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O estabelecimento de condições para a realização de fermentações em meio sintético em 

escala de laboratório é uma pesquisa relevante que permite estudar alterações metabólicas e 

genéticas das leveduras durante os ciclos sucessivos de fermentação. A composição da 

matéria-prima industrial apresenta alterações constantes e os dados industriais são obtidos 

sem a precisão e reprodutibilidade dos dados obtidos em pesquisas científicas. Em uma 

seqüência longa de bateladas repetidas com o reuso de células, a recuperação das células 

mortas ou a simples perda celular da viabilidade, causadas por morte celular, ou a simples 

perda de viabilidade causada pelas condições do processo não podem ser ignoradas. Um 

excesso de biomassa no final do processo indica que a população de leveduras passou por 

renovação celular. Fermentações descontínuas alimentadas por pulsos decrescentes de 

sacarose foram utilizadas no presente trabalho. Como o inóculo usado foi muito alto, o 

crescimento celular foi menor durante a fermentação. O volume final de trabalho dentro do 

reator, contendo inicialmente todos os componentes exceto sacarose e leite de levedura, 

atingiu um aumento de 25% no seu depois de 4 horas de alimentação. Devido aos inóculos 

altos utilizados, um tratamento para recuperação do leite de levedura foi necessário entre os 

ciclos de fermentação a fim de minimizar as perdas em biomassa e viabilidade. Dados obtidos 

mostraram que uma redução no tamanho do inóculo levou a perdas em viabilidade. Depois da 

adição de cada pulso de sacarose, um reajuste do pH do meio para 4,5 foi necessário. Uma 

solução de água contendo sacarose e extrato de levedo nos permitiu revitalizar o leite de 

levedura com ganhos em biomassa e viabilidade durante 15 horas de incubação à 30ºC antes 

do ciclo de fermentação seguinte. Entre os ciclos de fermentação, perdas dramáticas em 

viabilidade foram observadas quando uma quantia de 200 g.L-1 de sacarose foi adicionada em 

relação ao volume final do meio dentro do reator, mas somente variações foram observadas 

quando 156 g.L-1 de sacarose foi adicionada durante fermentações sucessivas usando-se a 

linhagem de laboratório IQAr/45-1 e a levedura industrial BG1. A linhagem da levedura 

IQAr/45-1 mostrou resultado semelhantes aos obtidos com a levedura BG1 em fermentações 

a 34ºC. Perdas em viabilidades observadas à 37ºC foram minimizadas pela suplementação do 

meio mínimo com nutrientes, pois o meio mínimo mostrou- deficiência nutricional para 

fermentações com altas densidades de células.  

 
 
Palavra Chave: Saccharomyces cerevisiae, etanol, temperatura, revitalização, concentração 
de açúcar e inóculo 
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The establishment of conditions to carry out fermentations in synthetic medium at laboratory 

scale is a very relevant research that will allow us to study metabolic and genetic alterations 

during the successive cycles of fermentation. The composition of the raw industrial materials 

show constant alterations and the industrial data are generally obtained without the precision 

and reproducibility of the data obtained in scientific research. In a long sequence of repeated 

batch processes with cell reuse, the recuperation of dead cells or the simple loss of viability 

caused programmed cell death or simply loss of viability caused by process conditions can not 

be ignored. Biomass excess at the end of the process indicates that the yeast population went 

through a cell renewal. Discontinuous fermentations fed by decreasing pulses of sucrose were 

used in the present work. As inoculum was very high, the growth was low during the 

fermentation. The volume inside the reactor, containing initially all medium components 

except sucrose and yeast cream, reached a 25% increase in its working volume after 5 hours 

feeding. Due to high inoculums used, a treatment for the yeast cream recuperation was 

required between the fermentation cycles in order to minimize the losses in biomass and 

viability. Data obtained showed that a decrease in the inoculums size leads to drops in 

viability. After the addition of each sucrose pulse, a pH readjustment to 4.5 was required. A 

water solution containing sucrose and yeast extract allowed us to revitalize the yeast cream 

with gains in biomass and viability during 15 hour incubation at 30ºC before the next 

fermentation cycle. Between the fermentation cycles, dramatic drops in viability were 

observed when an amount of  200 g.L-1 sucrose was added in relation to the final volume of 

medium inside the reactor, but only discrete variations were observed when 156 g.L-1 sucrose 

was added during consecutive fermentations with the laboratory strain IQAr/45-1 and the 

industrial strain BG1. The yeast strain IQAr/45-1 showed similar results in fermentations at 

34ºC and 37ºC. Drops in viability observed at 37ºC might be minimized by raising the 

nutrients of the minimal medium that showed itself to be nutritional deficient for 

fermentations at high cell densities. 

Keywords: Saccharomyces cerevisiae, ethanol, temperature, yeast cream revitalization, sugar 
concentration and inoculum size. 
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O termo fermentação deriva do verbo latino fervere que significa ferver, que foi a 

aparência resultante da ação das leveduras em extratos de frutos ou em grãos de malte. Este 

efeito é conseqüência da liberação do dióxido de carbono durante o catabolismo anaeróbio 

de açúcares presentes nos extratos. O catabolismo de açúcares é um processo oxidativo que 

leva a redução do nucleotídeo de piridina ou NAD+, o qual devem ser oxidados novamente 

para que o processo de consumo de açúcares continue. Em condições aeróbias, esta oxidação 

ocorre via respiração (cadeia respiratória) em que o oxigênio é o aceptor final de elétrons. 

Em anaerobiose, a oxidação dos nucleotídeos de piridina está acoplada à redução de um 

composto orgânico (di-hidroxiacetona ou acetaldeído), que resulta da via glicolítica. Assim, 

o termo fermentação alcoólica designa processo de obtenção de energia, no qual os 

compostos intermediários do metabolismo atuam como doadores e receptores de elétrons 

(PINHEIRO, 2004) como mostra a figura 1. O principal produto da fermentação alcoólica é 

o etanol. 

O etanol é composto por dois átomos de carbono, cinco átomos de hidrogênio e uma 

hidroxila (C2H5OH), sendo obtido no Brasil pelo processo de fermentação do caldo de  

cana-de-açúcar e/ou mistura de caldo de cana e melaço. O etanol também pode ser produzido 

a partir de cereais, tubérculos como beterraba e mandioca, entre outros derivados agrícolas. 

Toda a bebida alcoólica contém o álcool etílico (UNIÃO DA INDÚSTRIA DE CANA-DE-

AÇÚCAR, 2007). A reação global que ocorre na fermentação a partir do açúcar da cana, 

sacarose (C12H22O11), está descrita abaixo: 

 

C6H12O6
                    2 C2H5OH + 2CO2 + 26 Kcal 

 

A produção de etanol é muito importante como forma alternativa de energia. Assim, 

faz-se necessário conhecer as respostas das diversas cepas de leveduras, as formas de 

estresses aos quais as células são submetidas (alcoólico, térmico, osmótico, jejum 

nutricional), para que se possa propor o melhor processo e condição a serem utilizadas 

incluindo vantagens e desvantagens.   
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Alta produtividade de etanol em curto tempo de fermentação é um fator econômico de 

alta pertinência em produção de etanol industrial. Porém, isto é dependente do tipo de 

levedura, tipo de processo (batelada, batelada alimentada ou batelada contínua), densidade 

celular, temperatura, concentração de açúcar e enriquecimento do meio com os próprios 

nutrientes, junto com outros fatores que influenciam a atividade microbiana. Estudos 

relacionados com a produção de etanol foram levados a fundo usando meios complexos e 

meios sintéticos. Embora ainda não tenha sido implementado em escala industrial devido a 

razões econômicas, umas das características favoráveis aos meios sintéticos (MS) sobre as 

matérias-primas ou meios naturais é que estes meios sintéticos são compostos de substâncias 

químicas puras e em proporções precisamente conhecidas (ZHANG; GREASHAM, 1999). A 

matéria prima industrial é de composição variável, assim, um meio sintético fornece dados de 

pesquisa básica de maior credibilidade. 

 

Figura 1 – Ilustração do metabolismo da produção do etanol (PRETORIUS, 2000). 
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1.1 - ETANOl: IMPORTÂNCIA E PAPEL NA ECONOMIA BRASILEIRA 

 

A fermentação alcoólica é conhecida desde a antigüidade, como na produção de 

cerveja pelos egípcios, na fabricação do vinho dos povos da Mesopotâmia e da Grécia, 

ocupando lugar de destaque nas mais variadas culturas, também como bebidas derivadas da 

fermentação do arroz na China e Japão, do milho no Império Inca do Peru. A panificação 

também é um processo de fermentação alcoólica. O conhecimento envolvido na fabricação do 

etanol era guardado a sete chaves, dada a importância das bebidas, seu uso no preparo de 

remédios e especialmente na conservação de plantas medicinais (UNIÃO DA INDÚSTRIA 

DE CANA-DE-AÇÚCAR, 2007).  

No Brasil, as indústrias de produção de açúcar e álcool (bebidas) estiveram sempre 

correlacionadas, desde o tempo do descobrimento. Deduz-se que a produção de álcool 

iniciou-se na Capitania de São Vicente onde foi montado o primeiro engenho de açúcar do 

País, após a vinda das primeiras mudas de cana-de-açúcar trazidas da ilha da Madeira em 

1532, sendo assim durante séculos, a produção de pinga ou cachaça o principal álcool 

produzido por fermentação. A indústria de álcool desenvolveu-se na Europa, no meados do 

século XIX, e no último quarto deste século iniciou-se a produção de etanol no Brasil, com as 

sobras do melaço da indústria de açúcar (LIMA; BASSO; AMORIM, 2001). Uma destilaria 

autônoma produz apenas etanol, enquanto que uma usina associada ou mista produz tanto o 

etanol quanto o açúcar a partir da mesma matéria prima (RETRATO..., 2009).  

Obtém-se etanol por três maneiras gerais: via sintética e via fermentativa (LIMA; 

BASSO; AMORIM, 2001): 

- via sintética obtém-se o etanol a partir de hidrocarbonetos não saturados, como o eteno e o 

etino, e de gases de petróleo e da hulha, sendo este processo viável para países que possuem 

grandes reservas de petróleo e uma indústria petroquímica avançada. 

- via fermentativa é a maneira mais importante para a obtenção do álcool etílico no Brasil. 

Mesmo que existam derivados de petróleo disponível para a produção de álcool de síntese, a 

via fermentativa ainda será de grande importância para a produção de bebidas destiladas, 

como é o caso das aguardentes.   

O Brasil foi o primeiro país a produzir a bioenergia em larga escala, com a 

implementação do programa Nacional do Álcool (PROÁLCOOL) pelo decreto nº 76.596/73 

do Governo Federal datado de 1973. Este programa trouxe diversos benefícios, como o 

avanço do desenvolvimento rural e a criação de um combustível que colabora com a redução 

da poluição ambiental, uma vez que este país possui uma frota expressiva de automóveis 
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movidos a álcool (PARRO, 1996). O Brasil lançou em 2003, o automóvel  

flex-fuel que é movido tanto pelo etanol quanto pela gasolina. Em 2004, esse tipo de 

automóvel representou 21,6% do total de carros vendidos, em 2005 atingiu a cifra de 61,7% 

carros vendidos e elevou-se para 87,2% dos veículos comercializados em 2008 (O 

SUCESSO..., 2005; VENDA..., 2009). 

A produção de álcool etílico no Brasil chegou a 17,5 bilhões de litros na safra 

2006/2007, das quais três bilhões de litros foram exportados, sendo o restante consumido pelo 

mercado interno (PROCANA, 2007). Devido ao alto custo da gasolina, o etanol está 

ganhando abertura para tornar-se uma importante matriz energética mundial e renovável. 

Além disto, o etanol pode servir de plataforma para geração de uma gama enorme de 

derivados da petroquímica (LALUCE, 1991). 

Um dos fatores que torna a produção de etanol por fermentação a forma mais 

econômica de sua obtenção, é o grande número de matérias-primas naturais existentes em 

todo o país, bem sua distribuição geográfica que engloba diversos climas e tipos de solos, 

permitindo assim o cultivo da cana-de-açúcar em quase todo o território e durante todo o ano 

(LIMA; BASSO; AMORIM, 2001). 

Atualmente a fermentação do etanol não se restringe exclusivamente do caldo da  

cana-de-açúcar, mas sim a sua obtenção como subproduto da cristalização da sacarose do 

caldo, isto é melaço, que é o produto ideal uma vez que contém em média um teor de 90% de 

Brix sendo 60% de açúcares redutores e outros elementos necessários para a fermentação sem 

a adição de nutrientes (ANDRIETTA; STECKELBERG; ANDRIETTA, 2006). 

O setor sucroalcooleiro apresenta um cenário de crescimento para os próximos anos, 

principalmente no que se refere o etanol e a energia elétrica. Ainda com potencial enorme 

para ser explorado, a co-geração de energia a partir de resíduos da cana-de-açúcar tende a se 

ampliar a cada ano. Segundo a União da Indústria da Cana-de-Açúcar – UNICA (DOCE..., 

2008), a co-geração de bioeletricidade é o terceiro produto proveniente da cana, e em breve 

ocupará a segunda posição, pois a maioria das usinas são alto suficientes em produção de 

energia (TA LIGADO?, 2008). 

A quantidade de energia colocada na rede elétrica pelas indústrias tem crescido a cada 

ano. Em 2001 representava 120 megawatts de potência instalada. Em 2007 esse número 

chegou a 2.245 megawatts e para 2008 o excedente de energia gerado pelas usinas de açúcar e 

álcool aproximou-se de 5.000 megawatts. Espera-se que potencial para geração seja em média 

11.500 megawatts em 2015, devendo passar para 14.000 megawatts em 2020. Isto representa 

uma potência maior que a gerada pela hidrelétrica de Itaipu (TA LIGADO?, 2008). 
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1.2 – LEVEDURAS E APLICAÇÕES 

 

1.2.1- Citologia 

 

A citologia das leveduras refere-se à anatomia celular. A figura 2 ilustra em detalhes 

os componentes celulares da levedura S. cerevisiae. Como qualquer fungo, as leveduras são 

organismos eucariotos com um alto grau de organização. Possuem um núcleo celular 

delimitado por uma membrana nuclear e várias organelas sub-celulares como mitocôndrias 

(responsável metabolismo energético da célula), vacúolos (reservatório de nutrientes, de 

enzimas e produtos tóxicos), retículo endoplasmático e complexo de golgi. A parede celular 

apresenta uma estrutura rígida constituída de 25% do peso da célula, ela também protege a 

célula além de conter várias enzimas. As células das leveduras apresentam de forma esférica, 

elipsoidal ou cilíndrica. Contudo, o tamanho e a forma podem variar, dependendo das 

condições ambientais como temperatura, escassez de nutrientes entre outros. São células que 

não possuem a capacidade de se movimentarem livremente (WALKER, 1998). 

As leveduras reproduzem-se por brotamento e formam colônias lisas ou rugosas. O 

gênero das leveduras engloba cerca de 500 espécies com diversas atividades metabólicas. 

Muitas leveduras têm sido utilizadas na alimentação e são culturalmente e legalmente aceitas 

para o consumo humano (WALKER, 1998).  

A levedura S. cerevisiae é a estirpe mais conhecida do seu grupo devido à sua vasta 

utilização, particularmente no fabrico de fermento de panificação, de vinho e de cerveja. Os 

termos “levedura” e Saccharomyces cerevisiae são utilizados normalmente como sinônimos, 

porém, as leveduras da espécie Saccharomyces são uma das poucas leveduras fermentativas 

que são capazes de crescer em condições de anaerobiose, enquanto que as leveduras 

fermentativas dos gêneros Kluyveryces e Candida necessitam de quantidades de oxigênio para 

seu metabolismo (WEUSTHUIS, 1994 apud PINHEIRO, 2004).  

 

 

 

 

 

 

 

WEUSTHUIS, R. A. General introduction. In:______. Disaccharide fermentation by yeasts. Proedschrift 

(Doutorandus Biologie), Universidade de Delft, Netherlands, 1994. 
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Figura 2 – Representação esquemática dos componentes celulares de uma levedura  

S. cerevisiae (adaptado de PRETORIUS; VAN DER WESTHUIZEN, 1991 apud 

PRETOTIUS, 2000,) 

 
 
PRETORIUS, I. A.; VAN DER WESTHUIZEN, T. J. The impact of yeast genetics and recombinant DNA 

technology on the wine industry – a review. S. Afr. J. Enol. Vitic., v. 12, p. 3-31, 1991. 
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1.2.2- Metabolismo 

 

O metabolismo celular das leveduras apresenta uma ordenada seqüência de reações 

bioquímicas intimamente ligadas a sistemas enzimáticos (Fig. 1). O metabolismo nas 

leveduras é resultante de dois processos fundamentais: o catabolismo e o anabolismo.  No 

catabolismo, os microrganismos promovem a degradação do substrato, enquanto no 

anabolismo, eles promovem a síntese de material celular (NOGUEIRA; VENTURINI- 

FILHO, 2005). 

Os fenômenos catabólicos nas leveduras que produzem etanol compreendem: a 

respiração e a fermentação. A respiração é um processo biológico através do qual o açúcar 

(C6H12O6) é completamente oxidado em CO2 e H2O, produzindo como saldo energético 38 

moléculas de ATP. Dada a sua elevada eficiência energética, o processo respiratório é 

particularmente útil na multiplicação celular, devendo ser utilizado quando se deseja 

multiplicar fermento no início da safra. A fermentação alcoólica, por sua vez, é constituída de 

reações em que o açúcar é parcialmente oxidado para formar etanol e CO2, resultando na 

produção de apenas duas moléculas de ATP. Portanto, esse processo não é eficaz para a 

multiplicação celular, mas essencial na produção de etanol, indispensável na fabricação das 

bebidas alcoólicas, álcool e pão (NOGUEIRA; VENTURINI FILHO, 2005).  

Ambos os processos metabólicos, fermentativos e respiratórios, são muito importantes 

em processos industriais. A fermentação é essencial para a produção de dióxido de carbono e 

etanol, enquanto a respiração favorece a produção de biomassa, como por exemplo, na 

fabricação de fermento para pães. Do ponto de vista biotecnológico, é extremamente 

importante classificar as leveduras quanto à sua capacidade fermentativa e respiratória 

(PINHEIRO, 2004).  

O metabolismo do carbono durante o crescimento depende do gênero da levedura, da 

fonte de carbono e das condições ambientais. De todos os fatores ambientais que regulam o 

metabolismo respiratório e fermentativo nas células de levedura, as concentrações de oxigênio 

e de glicose são os fatores mais bem descritos na literatura. Estes fatores estão intimamente 

ligados a vários fenômenos de regulação do metabolismo. 

As leveduras podem ser divididas em três grupos de acordo com o seu metabolismo 

(PINHEIRO, 2004): 

• Leveduras com um metabolismo fermentativo dominante (fermentativas 

obrigatórias): estas espécies fermentam a glicose e utilizam com dificuldade os substratos 

não-fermentativos.  
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• Leveduras com metabolismo misto (facultativas), respiratório e fermentativo. Estas 

podem ser divididas em dois subgrupos: leveduras sensíveis à repressão catabólica pela 

glicose, como é o caso da levedura S. cerevisiae; e leveduras não sensíveis à repressão, como 

é o caso da levedura Candida utilis e da levedura Kluyveromyces marxianus.  

• Leveduras não fermentativas. Algumas leveduras como estirpes de Rhodotorula, não 

são capazes de realizar a fermentação alcoólica devido à incapacidade de sintetizar enzimas 

chave da via fermentativa.  

 

1.2.3 - Reprodução 

 

As leveduras se reproduzem geralmente por brotamento. Os brotos podem ser 

produzidos em qualquer parte da célula (brotamento multilateral), apenas nos dois pólos da 

célula (brotamento bipolar) ou ainda em um único pólo das células (brotamento monopolar) 

(WALKER, 1998). 

As leveduras do gênero Saccharomyces reproduzem assexuada (mitose) ou 

sexuadamente (meiose). Quando em meio de cultura rico em nutrientes, como nas 

fermentações industriais a reprodução é assexuada, onde a multiplicação das leveduras ocorre 

por brotamento ou gemulação, originando células-filhas idênticas a célula mãe. Já o processo 

sexuado pode ocorrer em condições desfavoráveis ao seu desenvolvimento como  

por exemplo, por deficiências nutricionais, onde se tem a formação de ascósporos (esporos) 

contidos no interior dos ascos. A reprodução sexuada resulta da meiose, processo que, a partir 

de uma célula diplóide forma células haplóides. Nos fungos, essa forma de reprodução só 

acontece sob certas circunstâncias. Quando há escassez de alguns nutrientes, por exemplo, 

alguns fungos sentem que o ambiente deixou de ser propício para crescimento vegetativo e 

passam a realizar meiose que da origem a células haplóides capazes de se cruzarem ou 

hibridizarem (WALKER, 1998). 

Nos fungos que passam quase todo o ciclo de vida na forma haplóide, a fusão de 

células reprodutivas (uma de cada parceiro) forma células diplóide que, em geral, logo depois 

sofrem meiose. Os esporos sexuais, que resistem melhor às condições adversas do meio, 

favorecendo a perpetuação da espécie, estão contidos nos chamados “corpos de frutificação” 

ou ascos (FERREIRA, 2005). 

O que torna os fungos sexualmente distintos é a existência de certas seqüências 

genéticas em um parceiro e a inexistência das mesmas em outro. Por isso, convencionou-se 

chamar esses parceiros não de macho e fêmea, mas, por exemplo, de tipo “a” ou “�” com 
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base na reação de acasalamento, em inglês, mating-type (FERREIRA, 2005). Tudo o que foi 

exposto encontra-se ilustrado de forma simplificada na figura 3. 

 

 

Figura 3 – Ilustra o ciclo sexual da levedura S. cerevisiae (adaptado de OLIVEIRA, 2006 

disponível em: 

https://repositorium.sdum.uminho.pt/bitstream/1822/7493/1/Protocolos%20MSPEC.pdf) 

 

1.2.4 - Uso de leveduras em processos industriais  

A tabela 1 mostra as principais leveduras e suas aplicações do ponto de vista 

industrial. 

A cana-de-açúcar sadia carrega várias espécies de leveduras, como exemplo, dos gêneros 

Saccharomyces, Torula e Pichia. As leveduras habitantes naturais do caldo são 

potencialmente candidatas a dominarem a biomassa das dornas de produção de bioetanol 

(ANDRIETTA; STECKELBERG; ANDRIETTA, 2006). 

A incidência de leveduras não Saccharomyces nos processo de produção de cachaça é 

comum, um a vez que nem sempre os teores alcoólicos nesse tipo de fermentação é tão alto 

que selecionam apenas linhagens do gênero Saccharomyces; já no caso da fermentação para 

obtenção do etanol carburante, a permanência de uma linhagem não Saccharomyces em 

condições normais do processo é difícil, uma vez que os teores alcoólicos nas dornas desse 

processo não permitem a sobrevivência de linhagens não Saccharomyces que não toleram 

níveis altos de etanol (ANDRIETTA; STECKELBERG; ANDRIETTA, 2006). 
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Tabela 1 – Algumas leveduras importantes do ponto de vista biotecnológico e suas aplicações 

industriais (WALKER, 1998) 

 

Levedura Aplicações atuais e perspectivas futuras 

Candida spp. 

Grande variedade de utilizações dependendo da espécie, como exemplo: 
Candida albicans: ácido-6-aminopenicilânico e vitamina B6 a partir de 
hidrocarbonetos; 

Candida maltosa: proteína microbiana a partir de ácidos graxos e alcanos; 

Candida pelliculosa; proteína microbiana a partir de matérias celulósicas 

Hansenula polymorpha Levedura metilotrófica utilizada na expressão de genes heterólogos; 

Hluyveromyces marxianus Fermentam a lactose e o polifructosano; fermentam o cacau; 

Hluyveromyces lactis Sintetizam várias enzimas: lactase, pectinases ... 

 

As maiorias das usinas até meados dos anos 90 iniciavam a safra com toneladas de 

leveduras de panificação. A partir dos anos 90 constatou-se que as leveduras utilizadas como 

inóculo são completamente substituídas por leveduras nativas ainda no início da safra, e 

observaram também que a única levedura que tem a capacidade de permanecer no processo é 

aquela isolada da mesma unidade em safras anteriores. Algumas linhagens de S. cerevisiae 

isoladas de processos de fermentação alcoólica são largamente utilizadas como inóculo para 

início das safras brasileiras. Essas foram nomeadas com as inicias das unidades de origem, 

dessa forma tem-se disponível BG1 (Usina Barra Grande), CR1 (Usina Cresciumal), SA-1 

(Usina Santa Adélia), CAT-1 (Usina Catanduva), PE-2 (Usina da Pedra), CL (Usina Clealco), 

entre outras. Embora a utilização de leveduras selecionadas seja uma alternativa viável para o 

início da safra, fazer uso de leveduras provenientes do próprio processo é a expectativa para o 

futuro das usinas brasileiras. A estabilidade microbiológica em relação às leveduras do 

processo de produção de álcool está relacionada à utilização de inóculo de uma levedura 

isolada do próprio processo. O conhecimento das características quanto ao potencial 

fermentativo da levedura é a informação mais importante para a produção do processo de 

fermentação (ANDRIETTA; STECKELBERG; ANDRIETTA, 2006). 

As leveduras da fermentação alcoólica competem pelo substrato com bactérias que 

normalmente habitam as dornas. Um processo de fermentação considerado sadio trabalha com 

níveis de bactérias nunca menores que 105 células/mL (ANDRIETTA; STECKELBERG; 

ANDRIETTA, 2006). 
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As leveduras industriais resultam do isolamento de variantes obtidos durante a 

operação de destilarias e não apresentam marcas genéticas de auxotrofia. 

 

1.2.5- Relevância das leveduras em processos industriais 

 

É longa a história de associação das leveduras ao desenvolvimento da civilização. A 

importância industrial das leveduras vêm estendendo além da fermentação tradicional, sendo 

que atualmente, os produtos da biotecnologia a partir de leveduras afetam muitos setores 

comerciais importantes, como demonstra a figura 4.  

As células de levedura transformam os açúcares dos diferentes substratos em vários 

produtos de interesse comercial através do processo de fermentação. Estes produtos são 

utilizados na indústria de alimentos para a produção de vinhos, cerveja, bioetanol e pão. Além 

disto, as leveduras também são utilizadas na indústria química (produção de enzimas, 

pigmentos, saborizante de alimentos e fonte de medicamentos) na indústria farmacêutica 

(vacinas, hormônios, probióticos e fatores sanguíneos por leveduras geneticamente 

modificadas), na tecnologia ambiental (controle biológico, biorremediação, utilização de 

subprodutos indústrias, bioabsorção de metais), nas pesquisas biomédicas (metabolismo de 

drogas, doenças genéticas humanas, câncer e AIDS), além das pesquisas fundamentais nas 

áreas de biologia celular, bioquímica, genética molecular e biologia molecular. As indústrias 

de bebidas à base de fermentação alcoólica dependem da habilidade de leveduras como  

S. cerevisiae de converter os açúcares dos diferentes substratos (maltose, sacarose, amido) em 

glicose, e este em dióxido de carbono e etanol (GUEIROS, 2006). 
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Figura 4 – Diversidade de áreas que envolvem as leveduras na aplicação industrial e 

biotecnológica (adaptado de WALKER, 1998) 

 

As fermentações clássicas de produção de bioetanol, cerveja, vinho, bebidas destiladas 

e fermento de panificação usualmente utilizam linhagens da levedura S. cerevisiae. O cultivo 

em bateladas alimentadas tem sido utilizado com sucesso em produção de bioetanol, sendo 

também utilizado processo contínuo. A alimentação pode ser feita de forma contínua ou 

intermitente. As inoculações com reutilização de células evitam os custos com a propagação 

do inóculo, os quais incluem consumo adicional de matéria prima e levam a tempos mais 

longos de fermentação. O uso de altas densidades celular reduz os períodos de fermentação. 

As destilarias brasileiras operam em altas concentrações de açúcar (10% a 20% de açúcar 

total no mosto de alimentação, p.v-1) e altas densidades de células (25-30% do volume de 

trabalho da dorna em leite de levedura equivalente a uma concentração final de células de 

10%, v.v-1). As altas densidades de células minimizam os efeitos da inibição pelo produto 

(RIESENBERG; GUTHKE, 1999), tornando possível a realização de fermentações mais 
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rápida. Diminuições em produção de etanol ocorrem sempre que a formação da biomassa for 

significante. Em destilarias brasileiras, o excedente de biomassa é retirado antes do início de 

cada novo ciclo de fermentação, sendo utilizado no preparo de ração animal (LALUCE, 

1991). O aumento do tamanho do inóculo levou a um aumento da viabilidade celular na 

população de células de uma linhagem termotolerante da levedura S. cerevisiae durante a 

fermentação de sacarose 15% a 40°C (UENO; URANO; KIMURA, 2002). 

 

1.3 - POPULAÇÕES MICROBIANAS HETEROGÊNEAS EM FERMENTAÇÕES 

INDUSTRIAIS 

 

As condições dos processos de fermentação utilizados em destilarias e usinas 

brasileiras são dificultados em relação à assepsia do substrato e equipamentos, favorecendo o 

desenvolvimento de bactérias e leveduras selvagens (CAMOLEZ; MUTTON, 2005). 

Segundo Cabrini e Gallo (1999) levedura contaminante é qualquer levedura presente no 

processo fermentativo que não seja aquela levedura selecionada para a condução da produção 

de álcool. O grau de contaminação pode ser tal que se tenha uma fermentação lenta ou mesmo 

interrupção do processo. 

As matérias primas utilizadas em processos industriais de fermentação, tais como 

produção de vinhos, etanol combustível, bebidas destiladas e outros processos da área de 

alimentos não são esterilizadas. São processos que dependem de uma população microbiana 

heterogênea considerando-se a taxonomia, a genética e a bioquímica, sendo a levedura  

S. cerevisiae a principal responsável pela fermentação alcoólica. A tolerância ao etanol e a 

adaptação à alta acidez, além de outros fatores de estresse, parecem ser responsáveis pela 

persistência de algumas espécies ou linhagens de levedura enquanto outras desaparecem 

durante o processo de fermentação (THORNTON, 1991; MORAIS et al., 1997). 

A população microbiana desenvolve heterogeneidade em processos de fermentação 

(SUMNER; AVERY, 2002; MORAIS et al., 1997), devido a: a) coexistência de células de 

diferentes tamanhos que se encontram em diferentes estágios do processo de divisão célula, 

expressando genes de forma diferenciada; b) diferenças de idade entre células que passam a 

apresentar diferenças em parâmetros fisiológicos e sensibilidade a agentes mutagênicos; c) 

diferenças na duração do ciclo de divisão celular, sendo que a parede das células apresentam 

resistência elevada a enzimas líticas e supressão da velocidade de crescimento em fase 

estacionária; d) proliferação de bactérias e leveduras selvagens; e) aparecimento de variantes 

fenotípicos (reversíveis) e genotípicos (mutantes) por adaptação às condições de estresses. 



Parâmentros de Fermentação e Estabilidade genética ...                                                                Morais, M.R      

39 
 

Assim, células de leveduras que toleram maior acidez podem aparecer durante um processo 

de fermentação. Recentemente, observou-se que o surgimento e o enriquecimento de mutantes 

espontâneos são importantes durante o desenvolvimento de tolerância em uma cultura de 

leveduras (ZEYL; DEVISSER, 2001). 

As mutações resultantes de estresse (Fig. 5) são os principais responsáveis pela 

heterogeneidade de uma população de levedura industrial. Dependendo das condições do 

processo podem aparecer alterações morfológicas que dão a impressão de que a população da 

levedura passou por uma invasão de leveduras selvagens (CECCATO-ANTONINI, 2008). 

 

Figura 5 – Filamentação de cepas da levedura S. cerevisiae em resposta ao jejum nutricional 

e ao estresse do meio, tal como presença de butanol e álcool isoamílico: a) leveduras normais 

(controle); b) leveduras agrupadas; c) leveduras filamentadas devido à presença de álcool 

isoamílico e d) leveduras filamentadas devido à presença de butanol (adaptado de 

CECCATO-ANTONINI, 2008) 

 

1.4 - SITUAÇÕES DE ESTRESSE EM PROCESSO DE PRODUÇÃO DE ETANOL 

 

Durante a fermentação alcoólica as células de leveduras são submetidas a diversas 

condições de estresse e, desta maneira, precisam desenvolver mecanismos moleculares de 

resistência a estas situações adversas. Qualquer fator do meio que possa vir a produzir um 

efeito adverso sobre o crescimento celular é considerado uma condição de estresse e a 

sobrevivência celular depende da sua capacidade em se adaptar rapidamente às mudanças que 

ocorrem no meio de cultivo (IVORRA; PEREZ-ORTIN; OLMO, 1999). 

As condições adversas que as células de leveduras enfrentam podem afetar as suas 

diferentes macromoléculas estruturais, tais como os lipídios, proteínas e ácidos nucléicos, 

cujas modificações estruturais afetam o funcionamento global das células 

(FOLCH-MALLOL; GARAY-ARROYO; LLEDIAS, 2004). Por outro lado, existem sistemas 

de respostas que envolvem a síntese rápida de moléculas de proteção e a ativação de cascatas 

(a) (b) (c) (d) 
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de sinalização celular que induz eventos secundários como o desencadeamento de atividades 

enzimáticas e a transcrição de genes que codificam para fatores de proteção. As diferentes 

habilidades que as leveduras apresentam de resistir às condições de estresse podem definir 

suas propriedades de fermentação, que podem servir de base para a escolha de critérios para 

seleção de leveduras melhoradas (IVORRA; PEREZ-ORTIN; OLMO, 1999; CARRASCO; 

QUEROL, 2001). 

Durantes os ciclos sucessivos de bateladas alimentadas, as células da levedura  

S. cerevisiae são expostas aos estresses oxidativos - formação de radicais livres, alcoólico, 

hiperosmóticos - altas concentrações de açúcares (resultando em perdas da atividade de 

transporte e menor produção de etanol), elevação em acidez externa - causada pela respiração 

e excreção de ácidos, elevações da temperatura e limitações nutricionais. 

O estresse nutricional também induz alterações na população de células e ocorre em 

células em fase estacionária, fase do tratamento e estocagens do fermento na indústria. Como 

o crescimento é sempre pequeno entre os ciclos de fermentação industrial com reutilização de 

células em fermentações de alta densidade celular, a maioria das suas células está em fase 

estacionária. Segundo D’Amore e Stewart (1987) o etanol produzido pela levedura pode 

reduzir a multiplicação e a viabilidade da levedura. 

Portanto a sobrevivência das células é dependente da sua capacidade de resistir as 

alterações das condições ambientais e responder a novas situações. As alterações das 

condições químicas ou físicas da célula que são negativas para o crescimento exigem uma 

resposta rápida por parte da célula. Os mecanismos moleculares que são induzidos são 

designados de resposta ao estresse imposto pelas várias condições adversas. Estas condições 

adversas podem ter diversas origens, como ilustrada na figura 6. Podem ser condições 

ambientais, como a temperatura de crescimento, a falta de substrato ou outro nutriente 

essencial ao crescimento, a presença de íons metálicos, de oxidantes químicos ou o aumento 

da pressão parcial ou total de oxigênio (MARGER; HONMANN, 1997 apud PINHEIRO, 

2004).  

 

 

 

 

 

 

MAGER, W. M., HOHMANN, S. Stress response mechanisms in the yeast Saccharomyces cerevisiae. In: 

HOHMANN, S.; MAGER, W. (Ed.). Yeast stress responses. Amsterdam: Springer, 1997. 
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Figura 6 – A célula de levedura detecta os vários tipos de estresses e são desencadeadas 

respostas específicas e gerais a estas condições de estresse impostas à célula. Estas respostas 

resultam em alterações tanto ao nível enzimático como ao nível da expressão genética e levam 

à aquisição de tolerância ao estresse imposto. O controle do estresse tem um papel 

fundamental na regulação do crescimento celular (MARGER; HONMANN, 1997 apud 

PINHEIRO, 2004). 

 

1.4.1 - Estresse térmico 

A temperatura ótima varia entre as leveduras, sendo que as leveduras termofílicas 

apresentam temperaturas ótimas de crescimento acima de 40°C (WALKER, 1998). 

Termotolerância pode ser definida como a capacidade transitória das células sobreviverem 

quando expostas a temperaturas elevadas. Alguns fatores capazes de afetar a  

termotolerância das leveduras são: etanol e outros agentes químicos, pressão osmótica, 

valores baixos de pH externo, fase do crescimento, aquisição de resistência na fase 

estacionária e falta de nutrientes no estado de jejum (PIPER, 1993). Um crescimento rápido 

em meio rico contendo glicose, torna as células mais sensíveis ao calor e a outros tipos de 

estresse, que as células que deixaram de crescer ao atingirem a fase estacionária (WALKER, 

1998). Isto pode ser devido ao efeito da repressão pela glicose sobre a síntese de proteínas 

(por exemplo, proteínas de choque térmico) envolvidas com os sistemas celulares de reparo. 

deletado 

oxigênio 

Íons 

atividade

estresse 
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As respostas ao estresse térmico em leveduras são bem estudadas. Um aumento de 10 a 15°C 

acima da temperatura ótima de crescimento induz a síntese de um grupo de proteínas 

chamado HSP (Heat Shock Proteins). 

 

1.4.2 - Estresse etanólico  

Do ponto de vista fisiológico, o etanol inibe o crescimento e a viabilidade das 

leveduras por atuar negativamente sobre os diferentes sistemas de transportes (incluindo 

permeases de aminoácidos), sobre a sinalização celular da glicose e a atividade de enzimas 

chaves da via glicolítica (ALEXANDRE; CHARPENTIER, 1998; BISSON, 1999). 

O etanol parece alterar o grau de polaridade da membrana celular citoplasmática, 

causando interrupção do crescimento em concentrações elevadas (LYND et al., 1991) e, 

ainda, aumentando a fluidez da membrana (LLOYD et al., 1993). Concentrações elevadas de 

ácidos graxos insaturados na membrana, vitaminas e proteínas parecem aumentar a tolerância 

ao etanol. Outros fatores fisiológicos, tais como, composição do meio, acúmulo intracelular 

de etanol, temperatura e pressão osmótica podem contribuir para a elevação da tolerância ao 

etanol (D’AMORE; STEWART, 1987). A ação da trealose consiste em estabilizar a 

membrana e proteger as células das leveduras frente aos efeitos do etanol. Assim, a 

concentração intracelular elevada deste dissacarídeo tem desempenhado um importante papel 

sobre capacidade da célula em tolerar elevadas concentrações de etanol (WALKER, 1998). 

 

1.4.3 - Estresse osmótico 

Uma condição de estresse osmótico se define como uma diminuição do potencial 

hídrico do ambiente no qual se está desenvolvendo um organismo. A resposta imediata 

consiste na saída de água intracelular, seguida de um processo adaptativo, que requer muito 

tempo para que o equilíbrio osmótico de células seja atingido. Devido ao movimento da água, 

as concentrações intracelulares de íons e biomoléculas aumentam dando como resultado uma 

diminuição na atividade celular, uma vez que o organismo se adaptou, ele volta a crescer 

(FOLCH-MALLOL; GARAY-ARROYO; LLEDIAS, 2004).  A proliferação celular se altera 

após um período de adaptação no qual varia dependendo de um número de fatores, como por 

exemplo, o tipo e a intensidade do estresse, a genética da linhagem e sua fase de crescimento 

(BLOMBERG, 2000). 

As linhagens de leveduras normalmente utilizadas nos processos industriais 

apresentam uma osmotolerância limitada. Por esta razão, fermentações alcoólicas são 

conduzidas em concentrações de açúcar usualmente 20% (m.v-1), devido o álcool ser fator 
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limitante. Concentrações elevadas de açúcar resultam em perdas da atividade de transporte de 

açúcar, produzindo menos etanol, cujo, principais alvos são as membranas celulares 

(SALMON; MURICO, 1994). 

A tolerância das linhagens de leveduras ao estresse osmótico e temperaturas elevadas 

pode aumentar através do aumento da concentração de peptona e extrato de levedura no meio 

(STEWART et al., 1988). Thomas, Hynes e Ingledew (1994) estudaram os efeitos de 

substâncias osmoprotetoras sobre a fermentação de uma linhagem de cervejaria  

(S. cerevisiae), usando uma concentração muita elevada de glicose (35%, m.v-1), e mostraram 

que quando o meio é suplementado por glicina betaína, glicina e prolina, ocorre um aumento 

na quantidade de açúcar fermentado. 

 

 

1.5 – TIPOS DE PROCESSOS DE PRODUÇÃO DE ETANOL  

  O processo fermentativo se inicia logo que a levedura entra em contato com o mosto, 

sendo dividido em três fases: fase preliminar ou pré-fermentação, caracterizada pela 

adaptação das leveduras e multiplicação celular; fase de fermentação principal e tumultuosa, 

com desprendimento abundante de gás e produção de álcool e fase de fermentação 

complementar ou pós fermentação, onde se observa redução da atividade fermentativa 

(SHIMIDELL et al., 2001). 

  O etanol pode ser produzido por quatro principais tipos de operações industriais: 

batelada simples, batelada alimentada, semicontínua e contínua.  

 

a) Processo de fermentação em batelada simples, o substrato e a cultura de leveduras são 

adicionados juntos com outros nutrientes ao reator. No decorrer do processo fermentativo 

nada é adicionado ao reator, exceto oxigênio (em processos aeróbicos), anti-espumante, e 

ácido ou base para controle do pH. A maioria do etanol atualmente é produzido pelo processo 

de batelada simples e batelada alimentada, pois os custos com investimentos são mais baixo, 

não requerem muito controle e pode ser acompanhados por técnicos sem maiores 

conhecimentos sobre o processo.  Porém a fermentação descontínua pode levar a baixos 

rendimentos e/ou produtividades, quando o substrato adicionado de uma só vez, no início da 

fermentação, exerce efeitos de inibição, repressão metabólica, ou desvia o metabolismo 

celular a produtos que não interessa (SHIMIDELL et al., 2001). 
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b) Processo de fermentação em batelada alimentada - é definido como um processo, onde 

um ou mais nutrientes são adicionados ao fermentador durante o cultivo sendo que os 

produtos permanecem no meio até o final da fermentação. Neste processo, a solução de 

nutrientes é adicionada em intervalos constantes, enquanto que o fermentado é removido da 

dorna apenas no final do processo. A principal vantagem do processo de batelada alimentada 

está relacionada com a repressão catabólica que é suprimida ou diminuída pela alimentação 

intermitente do substrato. Apesar de o substrato exercer um efeito inibitório, as suas adições 

intermitentes melhoram a produtividade da fermentação pela manutenção de uma baixa 

concentração de substrato durante o processo. É essencial manter a cultura em volume 

constante no processo contínuo, sendo que variações no volume do processo ocorrem em 

batelada alimentada (SHIMIDELL et al., 2001). 

Objetivos almejados ao se empregar as fermentações descontínuas alimentadas: a) 

minimização dos efeitos negativos da sacarose sobre o controle do metabolismo celular; b) 

prevenção da inibição por substrato ou precursores; c) minimização da formação de produtos 

tóxicos do metabolismo; d) superação de problemas freqüentes de estabilidade em processo 

contínuo; e) adequação do processo fermentativo a condições operacionais; e f) estudo de 

cinética de processos fermentativos (SHIMIDELL et al., 2001). 

 

c) Processo de fermentação sucessivas em batelada alimentadas - a literatura descreve 

poucos trabalhos relacionados com a produção de etanol em sistemas com reciclagem de 

células (DAMIANO; WANG, 1985; MORIMURA; LING; KIDA, 1997; PERES; SOUZA; 

LALUCE, 2001; LALUCE et al., 2002). Uma fermentação com reciclo de células consiste em 

uma fermentação que se reutiliza sucessivamente as células de levedura através do processo 

de separação ou adição de células. Neste tipo de fermentação, as células podem ser recolhidas 

em sistemas de retenção celular (por ex.: centrifugação, micro-centrifugação, sedimentação) 

(GROOT et al., 1992).  

Nas usinas de produção de etanol, células de leveduras são expostas a diversos tipos 

de estresses, principalmente em sistemas de reciclagens ou reutilização de células. Este tipo 

de fermentação é realizado para reduzir os custos na produção industrial de etanol a partir de 

da cana. Para isto, aumentos no rendimento e produtividade de etanol, reduções em 

resfriamento das dornas e custos com a destilação, bem como no volume de vinhaça são 

necessários (SHIMIDELL et al., 2001). 
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d) Processo de fermentação semi-contínuo, uma porção da cultura é coletada em intervalos 

de tempos enquanto meio fresco é adicionado ao sistema. Nos processos semi-contínuos há 

variações no volume da cultura. Este método tem algumas vantagens sobre as operações 

contínuas e de batelada, como: a) possibilidade de operar o fermentador por longos períodos 

sem que seja necessário preparar um novo inóculo; b) possibilidade de aumentar a 

produtividade do reator apenas modificando-se o cronograma de trabalho; c) possibilidade de, 

uma vez conhecida as melhores condições de operação, conseguir produtividade 

significativamente maior do que a obtida em processo descontínuo. 

No entanto, há um alto risco de contaminação e mutação devido aos longos períodos 

de cultivos e as operações manuais. Além disso, são necessários reatores de volumes maiores 

e estes custos de investimento são mais elevados (SHIMIDELL et al., 2001). 

 

e) Processo de fermentação contínuo, o meio nutriente mais o inóculo são injetados de 

forma contínua nos reatores, com a saída da mesma quantidade de meio fermentado. Tal 

processo pode ser mais vantajoso que o de batelada alimentada de forma intermitente, pois a 

otimização da alimentação pode levar á uma maior produtividade, com redução dos custos 

laboratoriais, uma vez que reduz o tempo ocioso e também evita o gasto de tempo com 

limpeza e sanitização das dornas. Neste processo tem-se a manutenção das células em um 

mesmo estado fisiológico, o que torna o este processo uma excelente ferramenta para estudos 

de mecanismos de regulação metabólica ou ainda, para estudos de otimização da composição 

de meio de cultura. A maior desvantagem é que as fermentações contínuas são mais 

suscetíveis à contaminação bacteriana, exigem um conhecimento maior quanto á otimização 

das condições do processo para que o rendimento desejado seja atingido, especialmente, 

quanto á adição de produtos químicos, alterações da taxa de fluxo e a mistura dos nutrientes, 

ou alterações nos parâmetros estimados, além de existir uma maior possibilidade de 

ocorrência de mutações genéticas espontâneas, resultando na seleção de mutantes menos 

produtivos (SHIMIDELL et al., 2001). 

O produto, que é retirado no topo no bioreator, contém etanol, células e açúcar 

residual. O processo de fermentação contínua normalmente tem início em um processo 

descontínuo (carrega-se inicialmente o reator com meio de cultura, procede-se à inoculação 

com o microrganismo responsável pela conversão, sendo que, após algum período de 

operação descontínua, inicia-se a alimentação de meio de cultura e retirada de caldo, dando-se 

início efetivamente ao processo contínuo). Em processo contínuo, a alimentação pelo 
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substrato é feita pelo bombeamento contínuo para dentro de um frasco agitado onde os 

microrganismos estão em estado ativado (SHIMIDELL et al., 2001). 

Os processos de fermentação etanólica mais utilizados no Brasil são os de batelada 

alimentada de forma descontínua ou intermitente e a alimentada de forma contínua. O 

processo de batelada alimentada surgiu inicialmente na fabricação industrial de fermento para 

a panificação, no início do século XIX. Segundo ALMEIDA (1940 apud DORTA, 2006), em 

tal processo há a alimentação contínua do mosto na dorna de fermentação e ao final do 

processo as células são separadas por centrifugação. A condução pelo processo de batelada 

alimentada permite evitar o efeito inibitório do álcool, durante a fase inicial, resultando em 

maior concentração de etanol em um mesmo período de tempo quando comparada com a 

batelada convencional (não alimentada). Segundo LALUCE (1991), grande parte das  

usinas brasileiras trabalha com o processo de batelada alimentada com o reciclo do fermento, 

o qual é tratado com ácido sulfúrico antes de retornar para as dornas fermentativas. O mosto 

é, assim, adicionado lentamente durante 6-8 horas, sendo que em 8-12 horas chega-se ao final 

do processo. 

 

1.5.1 – Mecanismos de regulação da fermentação alcoólica  

 

A regulação da fermentação e da respiração é controlada pelas condições ambientais, 

como por exemplo, a ausência ou presença de oxigênio, e o tipo e a concentração de substrato. 

Os principais efeitos do catabolismo da glicose sobre o efeito do metabolismo são: efeito 

Pasteur e efeito Crabtree (PINHEIRO, 2004). 

- Efeito de Pasteur – consiste na indução da respiração pelo oxigênio, com a 

concomitante diminuição da atividade fermentativa das células. Contudo, este fenômeno só 

pode ser observado em pequenas concentrações de glicose, ou seja, menos de 5 mM, em 

culturas da levedura S. cerevisiae. 

- Efeito de Crabtree - pode ser definido como a ocorrência de fermentação alcoólica 

em condições aeróbicas, na presença de excesso de glicose. 

Repressão Catabólica - ocorre quando a glicose ou outros produtos do metabolismo 

da glicose reprimem várias enzimas da cadeia respiratórias e da gliconeogênese. A inativação 

catabólica resulta no rápido desaparecimento de tais enzimas com a adição de glicose. Na 

repressão catabólica certas atividades enzimáticas das vias metabólicas tornam-se menor com 

o crescimento celular devido ao maior consumo de glicose (WALKER, 1998). 

 

ALMEIDA, J. R. Álcool e destilaria. Piracicaba: Nathanael dos Santos. 1940. v. 5, p. 55-85. Mimeografado. 
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Objetivo geral:  

  O objetivo deste trabalho consistiu em padronizar condições para realização de 

fermentações sucessivas da nova levedura linhagem IQAr/45-1 com utilização de meio 

sintético e densidade de células mais altas que as usadas em destilaria. 

 

 

As seguintes etapas foram necessárias para realização de ciclos sucessivos de 

fermentação em meio sintético: 

 a) estabelecimento de condições para fermentação de altas concentrações de sacarose em 

meio sintético, utilizando altas densidades de células; 

b) estratégias de controle do pH durante o processo de fermentação em batelada alimentada; 

c) estabelecimento de um meio de ativação da viabilidade e da biomassa do leite de levedura 

entre um ciclo e outro de fermentação;  

d) efeito da concentração de sacarose em ciclos sucessivos de fermentação;  

e) comparação das leveduras BG1 (industrial) e a levedura IQAr/45-1 em ciclos sucessivos de 

fermentação a 34ºC;   

f) fermentação da levedura IQAr/45-1 a 37ºC 

f) procura de deficiências nutricionais no meio mínimo para fermentações com alta densidade 

de células, visando dispensar o tratamento de ativação do leite de levedura entre os ciclos; 
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3.1 – LEVEDURAS 

Linhagem BG1 gentilmente cedida pela Zilor Engenharia de Alimentos, Macatuba-SP e 

a linhagem IQAr/45-1 contendo marcas genéticas cujo pedido de patente foi encaminhado em 

setembro de 2008, e ainda se encontra em fase de sigilo. As culturas destas leveduras foram 

estocadas a 4°C em meio YPD solidificado e transferidas a cada 4 meses para meio fresco. 

Culturas frescas destas leveduras foram utilizadas para realizar os experimentos.  

 

**Meio YPD (SHERMAN; HICKS, 1999) - Os constituintes do meio líquido YPD foram: 

1% de extrato de levedura, 2% de peptona e 2% de glicose (todos em %, p.v-1). Este meio foi 

solidificado com Agar 2%. 

 

 

3.2 – TÉCNICAS DE CULTIVO (SOUZA et al., 2007) 

 

3.2.1 – Meio usado na fermentação - O meio sintético descrito por Thomas, Hynes, 

Ingledew (1998) foi utilizado com uma modificação na elevação da concentração de sacarose 

que substituiu a glicose como fonte de carbono. O pH do meio foi ajustado a 4,5 antes da 

esterilização. A composição deste meio sintético (MS) descrito por Thomas, Hynes, Ingledew 

(1998) desprovido da glicose foi a seguinte: 10 mM de (NH4)2SO4; 0,86 mM de K2HPO4; 

6,25 mM de KH2PO4; 2,03 mM de MgSO4, 0,68 mM de CaCl2; 1,7 mM de NaCl; 100 μM de 

ZnSO4; 24,0 μM de H3BO3, 1,8 μM de KI; 20 μM de MnSO4; 10,0 μM de CuSO4; 1,5 μM de 

Na2MoO4; 1,5 μM de CoCl2; 1,23 μM de FeCl3. As concentrações das vitaminas no meio 

final foram: 20 μg.L-1 de biotina, 2,0 mg.L-1 de pantotenato de cálcio, 20 μg.L-1 de ácido 

fólico, 10 mg.L-1 de myo-inositol, 400 μg.L-1 de niacina, 200 μg.L-1 de ácido p-

aminobenzóico, 400 μg.L-1 de cloreto de piridoxina, 200 μg.L-1 de riboflavina e 200 μg.L-1 de 

cloreto de tiamina. A concentração final de ergosterol foi 0,004% e de Tween 80 foi de 0,4% 

no meio. 

O meio sintético (MS) usado no presente trabalho foi preparado misturando-se várias 

soluções contendo diferentes componentes do meio, agrupados com base em sua solubilidade, 

assim as soluções estoques concentradas para prepara 100 mL de meio estão descritas na 

tabela 2. 
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Tabela 2 - Composição das soluções estoque utilizadas no preparo do meio sintético descrito 

por Thomas, Hynes, Ingledew (1998). 

 

Soluções estoques V/100mL(mL)a
 Composição (g.L-1) Esterilização 

Solução A 25 150 g.L-1 a 800 g.L-1 de sacarose 
Autoclave, (121°C, 

20 min) 

Solução B 
 

49 

1,32 g.L-1 de (NH4)2SO4; 0,85 g.L-1 de 
K2HPO4; 0,15 g.L-1 de KH2PO4; 0,5 g.L-1 

de MgSO4.7H2O; 0,1 g.L-1 de 
CaCl2.2H2O; 0,1 g.L-1 de NaCl a pH 5,0 

Autoclave, (121°C, 
20 min) 

Solução C 
ou 

Solução de sais 
 

0,1 

5,12 g.L-1 de ZnSO4.7H2O; 0,148 g.L-1 
de H3BO3; 0,03 g.L-1 de KI; 0,378 g.L-1 

de MnSO4.H2O; 0,391 g.L-1 de 
CuSO4.5H2O; 0,043 g.L-1 de 

Na2MoO4.2H2O; 0,054 g.L-1 de 
CoCl2.6H2O; 0,055 g.L-1 de FeCl3.6H2O 

a pH 2,0 

Autoclave, (121°C, 
20 min) 

Solução D 
ou 

Solução de vitaminas 
 

0,1 

0,01 g.L-1 de biotina, 1,0 g.L-1 de 
pantotenato de cálcio, 0,01 g.L-1 de ácido 

fólico, 5,0 g.L-1 de myo-inositol, 
 0,2 g.L-1 de niacina, 1,0 g.L-1 de ácido 

p-aminobenzóico, 0,2 g.L-1 de cloreto de 
piridoxina, 0,1 g.L-1 de riboflavina e  

0,1 g.L-1 de cloreto de tiamina. 
Dissolução completa do componentes a 

60°C, pH 7,0. 

Filtração em 
membrana GSWP 

02500 da 
Milipore  

Solução E 0,8 
5 g.L-1 de ergosterol dissolvido em 
etanol absoluto e Tween 80 (50%, v.v-1),  

- 

a O volume final do meio foi completado para 100 mL, com 25 mL de suspensão de células ou 
leite de levedura 
 
 

3.2.2 – Propagação do inóculo e obtenção do leite de levedura – O inóculo foi propagado 

no meio descrito acima, mas acrescido de 20 g.L-1 de extrato de levedura. A concentração 

final de sacarose no meio final foi de 100 g.L-1. A propagação de inóculo foi realizada por  

12 horas a 30°C em frascos Erlenmeyers de 250 mL, contendo 100 mL de meio de 

propagação sob agitação (125 rpm). A concentração inicial de células na inoculação foi de 

0,85 g.L-1 (células frescas previamente crescidas por 12-16 horas, 125 rpm e 30°C em meio 

YPD contendo 1% de extrato de levedura, 2% peptona e 2% de glicose). Após propagação, as 

células de levedura foram coletadas por centrifugação por 1 minuto (5000 x g), em seguida, 

foram lavadas duas vezes com água deionizada estéril; e as células lavadas foram  

re-suspensas em água deionizada estéril para formar uma suspensão concentrada de células 

(168 g.L-1, massa seca) ou leite de leveduras para ser utilizada como inóculo das 

fermentações. 
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3.2.3 – Ativação do leite de levedura entre um ciclo de fermentação e o seguinte - Células 

do leite de levedura foram coletadas por centrifugação e lavadas por duas vezes em água 

deionizada estéril e re-suspensas (2,5% em gramas de massa seca) em solução contendo  

100 g.L-1 de sacarose e 10 g.L-1 de extrato de levedura a pH 4,0, formando um volume final de 

132 mL (solução + células). A suspensão foi ativada durante uma incubação agitada  

(125 rpm) a 30°C por 15 horas. 

 

3.2.4 – Sistema de fermentação - O sistema usado foi construído pela Marconi, S.A, 

Piracicaba, Brasil, modelo MA5002/4/200. O sistema é composto por 4 mini-reatores de  

200 mL para um volume de trabalho de 100 mL, equipados com dispositivos independentes 

para ajuste do pH (adição básica), agitador magnético (≅100 rpm), e amostradores que podem 

ser operados independentemente e simultaneamente. Temperaturas foram controladas por 

água proveniente de um banho-maria termostático. Uma coluna de resfriamento foi ligada a 

cada mini-reator e refrigerada por água circulante a 4ºC.  

 
3.2.4.1 – Estratégias aplicadas ao processo de fermentações em batelada simples agitadas 

em Erlenmeyers – A fermentação foi realizada em frascos Erlenmeyers de 125 mL, contendo 

40 mL de meio sintético a pH 4,5,  24,6 mL de solução de sacarose concentrada (200 g.L-1 em 

relação ao volume final de trabalho) e 15,4 mL de células (168 g.L-1). O meio foi inoculado 

com a suspensão de células concentradas para que a concentração máxima inicial de células 

fosse mantida ao redor de 33 g.L-1 (massa seca, equivalente a 12,5% v.v-1 de massa úmida) 

nos diversos experimentos. O volume final do meio no Erlenmeyer foi de 70 mL. A 

temperatura das fermentações foi de 34°C em culturas agitadas (125 rpm). Os intervalos de 

tempo entre as amostragens variaram com o experimento, ou seja, as amostragem foram 

realizadas a cada 2 ou 3 horas por períodos de fermentação de 8 a 12 horas.  

 

3.2.4.2 – Estratégias aplicadas ao processo de fermentação em batelada simples em mini-

reatores – Um volume de 50 mL de meio sintético sem sacarose foi adicionado inicialmente 

ao mini-reator, 19,2 mL de uma suspensão de células (168 g.L-1) e 30,8 mL de solução de 

sacarose (650 g.L-1), totalizando uma concentração de 200 g.L-1 de sacarose em relação ao 

volume final de trabalho. A temperatura do experimento de batelada simples foi de 34°C com 

o pH ajustado para 4,5 (~0,1 mL de NaOH 2,4 mol.L-1) após a adição da sacarose. O volume 

final do meio no mini-reator foi de 100 mL e a quantidade de células adicionadas foi de 

 33 g.L-1. Amostras (aproximadamente 0,5 mL) foram retiradas dos mini-reatores em 

diferentes tempos em intervalos de 2 horas por períodos de 8 a 12 horas.  
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3.2.4.3 – Estratégias aplicadas ao processo de fermentação em bateladas alimentada por 

pulso de sacarose em mini-reatores – Os reatores contendo 50 mL de meio sintético  

(2 vezes concentrado) exceto sacarose e um volume de 19,7 mL leite de levedura contendo 

3,3 g de células (ou 4,7% em massa seca, p.v-1 e 19,8% em v.v-1) no reator antes da 

alimentação sem a presença de  açúcar que foi adicionada por pulsos decrescentes de solução 

concentrada de sacarose utilizando-se três estratégias diferentes: a) adição de 5 pulsos de 

volumes decrescentes (10mL, 6 mL, 4 mL, 3 mL e 2 mL) de uma solução concentrada de 

sacarose (800 g.L-1) totalizando um tempo de alimentação de 2 horas com adições a cada de 

30 minutos (partindo do tempo zero) como mostra a figura 7 (parte A) tal que uma 

quantidade de açúcar adicionada no final da alimentação foi de 200 g.L-1, e com reajuste de 

pH apenas após o primeiro pulso; b) adição de 5 pulsos de volumes decrescentes (12,3 mL – 

7,4 mL – 4,9 mL – 3,7 mL e 2,5 mL) de uma solução concentrada de sacarose (650 g.L-1) 

totalizando um tempo de alimentação de 4 horas com adições a cada de 60 minutos (partindo 

do tempo zero) como mostra a figura 7 (parte B), tal que uma quantidade de açúcar 

adicionada no final da alimentação foi de 200 g.L-1, e com reajuste de pH apenas após o 

primeiro pulso; c) como descrito para a estratégia anterior “b”, porém com pH reajustado a 

cada pulso de sacarose. O volume total de meio no reator após a fase de alimentação foi de 

100 mL e a temperatura foi 34°C e 37ºC dependendo do experimento. Após o período de 

alimentação a fermentação foi prolongada por 5 a 8 horas até o consumo total do açúcar. O 

pH do meio foi reajustado para 4,5 (adição de aproximadamente 0,5 mL de NaOH 2,4  

mol.L-1) após cada pulso de solução de sacaroses, de acordo com o experimento realizado. 

Amostras de aproximadamente 0,5 mL foram retiradas dos mini-reatores a cada 30 minutos 

ou a cada 1 hora até o final do experimento, levando a uma redução do volume do meio de 

4,5% a 6% (v.v-1). 

 

 

 

 

 



Parâmentros de Fermentação e Estabilidade genética ...                                                                Morais, M.R      

54 
 

0 1 2 3 4 5 6
80

84

88

92

96

100

104

0 1 2 3 4 5 6
80

84

88

92

96

100

104

Tempo (h)

V
o

lu
m

e 
d

e 
R

ea
to

r
(m

L
)

 

(B)

 

 

V
o

lu
m

e 
d

e 
R

ea
to

r
(m

L
)

Tempo (h)

(A)

 

Figura 7 – Variação do volume nos reatores em função do tempo de alimentação com solução 

concentrada de sacarose: adição de 5 pulsos de volumes decrescentes (10mL no tempo zero, 6 mL,  

4 mL, 3 mL e 2 mL) de uma solução concentrada de sacarose (800 g.L-1) totalizando um tempo de 

alimentação de 2 horas  (parte A);  adição de 5 pulsos de volumes decrescentes (12,3 mL no tempo 

zero, 7,4 mL – 4,9 mL – 3,7 mL e 2,5 mL) de uma solução concentrada de sacarose (650 g.L-1) 

totalizando um tempo de alimentação de 4 horas  (Parte B). 

 

3.2.5 – Determinação das variáveis dependentes do processo 

 

Todas as medidas descritas abaixo foram feitas em duplicata e calculou-se a média e o 

desvio-padrão para cada uma destas medidas. 

 

a) Medida de biomassa: a concentração de biomassa foi determinada por medidas de 

densidades óticas a 570 nm usando-se o espectrofotômetro (Marca BIOESPECTRO SP-22), 

as quais foram convertidas para massa seca de células ou mgcélula/mL= A570nm x diluição x 
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fator de conversão de absorbância á 570nm em biomassa de 0,409. Fator (0,409) da curva de 

calibração (concentração de célula em g.L-1 x A570nm) ver fig. 22 no Apêndice. Os valores de 

biomassa foram calculados em relação ao volume de meio no fermentador, no instante da 

amostragem, e expressos em g.L-1. 

 

Fator de conversão de massa úmida de células (v.v-1) de levedura para massa seca  

(p.v-1); 

Um volume de 10 mL do leite de levedura concentrado (de concentração em massa 

seca conhecida) foi centrifugado por 5 minutos a 1300 x g. Em seguida anotou-se o volume de 

células úmidas, calculando a proporção de células de leveduras neste volume.  

Fator de conversão de massa úmida para massa seca = 0,3797 

  

b) Viabilidade celular: a viabilidade foi determinada pelo método de azul de metileno (LEE 

et al., 1981), através da contagem celular ao microscópio em câmara de Neubauer. A 

viabilidade foi obtida pela relação (em porcentagem) entre células viáveis e número total de 

células (vivas e mortas). 

Reagente azul de metileno: 

 A composição do reagente azul metileno foi a seguinte: 10 g.L-1 de glicose; 0,42 g.L-1 

de KCl; 0,48 g.L-1 de CaCl2.6H2O; 0,2 g.L-1 de NaHCO3; 9,0 g.L-1 de NaCl; 0,25 g.L-1de azul 

de metileno; água deionizada. 

Procedimento: 

 Utilizou-se 0,05 mL de suspensão de células ao qual foi adicionado 0,595 mL do 

reagente de azul de metileno. Após 5 minutos foram feitas as contagens das células.  

 

c) Dosagem de etanol: a concentração do etanol foi determinada nos sobrenadantes das 

culturas separados por centrifugação a 1500 x g a 4ºC, utilizando um cromatógrafo gasoso 

com um detector de ionização de chama (modelo CG-37; Instrumentos Científicos, São Paulo, 

Brasil).  

 

d) Açúcar residual total (ART): o açúcar residual foi determinado utilizando o método do 

ácido 3,5-dinitrosalicílico (MILLER, 1959) e expresso em ART (g.L-1 de açúcar redutor total) 

após a hidrólise da sacarose. Uma curva padrão foi obtida, com o uso do espectrofotômetro 

BIOESPECTRO Visível (SP-22), destinada a correlacionar a concentração de glicose e 

absorbância dos hidrolisados (fator de 0,063 ver Fig. 23 no Apêndice).  
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Curva padrão de açúcar redutor 

Soluções: 

a) Reagente de ácido 3,5-dinitrossalicílico (100 mL) contendo: 30 g de tartarato de sódio 

e potássio, 1,6 g de hidróxido de sódio e 1 g de ácido 3,5 dinitrossalicílico. 

Solução padrão de glicose 0,1%. 

Solução de ácido clorídrico 6M. 

Solução de hidróxido de sódio 2,4M. 

A mistura de reação (1,0 mL) foi desenvolvida com a adição de 0,8 mL de amostra 

(solução de glicose ou sobrenadante de cultura) mais água destilada e 0,2 mL de solução de 

ácido clorídrico 6M em tubos de ensaio. Em seguida, estes tubos foram incubados a 60 °C 

durante 7 min. A reação foi interrompida pela adição de 1,0 mL de hidróxido de sódio  

2,4 M. A reação colorimétrica ocorreu com a adição de 2,0 mL do reagente de ácido  

3,5-dinitrossalicílico, seguido por aquecimento a 100 °C durante 5 minutos em banho de água 

fervente. As leituras foram feitas no espectrofotômetro BIOESPECTRO SP22 a 546 nm. A 

curva padrão foi linear a concentração até 0,05% de glicose ou ART 0,05% o qual equivale a 

um ART de 0,5 g.L-1 (g/ de ART= Δ546nm x diluição x fator da curva de glicose x 10).  O fator 

de conversão (inverso da tangente desta curva) da medida de absorbância em concentração de 

açúcares redutores (fator F, na Fig. 23 no Apêndice) foi de 0,063. A concentração de açúcar 

foi calculada da seguinte forma: 

[g.L-1] = F . �A546nm . diluição 

Onde �A546nm = diferença da medida de absorbância entre os tubos contendo água 

(controle) e os tubos contendo as soluções padrão de sacarose, em concentrações variadas, 

medidas a 546 nm. 

 

e) Proteína Total: A proteína total foi determinada pelo método do Biureto (ROBYT; 

WHITE, 1987), onde os valores foram calculados em relação ao volume total do fermentador 

e expressos em mgproteína.mgcélulas
-1 (ver curva padrão na Fig. 24 no Apêndice). 

 

O processo de extração da proteína total foi realizado com uma quantidade de 100 mg 

(massa seca) de células de levedura que foram re-suspensas em 1,0 mL de solução tampão de 

extração Tris/HCl 0,01 M, pH 7,2 e adicionados em um tubo de vidro com parede espessa de 

5 mL contendo 1,0 g de micro-esferas de vidro ( 0,05mm de diâmetro) a 4 °C. Em seguida, os 

tubos foram congelados a -20 °C. As células foram rompidas em um agitador de tubos (Marca 

VELP, modelo Zx3) durante 4 ciclos de agitação de 30 segundos e permanência em banho de 

gelo por 30 segundos nos intervalos entre as agitações. As micro-esferas de vidro e as células 
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foram separadas por centrifugação rapidamente em Eppendorf a 12000 x g por 3 minuto a  

4 °C. Em seguida, as proteínas coaguladas foram separadas por centrifugação rapidamente em 

Eppendorf a 12000 x g por 5 minuto a 4 °C. 

O reagente do Biureto foi preparado da seguinte maneira: 0,3 g de CuSO4.5H2O e 0,9 g 

de tartarato de sódio e potássio dissolvidos em 50 mL de NaOH 0,2M contendo 0,5 g de KI. 

O volume do reagente foi completado para 100 mL. 

A mistura da reação foi a seguinte: 2,0 mL de amostra mais 3,0 mL do reagente de 

Biureto. A mistura da reação foi incubada por 10 minuto a 37 °C. As leituras de absorbância 

foram feitas a 540 nm e a solução de soroalbumina 1,0% foi utilizada como solução-padrão 

para a obtenção da curva analítica. O cálculo da concentração de proteína intracelular, 

expressa em mgproteína.mgcélula
-1, foi o seguinte: 

[mgproteína.mgcélula
-1]= F . diluição . ΔΔΔΔA540nm 

 

f) Trealose Intracelular em Leveduras (PERES et al., 2005): A glicose liberada durante a 

hidrólise da trealose foi determinada em sobrenadante livre de proteína usando-se o kit de 

glicose  LaborLab (Lote: 418). Uma curva padrão (ver curva padrão na Fig. 25 no Apêndice) 

foi obtida, com o uso do espectrofotômetro FEMTO (modelo 382). Cada concentração de 

glicose na curva padrão representa o valor da glicose obtida com o uso do kit enzimático 

multiplicado por dois (cada mol de trealose é desdobrado em 2 mols de glicose durante a ação 

da trealose). 

O processo de extração foi realizado da mesma maneira que para a medida de proteína 

total, como descrito acima, mas usando-se solução tampão acetato de sódio (contendo 30 mM 

de CaCl2) 0,1 M a pH 5,5 ao invés do tampão Tris/HCl 0,01 M, pH 7,2. 

O sobrenadante foi ensaiado usando o kit enzimático (CAT no. 02200) da LaborLab, 

Guarulhos, SP. A mistura da reação para hidrólise da trealose foi a seguinte: 40 μL de tampão 

acetato de sódio (contendo 30 mM de CaCl2) 0,1 M a pH 5,5, 40 μL de extrato de extrato 

celular, 10,4 μL da enzima comercial trealase da Sigma (Lote: 62H8075) 0,5 U/mL. A 

mistura foi incubada por 60 minuto a 50 °C. Em seguida, a reação foi interrompida pela 

adição dos tubos em banho de água fervente por 5 min. Imediatamente, os tubos foram 

colocados em banho de gelo. As proteínas coaguladas foram separadas por centrifugação (em 

centrífuga Sorval, modelo Legend LACH 1.6R) em Eppendorf a 12000 x g por 3 minutos. A 

glicose liberada durante a hidrólise da trealose foi determinada em sobrenadante livre de 

proteína usando-se o kit de glicose (LaborLab): 3 mL do reagente de cor acrescido de 30 μL 

do sobrenadante das células rompidas. Os tubos foram incubados por 10 minuto a 37 °C e a 
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medida de absorbância foi monitorada a 525 nm. A quantidade de trealose foi expressa em 

mgtrealose.mgcélula
-1. 

 

g) Medidas de pH: foi obtidas com o uso de um pHmetro digital da Marconi modelo MA 

PA200/P. 
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Resultados e Discussões 
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Os resultados foram apresentados divididos em tópicos que aparecem ao longo do 

texto a seguir. 

 

4.1 – CONDIÇÕES PARA FERMENTAÇÃO EM ALTAS CONCENTRAÇÕES DE SACAROSE COM 

MEIO SINTÉTICO DE ALTA DENSIDADE CELULAR 

 

4.1.1 – Efeito do tamanho do inoculo e da estratégia de alimentação 

 

Utilizou-se quantidades diferentes de inóculo na faixa de 22,8 g.L-1 a 34 g.L-1 em 

relação ao volume final de meio, seguindo duas estratégias de alimentação: a estratégia 

baseada na adição de 5 pulsos decrescentes de alimentação em intervalos de 30 minutos, e 

outra estratégia na qual o intervalos foi de 60 minutos, sendo a mesma quantidade de açúcar 

adicionado em cada pulso nas duas estratégias. O reajuste de pH a 4,5 somente foi realizado 

após a adição do primeiro pulso de sacarose em ambas as estratégias. As condições do 

experimento controle resultaram de estudos preliminares não descritos no presente trabalho. 
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 Tabela 3 - Variações em quantidade de inóculo e intervalo de tempo entre os pulsos de 

alimentação sobre as variáveis e parâmetros do processo durante as fermentações, 

adicionando-se um total de 200 g.L-1 de sacarose, em relação ao volume final de meio com 

reajuste de pH somente após a adição do primeiro pulso. 
 

 

Alimentação: 5 pulsos contendo a mesma quantidade de sacarose, porém de volumes maiores quando 

os intervalos de adição dos pulsos foram de 60 minutos, sendo as condições do experimento controle 

resultante de trabalhos preliminares. A quantia de fermento no reator antes da alimentação foi de 4,7% 

em massa seca (p.v-1) ou 19,8% (v.v-1) 
bAcúmulo de Biomassa (%): (Final – Inicial)*100/Inicial   

 

A tabela 3 mostra o seguinte: a) aumento do tempo de fermentação com o aumento 

dos intervalos dos pulsos e diminuição do tamanho do inóculo; b) queda de pH no final da 

fermentação, ocorreu independente das condições utilizadas no processo, c) queda da 

viabilidade inicial (86,8 ± 1,2) com a menor quantidade de inóculo; d) tudo indica que o 

menor inóculo levou a queda em biomassa final independente do intervalo de adição dos 

pulso; e) não houve variação com relação ao etanol final, e ao açúcar residual. 

Parece que o aumento da velocidade de fermentação causou queda em viabilidade, 

apesar do aumento no tempo de fermentação em uma hora. Talvez o inóculo ainda deva ser 

mais baixo ou a quantidade de açúcar deva ser menor quando se usa um inóculo menor. As 

destilarias usam inóculos ao redor de 25-30% (v.v-1), com uma concentração final de células 

Variáveis da fermentação 

 
 Inóculo (g.L-1) / Intervalo entre pulso (minutos) 

 34,6 / 30’ 22,8 / 60’ 30,3 / 60’ 

Tempo de fermentação (h) 6 8 7 

PH inicial 4,45 4,51 4,49 

PH final 3,95 3,45 3,67 

Viabilidadeinical (%) 
 

97,0 ± 0,9 97,2 ±0,7 98,2 ± 0,2 

Viabilidadefinal (%) 
 

92,6 ± 1,3 86,8 ± 1,2 95,6 ± 0,0 

Biomassa:    

Inicial (g.L-1) 
 

34,6 ± 0,7 22,8 ± 0,1 30,3 ± 0,7 

Final (g.L-1) 
                                   

39,9 ± 0,4 
 

25,9 ± 0,2 35,1 ± 1,3 

Biomassa Final – Inicial  (g.L-1) 
Acúmulo de biomassa (%)b 

5,3 ± 0,8 
15,2% 

3,2 ± 0,2 
13,9% 

4,8 ± 1,5 
16% 

[Etanol]final (g.L-1) 
 

96,2 ± 3,9 99,8 ± 1,7 96,7 ± 2,9 

[ART]final (g.L-1) 1,3 ± 0,1 1,1 ± 0,0 1,3 ± 0,1 
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de 10% (v.v-1).  Como a quantidade de sacarose foi a mesma nos três experimentos, o etanol 

final foi semelhante mesmo quando um inóculo mais baixo foi utilizado. Nas publicações da 

literatura (THOMAS, HYNES, INGLEDEW, 1998) os meios sintéticos são inoculados com 

baixa densidade de células em estudos de crescimento. Assim, espera-se que o uso deste meio 

com altas densidades de células deva levar a certa deficiência nutricional. Deste modo, foi 

mantido um inóculo de 33 g.L-1 e intervalos entre os pulsos de adição de sacarose de 60 

minutos, durante a fermentação de uma quantidade de sacarose de 200 g.L-1. 

 

4.1.2 – Estratégias de controle do pH durante o processo de fermentação em batelada 

alimentada 

 

Na tabela 4, os dois experimentos descritos diferem apenas quanto ao reajuste do pH. 

 

Tabela 4- Comparação do efeito do reajuste do pH do meio apenas após  a adição do 

primeiro pulso de sacarose (experimento controle) e após cada pulso de sacarose adicionado 

em intervalos de 60 minutos (total de 4 horas de alimentação) usando-se 33 g.L-1 de inóculo 

Variáveis da fermentação 
Ajuste de pH 

Apenas após 1º 
pulso Após cada pulso 

Tempo de fermentação (h) 7 6 

pH inicial 4,49 4,55 

pH final 3,67 4,56 

Viabilidadeinical (%) 
 

98,2 ± 0,2 98,3 ± 0,0  

Viabilidadefinal(%) 
 

95,6 ± 0,0 97,1 ± 0,3 

Biomassa:   

Inicial (g.L-1) 
 

30,3 ± 0,7 29,6 ± 0,3 

Final (g.L-1) 
                                    

35,1 ± 1,3 34,2 ± 1,4 

BiomassaFinal – Inicial  (g.L-1) 
Acúmulo de biomassa (%)b 

4,8 ± 1,5  
16% 

4,6 ± 1,5 
15,5% 

[Etanol]final (g.L-1) 
 

96,7 ± 2,9 100,1 ± 0,7
 
 

[ART]final (g.L-1) 1,3 ± 0,1 0,7 ± 0,0 
 

 

Alimentação: 5 pulsos contendo a mesma quantidade de sacarose, com intervalos de adição de pulsos  

de 60 minutos. A quantia de fermento no reator antes da alimentação foi de 4,7% em massa seca  

(p.v-1) ou 19,8% (v.v-1) 
bAcúmulo de Biomassa (%): (Final – Inicial)*100/Inicial   
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Os dados descritos na tabela 4 comprovam a necessidade do ajuste do pH logo após a 

adição de cada pulso de sacarose em fermentações a 34°C. O pH foi mantido ao redor de 4,5 

até o final da fermentação quando o pH foi reajustado após a adição de cada pulso de 

sacarose. Quando o pH foi ajustado somente apenas após o primeiro pulso de sacarose, houve 

uma queda do pH durante a fermentação (de 4,49 para 3,67), sendo que esta variação reduziu 

o tempo de fermentação em uma hora, sem nenhum ganho em relação aos outros parâmetros 

fermentativos. Valores finais do etanol produzido, viabilidade e biomassa não foram afetados.  

 

 

4.2 – ESTABELECIMENTO DE UM MEIO DE ATIVAÇÃO DA BIOMASSA A SER USADO ENTRE 

CICLOS SUCESSIVOS DE FERMENTAÇÃO 

 

Em experimentos prévios de fermentação em batelada alimentada por pulsos de 

sacarose (200 g.L-1 e uma quantidade de inóculo de 33 g.L-1 em relação ao volume final de 

meio no reator) realizados a 34°C, foram observados grandes perdas em viabilidade e 

biomassa entre um ciclo e outro de fermentação (dados não mostrados). Na verdade, não foi 

possível realizar mais que 4 ciclos de fermentação consecutivos, devido as baixas 

viabilidades. Por este motivo, houve a necessidade de procurar uma forma de reativar as 

células de levedura antes do início do próximo ciclo de fermentação.  

Para obtenção do leite de levedura a ser reativado, dois ciclos de fermentação (200 g.L-1 

de sacarose e 33 g.L-1 de células em relação ao volume final do meio) foram realizados a 

34°C e a seguir as células foram submetidas à reativação por incubação em diferentes meios, 

no final dos quais mediu-se as variações em biomassa e viabilidade. As células coletadas 

foram submetidas a condições diferentes de incubação (células suspensas em água pura, e 

diferentes meios) com intervalos de 4 à 15 horas entre um ciclo de fermentação e o seguinte, 

com o objetivo de recuperar perdas em biomassa e a viabilidade. 

A tabela 5 mostra a viabilidade e a biomassa no início e no final de cada período de 

15 horas de ativação (agitação de 125 rpm e 30°C) das suspensões de células.  Durante este 

tempo de tratamento ocorreram aumentos em biomassa de até 37,2%, dependendo das 

condições, sem grandes variações em viabilidade (acréscimos de até 2,7%). Estas perdas 

insignificantes de viabilidade parecem ser devido ao fato das viabilidades iniciais serem altas 

(faixa de 91% a 83%). 
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Tabela 5 – Variações em viabilidade e biomassa das células do leite de levedura (25 g.L-1, ou 

9,5 % v.v-1) suspensas em água ou meio mínimo contendo sacarose e extrato de levedura a 

pH 4,0, após 15 horas de incubação com agitação de 125 rpm a 30ºC. 

 

Meios de ativação Viabilidade (%) Biomassa (g.L-1) 

Meios 
líquidos Aditivos g.L-1 Inicial Final 

Inicial 
(100%)a 

Final 
(relativo,%)b 

H2O torneira 
Sacarose 

Extrato de levedura 
100 
10 

84,6 ± 0,6 87,3 ± 1,5       24,2 ± 0,7  
33,2 ± 1,5      
(+37,2%)       

H2O destilada 
Sacarose 

Extrato de levedura 
100 
10 

87,8 ± 0,0 84,4 ± 2,4   25,9 ± 0,8 
29,1 ± 0,3       
(+12,4%) 

H2O miliQ 

Sem aditivos - 87 ± 2,1 86 ± 0,9   24,3 ± 1,1 
24,6 ± 0,4 
(+1,2%) 

 

Sacarose 50 83 ± 0,1 78 ± 1,9 23,5 ± 0,7 
23,8 ± 0,4 
(+1,3%) 

 
Sacarose 

Extrato de levedura 
50 
10 

88 ± 2,4 85 ± 0,5 23,3 ± 0,2 
23,4 ± 1,4 
(+0,4%) 

Meio definido 
(MS) 

Sacarose 20 91 ± 1,7 87 ± 1,5      24,2 ± 0,3 
23,8 ± 0,1  
 (-1,7%) 

 

Sacarose 50 86 ± 1,9 80 ± 3  23,9 ± 0,8 
24,3 ± 0,5 
(+1,7%) 

 

Sacarose 100 86 ± 2,3 76 ± 2,9 23,9 ± 0,3 
23,3 ± 1,1       
(-2,5%) 

 

Sacarose 
Extrato de levedura 

20 
10 

87 ± 2,7 85 ± 1,9 24,9 ± 0,2 
24,9 ± 0,2       

(0%) 
 

Sacarose 
Extrato de levedura 
 

50 
10 

85 ± 2,6 87 ± 1,1  24,5 ± 0,2 
24,6 ± 0,9 
(+0,4%) 

 
Sacarose 

Extrato de levedura 
100 
10 

86,4 ± 0,8 89,0 ± 2,6       26,5 ± 0,5 
30,3 ± 0,2       
(14,3%) 

a biomassa inicial foi considerada como 100%, para  cada condição 
bAcúmulo de Biomassa (%): (Final – Inicial)*100/Inicial   

 

A melhor condição de ativação observada na tabela 5, foi a condição na qual as 

células foram tratadas em água de torneira estéril contendo 100 g.L-1 de sacarose e 10 g.L-1 de 

extrato de levedura a pH 4,0, (aumento de 37,2% em biomassa), e ganho em viabilidade 

(2,7%) embora não significativo. Além disto, foi um tratamento que não se exigia muitos 

nutrientes. 

Com base na figura 8, decidimos deixar o leite de levedura no meio de ativação 

selecionado, por 14-16 horas a 30°C, antes do início do ciclo de fermentação seguinte. A 

figura 8 mostra que a biomassa aumentou de 24,2 g.L-1 (tempo zero) para 32,4 g.L-1 em 4 

horas e um valor de 33,2 g.L-1 após 14 horas. A viabilidade praticamente não variou (86,4% 

em 4h e depois atingindo um valor de 87,3% em 14h). O aumento de biomassa ocorreu até 4 
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horas de reativação e se manteve constante até 14 horas. A seguir foi variado o tempo de 

tratamento na melhor condição a 4ºC e a 30°C, como descrito nas tabelas 6 e 7. 

A tabela 6 mostra que perdas em viabilidades foram observadas em água de torneira 

pura e em soluções desta contendo extrato de levedura e sacarose, quando a suspensão de 

células foi incubada sem agitação a 4ºC.  Nesta condição houve perda de biomassa (7,1%) e 

conseqüentemente perdas de viabilidade, isto porque, talvez tenha ocorrido alguma formação 

de etanol que tenha levado a mortalidade celular. A melhor condição foi o tratamento a sob 

agitação de 125 rpm a 30ºC por 16 horas (18,6% de aumento de biomassa, e sem perdas de 

viabilidade), confirmando os dados descritos na tabela 6 e figura  8. A reativação por 4 horas 

sob agitação a 30ºC, onde se observa um máximo na figura 8, seguido por repouso de 12 

horas na geladeira a 4ºC (Tab. 6), levou a uma menor biomassa, devido a parada do 

crescimento. No meio II sem fonte de carbono e extrato de levedura não houve ganho em 

biomassa em nenhum caso, mas perdas de 11% a 17,6%, indicando a necessidade de 

nutrientes para multiplicação celular. Como uma concentração muito alta de células foi usada 

como inóculo no presente trabalho, um tratamento para o aumento da biomassa se fez 

necessário entre os ciclos de fermentação. Perdas em biomassa ocorrem durante as 

centrifugações entre os ciclos sucessivos de fermentação e, além disto, certo crescimento 

celular é necessário para garantir a reposição de novas células que se perdem durante o 

processo por simples morte celular, ou apoptose. 

A tabela 7 mostra que durante o tratamento sob agitação a 30ºC ocorre ganho em 

proteína interna com o aumento de incubação nesta temperatura. A proteína total interna 

indica que as células encontram-se em boas condições fisiológicas com relação à viabilidade e 

lise celular. A proteólise intracelular precede a lise das células. Com relação à trealose 

observou-se uma perda da mesma em todos os casos com o aumento do tempo de reativação. 

A trealose pode ser considerada um açúcar de reserva que se acumula em fase estacionária, e 

passa a ser consumido rapidamente quando a população de células passa a crescer como 

ocorre durante a reativação. 

Os ciclos de fermentações sucessivas descritos a seguir foram intercalados por 

reativação das células: 16 horas de agitação (125 rpm) a 30ºC das células suspensas em 

solução de água de torneira estéril contendo 100 g.L-1 de sacarose e 10 g.L-1 de extrato de 

levedura. 
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Figura 8 – Curvas de tempo de reativação ou revitalização da levedura IQAr/45-1 em meio 

constituído por água de torneira estéril contendo 10 g.L-1 de extrato de levedura e 100 g.L-1 de 

sacarose a 30ºC.  A curva em preto (�) indica a viabilidade e a em vermelho (�) indica a biomassa. 
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Tabela 6 – Variações em viabilidade e biomassa das células do leite de levedura  

(25 g.L-1, ou 9,5 % em v.v-1) com o tempo de tratamento de reativação das células à 4ºC e a 

30ºC  em água de torneira contendo sacarose e extrato de levedura a pH 4,0 e/ou água pura 

 

Amostras 
Viabilidade  

(%) 
Biomassa  

(g.L-1) 
Meios de 
ativação 

Tempo de 
ativação (h) 

30ºC 4ºC 0h 4h 16 h 0h 4h 16 h 
(acúmulo,%)b 

Meio I 

0 16  91,3 ± 0,4 - 86,6 ± 0,7 27,5 ± 1,3 - 
25,6 ± 1,4 
(-7,1%) 

4  12  91,3 ± 0,4 89,5 ± 0,4 90,9 ± 0,1 27,5 ± 1,3 31,4 ± 1,6 
29,7 ± 1,4 

(7,8%) 

16  0 91,3 ± 0,4 89,5 ± 0,4 93,1 ± 1,1 27,5 ± 1,3 31,4 ± 1,6 32,6 ± 0,1 
(18,6%) 

Meio II 

0 16  93,5 ± 0,6 - 88,1 ± 0,8 28,4 ± 0,3 - 
25,1 ± 1,3 
(-11,9%) 

4  12  93,5 ± 0,6 89,0 ± 1,0 89,7 ± 0,7 28,4 ± 0,3 27,5 ± 0,7 
24,6 ± 0,4 
(-13,3%) 

16  0 93,5 ± 0,6 89,0 ± 1,0 90,5 ± 1,0 28,4 ± 0,3 27,5 ± 0,7 
23,4 ± 0,1 
(-17,6%) 

 

 

Meio I: água de torneira contendo 100 g.L-1 de sacarose e 10 g.L-1 de extrato de levedura;  

Meio II: água de torneira pura  

bAcúmulo de Biomassa (%): (Final – Inicial)*100/Inicial   
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Tabela 7 – Variação em proteína total e trealose das células do leite de levedura (25 g.L-1, ou 

9,5 % em v.v-1) com o tempo de tratamento de reativação das células à 4ºC e a 30ºC em água 

de torneira contendo sacarose e extrato de levedura a pH 4,0 e/ou água pura 

 

Amostras 
Proteína Total 

(mgproteína.mgcélula) 
Trealose 

(mgproteína.mgcélula) 

Meios de 
ativação 

Tempo de 
ativação (h) 

30ºC 4ºC 0h 4h 16 h 0h 4h 16 h 

Meio I 

0 16 0,13 ± 0,00 - 0,19 ± 0,00 0,25 ± 0,00 - 0,01 ± 0,0 

4 12 0,13 ± 0,00 0,20 ± 0,00 0,23 ± 0,00 0,25 ± 0,00 0,11 ± 0,00 0,13 ± 0,00 

16 0 0,13 ± 0,00 0,20 ± 0,00 0,31 ± 0,01 0,25 ± 0,00 0,11 ± 0,00 0,06 ± 0,00 

Meio II 

0 16 0,22 ± 0,00 - 0,26 ± 0,00 0,19 ± 0,01 - 0,10 ± 0,00 

4 12 0,22 ± 0,00 0,19 ± 0,01 0,24 ± 0,00 0,19 ± 0,01 0,15 ± 0,00 0,14 ± 0,00 

16 0 0,22 ± 0,00 0,19 ± 0,01 0,25 ± 0,00 0,19 ± 0,01 0,15 ± 0,00 0,09 ± 0,00 

 

 
Meio I: água de torneira contendo 100 g.L-1 de sacarose e 10 g.L-1 de extrato de levedura; 

 Meio II: água de torneira pura 
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4.3 - CICLOS SUCESSIVOS DE FERMENTAÇÃO A 34ºC INTERCALADOS POR REATIVAÇÃO DO 

LEITE DE LEVEDURA: EFEITO DA CONCENTRAÇÃO DE SACAROSE 

 

4.3.1 – Ciclos sucessivos de fermentação com 200 g.L-1
 de sacarose em relação ao meio 

final 

Ciclos sucessivos de fermentação realizados com a linhagem IQAr/45-1 a 34°C em 

batelada alimentada por pulsos de 200 g.L-1 de sacarose adicionados em intervalos de  

60 minutos, e pH ajustado para 4,5 após a adição de cada pulso. A quantidade de inóculo foi 

de 33 g.L-1.  

As figuras 9, 10 e 11 mostram os efeitos dos ciclos sucessivos de fermentação sobre 

viabilidade, brotos viáveis, biomassa, proteína total, açúcar redutor total (ART) e etanol em 

processo com reutilização de células em batelada alimentada durante oito ciclos de 

fermentação. 

 

 

Figura 9 – Variações em viabilidade (A) e brotos viáveis (B) durante ciclos sucessivos de 

fermentação com reutilização de células reativadas da levedura IQAr/45-1 em batelada alimentada 

com ajuste de pH após cada pulso de sacarose. As curvas em preto (�) indicam valores iniciais e as 

vermelhas (�) indicam valores no final dos ciclos de fermentação. Condições de fermentação em 

cada ciclo: adição de 5 pulsos decrescente de sacarose a cada 60 minutos, e alto inóculo (33 g.L-1, 

massa seca). 
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A figura 9 mostra as variações em viabilidade e brotamento durante os ciclos 

sucessivos de fermentação. A viabilidade (Fig. 9, parte A) decresceu (perda acumulada de 

32,4% no final do 8º ciclo) enquanto que o brotamento (Fig. 9, parte B) permaneceu 

constante durante os ciclos de fermentação. Assim, não ocorreram aumentos em viabilidade 

durante as fases de reativação, indicando que o ciclo de divisão celular foi mais afetado que a 

viabilidade ao longo dos ciclos.  

A figura 10 correlaciona os valores de viabilidade e biomassa no final dos tratamentos 

de reativação (após cada ciclo) com o número de ciclos de fermentação. A perda em 

viabilidade acumulada no final do 7º ciclo de reativação foi de 32,5%. Comparando-se as 

figuras 9 e 10 observa-se que a reativação não evitou a perda de viabilidade das células. Uma 

possibilidade de reativação seria enriquecer o meio de reativação com aditivos que 

minimizem as perdas em viabilidade. Outra justificativa seria o fato de utilizar uma 

concentração muito alta de etanol durante as fermentações sucessivas. O etanol interno não 

teria sido liberado mesmo com a lavagem prévia das células em água antes de serem 

incubadas em solução de reativação contendo extrato de levedura e sacarose. 

A figura 11 correlaciona os valores de biomassa e proteína total em função do número 

de ciclos sucessivos de fermentação. A biomassa final em cada ciclo de fermentação (Fig. 11, 

parte A) manteve-se estável durante o decorrer dos ciclos sucessivos de fermentação. Além 

disto, a figura 11 mostra pequenos aumentos em biomassa e proteína interna total entre as 

medidas iniciais e finais de cada ciclo de fermentação. Com relação à proteína total (Fig. 11, 

parte B), não houve grandes variações, sendo que pequenas diminuições em proteína interna 

só ocorreram entre o 1° e 2° ciclo de fermentação. O aumento em proteína interna a partir do 

3° ciclo indica adaptação do fermento (Fig. 11, parte B).  
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Figura 10 – Efeitos de reativação entre ciclos sucessivos de fermentação com sacarose  

200 g.L-1 sobre a viabilidade (A) e quantidade de biomassa (B) da levedura IQAr/45-1durante a 

estocagem por 15 horas a 30°C sendo que as curvas em azul (�) indicam valores iniciais de 

reativação; e as  curvas  em rosa (�) indicam  valores finais do repouso.  
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Figura 11 – Variações em biomassa (A) e proteína total (B) durante ciclos sucessivos de fermentação 

com reutilização de células da levedura IQAr/45-1 em batelada alimentada com ajuste de pH após 

cada pulso de sacarose.  As curvas em preto (�) indicam valores iniciais e as vermelhas (�) indicam 

valores no final dos ciclos de fermentação. Condições de fermentação em cada ciclo: adição de 5 

pulsos decrescente de sacarose a cada 60 minutos, e alto inóculo (33 g.L-1, massa seca). 

Figura 12 – Variações em açúcar residual (A) e etanol (B) durante ciclos sucessivos de fermentação 

com reutilização de células da levedura IQAr/45-1 em batelada alimentada com ajuste de pH após 

cada pulso de sacarose. As curvas em preto (�) indicam valores iniciais e as vermelhas (�) indicam 

valores no final dos ciclos de fermentação. Condições de fermentação em cada ciclo: adição de 5 

pulsos decrescente de sacarose a cada 60 minutos, e alto inóculo (33 g.L-1, massa seca). 
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A figura 12 mostra variações de etanol e açúcar residual total em função do número 

de ciclos sucessivos de fermentação. O açúcar residual (Fig. 12, parte A) foi totalmente 

consumido no final de cada ciclo de fermentação, enquanto que o etanol produzido (Fig. 12, 

parte B) foi praticamente constante durante todos os ciclos, variando de 87,1 ± 5,9 g.L-1 

(1º ciclo) a 83,5 ± 2,5 g.L-1 (8º ciclo).  

Altas concentrações de etanol inibem o crescimento da levedura e a atividade 

fermentativa (Laluce et al., 2009). Portanto para aumentar a viabilidade celular durante a 

fermentação será preciso diminuir a concentração do açúcar, conseqüentemente diminuir a 

concentração de etanol produzido e assim o efeito inibitório do etanol sobre as células, como 

mostraremos a seguir. Nas destilarias brasileiras os reatores são alimentados por melaço ou 

melaço/caldo-de-cana com valores de ART na faixa de 15% a 25% (v.v-1), em um período de 

até 12 horas, sendo que a concentração final de etanol seja da ordem de 8% a 9% (v.v-1). 

Nestes experimentos os valores de etanol final estão na faixa de 11,3 % (v.v-1) o que levou a 

perdas em viabilidade. 

 

4.3.2 - E feito da concentração de açúcar sobre a linhagem IQAr/45-1 em bateladas 

únicas alimentadas por pulsos 

 

Os efeitos da concentração de açúcar em bateladas alimentadas por pulsos 

decrescentes (156 g.L-1 e 180 g.L-1 e a controle 200 g.L-1) de sacarose sobre a produção de 

etanol, viabilidade, biomassa e açúcar residual foram ensaiados, e os resultados estão 

descritos na tabela 8 e figuras 13 e 14.  
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Tabela 8 – Efeitos das diferentes concentrações de sacarose adicionada a bateladas 

alimentadas únicas por pulsos de sacarose em intervalos de 60 minutos (total de 4 horas) e 

com pH reajustado para 4,5 após  cada pulso. 

Alimentação: 5 pulsos contendo concentrações diferentes de sacarose, com intervalos de adição de pulso de 60 

minutos. A quantia de fermento no reator antes da alimentação foi de 4,7% em massa seca (p.v-1) ou 19,8% 

(v.v-1) 
bAcúmulo de Biomassa (%): (Final – Inicial)*100/Inicial   

 

A tabela 13 mostra os efeitos de diferentes concentrações de sacarose sobre as 

variáveis dependentes do processo (viabilidade, biomassa, etanol e ART) e os respectivos 

parâmetros de fermentação: a) o tempo de fermentação aumenta com concentrações de 

sacarose acima de 180 g.L-1; b) a biomassa final aumentou mostrando um valor máximo em 

180 g.L-1 de sacarose (aumento de 19,5%); c) o ART final aumentou com o aumento da 

concentração de sacarose (2,12 ± 0,0 de ART final com 200 g.L-1).  

As figuras 13 e 14 descrevem as curvas de tempo para viabilidade, biomassa, etanol e 

açúcar residual (ART).  As viabilidade (Fig. 13 parte A) caíram discretamente de forma 

independente da concentração inicial de açúcar. A figura 13 (parte B) mostra que houve um 

acúmulo maior de biomassa quando a concentração de sacarose era de 180 g.L-1. Na figura 

13 observa-se que o tempo de fermentação foi menor com 156 g.L-1 e 180 g.L-1 de sacarose, 

enquanto que a maior quantidade de etanol foi obtida com 200 g.L-1.  

Portanto escolheu a concentração de 156g.L-1 de sacarose, por apresentar uma 

concentração de etanol menor (na ordem de 8% a 10 %, v.v-1), e assim amenizar o efeito 

Variáveis da fermentação  
 

Concentração total de sacarose (g.L-1) 
 

156 180 200 
 (Controle) 

Tempo de fermentação (h) 5 5 6 

pH inicial 4,51 4,50 4,52 

pH final 4,46 4,50 4,36 

Viabilidadeinical (%) 98,3 ± 0,4 99,3 ± 0,4 98,7 ± 0,1 

Viabilidadefinal (%) 95,4 ± 0,8 97,4 ± 0,2  96,2 ± 1,1 

Biomassa:    

Inicial (g.L-1) 31,2 ± 0,7 32,3 ± 0,1 31,5 ± 0,5 

Final (g.L-1)                                                  36,4 ± 0,6 38,5 ± 0,4 36,1 ± 1,1 

BiomassaFinal – Inicial  (g.L-1) 
Acúmulo de biomassa (%)b 

5,2 
16,8% 

6,3 
19,5% 

4,6 
14,6% 

[Etanol]final (g.L-1) 80,4 ± 0,5 92,3 ± 0,8 100,5 ± 0,5 

[ART]final (g.L-1) 0,6 ± 0,0 0,98 ± 0,0 2,12 ± 0,0 
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inibitório do etanol sobre as células, diminuindo as perdas em viabilidades durante os ciclos 

sucessivos de fermentação, que são causadas.  
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Figura 13 – Efeito das concentrações de sacarose (����200 g.L-1; ���� 180 g.L-1; � 156 g.L-1, em relação 

ao volume final do meio) sobre as curvas de tempo das variações em viabilidade (parte A) e biomassa 

(parte B). Condições de fermentação em cada ciclo: adição de 5 pulsos decrescente de sacarose a 

cada 60 minutos, alto inóculo (33 g.L-1, massa seca), e ajuste de pH após cada pulso. 

 

Figura 14 – Efeito das concentrações de sacarose (����200 g.L-1; ���� 180 g.L-1; �156 g.L-1, em relação ao 

volume final do meio) sobre as curvas de tempo das variações em açúcar residual (parte A) e etanol 

(parte B). Condições de fermentação em cada ciclo: adição de 5 pulsos decrescente de sacarose a 

cada 60 minutos, alto inóculo (33 g.L-1, massa seca), e ajuste de pH após cada pulso. 
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4.4 – COMPARAÇÃO ENTRE A LEVEDURA IQAR/45-1 E A LEVEDURA COMERCIAL BG1 

DURANTE CICLOS SUCESSIVOS DE FERMENTAÇÃO EM MEIO SINTÉTICO (MS) 

 

 A linhagem híbrida IQAr/45-1 e a linhagem industrial BG1 foram comparadas em 

bateladas alimentadas por pulsos decrescentes de sacarose (156 g.L-1 em relação ao volume 

final de meio) em meio sintético. Os ciclos sucessivos de fermentação foram realizados a 

34°C.  

Em experimentos prévios, foram observados que entre um ciclo e outro de 

fermentação, as células perdiam biomassa e viabilidade. Por este motivo, as células foram 

reativadas, entre um ciclo e outro de fermentação por incubação em meio de reativação (água 

de torneira estéril acrescida de 100 g.L-1 de sacarose e 10 g.L-1 de extrato de levedura) como 

tentativa de recuperar perdas em viabilidade das células e obter aumentos em biomassa. 

 

 

4.4.1 – Curvas de variação em viabilidade, brotamento, biomassa, etanol, proteína total 

e açúcar residual em função do número de ciclos de fermentação realizadas com a 

levedura IQAr/45-1 em meio sintético contendo um total  de sacarose adicionada de  

156 g.L-1 

                                                                                                                                                                          

 A figura 15 mostra as variações de viabilidade, brotamentos, biomassa, proteína total, 

etanol e açúcar residual em função do número de ciclos de fermentação: a) a viabilidade (Fig. 

15, parte A) decresceu de 92,4% para 80,7% no final do 10º ciclo de fermentação, o que 

representa uma queda na ordem de 12,4%. b) a viabilidade dos brotos (Fig. 15, parte B) 

aumentou de 25,3% para 49,0% no final do 10º ciclo indicando um aumento na quantidade de 

brotos viáveis (na ordem 23,7%) maior que a diminuição em viabilidade; c) a biomassa  

(Fig. 15, parte C) não variou, certamente devido ao intenso brotamento; d) a proteína interna 

total (Fig. 15, parte D) manteve-se constante durante os ciclos, sendo maior a quantia no 

final de cada ciclo; e) o açúcar residual (Fig. 15, parte E) foi nulo, enquanto que o etanol 

final (Fig. 15, parte F) foi constante ao longo dos ciclos, como uma média de 75,2 g.L-1 ou  

9,5 % (v.v-1). 
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Figura 15 – Ciclos sucessivos de fermentação com reutilização de células da levedura IQAr/45-1 em 

batelada alimentada por pulsos de sacarose adicionada até um total de 156 g.L-1 e seus efeitos sobre os 

valores iniciais (�) e finais (����) relacionados com: viabilidade (A), brotamento (B), biomassa (C), 

proteína total (D), açúcar residual (E) e etanol (F). Condições de fermentação em cada ciclo: adição 

de 5 pulsos decrescente de sacarose a cada 60 minutos, alto inóculo (33 g.L-1, massa seca), e ajuste de 

pH após cada pulso. 
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4.4.2 – Curvas de variação em viabilidade, brotamento, biomassa, etanol, proteína total 

e açúcar residual em função do número de ciclos de fermentação realizados com a 

levedura comercial BG1, e adição ao meio sintético de uma quantidade total de sacarose 

adicionada de 156 g.L-1 

                                                                                                                                                                          

 A figura 16 mostra as variações de viabilidade, números de brotos, biomassa, 

proteína total, açúcar residual e etanol em função do número de ciclos de fermentação: a) a 

viabilidade (Fig. 16, parte A) decresceu de 99,6% para 87,1% no final do 10º ciclo de 

fermentação, o que representa uma queda na ordem de 12,5%; b) o números de brotos (Fig. 

16, parte B) aumentou de 19,6% para 45,3 % no final do 10º ciclo indicando um aumento na 

quantidade de brotos viáveis (na ordem de 25,8%) maior que a diminuição em viabilidade; c) 

a biomassa (Fig. 16, parte C) aumentou no final de cada ciclo, até o 8º ciclo (ao redor de 3,0 

g.L-1); d) a proteína interna total (Fig. 16, parte D) manteve-se constante durante os ciclos, 

sendo maior a quantia no final de cada ciclo; e) o açúcar residual (Fig. 16, parte E) foi nulo, 

enquanto que o etanol final (Fig. 16, parte F) elevou-se de 57,6 g.L-1 para 82,5 g.L-1 ate o 5º 

ciclo, a partir deste ponto ficando constante até o final do 10º ciclo de fermentação. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Parâmentros de Fermentação e Estabilidade genética ...                                                                Morais, M.R      

79 
 

 

Figura 16 – Ciclos sucessivos de fermentação com reutilização de células da levedura industrial 

BG1 em batelada alimentada por pulsos de sacarose adicionada até um total de 156 g.L-1 e seus efeitos 

sobre os valores iniciais (�) e finais (����) relacionados com: viabilidade (A), brotamento (B), biomassa 

(C), proteína total (D), açúcar residual (E) e etanol (F).  Condições de fermentação em cada ciclo: 

adição de 5 pulsos decrescente de sacarose a cada 60 minutos, alto inóculo (33 g.L-1, massa seca), e 

ajuste de pH após cada pulso. 
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A tabela 9 permite comparar os principais aspectos das figuras 15 e 16, quanto a:  

a) Viabilidade - valores na faixa de 80 % a 87,1% parecem ser valores constantes de um 

equilíbrio entre células vivas e mortas para uma quantia de inóculo 33 g.L-1. Como a 

viabilidade passou a decair a partir do 1º ciclo no caso da levedura BG1, a levedura 

IQAr/45-1 parece mais resistente a perdas em viabilidade.  

b) Brotos viáveis – o número brotamentos elevou com a duas leveduras a partir do  

1º ciclo (tanto inicial quanto final), porém, a elevação do brotamento para a levedura 

BG1 foi gradativa enquanto um brotamento intenso e rápido passou a ocorrer até o  

3° ciclo da fermentação para a levedura IQAr/45-1. 

c) Biomassa – como a quantia de células inoculadas com a levedura BG1 foi maior (da 

ordem de 33,0 g.L-1) que a inoculada no caso da levedura IQAr/45-1 (da ordem de 

28,9 g.L-1), teve-se uma diferença entre a biomassa inicial e final de cada ciclo, da 

ordem de 2,3 g.L-1 para a levedura BG1, e 0,7 g.L-1 para a levedura IQAr/45-1 

d) Proteína total – aumento no final de cada ciclo para ambas as leveduras, sendo 

ligeiramente maior no caso da levedura IQAr/45-1. A levedura IQAr/45-1 obtém uma 

biomassa mais rica em proteína no final do 10° ciclo de fermentação (18,0% de 

proteína ÷ 30,1g.L-1 de biomassa, uma razão proteína e biomassa de 0,6) que a 

levedura BG1 (12,0% de proteína ÷ 31,8 g.L-1 de biomassa, uma razão proteína e 

biomassa de 0,4). Quanto maior o nível de proteína intracelular, maior a resistência 

celular a lise. 

e) Etanol – por fermentar mais rápido a levedura IQAr/45-1 mostrou um valor de  

73,5 g.L-1 de etanol a partir do 1º ciclo, enquanto que a levedura BG1 mostrou um 

etanol menor no 1º ciclo atingindo um valor de 81,3 g.L-1 apenas no 10º ciclo. O nível 

final de etanol de 81,3 g.L-1 foi possível de ser atingido pela levedura BG1 porque a 

fermentação foi mais lenta. 

A conclusão final é que a levedura BG1 fermenta mais lentamente que a levedura 

IQAr/45-1, porém com seu teor de proteína ligeiramente menor. Os cálculos de parâmetros 

cinéticos (velocidade específica de produção de etanol, eficiência e rendimento) poderiam 

elucidar melhor a diferença entre as duas leveduras. 
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Tabela 9 - Comparações das variáveis de fermentação entres as leveduras IQAr/45-1 e a 

levedura industrial BG1 

 

4.4.3 – Curvas de variação de biomassa e viabilidade durante a reativação das células 

no meio de ativação das leveduras IQAr/45-1 e BG1 

A figura 17 mostra os valores iniciais e finais de viabilidade e biomassa em função do 

número dos ciclos de reativação. 

A figura 17 mostra que as leveduras BG1 e IQAr/45-1 tiveram ganhos em biomassa 

durante as reativações de 15 horas realizada a 30°C entre os ciclos de fermentação. A 

levedura IQAr/45-1 mostrou reativação da viabilidade final até o 4º ciclo, e com perdas entre 

o 5º e 6º ciclo, sendo o comportamento contrário observado para a linhagem BG1. A 

recuperação da viabilidade ocorrida com a levedura IQAr/45-1 na fase de reativação não foi 

suficiente para evitar perdas maiores em viabilidade durante os ciclos de fermentação 

(viabilidade inicial no 1° ciclo de 93,8% reduzido a 79,9% no inicio do 10° ciclo, ou seja, 

uma queda da ordem de 14,0%) (ver Fig.17, parte A e C). Com a levedura BG1 a viabilidade 

caiu de 97,9% no 1° ciclo de fermentação para 83,2% no 10º ciclo de fermentação que 

também corresponde a uma queda de 14,6% (ver Fig. 17, parte B e D). Assim, perdas de 

viabilidade ocorreram com as duas leveduras ao longo das fermentações sucessivas, mas a 

diferença entre as perdas com as duas leveduras não parecem significativa em apenas dez 

ciclos de fermentação. 

Comparações entre as linhagens 

Variáveis ao longo dos 
ciclos 

Linhagem IQAR/45-1 Linhagem BG1 

Viabilidade  Perdas até o 5° ciclo chegando a 80% 
no 10° ciclo, perda total de 12,5% 

Perdas a partir do 1° ciclo, atingindo 
um valor constante de 85,9% no 5° 
ciclo, perda total de 12,4% 

Brotos viáveis Elevações até o 10° ciclo (25,3% a 
49,0%), ganho equivalente a 23,7%  

Elevação gradual a partir do 1° ciclo 
(19,8%) até 45,3% (10º ciclo), ganho 
equivalente a 25,8% 

Biomassa 

As biomassas iniciais e finais 
permaneceram constantes ao longo dos 
ciclos, mas com uma elevação média de 
0,7 g.L-1 durante os ciclos 

Biomassa inicial praticamente 
constante ao longo dos ciclos, porém 
com aumentos (ao redor de 2,3 g.L-1) 
na biomassa final de cada ciclo até o 
7°ciclo 

ART final Nulo Nulo 

Etanol Quase constante, variando de 73,5 g.L-1 
no 1º ciclo a 70,4 g.L-1 no 10º ciclo 

Elevou-se de 57,6 g.L-1 (1° ciclo) para 
81,3 g.L-1 no 10° ciclo 

Proteína Total 
Constante ao longo dos ciclos, mas com 
aumentos ao redor de 1,9 vezes entre o 
início e fim de cada ciclo 

Constantes ao longo dos ciclos, mas 
com aumento ao redor de 1,7 vezes 
entre o início e fim de cada ciclo 
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Figura 17 - Efeitos de reativações sucessivas do leite de levedura sobre a viabilidade e biomassa das 

leveduras IQAr/45-1 (“A” e “C”) e BG1 (“B” e “D”) durante a estocagem por 15 horas a 30°C sendo: 

(�) e (�)= valores iniciais do repouso;  (�) e (�) = valores finais do repouso.  

 

 

4.5 – EFEITO DA ELEVAÇÃO DA TEMPERATURA EM CICLOS SUCESSIVOS DE FERMENTAÇÃO A 

37ºC INTERCALADOS POR REATIVAÇÃO DO LEITE DE LEVEDURA 

 

4.5.1 - Ciclos sucessivos de fermentação com um total de 156 g.L-1
 de sacarose adicionada 

ao meio final 

 

Ciclos sucessivos de fermentação realizados com a linhagem IQAr/45-1 em batelada 

alimentada por pulsos tal que uma quantia de 156 g.L-1 de sacarose (em relação ao volume  

final do meio) foi adicionada em intervalos de 60 minutos, com o ajuste de pH a 4,5 após cada 

pulso e uma quantidade de inóculo de 33 g.L-1 (em relação ao volume  final do meio) a 37ºC.  
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A figura 18 mostra as variações em viabilidade, brotos viáveis, biomassa, proteína 

total, açúcar residual (ART) e etanol em ciclos sucessivos com reutilização de células a 37ºC:  

a) a viabilidade (Fig.18, parte A) decresceu de 98,9 % para 69,1% no final do 10º ciclo de 

fermentação (perda na ordem de 29,8%); b) a viabilidade dos brotos (Fig. 18, parte B) 

aumentou de 26,7% para 34,1% no fim do 10º ciclo, ou seja, um aumento do número de 

brotos da ordem de 7,4%; c) a biomassa inicial de cada ciclo (Fig. 18, parte F) manteve-se 

constante ao redor de 32,7 g.L-1, mas com uma elevação no final ao redor de 34,8 g.L-1, ou 

seja, um ganho em cada ciclo na média de 2,0 g.L-1; d) a proteína interna total (Fig. 18,  

parte E) manteve-se constante durante os ciclos, sendo a diferença entre o valor inicial e o 

final em cada ciclo da ordem de 1,7 vezes maior no final do ciclo; e) o açúcar residual  

(Fig. 18, parte C) foi nulo em todos os ciclos, mas devido a rapidez da fermentação o ART 

inicial diminui até o 10º ciclo; f) o etanol final (Fig. 18, parte D) foi constante até o último 

ciclo (10º ciclo) de fermentação; enquanto o etanol inicial da ordem de 7-10 g.L-1 foi devido 

ao etanol formado rapidamente entre o tempo zero e a amostragem realizada após a adição do 

primeiro pulso, e ajuste do pH. 

Tabela 11 mostra comparações entre as variáveis das fermentações da levedura 

IQAr/45-1 nas diferentes temperaturas (34ºC e 37ºC) . 

 

 

Comparações entre temperaturas de fermentação da levedura IQAr/45-1 

Variáveis ao longo dos 
ciclos 

34ºC 37ºC 

Viabilidade  Perdas até o 5° ciclo chegando a 80% no 
10° ciclo 

Perdas ao longo de todos os ciclos 
chegando a um valor de 69,1% de 
viabilidade no final do 10º C 

Brotos viáveis Elevações até o 10° ciclo (25,3% a 
49,0%), ganho equivalente a 23,7%  

Elevações até o 5° ciclo (26,7% a 
34,1%), porém com ganho total 
equivalente a 7,4% até o 10º ciclo 

Biomassa 

As biomassas iniciais e finais 
permaneceram constantes ao longo dos 
ciclos, mas com uma elevação média de 
0,7 g.L-1 durante os ciclos 

As biomassas iniciais e finais 
permaneceram constantes ao longo dos 
ciclos, mas com uma elevação média de 
2,0 g.L-1 durante os ciclos 

ART final Nulo Nulo 

Etanol Variando de 73,5 g.L-1 no 1º ciclo e 
 70,4 g.L-1 no 10º ciclo 

Variando de 79,9 g.L-1 no 1º ciclo e 
75,2 g.L-1 no 10º ciclo 

Proteína Total 
Valores constante ao longo dos ciclos, 
mas com aumento ao redor de 1,9 vezes 
entre o início e fim de cada ciclo 

Sem variações ao longo dos ciclos, mas 
com aumento de 1,7 vezes, entre o 
início e fim de cada ciclo 
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A tabela 11 mostra que a elevação da temperatura prejudicou apenas a viabilidade 

durante os ciclos de fermentação, e ligeiramente o número de brotos. Um surpreendente 

aumento de biomassa no final de cada ciclo de fermentação a 37ºC foi observado. Isto pode 

ser explicado pela reativação que precedeu cada ciclo de fermentação. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18 – Ciclos sucessivos de fermentação a 37ºC com reutilização de células da levedura 

IQAr/45-1 em batelada alimentada por pulsos de sacarose adicionada até um total de 156 g.L-1 e seus 

efeitos sobre os valores iniciais (�) e finais (����) relacionados com: viabilidade (A), brotamento (B), 

biomassa (C), proteína total (D), etanol (E) e açúcar residual total–ART (F). Condições de 

fermentação em cada ciclo: adição de 5 pulsos decrescente de sacarose a cada 60 minutos, alto 

inóculo (33 g.L-1, massa seca), e ajuste de pH após cada pulso. 

 

4.5.2 - Curvas de variação de biomassa e viabilidade durante a reativação das células da 

levedura IQAr/45-1 no meio de reativação 

 

A figura 19 (parte A) mostra queda tanto de viabilidade inicial quanto final nos três 

primeiros ciclos de ativação. A partir deste ciclo, observou-se um aumento da viabilidade 
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durante os tratamentos sucessivos de reativação, ou seja, um aumento de 7,8% a 9,4% de 

viabilidade no 5º e 6º ciclo respectivamente, e com aumento de 2% a 4% no decorrer dos 

outros ciclos de reativação. Por outro lado, observa-se um aumento de viabilidade da 

biomassa de células que saiu dos reatores (biomassa inicial) indicando uma adaptação da 

população de células durante as fermentações sucessivas. 

Na figura 19 (parte B) observa-se aumentos de biomassa final em todos os 

tratamentos de reativação, sendo que esta reativação adquire valores máximos a partir do  

4º ciclo de ativação (ganhos médios na ordem de 3,8 g.L-1 considerando a massa no início da 

reativação ao redor de 26,5 g.L-1). A figura 15 (parte C) mostra um aumento bem menor em 

biomassa (2,5 g.L-1) durante as reativações em fermentações sucessivas a 34ºC. Parece que as 

células mais estressadas respondem melhor ao tratamento de reativação. O mesmo foi 

observado com relação a viabilidade quando se compara a figura 15 (parte B) com a figura 

19 (parte B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19 - Efeitos de reativações entre ciclos sucessivos de fermentação a 37ºC e adição de 156 g.L-1 

de sacarose sobre a viabilidade (A) e quantidade de biomassa (B) da levedura IQAr/45-1durante a 

estocagem por do leite de levedura por 15 horas a 30°C, sendo: (�) valores iniciais do repouso; (�) 

valores finais do repouso 
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4.6 – DEFICIÊNCIAS NUTRICIONAIS DO MEIO MÍNIMO (MS) EM FERMENTAÇÕES COM ALTAS 

DENSIDADES DE CÉLULAS  

 

4.6.1 – Efeito sobre a viabilidade e biomassa para a levedura IQAr/45-1 em batelada 

simples realizada em mini-reatores e Erlenmeyers 

 

O desempenho do meio sintético contendo 200 g.L-1 de sacarose adicionada a pH 4,5, 

foi comparado em batelada simples realizada em Erlenmeyers agitados, e nos mini-reatores 

do sistema de fermentação (melhor controle de temperatura, pH e de agitação).  

A figura 20 mostra maiores quedas de viabilidade e biomassa em função do tempo 

em Erlenmeyers do que em mini-reatores. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20 – As curvas de viabilidade (�) e biomassa (����) em função do tempo de fermentação com a 

levedura IQAr/45-1 em batelada simples a 34ºC em meio sintético contendo 200 g.L-1 de sacarose, 

foram realizadas da seguinte forma:  em mini-reator (A) e Erlenmeyers agitados (B). 
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Podemos observar na figura 20 que nos cultivos em Erlenmeyers agitados (B) a 

viabilidade foi de 63% após 8 horas enquanto que no fermentador (A) foi de 83,3%. Quanto á 

biomassa, houve perdas acima de 5 horas de fermentação no Erlenmeyers (B), ao passo que 

no reator (A) houve um máximo de acúmulo de biomassa entre 3-7 horas. Assim, o melhor 

controle de temperatura e agitação nos reatores permitiu minimizar as perdas em viabilidade 

e evitar a perda de biomassa por mais tempo. As condições usadas nos Erlenmeyers agitados 

estimulam o crescimento à custas de maiores perdas em viabilidade. Por outro lado, como a 

queda de viabilidade foi maior em sistema de batelada simples agitada em Erlenmeyers, este 

nos pareceu o processo mais drástico no qual os efeitos da adição de nutrientes seriam 

melhores observados. 

 

4.6.2 – Alterações na composição do meio mínimo (MS) em batelada simples realizada 

em Erlenmeyers 

 

A tabela 12 mostra a fermentação em batelada simples em Erlenmeyers, utilizando 

33 g.L-1 de inoculo, 200 g.L-1 de sacarose a 34ºC, sob agitação de 125 rpm, onde se 

determinou as melhores concentrações das fontes de nitrogênio, fosfato de amônio e 

magnésio sobre a viabilidade e biomassa no processo. Os ensaios de biomassa e viabilidade 

foram feitos em um tempo de 12 horas, onde as perdas em biomassa e viabilidade são mais 

drásticas.  

A tabela 13 mostra os efeitos da alteração na concentração das soluções usadas no 

preparo do meio mínimo (MS) sobre a viabilidade e biomassa após 8 horas de fermentação 

em batelada simples realizadas em Erlenmeyers agitado (125 rpm) contendo 200 g.L-1 de 

sacarose adicionada e 33 g.L-1 de inóculo a 34ºC.  

A tabela 14 demonstra o estudo realizado sobre o efeito do sulfato de zinco e do  

di-amônio fosfato (DAP) sobre a manutenção da viabilidade e da biomassa em batelada 

simples realizadas em Erlenmeyers agitado (125 rpm) contendo 200 g.L-1 de sacarose 

adicionada e 33 g.L-1 de inóculo a 34ºC.  
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Tabela 12 - Efeito da alteração na concentração das fontes de nitrogênio, fosfato e magnésio 

do meio MS sobre a viabilidade e biomassa em processo de batelada simples após 12 horas 

de fermentação em Erlenmeyers agitado  

 

 

Condições da fermentação: batelada simples com adição de 200 g.L-1 de sacarose, 33 g.L-1 de 

inoculo a 34ºC 
bAcúmulo de Biomassa (%): (Final – Inicial)*100/Inicial  

 

A tabela 12 mostra que o meio mínimo é deficiente em sulfato de amônio (ganho 

26,1%) e fosfato de potássio (ganho 12,8%) para biomassa. A perda de viabilidade após  

12 horas de fermentação foi drástica em todos os casos. 

Outra tentativa (Tab. 13) consistiu em dobrar os componentes do meio. O aumento da 

concentração de todos os componentes do meio mínimo (MS) de 1,5 a 2 vezes não levou a 

Meio MS Viabilidade (%) Biomassa (g.L-1) 

Suplementos 
modificados 

Suplementação 
Inicial Final Inicial Final 

(acúmulo, %)b (antes) 
g.L-1 

(após) 
g.L-1 

MS Controle - - 92,9 ± 1,7 7,9 ± 0,9 30,8 ± 1,6  
33,9 ± 0,6     
(+9,3%)       

(NH4)2SO4 

1,32  1,6  92,0 ± 0,9 24,2 ± 3,2 26,6 ± 1,7 
36,0 ± 0,6        
(+26,1%) 

1,32  2,0   96,0 ± 0,3 24,4 ± 2,1 29,7 ± 1,4 
32,8 ± 2,2 
(+9,7%) 

K2HPO4 

0,85  1,0  94,9 ± 0,0 21,7 ± 0,7 29,7 ± 0,9 
33,1 ± 1,7        
(+10,5%) 

0,85  1,3  93,7 ± 3,5 22,7 ± 0,3 29,2 ± 0,9 
33,5 ± 0,6        
(+12,8%) 

MgSO4 . 7H2O 0,5  0,7  92,6 ± 1,2 23,3 ± 4,0 29,9 ± 1,2 
31,5 ± 1,7 
(+5,2%) 
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nenhuma melhora. Porém, a tabela 13 mostra que o meio MS também é deficiente em 

ergosterol. A perda de viabilidade (Tab. 13) ocorreu em todos os casos. 

Assim, as tabelas 12 e 13 permitem concluir que a variação nas quantidades dos 

componentes do meio sintético bem como dos suplementos não evitaram as perdas em 

viabilidade.  

A literatura (ZAO et al., 2008) descreve que o zinco é um protetor da viabilidade 

celular durante a fermentação, e por outro lado a indústria utiliza di-amônio fosfato (DAP) 

como fonte de nitrogênio e fosfato. Por esta razão foi decidido aumentar a concentração de 

zinco e adicionar DAP ao meio mínimo para acompanhar os efeitos sobre a viabilidade e 

biomassa (Tab. 14). A Tabela 14 mostra que nenhum aumento significativo foi observado 

em viabilidade final. Com base na tabela 13, realizamos as mesma adições ao meio MS 

contendo solução de sais duas vezes concentradas. Porém efeitos significativos em biomassa 

final também não foram observados (Tab. 10). 

A figura 21 contém as curvas de biomassa e viabilidade da levedura IQAr/45-1 em 

função do tempo, utilizando-se o meio mínimo simples (MS) e o meio mínimo (MS) duas 

vezes concentrado para fermentação em batelada simples após as seguintes modificações: a) 

meio MS (controle); b) meio MS contendo sulfato de zinco (0,012 g.L-1); c)  meio MS 

contendo ZnSO4 (0,012 g.L-1) e DAP (1%); d) meio MS contendo solução de sais [2x]; e) 

meio MS contendo solução de sais [2x] e ZnSO4 (0,012 g.L-1); f) meio MS contendo sais [2x], 

ZnSO4 (0,012 g.L-1) e DAP (1%). Apesar das modificações realizadas no meio simples figura 

21 (parte A), grandes perdas em viabilidade foram observadas a partir de 4 horas de 

fermentação em todos os casos. Por outro lado, a suplementação aumentou a biomassa 

mostrando um máximo em 6 horas de fermentação. As adições realizadas no meio MS 

concentrado levaram a menores ganhos em biomassa. Assim, a escolha de 12 horas de 

fermentação para comparar as diversas suplementações (Tab. 12, 13 e 14) não foi uma boa 

escolha. 
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Tabela 13 – Efeito da alteração na concentração das soluções usadas no preparo do meio 

mínimo (MS) sobre a viabilidade e biomassa após 8 horas de fermentação em Erlenmeyers 

agitado contendo 200 g.L-1 de sacarose adicionada  

 

Soluções concentradas (vezes) 
adicionadas ao meio MS 

Viabilidade (%) Biomassa (g.L-1) 

Inicial Final Inicial 
(100%) 

Final 
(acúmulo, %)* 

MS 96,4 ± 0,1 71,7 ± 0,3 30,8 ± 1,6  
33,9 ± 0,6   
    (+9,3%)       

MS + minerais traçosb (2x) 98,1 ± 0,0 75,8 ± 1,1 26,6 ± 1,7 
36,0 ± 0,6        
(+26,1%) 

MS + vitaminasc (2x) 98,4 ± 1,4 87,4 ± 0,9 29,7 ± 1,4 
32,8 ± 2,2  
(+9,7%) 

MS + ergosterol (2x) 98,9 ± 0,8 75,4 ± 1,2 29,7 ± 0,9 
33,1 ± 1,7        
(+10,5%) 

MS + saisa (2x) 98,3 ± 1,1 80,2 ± 2,0 29,2 ± 0,9 
33,5 ± 0,6        
(+12,8%) 

MS (2x)   98,3 ± 1,6 70,1 ± 2,4 29,9 ± 1,2 
31,5 ± 1,7  
(+5,2%) 

MS (1,5x) 97,1 ± 1,5 44,1 ± 0,7 35,6 ± 1,2 
39,1 ± 0,3          
(+8,9%) 

 

 
 

aComponentes da solução de sais: (NH4)2SO4, K2HPO4, KH2PO4, MgSO4 . 7H2O, CaCl2 . 7H2O, 

NaCl; bComponentes da solução de minerais traços: ZnSO4 . 7H2O, H3HO3, KI, MnSO4 . H2O, 

CuSO4 . 5H2O, Na2MoO4 . 2H2O, CoCl . 6H2O, FeCl3.;  
CComponentes da solução de vitaminas: Biotina, Pantotenato de Ca, Ácido fólico, Myo-inositol, 

Niacina, Ácido p-aminobenzóico, Piridoxina, Riboflavina, Tiamina. 

Condições da fermentação: batelada simples com adição de 200 g.L-1 de sacarose, 33 g.L-1 de 

inóculo a 34ºC 
*Acúmulo de Biomassa (%): (Final – Inicial)*100/Inicial  
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Tabela 14 - Efeito da suplementação do meio MS com sulfato de zinco e DAP sobre a 

viabilidade e biomassa após 8 horas de fermentação em processo de batelada simples 

realizada Erlenmeyers, com adição de 200 g.L-1 de sacarose  

 

MS Viabilidade (%) Biomassa (g.L-1) 

Meios Suplementos Concentração Inicial Final Inicial 
Final 

(acúmulo, %)b 

MS  

Sem - 99,2 ± 0,4 62,3 ± 0,9 33,7 ± 0,6 
33,5 ± 0,3  
 (-0,6%)       

ZnSO4 . 7H2O 0,012 g.L-1 99,1 ± 0,0 69,7 ± 2,4 34,4 ± 0,3 
33,7 ± 1,4 
 (-1,8%) 

 
ZnSO4 . 7H2O 

+ 
DAP 

 
0,012 g.L-1 

+ 
1% 

99,2 ± 0,5 65,2 ± 2,1 32,8 ± 0,7 
35,2 ± 0,6 
 (+6,7%) 

MS [2x]  

Sem - 99,2 ± 0,4 68,8 ± 0,3 33,8 ± 0,1 
36,9 ± 0,1        
(+8,3%) 

ZnSO4 . 7H2O 0,012 g.L-1 98,9 ± 0,7 69,7 ± 0,5   32,4 ± 0,1 
29,0 ± 0,6 
 (-11,6%) 

 
ZnSO4 . 7H2O 

+ 
DAP 

 
0,012 g.L-1 

+ 
1% 

99,3 ± 0,3 72,3 ± 3,2 33,4 ± 0,4 36,0 ± 0,3         
(+7,1%) 

 

 

 

DAP: di-amônio fosfato 

Condições da fermentação: batelada simples com adição de 200 g.L-1 de sacarose, 33 g.L-1 de 

inoculo a 34ºC 
bAcúmulo de Biomassa (%): (Final – Inicial)*100/Inicial   
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Figura 21 – Curvas de tempo de biomassa e viabilidade obtidas com a levedura IQAr/45-1 em MS 

controle (A) e MS concentrado 2 vezes (B) após as seguintes suplementações: as curvas em preto (�) 

indicam o experimento controle (MS); as em vermelho (����) indicam a adição de ZnSO4 (0,012 g.L-1);  

as em azuis (����) indicam adição de ZnSO4 (0,012 g.L-1) e DAP (1%); as curvas em azul escuro (�) 

indicam o MS contendo solução de sais [2x]; as curvas em rosa (����) indicam o meio MS contendo 

solução de sais [2x] e ZnSO4 (0,012 g.L-1); as em verde (����) indicam o MS contendo solução de sais 

[2x] , ZnSO4 (0,012 g.L-1) e DAP (1%). Condições das fermentações: batelada simples, utilizando 

200 g.L-1 de sacarose adicionada e inoculo de 33 g.L-1, a 34ºC 
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4.6.3 – Efeito da suplementação nutricional em batelada alimentada por pulsos de 

sacarose em mini-reatores 

 

 Com base na figura 21 o efeito da suplementação no meio sintético (MS) sobre a 

fermentação (Tab. 15) em batelada alimentada por pulsos de sacarose foi estudado da 

seguinte forma: a) meio sintético normal acrescido de sulfato de zinco (0,012 g.L-1); b) meio 

sintético normal acrescido de sulfato de zinco (0,012 g.L-1) e DAP (1%); c) meio sintético 

duas vezes concentrado, acrescido de sulfato de zinco (0,012 g.L-1) e DAP (1%). Estas 

concentrações foram avaliadas em processo de batelada alimentada sem que ocorressem 

melhoras (nem em viabilidade nem em biomassa) em relação ao meio sintético simples 

(controle).  

 A tabela 15 mostra que as suplementações não alteraram o tempo de fermentação, 

mas a viabilidade final manteve-se alta nas três condições, sendo este o resultado esperado. 

Além disto, a suplementação com DAP levou a uma biomassa maior em MS simples, do que 

em meio MS duas vezes concentrado. Isto será comprovado com a realização de ciclos 

sucessivos de fermentação. 

A tabela 15 mostra que os suplementos (sulfato de zinco e DAP) levaram a poucas 

perdas em viabilidade após 6 horas de fermentação. A tabela também mostra que houve 

aumento significante, para a biomassa em todos os casos. Os maiores aumentos de biomassa 

ocorreram no meio MS sem aditivos e no meio contendo DAP e sulfato de zinco. A 

viabilidade não variou com a suplementação. A eficácia das suplementações nutricionais só 

será comprovada, de forma definitiva, em ciclos sucessivos de fermentação. 
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Tabela 15 – Efeito da suplementação do meio sintético com sulfato de zinco e DAP sobre as 

medidas e parâmetros do processo, em batelada alimentada por pulsos de sacarose a 34ºC 
 A  

 

Alimentação: 5 pulsos de sacarose contendo 200 g.L-1 em relação ao volume final de meio, em 

intervalos de 60 minutos, com pH ajustado para 4,5 após cada pulso. A quantia de fermento no reator 

antes da alimentação foi de 4,7% em massa seca (p.v-1) ou 19,8% (v.v-1) 
bAcúmulo de Biomassa (%): (Final – Inicial)*100/Inicial   
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Variáveis da fermentação  
 

Suplementos 
 

MS 
(controle) 

MS + Zinco + 
DAP 

MS [2x] + 
Zinco + 

DAP  

Tempo de fermentação (h) 6 6 6 

pH inicial 4,50 4,50 4,60 

pH final 4,69 4,57 4,62 

Viabilidadeinical (%) 96,7 ± 2,3 97,1 ± 0,5 96,9 ± 0,8 

Viabilidadefinal (%) 93,4 ± 0,1 93,5 ± 0,4 95,7 ± 3,8 

Biomassa:    

Inicial (g.L-1) 37,3 ± 0,2 35,8 ± 0,7 37,5 ± 1,2 

Final (g.L-1)                                                     41,4 ± 0,4 43,6 ± 0,7 44,1 ± 0,1 

BiomassaFinal – Inicial  (g.L-1) 
Acúmulo de biomassa (%)b 

4,1 ± 0,5 
(10,9%) 

7,7 ± 0,8 
(21,6%) 

6,6 ± 1,2 
(17,5%) 

[Etanol]final (g.L-1) 106,2 ± 3,2 105,0 ± 1,6 106,2 ± 0,5 

[ART]final (g.L-1) 0,5 ± 0,0 0,7 ± 0,0 0,7 ± 0,0 
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O objetivo do presente trabalho consistiu em estabelecer condições para realizar ciclos 

sucessivos de fermentação sem perdas de viabilidade, com aumentos de biomassa no final de 

cada ciclo de fermentação e conversão de todo açúcar em etanol. 

 

5.1 – Experimentos utilizando um único ciclo de fermentação 

5.1.1 - Quanto ao tamanho do inóculo e a estratégia na alimentação - A melhor estratégia 

consistiu em utilizar inóculo de 33 g.L-1 e intervalos entre pulsos de sacarose de 60 minutos. 

Um inóculo menor levou a maiores perdas em viabilidade e menor quantidade na biomassa 

final. Parece que a aceleração da velocidade de fermentação causou queda em viabilidade, 

apesar do aumento no tempo de fermentação em 1 hora.  

 

5.1.2 – Estratégias de controle do pH durante o processo de fermentação em batelada 

alimentada -  os melhores resultados foram obtidos quando o pH foi ajustado  para 4,5 após 

a adição de cada pulso de sacarose. 

 

5.1.3 – Efeito da concentração de açúcar sobre bateladas únicas alimentadas por pulsos 

de sacarose utilizando-se a linhagem IQAr/45-1 – a melhor concentração de sacarose foi 

180 g.L-1 com a qual se obteve maior valor em biomassa final. Houve perdas insignificativas 

de viabilidade em todos as condições. A utilização de 156g.L-1 de sacarose foi escolhida, por 

apresentar uma concentração de etanol menor, e assim amenizar o efeito inibitório do etanol 

sobre as células.  

 

5.2 – Estabelecimento de um meio de ativação do leite de levedura a ser usados entre 

ciclos sucessivos de fermentação – o leite de levedura contendo 10 g.L-1 de extrato de 

levedura e 100 g.L-1 de sacarose mostrou um ganhos em biomassa até 4 horas de incubação, 

sendo que a biomassa manteve-se constante até 14 horas a 30 ºC. 

 

5.3 – Experimentos utilizando ciclos sucessivos de fermentação a 34ºC intercalados por 

reativação do leite de levedura  

5.3.1- Ciclos sucessivos de fermentação com 200 g.L-1
 de sacarose no meio final – houve 

perdas significativas de viabilidade celular indicando ser necessário diminuir a concentração 

de açúcar para obter um etanol final mais baixo, e assim minimizar seu efeito sobre as 

células.  
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5.3.2 - Comparação entre a levedura industrial BG1 e a levedura IQAr/45-1 em ciclos 

sucessivos de fermentação com a adição de 156 g.L-1de sacarose – a levedura BG1  

fermenta mais lentamente que a levedura IQAr/45-1, porém o seu teor de proteína interna foi 

ligeiramente menor. As viabilidades nos últimos ciclos de fermentação foram equivalentes 

para ambas as leveduras, mas o brotamento for mais rápido para a levedura IQAr/45-1. 

Apesar do inóculo da levedura BG1 ser maior não houve diferença significativa entre as 

biomassas no final de cada ciclo de fermentação. 

 

5.4 – Experimentos utilizando ciclos sucessivos de fermentação a 37ºC intercalados por 

reativação do leite de levedura para a levedura IQAr/45-1 

Ciclos sucessivos de fermentação com 156 g.L-1
 de sacarose no meio final – o 

comportamento observado foi semelhante ao observado a 34ºC, no entanto houve um 

surpreendente aumento de biomassa no final de cada ciclo de fermentação a 37ºC. Houve um 

maior prejuízo em relação à perda de viabilidade nesta temperatura. 

 

5.5 - Buscas de deficiências nutricionais em meio mínimo durante fermentações 

realizadas em Erlenmeyers agitados (125 rpm)  

O meio mínimo (MS) mostrou deficiência nutricionais em fermentações com altas 

densidades de células, pois levou a quedas em viabilidade e biomassa. O MS simples 

mostrou-se deficiente em sulfato de amônio, fosfato e ergosterol. No entanto o meio MS duas 

vezes concentrado apresentou piores resultados em viabilidade e biomassa. A suplementação 

do meio MS simples com sulfato de zinco e di-amônio fosfato (DAP) levou aumentos em 

biomassa com máximo em 6 horas, mas nenhum aumento foi observado em viabilidade final. 

 

5.6 – Utilização do meio suplementado com sulfato de zinco e DAP em batelada 

alimentada por pulso  

 A estratégia de alimentação evitou perdas de viabilidade durante o processo, com 

aumentos em biomassa final. Espera-se poder dispensar as reativações entre os ciclos de 

fermentação utilizando-se este meio suplementado. 
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ANEXO 1 -   

  

Curva Padrão de Biomassa 

(Espectrofotômetro Visível) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 22 - Curva-padrão para a relação de biomassa seca da levedura IQAr/45-1 com valores de 

absorbância. O coeficiente de correlação para a reta (y = a+b.x) foi de 0,9966, o coeficiente angular a 

foi de 2,44503 e o fator de correlação absorbância em biomassa seca (F) foi de 0,409 para o 

espectrofotômetro BIOESPECTRO modelo SP-22. As células foram propagadas em meio sintético 

(THOMAS; HYNES; INGLEDEW, 1998) contendo 100 g.L-1 de sacarose e enriquecido com  

20 g.L-1 de extrato de levedura. 
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ANEXO 2 -   

 

 

Curva Padrão de Glicose 0,2% 

(Espectrofotômetro Visível) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

Figura 23 - Curva de solução de glicose 0,2% para a dosagem do açúcar residual pelo método de 3,5 

DNS (MILLER, 1959). A regressão linear da curva y = a + b.x mostrou o seguinte: coeficiente 

angular b = 15,89474, fator de correlação da reta (R2 = 0,99904) e fator de conversão de absorbância 

em concentração de açúcares redutores (F = 0,063) para o espectrofotômetro BIOESPECTRO (SP-22), 

destinada a correlacionar a concentração de glicose e absorbância dos hidrolisados.  
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ANEXO 3 -   

 

 

 
Curva Padrão de Proteína (Albumina 1,0%) 

(Espectrofotômetro Visível) 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 24- Curva-padrão de solução de soro albumina bovina para a dosagem do de proteína total 

pelo método do Biureto (ROBYT; WHITE, 1987). A regressão linear da curva y = a + b.x mostrou o 

seguinte: coeficiente angular b = 0,08725, fator de correlação da reta (R2 = 0,998) e fator de conversão 

de absorbância em concentração de proteína (F = 0,115) para o espectrofotômetro BIOESPECTRO 

(SP-22). 
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ANEXO 4 -   

 

Curva Padrão de Trealose  

(Espectrofotômetro UV-Visível) 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 25 - Curva-padrão de solução de glicose para a dosagem de trealose. A regressão linear 

da curva y = a + b.x mostrou o seguinte: fator de correlação da reta (R2 = 0,999) e fator de 

conversão de absorbância em concentração de trealose (F = 0,485) para o espectrofotômetro 

FEMTO, modelo B 382. 
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