo glicose 10%, m/v)
atingindo uma produtividade de 4,22+0,17 g/L/h e Yps de 0,47+0,02 e sem perda
significativa de viabilidade celular. Neste trabalho também foi padronizado o uso de
uma co-cultura de P. kudriavzevii e S. cerevisiae (linhagem de laboratério) para a

fermentacdo em batelada simples de melago a 42°C.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Dhaliwal%20SS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21398115
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O crescente desenvolvimento da tecnologia do DNA e o grande potencial deste
micro-organismo tem viabilizado nos ultimos anos o melhoramento genético de
linhagens de P. kudriavzevii possibilitando um melhor aproveitamento dessa levedura.
Recentemente, Toivari et al. (2013), construiram a linhagem VTT C-79090T de P.
kudriavzevii capaz de expressar o gene da D-xylose desidrogenase da bactéria
Caulobacter crescentus. Com esta simples modificacdo a linhagem produziu altas
concentraces de D-xilonato a partir de xilose mesmo a pH 3,0. Em outro trabalho,
Kitagawa et al. (2010) inseriram o0 gene da B-glicosidase de Aspergillus aculeatus na
lingam MF-121 de P. kudriavzevii. Com isto, 0s autores conseguiram fermentar
celobiose sob condicfes de estresse (pH 3,0 e 40°C) atingindo até 29 g/L de etanol
em um processo de SSF contendo 100 g/L de microcristais de celulose. Estes
resultados sugerem que a utlizacdo de um micro-organismo termotolerante
geneticamente modificado como P. kudriavzevii poderia reduzir os custos de producao
do etanol de segunda geracéao, pois menor concentragdo enzimatica seria hecessaria

para o processo de sacarificagao.

1.5. Interacédo entre micro-organismos no processo de producdao de etanol

O processo industrial de producdo de etanol combustivel é realizado sob
condicdes ndo estéreis, portanto diferentes espécies de leveduras provenientes da
matéria-prima e/ou do proprio ambiente podem ser encontradas no processo de
fermentacao. Geralmente, espécies como Schizosaccharomyces, Dekkera, Candida,
Pichia, Kluyveromyces e Issatchenkia sobrevivem junto com a levedura
Saccharomyces cerevisiae, que é o starter do processo, apresentando predominancia
dependente da fase em que se encontra o processo (BASSO et al., 2008). Tanto a
persisténcia quanto a dominancia dessas espécies dependerdo da interagdo entre
elas, da matéria-prima, das condi¢cdes de fermentagcédo, assim como, da capacidade
do micro-organismo em tolerar os diversos estresses gerados ao longo do processo
como altas concentracdes de etanol, temperatura e acidez.

A producao de etanol combustivel no Brasil iniciou-se com o uso de leveduras
de panificacdo como inoculo. A partir da década de 1990, as destilarias brasileiras
passaram a utilizar linhagens de S. cerevisiae selecionadas ao longo do préprio
processo fermentativo (LALUCE et al., 2012). De acordo com Laluce et al. (2012), a
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primeira levedura a ser usada industrialmente como starter foi a linhagem 1Z-1904
pertencente a espécie Saccharomyces boulardii. Linhagens comerciais, selecionadas
de processos industriais passaram, entdo, a ser muito utilizadas como indculo na
producado de etanol combustivel por melhor se adaptarem ao processo industrial. Um
dos exemplos mais bem sucedidos é o isolado PE-2 de S. cerevisiae usado até por
30% das destilarias brasileiras como inoculo das fermentacbes (ARGUESO et al.,
2010). Nos ultimos anos, as destilarias passaram a utilizar uma mistura de linhagens
selecionadas de S. cerevisiae como starters das fermentacdes de xarope e/ou melago
de cana. Assim, as linhagens que compdem o indculo inicial da maioria das destilarias
brasileiras sdo: PE-2, BG1, CAT, SA-1 entre outras (BASSO et al., 2008). Contudo,
diversas experiéncias tém mostrado que o uso de leveduras comerciais (selecionadas
de processos industriais) ndo assegura a implantacdo destas no processo
fermentativo. Basso et al. (2008) observaram uma grande biodiversidade na
fermentacdo industrial em varias destilarias da Regido Centro-Sul do Brasil. Cada
destilaria apresentou sua prépria populacdo que mostra uma sucessao de diferentes
linhagens de leveduras Saccharomyces e ndo-Saccharomyces, encontrando
linhagens persistentes em baixa frequéncia, e ainda mais raramente, linhagens
dominantes. Silva-Filho et al. (2005) demonstraram, através da técnica PCR
fingerprinting de amostras retiradas de diferentes destilarias, que as linhagens
selvagens sao mais resistentes e adaptas ao processo do que as linhagens comerciais
usadas como indculo no inicio do processo.

Vérios autores tém estudado a producéo de etanol empregando co-culturas de
S. cerevisiae e leveduras ndo-Saccharomyces. As interacdes mais conhecidas entre
estas leveduras estdo relacionadas com a diminuicdo ou aumento de acidez,
aumentos em glicerol externo e modulacdo de sabores em bebidas fermentadas
(FLEET, 2003). Em culturas mistas junto com S. cerevisiae, a linhagem KMBL 5774
de P. kudriavzevii foi capaz de produzir 7,8% (v/v) de etanol na fermentagéo de vinho
além de reduzir até 70% do acido malico desta bebida (KIM et al., 2008). Por outro
lado, Garcia et al. (2010) estudaram o efeito da utilizacédo da cultura mista de Candida
membranifaciens e S. cerevisiae sobre as qualidades fisico-quimicas e organolépticas
de vinhos. Os vinhos produzidos por esta co-cultura apresentaram menos acidez
volatil e concentracbes de ésteres quando comparados com a monocultura de S.

cerevisiae, afetando positivamente as qualidades sensoriais da bebida.
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A maioria das leveduras ndo-Saccharomyces parecem ndo ser tolerantes a
concentragbes de etanol superiores a 5%-7% (v/v) e isto explica a sua perda de
viabilidade quando a fermentacdo avanca além do seu estagio meédio da fase
logaritmica. Entretanto, leveduras como Kloeckera apiculata, Candida stellata, P.
kudriavzevii, Candida pulcherima e Hansenula anomal tém sido encontradas
interagindo umas com outras em mostos de uva contendo até 15% (v/v) de etanol
produzido a 10°C a 15°C, mas perdas de viabilidades sdo observadas quando a
temperatura eleva-se a 30°C (FLEET, 2003).

N’guessan et al. (2010) mostraram que um isolado de S. cerevisiae era capaz de
atingir maiores concentracdes de etanol a 35°C interagindo com Candida tropicalis
(proporcéo celular de 1:2) na producéo de tchapalo, uma cerveja da Africa feita a partir
de sorgo Em um estudo mais recente, De Bari et al. (2013) demonstraram que 0 uso
das leveduras Scheffersomyces stipitis e S. cerevisiae em co-cultura aumenta
consideravelmente o consumo de xilose e glicose e a producdo de etanol quando
comparadas com a cultura simples de S. stipitis livre ou imobilizada. Por outro lado,
Jeon et al. (2007) desenvolveu um sistema de biorreatores em série utilizando um
processo continuo de co-cultivo do fungo Aspergillus niger e S. cerevisiae para a
producdo de etanol a partir de amido. O etanol produzido atingiu um nivel de 2,78%
(v/v), cerca de 80% do valor maximo teérico produzido a partir de 55 g/L de glicose.

Interacdes ndo s6 podem ocorrer entre diversos tipos de levedura, mas também
entre cultivos de bactérias e leveduras (FLEET, 2008). Co-culturas de bactérias e
leveduras tém sido reportadas como in6culos favoraveis em varios processos, como
no caso da producdo de Kefir, bebida lactea fermentada. Lactobacillus
kefiranofaciens, principal responsavel pela producdo desta bebida, quando crescido
em culturas mistas junto com S. cerevisiae ndo sO reduz a concentracdo de acido
lactico, mas também aumenta o crescimento celular e a produgédo do Kefir por L.
kefiranofaciens (CHEIRSILP et al., 2003).

1.6. Estresses fermentativos
As leveduras industriais sdo submetidas, ao longo da fermentacéo, a diversos

estresses simultaneos impostos pelo proprio processo, tais como: concentragdes altas
de etanol, alta pressdo osmoética, baixo pH, altas temperaturas, presenca de
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contaminantes principalmente bactérias e muitos outros (Figura 2) (BAI et al., 2008).
Todos estes fatores de estresse ainda podem ser intensificados pela préatica da
reciclagem celular, levando a perdas de viabilidade das células e da capacidade de
fermentacdo destas (BASSO et al.,, 2011). Deste modo, as células de leveduras
adotam estratégias que as levam a modificar o seu metabolismo e fisiologia, regulando
a sua taxa de crescimento para garantir a sua sobrevivéncia em condi¢Oes adversas
(FLEET, 2011).

Osmolic pressure

Sulfite sugar 25%(w/v) Ethanol stress
> 100 mg/L 15%(vIv)
f f’ “‘5“
Lactic acid f “‘,‘,4_ Temperature
. ’ —h“ Yeast cell .
> 0.8% (wiv) N 2 35~38°C
Acetic acid
H<3.5
>0.05% (wlv) Sodium ion P
> 500 mg/L

Figura 2 — Potenciais estresses fermentativos enfrentados pela levedura S.

cerevisiae durante o processo de producao de etanol (Fonte: BAI et al., 2008).

1.6.1. Estresse térmico

Os processos industriais para a producdo de etanol ocorrem na faixa de
temperatura de 28°C a 35°C. Entretanto, o resfriamento pode n&o ser eficiente na
remocao do calor apesar do curto tempo de fermentacao, atingindo temperaturas de
até 40°C, especialmente em periodos mais quentes como o verdao (WHEALS et al.,
1999; LALUCE, 1991; AMORIM et al., 2005). Além da economia de energia devido a
reducdo de custos com o resfriamento, as principais vantagens das leveduras
termotolerantes sdo: (1) maior taxa de sacarificacdo e fermentacdo nos processos
SSF; (2) maior facilidade de destilacdo e (3) menor risco de contaminagédo (KUMAR
et al., 2009).



Producdo de etanol a 40°C-42°C utilizando uma co-cultura... 42

Varias pesquisas de laboratorio foram feitas nas ultimas décadas na busca por
leveduras tolerantes a altas temperaturas, ja& que uma economia significativa nos
custos de producédo torna-se evidente, se a temperatura do fermentador for mantida a
= 40°C (ABDEL-BANAT et al, 2010). Entre as leveduras termotolerantes,
Kluyveromyces marxianus tem recebido muita atencdo devido a sua alta tolerancia
térmica, uma vez que consegue crescer a temperaturas acima de 42°C (LIMITONG et
al., 2007; KUMAR et al., 2009). Kumar et al. (2009) demostraram a capacidade da
linhagem IIPE453 de K. marxianus de crescer e fermentar glicose a 50°C.

De acordo com Walker (1998), a exposicédo a temperaturas elevadas provoca
a quebra das liga¢cBes de hidrogénio, resultando na desnaturacao das proteinas e dos
acidos nucléicos, aumentando a fluidez da membrana e reduzindo a permeabilidade
desta pelos nutrientes essenciais, além de diminuir a atividade respiratoria da célula
e a divisdo celular. As células de leveduras mostram uma resposta rapida de defesa
quando expostas a temperaturas elevadas, como o0 aumento na sintese de proteinas
do choque térmico ou heat-shock proteins (Hsps) e a alteracdo na composi¢cao dos
acidos graxos da membrana fosfolipidica (FLEET, 2011). Observa-se também um
grande acumulo de trealose (KIM et al., 1996), glicerol (ALDIGUIER et al., 2004) e
outros metabdlitos secundarios, assim como algumas enzimas, tais como: catalase e
superéxido dismutase mitocondrial (WALKER, 1998).

1.6.2. Estresse alcodlico

Em vista dos elevados niveis de etanol produzidos no final de cada ciclo de
fermentacdo nos processos industriais (8-12%, v/v), a concentragdo de alcool é um
dos fatores estressantes que mais afeta a levedura durante o processo fermentativo
(BASSO et al., 2011). O papel inibitorio do etanol sobre a levedura S. cerevisiae ndo
esta totalmente esclarecido. No entanto, o principal alvo do etanol parece ser a
membrana citoplasmatica das células (ALEXANDRE et al., 2001). Deste modo, A
exposicao a concentragdes elevadas de etanol aumenta a fluidez das membranas
levando a perdas em sua estrutura e fungdo. O etanol, ndo somente inibe o
crescimento e a reproducéo celular, como também reprime o sistema de transporte

da glicose, limitando a producéo de etanol (WALKER, 1998).
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De acordo com Basso et al. (2011), a reutilizacdo celular imp&e uma condicao
de estresse severa para as linhagens industriais. As células de levedura devem
manter uma alta viabilidade no final de cada ciclo de fermentacédo a fim de serem
capazes de lidar com o seguinte. E por isso que uma linhagem pode ter um bom
desempenho em um Unico ciclo de fermentacéo, atingindo um teor até de 18% (v/v)
de etanol final, porém o rendimento fermentativo desta linhagem cai
consideravelmente quando é reciclada.

Outro efeito importante do etanol pode estar relacionado com sua acao sobre
a invertase, enzima responsavel pela quebra da sacarose nos acucares
fermentesciveis, glicose e frutose. A invertase perde 50% da sua atividade ap6s 30
minutos em presenca de 120 g/L de etanol a uma temperatura de 30°C (ZECH,;
GORISCH, 1995). Além disto, sabe-se que a toxicidade do etanol aumenta com a
elevacdo da temperatura (ALDIGUIER et al., 2004).

1.6.3. Estresse acido

A tolerancia a acidez é um fator muito importante nos processos industriais, ja
que diversos acidos sdo formados e excretados no meio durante a fermentacéo,
sobretudo pelas bactérias contaminantes, sendo as bactérias lacticas e acéticas as
mais abundantes no processo (Lactobacillus sp., Bacillus sp. e Acetobacter sp.)
(LUCENA et al., 2010; LOPES et al., 2004).

A levedura S. cerevisiae cresce e fermenta a pH 4,5 — 6,5 (WALKER, 1998).
Variagcdes no pH do meio podem levar a diminuicdo ou perda total da atividade
catalitica das enzimas envolvidas na producdo de etanol. Quando o pH do meio
externo é muito baixo (2,5 - 3,5) a forma nédo dissociada dos acidos fracos difundem-
se através da membrana plasmatica da levedura. Estes acidos dissociam-se
produzindo anions e prétons diminuindo o pH interno da célula (DORTA et al., 2006).
A fim de restituir a homeostase celular, a célula bombeia os protons para o exterior
por meio da H+-ATPase. Isso pode resultar em uma queda do ATP celular diminuindo
o pool de energia destinado ao crescimento e fun¢gdes metabodlicas essenciais da
célula (DORTA et al., 2006). Mesmo que as leveduras possam tolerar pHs baixos, o
tratamento do creme de levedura (pé-de-cuba) realizado nos processos industriais
com &cido sulfurico (pH 1,8-2,5) ap6s cada ciclo de fermentacdo com a finalidade
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reduzir a contaminacao bacteriana, pode provocar alteracdes fisiolégicas nas células,
levando muitas vezes a perdas de viabilidade e, consequentemente, quedas no

rendimento do processo.
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Objetivos
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Objetivo geral

Este trabalho visou a producdo de etanol a temperaturas elevadas em

fermentacdes sucessivas com reutilizacdo de células utilizando duas linhagens de

leveduras: Saccharomyces cerevisiae e Pichia kudriavzevii.

Objetivos especificos

a)

b)

Padronizar as condi¢cdes de fermentagcao para a producéo de etanol a partir
do melaco da cana-de-acUcar usando o inoculo misto das leveduras
Saccharomyces cerevisiae e Pichia kudriavzevii em um processo de batelada
alimentada na faixa de 34°C a 42°C.

Utilizar o in6culo misto em um sistema de reciclo de células a temperaturas
elevadas (40°C-42°C).

Comparar diferentes estratégias de revitalizacéo celular durante a reutilizacéo
da cultura mista em varios ciclos sucessivos de fermentacéao.

Avaliar e comparar a tolerancia das leveduras S. cerevisiae, P. kudriavzevii e
uma linhagem industrial (PE-2) aos &cidos acético e latico a temperaturas
elevadas.

Avaliar a tolerancia da cultura mista de S. cerevisiae e P. kudriavzevii a um
coquetel de inibidores presente nos hidrolisados do bagaco de cana-de-

acucar.
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Material e Métodos
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Leveduras e manutencao de culturas

Foram utilizadas as seguintes leveduras:

a) A linhagem IQAr/45-1 da levedura hibrida Saccharomyces cerevisiae (protocolo
P10806141-6 A2, INPI Brasil).

b) Linhagem PE-2 de S. cerevisiae (gentilmente doada pelo Prof. Luiz Carlos Basso
da ESALQ-USP).

c) Linhagem 195B de Pichia kudriavzevii, isolada de um fermentador continuo de
cinco estagios operado a altas temperaturas e identificada neste laboratorio
(GALLARDO et al., 2011).

As culturas foram estocadas a 4°C em meio sélido YPD e em meio liquido

contendo glicerol 80% a -80°C.

3.2. Meios de cultura

3.2.1. Meio YPD (yeast extract-peptone-dextrose)

O meio YPD foi preparado segundo Sherman e Hicks (1991) e apresentou a

seguinte composicao (p/v):

Peptona 2%
Glicose 2%
Extrato de levedura 1%
Agar 2%

Os componentes do meio foram dissolvidos em agua destilada sendo o agar
adicionado por ultimo. O meio foi esterilizado em autoclave a 121°C por 20 min a 1

atm e ainda quente foi distribuido em placas de Petri.
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3.2.2. Matéria-prima e tratamento

A matéria-prima utilizada no presente trabalho foi 0 melaco de cana-de-acucar
doado pela Usina Sao Matinho, contendo 80-90° Brix e o melago doado pela Usina
Zilor, contendo 70-80° Brix. Esta matéria-prima passou por um processo de
clarificacdo antes de seu uso: o melaco em estoque foi diluido duas vezes e, em
seguida, o pH foi ajustado a 4,5 com H2SO4 6 mol/L antes de ser submetido ao
aguecimento pelo vapor da autoclave durante 40 min. Em seguida, deixou-se decantar
0s residuos solidos por uma noite e coletou-se o sobrenadante (LALUCE et al., 1991).
Apés a clarificacdo, foi realizada a dosagem de acUcares redutores totais (ART). O

melaco clarificado foi estocado a 4°C para uso em um periodo de até duas semanas.

3.3. Propagacao do in6culo

O ind6culo das duas leveduras (linhagem 195B e 1QAr/45-1) foi propagado,
separadamente, em concentracdes crescentes de melaco (3%, 5%, 8% e 12% de
ART) para assim adapta-los as altas concentracfes de acucar e etanol. Os frascos
contendo melago 3% (ART) foram inoculados com uma al¢a cheia de células da
cultura estoque de cada levedura e incubados durante 12 h em mesa giratoria
operando a 34°C-37°C, dependendo da temperatura de fermentacdo. ApoOs este
tempo de propagacao, o conteudo do frasco foi vertido em um novo frasco contendo
volume igual de melaco 5% (ART). Este procedimento foi repetido transferindo-se a
cultura para os frascos contendo melago 8% (ART), os quais foram transferidos, a
seguir, para frascos contendo melaco 12% (ART) para uma quarta e Ultima etapa de
propagacdo de 12 h. Apds a etapa de propagacgdo, as células foram coletadas por
centrifugacédo a 4700 rpm por 10 min. (centrifuga Thermo Scientific Sorvall Legend
Mach 1.6R), lavadas com agua destilada estéril e finalmente suspensas em agua para

formar o creme ou leite de levedura a ser utilizado como indculo das fermentacdes.

3.4. FermentagOes em batelada alimentada

Para o ajuste das condi¢des de fermentacao para a producao de etanol a partir
de melaco foi utilizado um sistema semiautomatico de quatro reatores (Marconi S. A.,
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modelo MA 515/2X500) equipados com dispositivos independentes para o ajuste e
controle do pH, temperatura, agitagéo, vazao de alimentagédo e amostragem (Figura
3). Os reatores com capacidade de 350 mL foram inoculados com a mistura de células
das leveduras Saccharomyces cerevisiae e Pichia kudriavzevii e alimentados com
melaco estéril durante 4 h (vazdo de alimentacdo de 0,44 mL/min) atingindo um
volume final de fermentacdo de 150 mL. A proporcdo inicial das leveduras S.
cerevisiae e P. kudriavzevii no in6culo misto foi ajustada em um trabalho anterior e
expressa em m/v como 1:3 (GALLARDO, 2010).

Meio de alimentac¢ao

Base

Amostrador

Controle de Agitagao

Figura 3 - Sistema de reatores utilizado nas fermenta¢des em batelada alimentada
(Marconi S. A.)

Condic0es tais como concentracdo de acUcar na alimentagao, concentracao de
in6culo misto e temperatura foram ensaiadas e padronizadas. Os experimentos foram
realizados em duplicata e curvas de tempo de fermentacdo foram obtidas para a
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viabilidade celular, biomassa, concentracdo de etanol e concentracdo de acucar

residual total.

3.5. Acompanhamento da permanéncia das leveduras durante a fermentacao

Amostras foram retiradas do fermentador e cultivadas em meio sélido YPD e
incubadas por 48 h a 30°C. A permanéncia das células foi determinada por contagem
do numero de unidades formadoras de colonias (UFC/mL), uma vez que as colénias
das leveduras S. cerevisiae e P. kudriavzevii apresentam diferente morfologia neste

meio.

3.6. Fermentacdes em batelada alimentada com reutilizacédo de células

As fermentacdes sucessivas em batelada alimentada com reutilizacao de células
foram realizadas utilizando o sistema de reatores descrito no item 3.4. Os
fermentadores foram inoculados com 24,0+1,0 g/L da co-cultura das leveduras S.
cerevisiae e P. kudriavzevii (propor¢cao 1:3, m/v) e alimentados com melaco
25,7%+1,0% ART durante 4 h (vazdo de alimentacdo de 0,44 mL/min), sendo a
concentracdo final de aclUcares no meio 18,0+1,0% ART e o volume final de
fermentacdo 150 mL. A temperatura de fermentacéo foi de 40°C e 42°C. Amostras
foram coletadas no inicio e ao fim de cada ciclo fermentativo para determinacdo da
viabilidade, biomassa, producéo de etanol e glicerol, aclcar residual e contagem de
células (UFC/mL). Duas condicbes de fermentacdo em batelada alimentada com

reutilizacdo de células foram estudadas.

3.6.1. Fermentacdo em batelada alimentada com reutilizagdo de células e

revitalizagcédo das células entre os ciclos

Consistiu em coletar as células por centrifugacdo apds cada ciclo de
fermentacao, lava-las com agua destilada e suspende-las em um meio denominado

de revitalizagéo.
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3.6.1.1 Preparo do meio de revitalizagao

As células retiradas do fermentador apos cada ciclo foram suspensas em
melaco 8% ART e incubadas em mesa giratéria a 34°C e 125 rpm durante

aproximadamente 12 h. Duas estratégias de revitalizagdo foram testadas:

a) Melaco contendo um coquetel de sais: 0,01% de ZnSO4; 0,01% de MgSO4 e
0,1% DAP (di-amonio-fosfato).
b) Melago contendo 1 g/L de nitrogénio organico obtido a partir de um lisado

celular de levedura.

A padronizacdo das concentracfes de sais e nitrogénio organico no meio de
revitalizagdo foi realizada em um trabalho anterior neste laboratério (CORADELLO,
2012).

3.6.2. Fermentacdo em batelada alimentada com reutilizacdo de células e sem

revitalizac@o das células entre os ciclos

A segunda condicdo de fermentac&o com reutilizacdo consistiu em realizar as
fermentacdes de maneira sucessiva e sem revitalizacdo das células. Para isto, as
células foram coletadas por centrifugacdo apés cada ciclo, lavadas com &agua
destilada e imediatamente inoculadas no reator para dar inicio a um novo ciclo

fermentativo.

3.7. Determinacdo daresisténcia aos inibidores da fermentacao

A fim de verificar a resisténcia das leveduras P. kudriavzevii e S. cerevisiae aos
inibidores da fermentacao realizaram-se testes qualitativos (plaqueamento em meio
sélido) e quantitativos (fermentacfes) para determinar o efeito destes sobre a

viabilidade celular, producéo de biomassa e de etanol.
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3.7.1 Ensaios qualitativos

As culturas estoques das leveduras S. cerevisiae (linhagens IQAr/45-1 e PE-2)
e de P. kudriavzevii (linhagem 195B) foram inoculadas em varias concentracdes (10°
cel/mL a 108 cel/mL) em meio sélido YPD contendo os seguintes inibidores: acido
acético (0,0-0,9% m/v), acido latico (0,0-6,0% m/v) (NARENDRANATH et al., 2001) e
etanol (0,0-12,0% v/v). A andlise foi baseada na observacdo qualitativa do

crescimento das células inoculadas apés 24 h de incubacao a 30°C.

3.7.2 Ensaios guantitativos

Para os ensaios de fermentacdo foi utilizado o sistema de quatro reatores,
descrito no item 3.4. As concentracdes dos inibidores foram estabelecidas em um
trabalho anterior e resultaram em um coquetel contendo a seguinte mistura otimizada
de inibidores (MASIERO, 2011):

Acido acético 20,0 mmol/L 1,20 g/L
Acido férmico 3,3 mmol/L 0,15 g/L
Acido levulinico 21,6 mmol/L 2,51 g/L
Furfural 6,6 mmol/L 0,63 g/L
Vanilina 5,0 mmol/L 0,76 g/L

Solugbes estoques deste coquetel concentradas uma vez, duas vezes e quatro
vezes foram adicionadas ao meio de alimentag&o. Os fermentadores foram inoculados
com 24,0+1,0 g/L da co-cultura das leveduras S. cerevisiae e P. kudriavzevii
(proporcéo 1:3, m/v) e alimentados com melago 25,7%+1,0% ART contendo o
coquetel de inibidores durante 4 h a 34°C.

3.8. Ensaios analiticos e microbiolégicos

Os seguintes ensaios foram realizados em duplicata:
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3.8.1. Biomassa celular

A biomassa de ambas as linhagens 195B e IQAr/45-1 foi determinada por
medidas de densidade otica a 570 nm e convertidas a valores de massa seca (g/L)
utilizando uma curva padrao obtida para cada linhagem (Figuras 1 e 2 do Apéndice
A). A equacdo para a determinacdo da biomassa para a linhagem 195B de P.

kudriavzevii foi:

Abs-0,021
2,189

Biomassa (g/L) = x dil (1)

A equacao referente a linhagem IQAr/45-1 de S. cerevisiae foi a seguinte:

Abs—0,026
1,894

Biomassa (g/L) = x dil (2)

3.8.2. Viabilidade celular

A viabilidade das células foi determinada pelo método do azul de metileno (LEE
et al., 1981). Ao contato com o reagente azul de metileno as células viaveis
permaneceram incolores, enquanto as mortas tornaram-se azuis. A viabilidade foi

expressa em valores de porcentagem e calculada pela seguinte relacao:

, ., . n°células vivas
% Células vidveis = ——————— x 100 (3)
n° células totais

Composicao do reagente azul de metileno

Glicose 5009
KCI 0,21¢g
CaCl2.6H20 0,24 g
NaHCO3 0,1g
NaCl 454
Azul de metileno 0,125¢g

Agua destilada g.s.p 500 mL
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Os componentes foram dissolvidos em agua destilada, sendo o reagente

estocado a temperatura ambiente.

Procedimento: a suspensdo de células foi diluida no reagente azul de
metileno, ap6s 5 minutos de contato com o corante, realizou-se a contagem das
células utilizando a cdmara de Neubauer e microscopio 6tico com aumento de 40X

(Microscopio Carl Zeiss, West Germany).

3.8.3. Contagem do numero de células

O numero de células por mL (n°cel/mL) foi determinado pela seguinte formula
utilizando a camara de Neubauer e microscépio com aumento de 40X (Microscopio

Carl Zeiss, West Germany):

N°células/mL = contagem X 5 x 10* x dil 4)

3.8.4. Acucar Redutor total (ART)

O ART foi determinado utilizando o método do acido 3,5-dinitrosalicilico
(MILLER, 1951). Uma curva padrao de glicose 0,2%, (m/v) foi obtida para relacionar
a absorbancia com a concentracdo de acucar nos hidrolisados (Figura 3 do Apéndice
A). A quantidade de acucar redutor total foi expressa em g/L e calculada pela seguinte

relacéo:
Abs+0,096
31,941

ART (g/L) = x 10 X dil (5)

Composicao do reagente DNS

Acido 3,5-dinitrosalicilico 1,0 g
Tartarato de Sdodio e Potassio tetrahidratado 30,0 g
Hidroxido de Sédio 1649
Agua destilada q.s.p 100 mL
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Os componentes foram dissolvidos em agua destilada, a seguir adicionou-se o
acido dinitrosalicilico que fora dissolvido separadamente. O reagente foi estocado a

temperatura ambiente.

Procedimento: as amostras retiradas dos reatores foram centrifugadas a
10400 rpm por 3 min a 4°C (centrifuga Thermo Scientific Sorvall Legend Mach 1.6R),
o residuo celular foi descartado enquanto o sobrenadante foi diluido em &gua
destilada, hidrolisado em HCI 6 mol/L por 7 min a 60°C e neutralizado com NaOH 2,4
mol/L. Apés a hidrolise foram adicionados 2 mL do reagente de DNS, os tubos de
reacdo foram entdo incubados em banho de &gua fervente e ap6s 5 min foram
colocados no gelo. As medidas de absorbancia foram obtidas utilizando um
espectrofotometro a 546 nm (espectrofotbmetro marca Bioespectro SP-22) uma vez

gue os tubos atingiram temperatura ambiente.

3.8.5. Etanol

O etanol produzido foi medido utilizando um cromatégrafo a gas (Modelo CG-
37; Instrumentos Cientificos, Sdo Paulo, Brasil), operando com um detector de
ionizacdao de chama, uma coluna empacotada PAD/2499 e calibrado com solugbes
padrées de concentracdo 0,5% e 1,0% (v/v). As concentracdes de etanol foram

expressas em g/L.

Procedimento: o sobrenadante das amostras foi diluido em agua destilada,
4uL desta solucdo foram injetados no cromatdgrafo para obter as medidas de

concentracéo de etanol em % (v/v) que depois foram convertidas a g/L.

3.8.6. Glicerol interno e externo

A dosagem de glicerol foi feita utilizando-se o kit para Triglicérides GPO-Trinder
(Laborclin). Foi obtida uma curva padrdo usando-se uma solucao de glicerol 0,208
mg/mL para relacionar a absorbancia com a concentracéo de glicerol (Figura 4 do
Apéndice A). As concentragOes de glicerol interno e externo foram expressas em
Hg.Mmgeeuast € mg/mL, respectivamente e calculadas pela seguinte relacéo:
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Abs—0,001
92,172

glicerol (mg/mL) = x dil (6)

Procedimento: para a dosagem do glicerol interno a cada 100 mg de células
foi adicionado 1 mL de tampé&o Tris/HCI 0,01 mol/L, pH 7,2. O rompimento celular foi
realizado com 1 g de microesferas de vidro (glass beads) de diametro 0,4-0,6 mm
agitando por 4 vezes (por periodo de 30 seg. seguido de 30 seg. em banho de gelo).
As microesferas de vidro e as células foram separadas por centrifugagéo a 10400 rpm
por 5 min a 4°C. Para a dosagem do glicerol externo as amostras foram centrifugadas
a 10400 rpm por 3 min a 4°C sendo o residuo celular descartado. Os sobrenadantes

nos dois casos foram usados na reacéo colorimétrica com leituras em 500 nm.

3.8.7. Nitrogénio livre

A fonte de nitrogénio organico foi obtida a partir de um lisado celular de levedura
preparado utilizando-se a levedura seca comercial Pe-2. A dosagem do nitrogénio
organico livre presente no lisado celular foi realizada como descrito por Coradello
(2012) usando o método da ninidrina (ABERNATHY et al.,, 2009). Diferentes
metodologias foram usadas para aumentar o teor de nitrogénio deste extrato. Os
detalhes destes procedimentos foram omitidos no trabalho de Coradello (2012), pois
estavam sujeitos ao pedido de uma patente para esta metodologia.

Foi obtida uma curva padrao usando-se uma solugéo de glicina 1072 mg/L para
relacionar a absorbancia com a concentracdo de aminoacidos livres (CORADELLO,

2012). Os resultados foram expressos em mg/L usando a seguinte relacao:

Abs—0,0096
0,0407

glicina (mg/L) = x dil (7)

Composicao do reagente de Ninidrina:

NazHPO4 49
KH2PO4 69
Ninidrina 0,59
Frutose 0,39

Agua destilada g.s.p. 100 mL
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3.8.8. Determinacéo da atividade invertasica

A atividade invertasica ligada a parede das células foi realizada conforme
descrito por Naudin et al. (1986). A reacdo ocorreu atravées da incubacgéo de 1,5 mL
de suspensdao celular (amostra retirada do reator de concentragdo 1 g/L) diluida com
1,0 mL da solugéo de sacarose 10% (m/v) e tampdo acetato de sodio 0,2 mol/L pH
4,7 a 30°C durante 3 min. Os acucares redutores formados como resultado da
hidrolise da sacarose foram quantificados pelo método do acido 3,5-dinitrosalicilico
(MILLER, 1951) como descrito no item 3.8.4, e utilizando a equacao (5) para relacionar
a absorbancia com a concentracdo de acucares formados apds a rea¢do enzimatica.
A unidade de atividade enzimatica (U) foi definida como sendo a quantidade de
acucares redutores em umol liberados em 1 min, nas condi¢des de ensaio. A atividade

especifica foi expressa em U/mg de célula.

3.9. Calculo dos indicadores de fermentacao

3.9.1 Fator de converséao de substrato em produto

O fator de conversao do substrato em produto (Yess) foi calculado pela seguinte

relacéo:

(8)

Onde Ps é a concentracdo de etanol final em g/L, Po é a concentracéo inicial de
etanol em g/L, St é a concentracdo de acucar final em g/L e So € a concentragdo inicial

de agucar em g/L.

3.9.2 Fator de conversao de substrato em biomassa

O fator de conversdo do substrato em biomassa (Yxs) foi calculado pela

seguinte relagao:
Xr—Xo
SO_Sf

YX/S = 9
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Onde X: é a concentracao celular final, Po € a concentragéo celular inicial, St é
a concentracdo de agucar final e So € a concentracao inicial de agucar.

3.9.3 Rendimento fermentativo
O rendimento foi calculado com base na estequiometria da conversao de

acucar em etanol, onde 100 g de glicose séo transformadas em 51,11 g ou 64 mL de

etanol:

Rendimento (%) = % X 100 (20)

3.9.4 Produtividade

A produtividade foi calculada pela seguinte relacéo:

etanol produzido

Produtividade (g/L/h) = (11)

tempo

Onde o tempo de fermentacdo foi considerado como o instante no qual a

producao de etanol e o consumo de acucares tornaram-se constantes.
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Resultados e Discussao
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os experimentos descritos neste trabalho tiveram por finalidade prosseguir os
estudos de fermentacdo de melaco de cana-de-acucar utilizando culturas mistas a
altas temperaturas, desenvolvidos em um trabalho anterior (GALLARDO, 2010).
Naquele trabalho, foi observado o sinergismo entre duas espécies de levedura: S.
cerevisiae e P. kudriavzevii na fermentacdo de melago para a producao de etanol a
42°C. Assim, foram realizadas fermentacdes de melaco a 42°C utilizando as culturas
puras de ambas as leveduras e a cultura mista destas. A figura 4 mostra uma perda
muito grande de viabilidade das células de S. cerevisiae a partir das 6 horas de
fermentacado. Provavelmente este fato seja devido a alta temperatura de fermentacao.
No entanto, o reator inoculado com a cultura pura de P. kudriavzevii e a mistura das
duas leveduras mostraram poucas variacdes em viabilidade. Ainda na mesma figura
observa-se que a mistura das duas leveduras permitiu elevar a producéo de etanol a
42°C, sendo este valor muito proximo ao valor de etanol obtido com a levedura S.
cerevisiae ap6s 12 horas de fermentacdo, porém com viabilidade menor a 30%. A
pesar dos valores de Ypis serem proximos na fermentagédo com S. cerevisiae e com a
co-cultura, as diferengas significativas (a=0,05) em viabilidade mostram a vantagem
de se utilizar a co-cultura para a fermentacdo de melago a temperaturas tao altas
quanto 42°C. Fica evidente a necessidade das duas leveduras S. cerevisiae e P.
kudriavzevii que apresentaram um sinergismo durante a fermentacéo do melago e que
permitiu aumentar o consumo dos acgucares e a manutencdo da viabilidade final das
células a 42°C. Este sinergismo estaria baseado na deficiéncia da levedura P.
kudriavzevii para produzir ou secretar a enzima invertase e pela tolerancia desta
levedura a altas temperaturas. Assim, a levedura S. cerevisiae que € susceptivel a
temperaturas maiores de 40°C estaria produzindo invertase suficiente para hidrolisar,
nas primeiras horas de fermentacdo quando ainda a viabilidade é alta, a sacarose
contida no melaco. Os acucares redutores produto da hidrolise da sacarose estariam
disponiveis para a sua conversao em etanol pela kudriavzevii que ndo é afetada com
temperaturas elevadas (42°C). Deste modo, o inéculo misto de S. cerevisiae e P.
kudriavzevii (10 g/L, propor¢cao 1:3 em m/v) foi capaz de fermentar melago 15% (ART)

em batelada simples a 42°C. ApGs 12 h obteve-se uma concentracdo de etanol igual



Producdo de etanol a 40°C-42°C utilizando uma co-cultura... 62

a 63 g/L equivalente a um rendimento tedrico de 83,89% sem deixar quantidades
significativas de agucar residual no meio.

S. cerevisiae IQAr/45-1 @~ |. orientalis 195B  —/— Inéculo misto (1:3)
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Figura 4 — Comparacéo da fermentacdo de melago utilizando as culturas puras e mistas das
leveduras S. cerevisiae (linhagem 1QAr/45-1) e P. kudriavzevii (linhagem 195B) a 42°C: A
concentracdo de indculo misto ou simples foi 10 g/L: (-[1-) S. cerevisiae, (- ® -) P. kudriavzevii
ou |. orientlais, (-A\-) in6culo misto de S. cerevisiae e P. kudriavzevii (proporgéo inicial 1:3, m/v).

Visto que o estudo de um processo fermentativo envolve o desenvolvimento de
uma estratégia de otimizacao para atingir uma maior produtividade de etanol, decidiu-
se validar as condicfes de fermentacédo ja padronizadas em batelada simples para um
processo de fermentacdo em batelada alimentada e estudar a possibilidade de
reutilizacdo celular durante varios ciclos sucessivos de fermentacdo. Neste processo
em batelada alimentada aumentou-se o volume de meio tornando o sistema mais
complexo.

Primeiramente, padronizaram-se as condicbes de fermentacdo de melaco em
batelada alimentada a 42°C usando o inéculo misto. A seguir estudou-se a reutilizacéo
celular e o efeito da revitalizagao do leite de levedura com adicdo de um coquetel de
sais ou uma fonte de nitrogénio organico entre os ciclos sucessivos de fermentacao.
Por fim, determinou-se a resisténcia das leveduras S. cerevisiae e P. kudriavzevii aos
estresses fermentativos, assim como também a toler&ncia destas duas leveduras a

um coquetel de inibidores presentes nos hidrolisados do bagaco de cana-de-acucar.
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4.1. Padronizacgéo das condi¢cdes de fermentacdes em batelada alimentada

4.1.1. Efeito da concentracdo do indculo misto

Os estudos de padronizagcao foram iniciados com o aumento da concentragao
inicial de células da cultura mista com o objetivo de atingir valores altos de
produtividade no processo de fermentacdo. Variou-se, entdo, a concentracdo de
indculo na faixa de 10 g/L a 24 g/L (proporcao 1 parte S. cerevisiae: 3 partes de P.
kudriavzevii, em m/v). Comprovou-se, como ilustrado na Figura 5, que existem
diferencas entre as velocidades de consumo de agucar quando se usam diferentes
concentracfes de indculo. Como esperado, observou-se que utilizando um inéculo
maior que 10 g/L é possivel reduzir consideravelmente o tempo de fermentacéo a
42°C. Assim, no tempo de 8 h observou-se um consumo quase total dos acglcares
quando um inéculo misto igual a 24 g/L foi utilizado. Porém, a viabilidade celular
mostrou quedas significativas a partir deste tempo, possivelmente causado pelo
esgotamento dos nutrientes do meio. Nestas condi¢cfes, a producdo maxima de
etanol atingiu uma concentracdo de 78,76+2,87 g/L (9,98+0,36%, v/v), equivalente a
uma produtividade de 9,85+0,38 g/L/h e rendimento tedrico 90,67%, sendo a
concentracdo final dos acucares no meio 18,0+1,0% ART e o volume final de
fermentacao 150 mL apds 4 h de alimentacdo. Além disto, observou-se que o acumulo
maximo de biomassa para todas as condi¢cdes ensaiadas foi atingido ao termino da
alimentacao (4 h) e foi maior quando um in6culo baixo foi utilizado, provavelmente,
devido a maior disponibilidade de nutrientes no meio.

A literatura descreve que a levedura P. kudriavzevii é encontrada nas fases
iniciais da producéo de vinhos como sendo uma levedura sensivel ao etanol (FLEET,
2003). Contudo, no presente trabalho foram realizadas fermentagcbes com P.
kudriavzevii a 42°C, temperatura na qual o etanol é bastante téxico sendo possivel
obter niveis bastante altos de etanol (78,76+2,87 g/L).

Pelo exposto acima, selecionou-se um inéculo misto de 24 g/L para os
experimentos descritos a seguir e padronizou-se o tempo de fermentacdo em 8 h,
tempo no qual a producdo de etanol e agucares residuais tornaram-se constantes,

como € mostrado na Figura 5.
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Figura 5 — Efeito da concentrag&o do in6culo misto sobre a producéo de biomassa
(A), viabilidade (B), producéo de etanol (C) e ART (D) durante a fermentagéo em
batelada alimentada de melaco 18% ART usando S. cerevisiae e P. kudriavzevii
(proporgéo inicial 1:3, m/v) a 42°C. A concentragdo indculo misto foi: 10 g/L (-M-
),15g/L (-O-), 18 g/L(-/\-) e 24 g/L (-V-).

4.1.2. Efeito da concentracédo de aclcares no meio de alimentacéao

Visando uma maior producéo de etanol pela co-cultura, decidiu-se estudar o
efeito da concentracdo dos acgUcares redutores totais presentes no meio de
alimentacado sobre a cultura mista de S. cerevisiae e P. kudriavzevii. Na Figura 6 é
mostrado que a elevagdo do ART no meio de alimentag&o diminuiu a formagéo de
biomassa e prolongou o tempo de fermentacdo. Acima de 330 g/L de ART no meio
de alimentag&o, o acumulo de biomassa diminui consideravelmente devido a inibigdo
pelo substrato comprovada pela alta concentracdo de agucar residual no final da
fermentacao (80,76+2,60 g/L). Assim, fermentacbes de mais curta duragcdo podem
ser obtidas utilizando 257-285 g/L de ART no melago de alimentacdo. Observou-se
que o aumento da concentracdo dos acUcares na alimentacdo ndo afetou

significativamente os niveis de etanol produzidos pela co-cultura e um teor de
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80,85+2,71 g/L de etanol (10,25+0,34% v/v) foi obtido ap6s 8 h de fermentacdo a 42°C
(rendimento tedrico 86,6%).

Os resultados obtidos mostraram que a inibicdo devido a concentracdo de
acucares no meio foi maior para o crescimento do que para a producao de etanol.
Estudos anteriores com S. cerevisiae mostraram que a velocidade maxima de
crescimento (umax) nao € afetada pela concentracdo do substrato inicial em meio
definido contendo glicose como fonte de carbono (ORTIZ-ZAMORA et al., 2009). No
entanto, em um meio mais complexo e com alto teor de soélidos, a pressdo osmoética
do meio reduziu, consideravelmente, o acumulo de biomassa.

Conforme Souza et al. (2007), fermentacdes com concentracdes de acucar
maiores que 180 g/L de ART a temperaturas acima de 37°C comprometem a
viabilidade celular da levedura S. cerevisiae em fermentacbes em batelada
alimentada com meio sintético. Contudo, ndo foram observadas perdas na viabilidade
celular nas condi¢des ensaiadas neste experimento, provavelmente porque o melago
€ um meio muito mais rico do que o meio sintético, além disto, apds as 8 h de
fermentacao ainda houve agucares disponiveis no meio quando um melaco contendo
mais que 25% de ART na alimentacéo foi utilizado. A falta de nutrientes no meio ou
de acUcares de reserva da propria célula (trealose) pode levar a morte celular por
falta de energia de manutencdo das atividades vitais. Neste experimento, a
viabilidade final foi mantida alta apesar da elevacdo do aclUcar do melaco de
alimentacéo, porém grandes quantidades de acucar residual foram deixadas no meio
(37 g/L de acucar residual com melaco 285 g/L ART e 81 g/L com melaco 330 g/L
ART). Escolheu-se, por tanto, a concentracao de 257 g/L ART no meio de alimentagéo

para 0s seguintes ensaios de fermentacao.
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Figura 6 — Efeito da concentragdo do melago sobre a formagéo de biomassa (A),
viabilidade (B), producdo de etanol (C) e acucar residual total (D) durante a
fermentagcdo em batelada alimentada usando o in6culo misto de S. cerevisiae e P.
kudriavzevii (proporgéo inicial 1:3, m/v). A concentragdo de agucar na alimentagéo
foi: 257 g/L ART (-M-), 285 g/L ART (-O-) e 330 g/L ART (-®-).

4.1.3. Efeito da temperatura de fermentacéo

A temperatura de fermentacdo representa um fator critico na producédo de
etanol, pois temperaturas acima de 38°C afetam o comportamento e o desempenho
das células de levedura (ABDEL-BANAT et al., 2010). As fermentacfes industriais
que utilizam a levedura S. cerevisiae ocorrem na faixa de 32°C-35°C. (BASSO et al.,
2011). Neste experimento, variou-se a temperatura de fermentacdo na faixa de 34°C
a 42°C com a finalidade de avaliar o desempenho fermentativo da co-cultura em
temperaturas usadas pela industria, assim como também a temperaturas mais
elevadas.

Na Figura 7 € mostrado um maior acamulo de biomassa quando a temperatura
de fermentacdo foi 34°C. Esse acumulo atingiu um valor maximo de 48% em relacéo
a concentracao de indculo, ao passo que o acumulo de biomassa a 40°C e 42°C foi

31% e 26%, respectivamente. Observou-se uma pequena queda na viabilidade das
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células da co-cultura, atingindo um valor aproximado de 90% apds 8 h de fermentacéo
para as trés condi¢gbes ensaiadas, como é mostrado na Figura 7B. Estes resultados
sao superiores aqueles obtidos por Souza et al. (2007), no qual mostrou-se que a
linhagem IQAr/45-1 de S. cerevisiae produziu até 10,1% (v/v) de etanol a 40°C a partir
de sacarose (200 g/L), porém com perdas na viabilidade na ordem de 70%. Manter a
viabilidade no final da fermentacdo € importante por causa da reutilizacdo de células
empregadas em destilarias brasileiras, processo que diminui os custos de propagacao

do in6culo, assim como, o tempo de producdo (SOUZA et al., 2007).
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Figura 7 — Efeito da temperatura sobre a producéo de biomassa (A), viabilidade
(B), producéo de etanol (C) e ART (D) durante a fermentacdo em batelada
alimentada de melaco utilizando 24 g/L de in6culo misto de S. cerevisiae e P.
kudriavzevii (proporgéo inicial 1:3, m/v) a 34°C (-A-), 40°C (-O-) e 42°C (-H-).

Por outro lado, a producdo de etanol foi levemente favorecida quando se
fermentou a uma temperatura mais baixa, pois o rendimento tedrico aumentou de
91,97% (42°C) para 97,85% (34°) (Tabela 1). Fermentacdes a altas temperaturas tem
atraido muito a atencao de pesquisadores nas ultimas décadas, por exemplo, Sree et
al., (2000) estudaram os efeitos do aumento da temperatura sobre a producéo de

etanol em linhagens mutantes de S. cerevisiae. Os autores comprovaram que quando



Producdo de etanol a 40°C-42°C utilizando uma co-cultura... 68

se aumentou a temperatura de 30°C para 40°C em meio contendo 150 g/L de glicose,
a concentragdo de etanol produzido pelos melhores mutantes diminuiu de 75,2 g/L
para 55,0 g/L, mas ndo ha nenhuma mencdo quanto a perda de viabilidade destes
mutantes.

A temperatura 6tima de producao de etanol a partir de glicose em meio YPD
pela linhagem 195B de P. kudriavzevii foi determinada em um trabalho anterior em
batelada simples, como sendo de 42°C (GALLARDO, 2010). Nesse trabalho a
diminuicdo da temperatura de 42°C para 40°C, em fermentacdes em batelada simples
usando a co-cultura de P. kudriavzevii e S. cerevisiae, favoreceu o acumulo de
biomassa até 6 h de fermentacdo com um aumento significativo na producédo de
etanol. Este fato parece ndo acontecer quando um sistema em batelada alimentada é
utilizado, pois as curvas de tempo para biomassa e producao de etanol apresentaram
o mesmo perfil tanto a 40°C quanto a 42°C (Figuras 7A e 7C).

Os parametros obtidos durante a fermentacdo em batelada alimentada a
34°C, 40° e 42°C pela co-cultura de S. cerevisiae e P. kudriavzevii estdo apresentados
na Tabela 1. Diferencas pouco significativas foram observadas para o fator de
conversdo de substrato em produto (Yps), viabilidade, produtividade, rendimento
tedrico e aclcar residual quando as trés condi¢des de fermentacdo sao comparadas.
Contudo, tanto o fator de converséao de substrato em biomassa (Yws) quanto o acimulo
de biomassa foram favorecidos com a diminuicdo da temperatura, como discutido

anteriormente.
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Tabela 2 - Indicadores obtidos durante a fermentacdo em batelada
alimentada utilizando a co-cultura de S. cerevisiae e P. kudriavzevii a 34°C,
40°C e 42°C.

Indicadores de fermentacéo 34°C 40°C 42°C
Tempo de fermentacao (h) 8 8 8
Acumulo biomassa (g/L) 8,65+0,64 6,28+0,41 5,03+1,18
Yxs (9/9) 0,051+0,004 0,037+0,002 0,030+0,007
Etanol produzido (g/L) 86,18+0,52 82,36x1,54 78,76%+2,08
Ypis (9/9) 0,50+0,01 0,48+0,01 0,47+0,01
Produtividade (g/L/h) 10,77£0,15 10,30+0,23  9,85+0,29
Rendimento (%) 97,85 93,93 91,97
Acucar residual (%) 1,05£0,25 1,00£0,16 1,60+0,15
Viabilidade (%) 95,38+3,53 90,77+2,34  90,85+2,46

Os resultados obtidos neste experimento representam uma inovagao para o
setor sucroalcooleiro, ja que a utilizacdo da co-cultura de linhagens de S. cerevisiae
e P. kudriavzevii permitiu a producdo de etanol sem perdas significativas de
viabilidade mesmo a temperaturas elevadas. Geralmente, a temperatura nas dornas
industriais € mantida ao redor de 32°C a 35°C, no entanto, devido ao curto tempo de
fermentacao, o resfriamento nem sempre é suficientemente eficaz na remocao de
calor, atingindo temperaturas de até 40°C, especialmente durante o verdo (BASSO et
al., 2011). Abdel-Banat et al. (2010) demonstraram que o aumento de 5°C apenas ha
temperatura de fermentacéo pode afetar significativamente os custos de producéo do
etanol combustivel. Desta forma, a fermentacéo utilizando esta co-cultura € uma
alternativa para diminuir as perdas na produtividade do etanol quando temperaturas
elevadas séo atingidas.

Por outro lado, acompanhar as variagbes na proporcdo de leveduras
dominantes em uma fermentacdo é fundamental. Por isto, acompanhou-se a
permanéncia das duas leveduras no decorrer da fermentacdo por meio de
plagueamento em meio YPD. As células da cultura mista no inicio da fermentacdo
sdo mostradas na Figura 8A: as células arredondadas e maiores sao de S. cerevisiae,
ao passo que as células mais alongadas e menores sao de P. kudriavzevii. Apés 48

h de incubagéo a 30°C, foi possivel diferenciar dois tipos de colénias nas placas:
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coldnias cremosas, lisas e menores pertencentes a levedura S. cerevisiae e colonias
cremosas, rugosas e maiores pertencentes a levedura P. kudriavzevii (Figura 8B).
Como descrito na literatura, as células da levedura S. cerevisiae sdo ovais e formam
colénias cremosas, lisas e brilhantes com bordas regulares, enquanto que as células
das leveduras ndo-Saccharomyces apresentam uma forma mais alongada e,
geralmente, formam colOnias cremosas, rugosas e com bordas irregulares (FLEET,
2011). Esta diferenciacéo, portanto, permitiu acompanhar o numero de UFC/mL ao
longo das fermentagdes realizadas com a mistura de leveduras Saccharomyces e

ndo-Saccharomyces.

S. cerevisiae P. kudriavzevii

\ /

}-}
):
o=

Figura 8 — Diferenca de morfologia entre as células (a) e colbnias (b) de S.
cerevisiae e P. kudriavzevii no inicio da fermentagdo de melago em batelada
alimentada.

Na Figura 9 é mostrada uma queda no numero de UFC/mL tanto para S.
cerevisiae quanto para P. kudriavzevii apos o término de alimentacéo do reator (4 h)
a 40°C e 42°C, sendo este numero de UFC/mL praticamente constante até o fim da
fermentacdo. Como discutido anteriormente (Figura 7), a diminuicdo da temperatura
de fermentacéo favoreceu a proliferacdo celular e foi possivel manter um namero alto
de UFC/mL para ambas as leveduras quando a temperatura de fermentacao foi de
34°C. Ainda na Figura 9, observa-se um acumulo maximo no nimero de UFC para
ambas as leveduras apos 2 h de fermentacdo nas trés condi¢cdes ensaiadas, talvez

devido a grande disponibilidade de aclUcares e a baixa concentracdo de etanol

produzido ainda neste tempo.



Producéo de etanol a 40°C-42°C utilizando uma co-cultura...

71

—— | orientalis —@—S. cerevisiae

34°C

CFU/mL x 10°
s

—
n
1

40°C

B

42°C

" L]

= =

- =

é 10 4 g 10 4

= =

= [

O 5. O 54

0 '/L_H'—‘_é Y e o =t
0 2 4 6 0 2 4 6 8 0 2 4 6 8
Tempo (h) Tempo (h) Tempo (h)

Figura 9 — Efeito da temperatura sobre a permanéncia das células de S. cerevisiae e P.
kudriavzevii ao longo da fermentagcdo em batelada alimentada de melago a 34°C (A), 40°C

(B) e 42°C (C).

Estudou-se também o efeito da temperatura sobre a morfologia das células na

cultura mista apds 8 h de fermentacao a 34°C, 40°C e 42°C. As imagens obtidas no

inicio e fim da fermentacdo em batelada alimentada a 34°C mostraram que nao houve

uma alteracdo quanto a morfologia e tamanho de ambas as leveduras (Figuras 10A e

10D). Assim, nestas imagens € mostrado que € possivel diferenciar as células de S.

cerevisiae (células maiores e arredondadas) e P. kudriavzevii (células menores e

alongadas) mesmo apdés 8 h de fermentacdo. Porém, quando se comparam as

imagens das culturas mistas no inicio e fim das fermentacfes a 40°C e 42°C, observa-

se uma diminuicdo no tamanho das células apdés 8 h de fermentacdo (comparar a

Figura 10B com 10E, e a Figura 10C com 10F). Apesar de constatado por Dinh et al.,

(2008) que o tamanho das células de S. cerevisiae aumenta quando estas estdo

adaptadas ao estresse alcodlico, a reducdo no tamanho das células observado neste

experimento, pode ser atribuido ao estresse alcoolico associado ao estresse térmico,

sofrido pelas células ao longo da fermentacéo.
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Figura 10 — Efeito da temperatura sobre a morfologia das células de P. kudriavzevii e S.
cerevisiae no inicio e fim da fermentacdo em batelada alimentada de melaco a 34°C (A e D),
40°C (B e E) e 42°C (C e F) (amplificag&o 40X).

4.1.4. Suplementacéo do melago com fonte de nitrogénio organico

As células de levedura encontram diversas condi¢des simultaneas de estresse
impostas pelo préprio processo fermentativo. E importante que as células encontrem
disponiveis no meio 0s nutrientes necessarios para contornar estas condi¢des de
estresse desfavoraveis e assim, manter suas atividades fisiologicas. Embora a
matéria-prima utilizada no presente trabalho ndo seja muito rica em nutrientes, altos
rendimentos na producado de etanol tem sido obtidos em trabalhos anteriores
utilizando melago de cana como substrato (FERNANDEZ-LOPEZ et al., 2012;
GALLARDO, 2010).

Os resultados obtidos no presente trabalho e discutidos anteriormente
mostraram uma diminuicdo da produgédo de biomassa quando as leveduras foram
expostas a temperaturas tao altas quanto 42°C (Figura 7). Deste modo, decidiu-se
estudar o efeito da suplementacdo do melaco visando reduzir os efeitos da
temperatura sobre a producdo de etanol e biomassa durante o processo. Varias
fontes de nitrogénio foram estudadas para a suplementacéo de melaco por Coradello

(2012), sendo os melhores aditivos para o meio o extrato de levedura e um lisado
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celular. O uso deste lisado celular foi equivalente quanto a produgéo de biomassa ao
extrato de levedura, com a vantagem de ser obtido a um pre¢go muito menor.

No presente trabalho foi utilizado este lisado celular como fonte de nitrogénio
organico (1 g/L) na suplementacdo do melaco de alimentacdo das fermentacdes em
batelada alimentada a 42°C. Fontes de nitrogénio e carbono constituem as principais
exigéncias nutricionais para a proliferacdo celular e producdo de etanol, pois o
carbono e nitrogénio estdo presentes em quase todas as macromoléculas dos micro-
organismos (WALKER, 1998). Como as fontes de carbono e de nitrogénio sdo o0s
principais nutrientes presentes em mostos para a producao de cerveja, vinho e etanol
combustivel, isto sugere que a interagcdo mutua destes nutrientes pode ter efeitos
importantes sobre o metabolismo de leveduras (SCHNEPER et al., 2004). Assim,
altos niveis de fontes de carbono associados a baixos niveis de fontes de nitrogénio
sdo as causas mais comuns do baixo rendimento das fermentacbes (PRETORIUS,
2000).

Na Figura 11, nota-se que houve um aumento nos niveis de biomassa quando
o lisado celular foi adicionado ao meio de alimentacdo. Este aumento atingiu um
maximo de 36% em relacao ao experimento controle apos 8 h de fermentacédo a 42°C
(Figura 11A). J4, a viabilidade mostrou-se constante nas duas condic¢des, ficando em
média 91% (Figura 11B). A pesar do aumento da biomassa, a produtividade néo foi
alterada, ja que o etanol produzido foi equivalente no controle e no meio contendo o
lisado celular. As duas condicbes permitiram atingir um rendimento tedrico de
aproximadamente 87%.

Albers et al. (1996) estudaram o efeito do nitrogénio sobre o crescimento e
formacéo de etanol por S. cerevisiae em meio sintético contendo glicose. Os autores
demonstraram que quando a fonte de nitrogénio do meio € constituida por
substéancias tais como peptideos e aminoacidos livres em lugar de sais de amonio,
ocorre um aumento no acumulo de biomassa e producéo de etanol com reducéo dos
niveis de glicerol formados. Esses resultados parecem estar em conformidade com
os obtidos no presente trabalho, j& que a adigcdo de uma fonte de nitrogénio livre
favoreceu a proliferacdo celular. FernAndez-Lopez et al. (2012), porém, verificaram
gue o enriguecimento de melagco de cana com diferentes fontes de nitrogénio néao
apresentou vantagens significativas na produgcéo de etanol e, ainda comprovaram

gue, as velocidades de crescimento (umax) foram semelhantes em meios com e sem
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suplementacao. Estes autores confirmaram, entao, que o melacgo utilizado por eles e
chamado de "B" era suficiente para uma boa producao de etanol e biomassa a 35°C,

devido ao alto conteudo de vitaminas e de sais nele presentes.
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Figura 11 — Efeito da suplementag¢éo do melago com fonte de nitrogénio orgénico sobre a
producao de biomassa (A), viabilidade (B) e producéo de etanol (C) durante a fermentacdo
em batelada alimentada utilizando o in6culo misto de S. cerevisiae e P. kudriavzevii
(proporcéo inicial 1:3, m/v) a 42°C: (=) controle sem adi¢cdo de nitrogénio organico e (=)
adicao de nitrogénio organico (1 g/L).

As fermentacbes suplementadas com lisado celular durante a fase de
alimentacdo foram acompanhadas por plagueamentos das amostras retiradas ao
inicio e ao final da fermentacgéo (0 e 8 h), como é mostrado na Figura 12. No tempo
de 8 h, observou-se um aumento no numero de UFC/mL das duas leveduras na
presenca do lisado. Assim, a levedura P. kudriavzevii teve um aumento de 37% no
numero de UFC/mL em relacdo ao experimento controle; ao passo que a levedura S.
cerevisiae aumentou em aproximadamente 59%.

Neste experimento, o aumento do acumulo de biomassa foi comprovado
utilizando o lisado celular como fonte de nitrogénio organico, porém sem vantagens
quanto a producdo de etanol. Optou-se, portanto, pela fermentacdo sem
suplementacao do meio, uma vez que a composi¢cao do meio pode ter grande impacto

sobre os custos de producéo.
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Figura 12 —Efeito da suplementagdo do melago com fonte de nitrogénio organico
(lisado celular) sobre a permanéncia das leveduras S. cerevisiae e P. kudriavzevii
durante a fermentagéo em batelada alimentada de melago a 42°C: (A) controle sem
adicéo de lisado e (B) adigéo de lisado celular (1 g/L).

Como resultado da padronizacao, a condicao escolhida para a fermentacdo em
batelada alimentada a altas temperaturas utilizando o inéculo misto de S. cerevisiae e
P. kudriavzevii foi: indculo misto de 24 g/L (proporcéo inicial 1:3, m/v), concentracao
de acucares do meio de alimentacdo sem suplementacdo 25,7+1,0% ART e

fermentacao de 8 h a 42°C.

4.1.5. Comparacao entre a fermentacdo em batelada simples e alimentada de

melaco a 42°C

Em um trabalho anterior, a fermentacdo de melaco de cana-de-acucar pelo
in6culo misto das leveduras S. cerevisiae e P. kudriavzevii foi padronizada em um
processo de batelada simples a 42°C (GALLARDO, 2010). A cultura mista resultante
foi capaz de fermentar melago 15% ART a 42°C sem deixar quantidades significativas
de acucar residual no meio apés 12 horas e com acumulo de 64,05+1,36 g/L de etanol
(Tabela 3). Como descrito anteriormente, quando esta mesma cultura mista foi
utiizada na fermentagdo de melaco em batelada alimentada observou-se um
aumento significativo na producao de etanol, assim como na diminui¢do no tempo de
fermentacdo. O processo de producéo de etanol em batelada alimentada apresenta
algumas vantagens em relacdo ao processo em batelada simples, dentre as quais

podemos citar: a concentracdo dos acucares no meio € mantida sempre baixa
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(dificilmente excede 5-7%, m/m) e minimizacédo da formacao de produtos téxicos do
metabolismo, como por exemplo, acidos fracos (BASSO et al., 2008).

Na Tabela 3 sdo mostrados os indicadores de fermentacéao referentes a ambos
0s processos. Observou-se que o valor do fator de conversao de acucar em biomassa
(Yws) teve um aumento significativo quando um sistema em batelada alimentada foi
utilizado. No entanto, o valor do fator de conversao de aclucar em etanol (Yps) €
praticamente igual para os dois processos. Um aumento na produtividade de 5,36
g/L/h para 9,85 g/L/h é observado com a utilizacdo da batelada alimentada, uma vez
que, o tempo de fermentacdo diminuiu de 12 h para 8 h. Além do mais, houve uma
maior retencdo da viabilidade celular com a utilizagdo do processo em batelada

alimentada.

Tabela 3 - Indicadores obtidos durante a fermentacédo de melaco em

batelada simples e batelada alimentada a 42°C.

Indicadores de Batelada Batelada

fermentacéao simples alimentada
Tempo de fermentacéao (h) 12 8
Acumulo biomassa (g/L) 2,65+0,36 5,03+1,18
Yws (9/9) 0,020+0,002 0,030+0,007
Etanol produzido (g/L) 64,30+1,81 78,76x+2,08
Ypis (9/9) 0,48+0,02 0,47+0,01
Produtividade (g/L/h) 5,36%0,16 9,85+0,29
Rendimento (%) 94,19 91,97
Acucar residual (%) 2,31+0,53 1,06+0,15
Viabilidade (%) 86,0+2,0 90,85+2,46

Uma linhagem de Pichia kudriavzeii, usada por Dhaliwal et al. (2011), foi capaz
de produzir etanol a 40°C com uma produtividade de 4,0 g/L/h a partir de caldo de
cana-de-acucar suplementado. Para atingir tais resultados os autores adaptaram as
células de P. kudriavzeii ao meio YPD usando galactose ao invés de glicose como
fonte de carbono a 35°C. Apesar disto os autores conseguiram valores mais baixos

de produtividade (4,0 g/L/h) daqueles obtidos no presente trabalho para ambos os
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processos em batelada simples e alimentada a 42°C e mesmo sem um processo de
adaptacao das células

Segundo Laopaiboon et al. (2007) o processo em batelada alimentada melhora
a eficiéncia do processo de producdo de etanol a 30°C a partir de sorgo, utilizando
como in6culo uma linhagem de S. cerevisiae. Além disto, a literatura descreve um
isolado de Issatchenkia sp. capaz de produzir 42 g/L de etanol a 40°C no meio YM
(extrato de malte, extrato de levedura e peptona) utilizando glicose como fonte de
carbono (WANAPU et al., 2009). A producéo de etanol com este isolado foi melhorada
guando 0os mesmos autores passaram a utilizar o processo de batelada alimentada
por pulsos, através dos quais as quantidades de 35-40% de glicose foram adicionadas
ao reator elevando a producédo de etanol para 77 g/L apds 24 horas de fermentacéo.

A permanéncia das duas leveduras no decorrer da fermentacdo em ambos os
processos, batelada simples e alimentada € mostrada na Figura 13. A contagem das
colbnias foi feita apos 48 h de incubacédo em meio YPD a 30°C. Observa-se uma
queda no numero de unidades formadoras de colénias (UFC/mL) tanto para S.
cerevisiae (24%) quanto para P. kudriavzevii (22%) apos 8 h de fermentacao em
batelada simples, sendo este nimero de células mantido constante até as 15 h
(Figura 13A). J&, na Figura 13B, constatou-se um aumento no numero de células de
P. kudriavzevii nas primeiras 4 h de fermentacdo e apds este tempo o nimero de
UFC/mL apresentou um decréscimo de 10%. Além disso, observou-se uma queda no
namero de células de S. cerevisiae apés 4 h de fermentacao, sendo que apos as 8 h
o numero de UFC/ml de S. cerevisiae caiu até aproximadamente 27% em relacdo ao
namero de células inoculadas no inicio da fermentacdo em batelada alimentada. Uma
possivel razdo para o resultado observado seria a alta temperatura na qual as
fermentacdes foram realizadas. A temperatura 6tima de crescimento para a levedura
Saccharomyces cerevisiae, usada na producéo de etanol, € 32°C+2. No entanto, nas
zonas de temperaturas mais elevadas, a eficiéncia do processo de producéo de alcool
cai devido ao aumento da temperatura acima de 40°C (MUKHTAR et al., 2010). Ja,
P. kudriavzevii € uma levedura termo-tolerante capaz de produzir etanol a
temperaturas maiores que 40°C (DHALIWAL et al., 2011; GALLARDO et al., 2011,
ISONO et al., 2012; OBEROI et al., 2012; WANAPU et al., 2009). Em um trabalho

anterior foi demonstrado que a levedura S. cerevisiae comeca perder viabilidade apés


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Dhaliwal%20SS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21398115
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6 horas de fermentacédo a 42°C, ao passo que a linhagem 195B de P. kudriavzevii

mantém uma viabilidade de 93% nas mesmas condi¢cdes (GALLARDO, 2010).
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Figura 13 — Acompanhamento da permanéncia das leveduras S. cerevisiae e P.
kudriavzevii durante a fermentagcédo de melago 16% ART em batelada simples

(A) e durante a fermentacdo de melaco 18% ART em batelada alimentada (B) a
42°C.

4.1.6. Determinacdo da atividade invertasica das células de S. cerevisiae e P.

kudriavzevii em cultura simples e mista

Segundo Barnett et al. (2000), P. kudriavzevii assimila e fermenta glicose e
frutose porém, ndo assimila e nem fermenta sacarose. No entanto, Kurtzman (1980)
e Hisamatsu et al. (2006) observaram assimilacdo de sacarose por linhagens de P.
kudriavzevii como sendo um crescimento tardio. Neste experimento teve-se como
objetivo determinar a atividade da enzima invertase, responsavel pela hidrolise da
sacarose do melaco em glicose e frutose, produzida pelas células de S. cerevisiae e
P. kudriavzevii em cultura simples e mista.

A levedura S. cerevisiae produz dois tipos de invertase: interna e externa. A
funcdo da forma interna ndo € ainda bem conhecida. Sabe-se que a invertase externa,
altamente glicosilada, esta localizada no espaco periplasmatico e encontra-se
associada a parede celular da levedura (ZECH; GORISCH, 1995). A invertase € um
determinante critico na fermentacdo de melacos e pode ser inibida por altas
concentracfes de agucar, ja que a expressao dos genes de invertase de S. cerevisiae
€ reprimida pela glicose livre no meio (TRUMBLY, 1992).
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Na Figura 14 é mostrado que a atividade de invertase ligada a parede das
células foi maior na cultura simples de S. cerevisiae, atingindo o valor maximo de
1,92+0,07 umol/min/mg em 6 h de fermentagdo, apos este tempo observou-se uma
queda na atividade, possivelmente devido a inibi¢cdo pela concentracao de glicose no
meio. J& a cultura mista das duas leveduras mostrou uma atividade total maxima de
0,82+0,05 umol/min/mg no mesmo tempo. O método utilizado ndo detectou atividade
da enzima livre no meio, a atividade invertasica foi detectada apenas na enzima
imobilizada na superficie das células de S. cerevisiae. Como esperado, uma baixa
atividade enzimatica foi detectada no sobrenadante da cultura de P. kudriavzevii (0,13
+ 0,1 U/mg).

Outro fator importante para a atividade da invertase é a concentracao de etanol
no meio. A invertase perde até 50% da sua atividade apés 30 min em presenca de
120 g/L de etanol a uma temperatura de 30°C (ZECH; GORISCH, 1995). Além disso,
de acordo com Takeshige e Ouchi (1995) e Zech e Gorish (1995), alguns inibidores,
originalmente, presentes no melaco (por exemplo, NaCl) poderiam também estar

envolvidos na reducédo da atividade enzimatica.
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Figura 14 - Atividade invertdsica das células de S. cerevisiae (-®-), P.
kudriavzevii (-A-) e da cultura mista (--) constituida por S. cerevisiae e P.
kudriavzevii (proporcéo inicial 1:3, m/v) durante a fermentac&o de melago em
batelada simples a .42°C.
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4.2. Fermentacdo em batelada alimentada com reutilizagdo de células e

revitalizag&o celular entre os ciclos de fermentagéo

As destilarias brasileiras operam com o sistema de fermentacao continua ou em
batelada alimentada, nos quais as células de levedura inoculadas no inicio do
processo sao reutilizadas ao longo de fermentacdes sucessivas. A etapa de
reutilizacdo de células € de vital importancia para o processo industrial de
fermentacao, ja que o acumulo e manutencéo da biomassa precisam ser garantidos
entre os ciclos de fermentacdo. A reutilizacdo das células impbe condicbes de
estresse alto para as linhagens industriais (BASSO et al., 2011). Além disso, o estudo
da reutilizacao de células torna-se de vital importancia quanto a analise dos teores de
compostos toxicos a fermentacdo, visto que, se eles sdo produzidos durante o
processo, podem acumular-se no indéculo promovendo perdas de viabilidade,
eficiéncia e produtividade (MARQUES; SERRA, 2004).

Considerando-se o0 exposto, decidiu-se estudar a revitalizacdo das células de

levedura entre os ciclos fermentativos.

4.2.1. Revitalizag&o celular com coquetel de sais

Na Figura 15 € mostrada a producdo de etanol, o acimulo de biomassa,
viabilidade e o acucar residual durante cinco ciclos de fermentacao utilizando a cultura
mista de P. kudriavzevii e S. cerevisiae a 42°C. A revitalizacdo das células entre os
ciclos de fermentacgéo consistiu na adicdo de um coquetel de sais (Zn SO4 0,01%; Mg
S04 0,01%; DAP 0,1%) ao meio contendo 8% ART a 34°C (CORADELLO, 2012).

No trabalho de Silva (2010), o uso destes sais resultou em um aumento do
rendimento tanto do etanol quanto da biomassa durante a fermentacdo de melaco a
30°C. Porém, neste experimento observou-se que o acumulo de biomassa sofre uma
queda significativa de 42% para 22% ap0s cinco ciclos sucessivos de fermentacao,
sendo esta queda ainda maior quando o meio de revitalizagao foi suplementado com
sais, como mostrado na Figura 11A. A alta temperatura de fermentacdo e o acumulo
dos diversos subprodutos toxicos formados durante os ciclos de fermentacao parecem
afetar, consideravelmente, a eficiéncia do processo, ja que o etanol produzido no
primeiro ciclo teve uma queda de até 31% ap0s o quinto ciclo. Além disto, a viabilidade
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da cultura mista apds os 5 ciclos atingiu um valor de 63% e 66%, no experimento
controle e na revitalizagdo com sais, respectivamente. As células de levedura devem
manter uma viabilidade alta no fim de cada ciclo de fermentacdo, para poderem

permanecer e proliferar nos seguintes ciclos (BASSO et al., 2011).
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Figura 15 — Efeito da composi¢cdo do meio de revitalizacdo sobre a fermentacao
sucessiva (reutilizagdo de células) de melago inoculado com a mistura das
leveduras S. cerevisiae e P. kudriavzevii (proporg¢éo inicial 1:3, m/v) a 42°C: meio
de revitalizac&o controle sem adi¢do do coquetel de sais (m)e meio de revitalizagdo
contendo coguetel de sais (m=).

O acompanhamento do nimero de UFC/mL de S. cerevisiae e P. kudriavzevii
durante os cinco ciclos de fermentacéo confirmaram os dados obtidos na Figura 15A,
onde foi observado que a adicdo do coquetel de sais no meio de revitalizagdo nao

apresentou vantagem para a formacao de biomassa.
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Figura 16 — Efeito da composi¢cédo do meio de revitalizacdo sobre a permanéncia das
leveduras S. cerevisiae e P. kudriavzevii durante a fermentagdo sucessiva
(reutilizacdo de células) de melago a 42°C: (A) meio de revitalizagdo controle sem
adicdo de coquetel de sais e (B) meio de revitalizacdo contendo coquetel de sais.

Pelo exposto, a suplementacdo do meio de revitalizagcdo com o coquetel de sais
parece ndo oferecer nenhum beneficio para a producdo de etanol, o acumulo de
biomassa nem para a retencdo da viabilidade da co-cultura em fermentacbes
sucessivas a 42°C.

Durante a etapa de revitalizacao realizada entre os ciclos fermentativos (12 h)
observou-se que o0 uso do coquetel de sais manteve um acumulo de biomassa de
aproximadamente 12%, confirmando, assim, a renovacao celular durante esta etapa
(Tabela 4). Por outro lado, a viabilidade apresentou uma queda ao longo das
revitalizacdes, porém esta nao foi afetada pela composicdo do meio, ja que valores
proximos foram obtidos para o experimento controle e 0 meio contendo sais. J4, a
producdo de etanol foi baixa, em média 33 g/L (4,2%, v/v) e praticamente constante

durante os 4 ciclos de revitalizagdo para ambas as condi¢cdes estudadas (Tabela 4).
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Tabela 4 — Acumulo de biomassa, viabilidade, producdo de etanol e consumo de

acucar durante a revitalizacéo das células em melaco contendo um coquetel de sais.

Revitali- Acumulo Viabilidade (%) Etanol ART (g/L)
Condicéao Biomassa Produzido
zag&o®@ Inicial Final Inicial Final
(%) (g/L)
1 2,07£0,94 91,61+1,33 85,65+0,91 32,01+0,87 84,16+0,25 3,39+0,08
Controle 2 15,20+2,60 82,22+0,55 82,39+1,29 33,07+1,07 86,01+0,55 3,58%0,08
3 3,14+0,63 75,56+0,91 71,04+2,21 34,03+1,07 86,28+1,20 3,22+0,02
4 5,27+1,35 74,68+1,35 74,57+0,97 31,87+2,01 85,33+1,31 3,13%0,05
1 8,36+1,50 91,27+0,93 85,45+1,01 31,20+1,5 84,43+0,58 3,50%0,03
Meio com 2 13,55+0,27 80,11+1,54 79,96+1,03 33,00,0,54 86,14+0,13 3,42+0,02
sais 3 12,70+1,28 77,62+1,15 72,23+1,57 35,17+1,43 83,37+0,75 3,27%0,07
4 13,51+0,93 76,23+2,04 74,62+1,66 32,56+1,66 84,18+0,91 3,36%0,06

@ Melago 8% ART a 34°C durante 12h.

4.2.2. Revitalizacao celular com fonte de nitrogénio organico

Outra estratégia de revitalizacdo estudada no presente trabalho consistiu na
adicao de uma fonte de nitrogénio (1 g/L obtido a partir de um lisado celular) ao melaco
8%

suplementacdo do meio de alimentacdo com lisado celular, neste experimento o

ART. Confirmando os resultados obtidos na Figura 11, referentes a
acumulo de biomassa foi maior quando este lisado celular foi adicionado ao meio de
revitalizacdo durante cinco ciclos sucessivos de fermentacao. No entanto, a biomassa
sofreu uma queda a partir do terceiro ciclo passando a permanecer guase constante
tanto no experimento controle quanto no experimento contendo o lisado (Figura 17).
Por outro lado, a viabilidade celular e a formacao de etanol nédo foram afetadas quando
0 meio de revitalizagéo foi suplementado com o lisado celular.

Na Figura 18 é verificado como o numero de UFC/mL da levedura P.
kudriavzevii € favorecido com a adi¢do do lisado celular ao meio de revitalizagéo.
Como esperado, a temperatura elevada (42°C) parece estar afetando a proliferacao
das células de S. cerevisiae, ja que, a temperatura 6tima de crescimento para esta
levedura é 32°C+2 (MUKHTAR et al.,, 2010). Consequentemente, o lisado celular
parece ndo ter nenhum efeito positivo sobre o numero de UFC/mL quando as células

sdo submetidas a estresse térmico durante fermentacdes sucessivas de melaco.
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Figura 17 — Efeito da composicdo do meio de revitalizacdo sobre a fermentacéo
sucessiva (reutilizacdo de células) de melago inoculado com a mistura das leveduras S.
cerevisiae e P. kudriavzevii (proporgéo inicial 1:3, m/v) a 42°C: (=) meio de revitalizagédo
por 12 h sem adi¢do de nitrogénio e (=) meio de revitalizagdo contendo nitrogénio (1,0

g/L).
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Figura 18 - Efeito da composi¢cdo do meio de revitalizacdo sobre a permanéncia
das leveduras S. cerevisiae e P. kudriavzevii durante a fermentacdo sucessiva
(reutilizacdo de células) de melaco a 42°C: (A) meio de revitalizacdo sem adicao
de lisado celular e (B) meio de revitalizagdo contendo lisado celular (1,0 g/L).

A biomassa, viabilidade e o etanol produzido durante a etapa de revitalizacao
com lisado celular também foram determinados. A Tabela 5 mostra que a renovagéo
celular foi maior quando o lisado foi adicionado ao meio, apesar disto, observou-se

que a diferenca € pouco significativa em relacdo ao controle, ja que o acumulo de
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biomassa passou de 6,4% para 8,8% no primeiro ciclo de revitalizagao e de 3,5% para
8% no quarto ciclo. Por fim, a producao de etanol ndo foi afetada pelo uso de lisado
celular no meio de revitalizacdo. Porém, observou-se que os valores obtidos de etanol
foram menores aqueles obtidos durante a etapa de revitalizacdo com o coquetel de
sais (comparar Tabelas 4 e 5).

Em vista que as duas condi¢cdes de revitalizagcdo estudadas n&o levaram a
resultados relevantes em relacdo a producéo de etanol e ao aumento da viabilidade,
decidiu-se continuar os estudos de fermentacdo sem a suplementacdo do meio.

Poucos estudos tém sido realizados sobre a revitalizagdo celular durante
fermentacdes sucessivas com reciclo de células. Contudo, varias estratégias de
revitalizacdo foram estudadas e testadas no nosso laboratério, com a finalidade de
garantir a manutencdo da viabilidade e a renovacdo celular entre os ciclos
fermentativos (CORADELLO, 2012).

Tabela 5 - Acimulo de biomassa, viabilidade, producéo de etanol e consumo
de acUcar durante a revitalizacdo das células em melaco contendo fonte de

nitrogénio organico (lisado celular).

~ AcUmulo Viabilidade (%) Etanol
. Revitali- .
Condicéo . Biomassa o . Produzido
zacao® Inicial Final
(%) (g/L)
1 6,43+0,36 87,08+1,21 85,44+0,87 23,75+0,21
2 3,19+0,98 82,89+3,90 79,31+0,96 22,32+0,99
Controle
3 3,23+1,01 71,22+0,21 85,01+0,96 13,97+1,24
4 3,51+0,54 72,36+1,34 83,14+1,34 14,73%+0,81
1 8,76+0,62 87,65+2,14 81,18+0,93 19,17+1,51
Meio
lisad 2 9,03+1,03 80,55+0,93 80,33+1,09 14,20+0,84
isado
ul 3 7,95+1,35 70,61+1,49 82,39+1,22 14,58+0,33
celular
4 8,02+1,03 71,66+1,29 80,00+1,57 15,77+0,97

@ Melago 8% ART a 34°C durante 12h.
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4.3. Fermentacdo em batelada alimentada a 42°C com reciclo de células sem

revitalizag&o celular

As destilarias operam em ciclos curtos de fermentacéo (6 a 10 h) e isso permite
que a levedura possa ser reciclada até trés vezes por dia operando em média 400 a
600 ciclos durante toda a safra canavieira (AMORIM et al., 2011). O experimento
descrito na Figura 18 teve como principal objetivo simular uma destilaria realizando
varios ciclos de fermentacao por dia e sem intervalos de revitalizacdo celular entre
eles.

Como discutido anteriormente na Tabela 2, a redugdo da temperatura de 42°C
para 40°C em um unico ciclo de fermentacao, favoreceu a formacao de biomassa (Y ws)
e a producdo de etanol (Yps), por este motivo decidiu-se verificar o efeito da
temperatura sobre a fermentacdo com reutilizacdo de células a 40°C e 42°C. Na
Figura 19A é mostrada uma diminui¢do significativa no acimulo de biomassa apés
seis ciclos de fermentacdo (58%), sendo essa diminuicdo ainda maior quando a
temperatura de fermentacéao foi 42°C (63%). Na fermentacao a 40°C foram verificados
pequenos decréscimos de viabilidade em relac&o ao valor inicial ao longo dos ciclos,
porém uma queda de viabilidade mais significativa foi observada nos ultimos trés
ciclos de fermentacédo a 42°C (Figura 19B). A producédo de etanol apresentou uma
gueda até o 6° ciclo e manteve-se constante até o 8° ciclo com um valor médio de 42
g/L e 33 g/L a 40° e 42°C, respectivamente (Figura 19C). A produtividade variou de
9,52+0,25 g/L/h para 5,00+0,11 g/L/h a 40°C e de 9,19+0,19 g/L/h para 3,83+0,13
g/L/h a 42°C apés oito ciclos. Provavelmente, devido a perda de viabilidade nos
altimos ciclos de fermentacao, o acgucar residual aumentou para ambas as condi¢des
ensaiadas (Figura 19D). Outros autores mostraram que um isolado de P. kudriavzevii
foi capaz de manter os niveis de etanol produzidos, a partir de xarope de cana
suplementado, ao redor de 73 g/L apos 4 ciclos sucessivos de fermentacao a 40°C
sem mencionar variagdes na viabilidade celular, porém foram necessarias 18 h para
o0 consumo total dos acucares (DHALIWAL et al., 2011).

Por outro lado, os niveis de glicerol foram bastante alterados pela temperatura
de fermentacéo. Isto também tem sido observado e muito estudado na fermentagao
de vinhos (TORIJA et al., 2002). O Glicerol é o principal subproduto da fermentacao
produzido principalmente como resultado da re-oxidacdo do excesso de NADH
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formado em condi¢cdes anaerébicas (VANDIJKEN; SCHEFFERS, 1986). Tanto o
glicerol interno quanto o externo mostraram um aumento de concentragao quando as
células foram submetidas a elevacéo da temperatura de 40°C para 42°C (Figuras 19E
e 19F). O glicerol interno, além de atuar como um protetor osmoético também contribui
com a manutencao do balango redox das células, em caso de estresse osmotico. No
presente trabalho, o glicerol interno e externo produzido a 40°C mantiveram-se
praticamente constantes durante os oito ciclos com um valor médio de 2,6+0,5
ug/mgesiuia € 5,0£0,7 mg/mL, respectivamente. J4 a 42°C, as concentracdes do glicerol
interno e externo variaram ao longo dos ciclos.

O aumento da producéo de glicerol pode ser considerado como um indicativo de
estresse geral durante as fermentacfes industriais (BASSO et al., 2011). Isto foi
comprovado no presente trabalho, ja que os niveis de glicerol interno aumentaram em
95% no 8° ciclo a 42°C em relacdo a fermentacédo a 40°C, ao passo que o glicerol
externo teve um aumento de 56% nas mesmas condi¢cdes. Oura (1977) observou que
durante as fermentacdes industriais 5% a 8% dos acUcares disponiveis no meio sdo

convertidos a glicerol pelas células de levedura.
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Figura 19 — Efeito da temperatura sobre a producdo de biomassa (A), viabilidade (B),
producao de etanol (C), consumo de ART (D) e producéo de glicerol interno (E) e externo (F)
durante a fermentacao sucessiva de melaco pela co-cultura das leveduras S. cerevisiae e P.
kudriavzevii (proporcéo inicial 1:3, m/v) a 40°C (mm) e 42°C (=m).
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Como é mostrado na Figura 20, o numero de UFC/mL de S. cerevisiae e de P.
kudriavzevii apresentaram uma queda significativa a partir do 6° ciclo de fermentacéo
tanto a 40°C (75% para S. cerevisiae e 57% para P. kudriavzevii) quanto a 42°C (79%
para S. cerevisiae e 61% para P. kudriavzevii), com pouca variagao depois deste ciclo.

Este fato foi também verificado para os valores de acimulo de biomassa (Figura 19A).
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Figura 20 — Efeito da temperatura sobre a permanéncia das leveduras S. cerevisiae e P.
kudriavzevii durante a fermentacéo sucessiva de melagco a 40°C (A) e 42°C (B).

Pelo exposto acima, pode-se concluir que a fermentacdo em batelada
alimentada com reutilizacao de células sem periodos de revitalizacéo celular entre os
ciclos seria uma boa estratégia para a fermentacdo de melaco a temperaturas
elevadas. No entanto, as células reutilizadas puderam ser recicladas somente por
cinco ciclos sucessivos sem queda significativa no acumulo de biomassa e viabilidade

celular.

4. 4. Resisténcia aos estresses fermentativos

4.4.1. Resisténcia aos acidos e etanol

Embora seja bem conhecido que as leveduras podem tolerar baixos valores de

pH, o tratamento com acido sulfurico apés o término de cada ciclo fermentativo para

reduzir a contaminagdo bacteriana, pode provocar perturbacdes fisiologicas nas
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células (DORTA et al.,, 2006). Além disto, as leveduras competem com 0S micro-
organismos contaminantes presentes na matéria-prima, tais como bactérias
produtoras de acido acético e latico, o que contribui na diminuicdo do pH do meio.
Pelo exposto, é importante que as leveduras utilizadas como inoculo das
fermentacdes tolerem niveis baixos de pH e apresentem resisténcia a estes acidos.
Assim, a resisténcia de S. cerevisiae e P. kudriavzevii aos acidos foi comparada como
a linhagem PE-2, usada na maioria de destilarias brasileiras como inéculo em
fermentacdes industriais.

Na Figura 21 é mostrada a inibicao do crescimento pelo 4cido acético em placas
de YPD inoculadas com concentracdes de células na faixa de 10° a 108 cel/mL.
Segundo a replicacdo das linhagens de S. cerevisiae e P. kudriavzevii foi possivel
verificar a resisténcia da levedura P. kudriavzevii aos acidos acético e latico mesmo a
40°C. Confirmou-se que a inibicdo diminui com o aumento da quantidade de inéculo.
Assim, observou-se crescimento com um inéculo de 108 cel/mL de P. kudriavzevii no
meio contendo 0,9% de &cido acético, sendo que as leveduras S. cerevisiae
ensaiadas (IQAr/45-1 e PE-2) foram inibidas com uma concentracdo de 0,6% deste
acido usando a mesma concentracdo celular. J4 a 40°C, a inibicdo foi maior, pois
nenhum crescimento foi observado para as linhagens IQAr/45-1 e PE-2 com 0,6% de
acido, ao passo gue a levedura P. kudriavzevii apresentou inibicdo com 0,9% de acido
acetico.

A tolerancia de P. kudriavzevii a acidez tem sido muito estudada, por exemplo,
Nakayama et al. (2008) comprovou a alta resisténcia de Candia krusei (P. kudriavzevii)
guando comparada com uma linhagem de S. cerevisiae em presenca de até 2,0% de
acido succinico a 30°C.

A resisténcia de isolados de P. kudriavzevii ao acido latico e acético tem sido
comprovada em trabalhos anteriores, porém a uma temperatura de 30°C (HALM et
al., 2004; CASEY; DOBSON, 2003).
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Acido Acético (%, m/v) 30°C
Controle 0,3% 0,6% 0,9%
IQAr Pe-2 Lo. IQAr Pe-2 Lo. I1QAr Pe-2 lLo. IQAr Pe-2
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Figura 21 — Crescimento da linhagem 195B de P. kudriavzevii, linhagem
IQAr45-1 de S. cerevisiae e linhagem PE-2 de S. cerevisiae em meio YPD
contendo 4cido acético (0-0,9%, m/v) a 30°C e 40°C.

A inibicdo do crescimento pelo acido latico em placa de YPD com quantidade
de células replicadas na faixa de 10° a 108 cel/mL é mostrada na Figura 22. Observou-
se que a inibicdo aumentou com a diminuicdo da concentracdo de células. As células
da levedura P. kudriavzevii sofreram menor inibicdo do que as células das leveduras
S cerevisiae (IQAr/45-1 e PE-2) a 30° e 40°C. A inibicdo de P. kudriavzevii ocorreu na
presenca de 4cido latico 6,0% utilizando como inéculo 10° cel/mL a 40°C, enquanto
gue a inibicdo total ocorreu com concentragdes maiores de 8,0% deste acido. Uma
reducdo de 53% no numero de UFC/mL de S. cerevisiae foi observada em
fermentacao continua de glicose com uma concentracdo de 3,44% (m/v) de acido
lactico, ao passo que com adicao de 5,35% (m/v) de &cido a inibicdo das células foi
total (BAYROCK; INGLEDEW, 2004). Esses resultados parecem estar em
conformidade com os obtidos no presente trabalho, jA que o crescimento das
linhagens IQAr/45-1 e PE-2 de S. cerevisiae foi completamente inibido com adicéo de
6% (m/v) de &cido latico a 30°C e 4% (m/v) a 40°C.
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Acido Latico (%, m/v) 30°C
Controle 2.0% 4.0% 6.0% 8.0%
IQAr Pe-2 Lo. IQAr Pe-2 lo. IQAr Pe-2 Lo. IQAr Pe-2 lLo. IQAr Pe-2

Lo.

cel/mL

cel/mL

Figura 22 — Crescimento da linhagem 195B de P. kudriavzevii, linhagem
IQAr45-1 de S. cerevisiae e linhagem PE-2 de S. cerevisiae em meio YPD
contendo 4cido latico (0-8,0%, m/v) a 30°C e 40°C.

Na Figura 23 € mostrada a inibicdo do crescimento pelo etanol na faixa de 0%
a 12% (v/v). A levedura P. kudriavzevii apresentou crescimento em placas contendo
até 12% de etanol tanto a 30°C quanto a 40°C com uma concentracao de 108 cel/mL.
Enquanto que, as leveduras IQAr/45-1 e PE-2 foram inibidas totalmente com 9% de
etanol a 30°C e 40°C utilizando a mesma concentracéo celular. Estes resultados foram
inesperados para a levedura comercial PE-2, pois sabe-se que ela € muito tolerante
ao etanol. No entanto, a inibicdo com 9% de etanol pode ter ocorrido devido ao uso
de levedura seca, que foi reidratada em H20 antes de ser inoculada nas placas
contendo etanol. Apesar de a viabilidade apoés reidratacao ter sido relativamente alta
(85%), o processo de secagem de algumas leveduras pode afetar o seu metabolismo
e prolongar a sua fase lag de crescimento, retardando sua adaptacdo a condi¢des de
stress como altas concentracdes de etanol. Estes resultados mostram a superioridade

da linhagem 195B de P. kudriavzevii sobre as linhagens de S. cerevisiae ensaiadas.
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Etanol (%, v/v) 30°C

Controle 3.0% 6.0% 9.0% 12.0%
Lo. 1QAr Pe-2 Lo. IQAr Pe-2 Lo. IQAr Pe-2 lLo. IQAr Pe-2 Lo. IQAr Pe-2

cel/mL

cel/mL

Figura 23 — Crescimento da linhagem 195B de P. kudriavzevii, linhagem
IQAr45-1 de S. cerevisiae e linhagem PE-2 de S. cerevisiae em meio YPD
contendo etanol (0-12,0%, v/v) a 30°C e 40°C.

4.4.2. Efeito do etanol externo sobre a fermentacéao

A maioria de leveduras ndo-Saccharomyces ndo sdo tolerantes a
concentracbes de etanol superiores a 5-7% (v/v) e isto explica a sua perda de
viabilidade quando a fermentacdo avanca além desta quantia de etanol acumulado
(FLEET, 2003). Além disso, o etanol produzido durante um ciclo curto de fermentacéo
Nos processos industriais atinge valores na faixa de 7-11%, v/iv (AMORIM et al.,2011).
Considerando-se o exposto, decidiu-se estudar o efeito do etanol adicionado ao meio
YPD sobre a cultura mista de S. cerevisiae e P. kudriavzevii.

A adicdo de concentracdes maiores que 12% (v/v) de etanol ao meio
(equivalente a 94,7 g/L) inibem drasticamente a producdo de biomassa como
mostrado na Figura 23. Por outro lado, a viabilidade foi afetada na faixa de 10% a 12%
de etanol adicionado, sendo que com 14% ocorre uma perda completa de viabilidade
apos 6 h de fermentacéo (Figura 24B). Observou-se também que ndo houve producao
de etanol pelas células da cultura mista quando concentragcfes acima de 12% sé&o
adicionadas no inicio da fermentacdo e que ndo houve evaporacédo de etanol a 42°C
(Figura 24C). Ja o experimento controle (sem adicdo de etanol) apresentou uma
viabilidade de 90% quando a producao de etanol pelas células de S. cerevisiae e P.
kudriavzevii foi maxima (46 g/L equivalente a 6,2 %, v/v ou), com um rendimento
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tedrico de 95% apos 6 h de fermentagdo a 42°C. Um trabalho recente reportou uma
linhagem de P. kudriavzevii capaz de produzir 8.2% (v/v) de etanol a 42°C,
fermentando 150 g/l de glicose em meio YPD com um rendimento de 85% (KWON et
al., 2011), contudo o tempo de fermentacdo foi muito maior (48 h) aquele utilizado
neste trabalho (8 h).
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Figura 24 — Efeito do etanol adicionado sobre a fermentagédo de meio YPD contendo 10%
(m/v) glicose usando a cultura mista de S. cerevisiae e P. kudriavzevii (propor¢ao inicial 1:3,
m/v) a 42°C: (-@-) controle sem adi¢éo de etanol, (-l-) adi¢cdo de 8% (v/v) etanol, (-®-) adicdo
de 10% (v/v) etanol, (-A-) adicdo de 12% (v/v) etanol, (-V¥-) adicdo 14% (v/v) etanol.

4.4.3. Efeito da adicdo dos inibidores presentes nos hidrolisados

lignoceluldsicos

Durante o pre-tratamento da biomassa lignocelulésica (etanol de segunda
geracao), acucares simples e uma ampla gama de inibidores sdo formados e liberados
no meio. Estes inibidores, que podem ser organizados em trés grupos principais:
acidos fracos, furanos e fendis, afetam o desempenho da levedura, reduzindo a
producéo de etanol durante a etapa de fermentagéao (ALMEIDA et. al., 2007). Portanto,
e fundamental o uso de linhagens com capacidade de tolerar estes inibidores
resultantes da hidrélise. Hou-Rui et al. (2008), estudaram o uso da linhagem P.
kudriavzevii CCTCC M 2006098 como agente destoxificante de um hidrolisado acido
lignocelulésico. Os autores demonstraram a capacidade desta levedura em
metabolizar alguns compostos toxicos presentes nos hidrolisados de bagaco de cana-
de-acucar como o 4cido acético, furfural e guaiacol.

No presente trabalho decidiu-se estudar a tolerancia da cultura mista de S.
cerevisiae e P. kudriavzevii a um coquetel de inibidores a 34°C. A padronizacéo da

concentracdo dos inibidores contidos neste coquetel foi determinada em um trabalho
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anterior neste laboratério (MASIERO, 2011). O coquetel apresentou a mistura dos
seguintes inibidores: acido acético, acido férmico, acido levulinico, furfural e vanilina.

Na Figura 25 é mostrado que quando o coquetel de inibidores foi adicionado no
meio, 0 acumulo de biomassa, producdo de etanol e viabilidade foram equivalentes
ao experimento controle. Porém, quando o coquetel adicionado foi concentrado duas
e quatro vezes, a formacéo de biomassa foi afetada significativamente, indicado um
forte efeito negativo sobre o processo de divisdo celular. A reducdo da formacéo de
biomassa foi de 61% para o meio contendo o coquetel concentrado duas vezes e de
89% para o coquetel concentrado quatro vezes, em relacdo ao experimento controle.
Observou-se também uma pequena queda na viabilidade final quando o coquetel foi
concentrado até quatro vezes (de 95% para 85% apos 8 h de fermentacéo, Figura
25B). Por fim, a producao de etanol também foi afetada pela presenca do coquetel,
apresentando uma reducao de 25% e 55% quando o coquetel foi concentrado duas e
quatro vezes, respectivamente. Assim, o0 aumento da concentragdo do coquetel de
inibidores acima de quatro vezes inibiu consideravelmente tanto o crescimento celular
guanto a producao de etanol a 34°C. Segundo Almeida et al. (2007) os hidrolisados
de bagaco de cana-de-acucar contem em média 4,4 g/L de acido acético, 1,4 g/L de
acido férmico, 1,9 g/L de furfural e 0,7 g/L de fendis totais. Estas concentracdes estao
proximas as concentragcfes utilizadas no coquetel concentrado quatro vezes, onde
observou-se inibicdo das células da co-cultura. Conforme descrito por Hou-Rui et al.
(2008), a levedura P. kudriavzevii mostra tolerancia a alguns inibidores, porém quando
estes sdo colocados juntos no coquetel parecem ter um efeito significativo no
metabolismo da levedura.
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Figura 25 — Efeito da adi¢é@o dos inibidores presentes nos hidrolisados lignoceluldsicos sobre
a fermentacdo de melaco a 34°C utilizando 24 g/L do in6culo misto de S. cerevisiae e P.
kudriavzevii (proporgéo inicial 1:3, m/v): controle sem adicéo de inibidores (-M-), coquetel de
inibidores 1X (-O-), coquetel de inibidores 2X (-A-) e coquetel de inibidores 4X (-V-).
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Kwon et al. (2011) estudaram os efeitos da adicdo de alguns inibidores, tais
como furfural, 5-hidroximetilfurfural e vanilina ao meio YPD inoculado com a linhagem
IPE100 de P. kudriavzevii a 42°C. De acordo com os autores, a producéo de etanol
foi afetada pela adicéo de furfural em concentra¢cdes maiores a 2 g/L, enquanto que o
5-HMF foi menos inibitério, pois niveis significativos de etanol foram obtidos até com
4 g/L. Ja a adicdo de 0,25-2,0 g/L de vanilina ao meio reduziu em 65% a producéo de
etanol apos 54 horas. Estes inibidores foram adicionados separadamente no meio, ja
no presente trabalho, utilizou-se uma mistura dos inibidores. Apesar disto, a co-cultura
de S. cerevisiae e P. kudriavzevii foi capaz de produzir altas concentracfes de etanol

guando inoculadas em um meio contendo os principais inibidores da fermentacgéo.
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Os resultados experimentais obtidos no presente trabalho indicam que é possivel
fermentar melago de cana-de-aglcar a elevadas temperaturas com retencdo da

viabilidade celular usando um in6culo misto de leveduras.

Em um trabalho anterior, uma linhagem da levedura P. kudriavzevii foi isolada de
um reator operando em sistema continuo a temperaturas maiores que 40°C. Nos
ultimos anos, esta levedura tem sido caracterizada em varios trabalhos como sendo
uma levedura termotolerante, porém produzindo etanol a partir de agicares simples
(glicose e frutose). Confirmando estes resultados, o presente trabalho demostra
qgue a levedura P. kudriavzevii ndo secreta invertase, inviabilizando o consumo de
sacarose pela mesma. Frente a este problema e com base em estudos realizados
em um trabalho anterior, decidiu-se realizar fermentacdes mistas utilizando a
levedura S. cerevisiae e a levedura P. kudriavzevii para a producédo de etanol a
partir de melaco a 42°C. Sabe-se que a levedura S. cerevisiae apresenta um alto
rendimento na conversdo dos acucares em etanol em condicbes Otimas de
temperatura (30-34°C), porém quando esta é submetida a temperaturas maiores
que 40°C, a viabilidade celular comeca cair drasticamente ap6s 4 horas de
fermentacdo em um processo de batelada alimentada em escala de laboratério
(500 mL).

Os experimentos realizados neste trabalho demostraram a existéncia de um
sinergismo entre as leveduras S. cerevisiae e P. kudriavzevii. Assim, nas primeiras
horas de fermentacdo a levedura S. cerevisiae produz invertase suficiente para
hidrolisar a sacarose contida no melaco, deixando os agucares prontos para serem

consumidos e convertidos a etanol pela termotolerante P. kudriavzevii.

O in6culo misto destas duas leveduras produziu 78,76+2,87 g/L (9,98+0,36%, V/v),
equivalente a uma produtividade de 9,85+0,38 g/L/h e rendimento tedrico de
90,67% em 8 horas de fermentacao a 42°C. As condi¢bes de fermentacao foram
padronizadas como segue: 24 g/L inoculo misto (proporcao inicial 1:3, m/v),
concentracdo de acucar no meio 257 g/L sem suplementacao e alimentado durante

as primeiras 4 horas.
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O in6culo misto também foi usado em ensaios que tinham por objetivo simular o
funcionamento de uma usina industrial de producéo de etanol, onde as células de
leveduras séo recicladas apods cada batelada de fermentacdo. Desta forma, foi
possivel reutilizar as células da cultura mista durante 5 ciclos consecutivos de
fermentacao tanto a 40°C quanto a 42°C sem perdas significativas na formacgao de
biomassa, no fator de conversdo de substrato em produto (Yrss) e viabilidade

celular.

Estes resultados representam uma inovacdo tecnoldgica para o setor
sucroalcooleiro, uma vez que a utilizacdo da co-cultura de S. cerevisiae e P.
kudriavzevii aumentaram a producdo de etanol em condicbes de estresse.
Entretanto, ensaios em escala piloto sdo necesséarios para a validacdo deste

processo utilizando volumes maiores de fermentagao.

Apesar da levedura P. kudriavzevii ser uma levedura pouco estudada a nivel
molecular, existem alguns trabalhos relatando a inser¢cdo de genes nela para
conferir uma determinada funcdo. Esta parece ser uma alternativa a seguir desde
0 ponto de vista biotecnoldgico para solucionar o problema do consumo de
sacarose por P. kudriavzevii. Provavelmente a insercdo do gene responsavel pela
sintese de invertase garantiria 0 consumo de sacarose e a producdo de etanol a
elevadas temperaturas em culturas puras de P. kudriavzevii. Esta seria uma
proposta muito promissora para dar continuidade as pesquisas realizadas até hoje

com a levedura P. kudriavzevii.
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APENDICE A - Curvas de calibracéo

Equation y=a+b*x
0,90 4 |agj. R-Squ 0,99211
Value  Standard
J |Abs Intercep 0,02091 0,01459
0,75 Abs Slope  2,18908 0,07376
0,60 -
g
wr 0,454
=
<«
0,30 -
0,15 1
0,00 T T T T
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

Massa seca (g/L)

Figura 1 - Curva de calibracao para determinacao de biomassa da linhagem 195B
da levedura Pichia kudriavzevii. A equacdo da reta y =a+ b.x mostrou o
seguinte: coeficiente angular b=2,189; intercepto da reta a=0,021 e fator de
correlacédo (R?=0,992) para o espectrofotobmetro Bioespectro modelo SP-22.

y=a-+ bx
Abs = 0,021 + 2,189. massa

Abs — 0,021

Biomassa (g/L) = 7189
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Equation y=a+b*x
Adj. R-Squa 0,99235 u
0,6 - Value Standar’
Abs Intercept  0,02625 0,0162
Abs Slope 1,89368 0,0743
0,5 P |
n
= 0,41
=
=
)
2" 0,3
<
02+
n
0,1 -
0,0 T T T
0,0 0,1 0,2 0,3
Massa seca (g/L)

0,4

Figura 2 - Curva de calibracdo para analise de biomassa da linhagem 1QAr/45-1
da levedura Saccharomyces cerevisiae. A equacao da reta y = a + b.x mostrou
0 seguinte: coeficiente angular b=1,894; intercepto da reta a=0,026 e fator de
correlacédo (R?=0,992) para o espectrofotdbmetro Bioespectro modelo SP-22.

y=a+ bx
Abs = 0,021 + 2,189. massa

Abs — 0,026

Biomassa (g/L) = 1894



Producdo de etanol a 40°C-42°C utilizando uma co-cultura... 112

Equation y=a+b*x
1.2 4 Adj. R-Squar  0,99975
’ Value Standard
-- Intercept  -0,09577 0,00428
1.0 - -- Slope 31,941 0,17861
’
g 0,81
=
2
= 0,6 -
<
0,4
0,2 4
0,0 r T T T
0,00 0,01 0,02 0,03 0,04

Glicose (%)

Figura 3 - Curva padréo de calibragéo de glicose 0,2% (m/v) para dosagens de
acucares redutores totais pelo método DNS (MILLER, 1959). A equacéo da reta
y = a + b.x mostrou o seguinte: coeficiente angular b=31,941, intercepto da reta
a=-0,096 e fator de correlacédo (R?=0,999) para o espectrofotdmetro Bioespectro
modelo SP-22.

y=a-+ bx
Abs = —0,096 + 31,941. glic

Abs + 0,096)

% Glic = ( 31,941
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| 'Equation y=a+b*x
Adj. R-Square 0,99728
0’6- | Value Standard Error|
-- Intercept  0,00118 0,00438
1 | -- Slope 92,17235 0,80641
0,5 -
g 041
2" 0,31
< d
0,2 4
0,1 -
0,0 i T T T T T T T T T ' T .
0,000 0,001 0,002 0,003 0,004 0,005 0,006

Glicerol (mg/mL)

Figura 4 - Curva padrao de calibracdo de glicerol 0,208 mg/mL para dosagens
de glicerol interno e externo pelo kit enzimatico. A equagdo dareta y =a + b.x
mostrou o seguinte: coeficiente angular b=92,172, intercepto da reta a= -0,001 e
fator de correlacéo (R>=0,997) para o espectrofotdometro Bioespectro modelo SP-
22.

y=a-+ bx
Abs = 0,001 + 92,172. glicerol

Abs — 0,001

glicerol (mg/mL) = 92172



