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CARACTERIZACAO DAS CONDICOES FERMENTATIVAS DA LEVEDURA Pichia
membranifaciens PARA PRODUCAO DE ETANOL DE SEGUNDA GERACAO

RESUMO - Tecnologias desenvolvidas na ultima década tornaram viavel o uso de
materiais lignocelulésicos para produgcdo de etanol. Entretanto para aumento do
rendimento fermentativo sdo necessarias algumas melhorias, entre elas destaca-se a
busca por novos microrganismos capazes de fermentar agicares com cinco carbonos.
Neste sentido, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia do pH,
temperatura e suplementagdo de nutrientes sobre a fermentacdo de pentoses e
hexoses por Pichia membranifaciens LJO4 em mostos sintéticos e comparar 0
desenvolvimento de processos fermentativos conduzidos em licores sintéticos e licor
hemiceluldsico concentrado e destoxificado nas condi¢cdes fermentativas ideais. No
primeiro ensaio, 0s tratamentos principais foram caracterizados pelas temperaturas
32°C, 37°C e 40°C nos pHs 3,5, 4,0 e 4,5 e os secundarios pelos tempos 0, 6, 12 e
24h. No segundo ensaio, 0s tratamentos principais foram caracterizados pela
suplementacdo com N, P, K, Mg, Mn e Zn associados e isolados e os secundarios
pelos tempos 0, 6, 12 e 24 h. Para o terceiro ensaio, 0s tratamentos principais foram
caracterizados pelos mostos sintéticos com diferentes suplementacfes de nutrientes
e licor hemicelul6sico concentrado e destoxificado e os secundarios pelos tempos 0,
6, 12, 24, 48 e 72 h. Estabeleceu-se neste estudo que os parametros ideais para
producédo de etanol foram temperatura de 32°C e pH 4,5, nestas condi¢coes obteve-
se altas taxas de viabilidade celular, indice de brotamento e viabilidade dos brotos e
a maior concentracdo de etanol apos o periodo de 24h do processo fermentativo. A
presenca de nitrogénio, fésforo, potassio, magnésio, manganés e zinco mostraram-se
essenciais para conservacao e crescimento das células de leveduras e alta producao
de etanol. O trabalho mostrou que é possivel a producdo de etanol por Pichia
membranifaciens em mostos sintéticos e licor hemiceluldsico. O licor hemicelulésico
foi o tratamento que obteve o maior consumo de xilose ao longo das 72h do processo
fermentativo.

Palavras-Chave: Hidrolisado, Licor hemicelulésico, Licor sintético, Pentose, Pichia

spp.



CHARACTERIZATION OF FERMENTATIVE CONDITIONS OF YEAST Pichia
membranifaciens FOR SECOND GENERATION ETHANOL PRODUCTION

ABSTRACT - Technologies developed in the last decade have made the use of
lignocellulosic materials viable for ethanol production. However, to increase the
fermentative yield some improvements are necessary, through the search of new
microorganisms with the ability to ferment sugars with five carbons. Thus, the present
research evaluated the influence of pH, temperature and nutrient supplementation on
the fermentation of pentoses and hexoses by Pichia membranifaciens LJ04 in
synthetic medium and to compare the fermentative processes in synthetic hydrolysate
and hemicellulosic hydrolysate (detoxified) in optimum fermentative conditions. In the
first trial, the main treatments were the temperature 32°C, 37°C and 40°C at pHs 3.5,
4.0 and 4.5 and the secondary treatments the times 0, 6, 12 and 24 hours. In the
second trial, the main treatments were nutrient supplementation with N, P, K, Mg, Mn
and Zn associated and isolated and the secondary treatments the times 0, 6, 12 e 24
h. For the third trial, the main treatments were the synthetic medium with different
nutrient supplements and hemicellulosic hydrolysate (detoxified), and secondary
treatments to the times 0, 6, 12, 24, 48 and 72 h. It was established in this study that
the ideal parameters for ethanol production were a temperature of 32 ° C and pH 4.5,
with these conditions it was obtained high rates of cell viability, budding rate, and bud
viability, and the highest concentration of ethanol after the 24 hours of the fermentation
process. The presence of nitrogen, phosphorus, potassium, magnesium, manganese
and zinc was essential for the conservation and growth of yeast cells and high ethanol
production. The work showed that it is possible to produce ethanol by Pichia
membranifaciens in synthetic medium and hemicellulosic hydrolysate. The
hemicellulosic hydrolysate was the treatment that obtained the highest consumption of
xylose during the 72 hours of the fermentation process.

Keywords: Hydrolysate, Hemicellulosic Liquor, Synthetic Liquor, Pentose, Pichia spp.
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Figura 18. Concentracdo de acido acético ao longo do processo fermentativo. M1—
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1. INTRODUCAO

O etanol possui grande importancia para a economia brasileira, pois, além de
possuir diversas aplicacfes industriais, apresenta-se como uma alternativa energética
viavel para a substituicdo gradativa do uso do petréleo. Destaca-se que sua aplicagdo
em motores de explosédo contribuiu para a ascensdo do mercado de combustiveis
renovaveis e no estabelecimento de industrias quimicas de base sustentadas pelo uso
de biomassa de origem agricola (Chieppe Junior, 2012).

Nas ultimas quatro décadas, o Brasil se tornou o segundo maior produtor de
etanol do mundo através da adocao de estratégias de expansao de producdo a partir
da cana-de-acucar (Silva, 2017), entretanto este crescimento ndo sera o suficiente
para atender a futura demanda de exportacdes, havendo a necessidade de
implementacg&o de outras matérias-primas e tecnologias.

Visando o aumento do volume de etanol produzido sem que haja a necessidade
da expansao de terras cultivaveis, a utilizacdo de biomassas lignoceluldsicas para
producdo deste biocombustivel surge como uma atividade promissora. A adocao da
utilizacdo do bagaco e palha de cana-de-acUcar podera suprir a demanda necessaria
para atender o mercado interno e externo (Silva, 2017).

Denominado etanol de 22 geracdo, este biocombustivel ja possui tecnologias
de tratamento para quebra da estrutura complexa do bagaco (celulose, hemicelulose
e lignina) (Ferreira, 2015) que liberam pentoses como D-xilose e L-arabinose; e
hexoses como D-glicose, D-manose e D-galactose (Tomas-Pej6 et al., 2014). Apés a
liberacdo destes acucares, as leveduras sdo capazes de realizar 0 processo
fermentativo.

A fermentacgéo é a etapa na qual ocorre a conversdo do substrato (mosto) em
etanol e outros compostos indesejados por intermédio de reacfes metabolicas
realizadas por microrganismos (De Sousa e Monteiro, 2011). Entretanto a levedura
Saccharomyces cerevisiae, utilizada nos processos de producéo de etanol de 12
geracdo, ndo é capaz de metabolizar agicares com cinco carbonos (Dos Santos,
2012). Desta forma, a busca por microrganismos capazes de realizar a fermentacao

de pentoses torna-se necessaria.
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De acordo com registros da literatura hd um grande nimero de leveduras que
metabolizam xilose. Entretanto somente cerca de 1% delas séo capazes de fermentar
xilose em etanol (Hahn-Hagerdal et al., 2007), dentre estas destaca-se Pichia
membranifaciens. Amplamente distribuida na natureza, é considerada um
microrganismo de degradacdo de alimentos e bebidas, sendo encontrada em
materiais vegetais, frutas em estado de deterioracdo e bebidas fermentadas
(Kurtzman, 2011). Este microrganismo também foi identificado como parte da
microbiota de processos de fermentacéo espontanea de alimentos (Suranska et al.,
2012; Wu et al., 2013; Pereira et al., 2015, Benitez-Cabello et al., 2015; You et al.,
2016; Stefanini et al., 2016; Grounta et al., 2016). Entretanto registros referentes a sua
utilizacao para fermentacdo de mosto hidrolisado hemicelulésico para a producéo de
etanol 2G sé@o escassos na literatura.

Para que processos com novos microrganismos isolados obtenham alta taxa
de rendimento é necessario a realizacdo de estudos para estabelecer as condi¢bes
fermentativas que garantam que as leveduras consigam produzir concentracdes altas
de etanol sem que haja um alto indice de mortalidade das células. Dentre os fatores
que afetam diretamente o processo fermentativo destaca-se pH, temperatura e
nutrientes (De Sousa e Monteiro, 2011).

O pH tem grande influéncia nas fermentacgdes industriais, devido ao controle da
contaminacgdo bacteriana e ao seu efeito no crescimento das leveduras, sendo em
geral encontrados pHs ideais para leveduras na faixa de 4,5 a 5,0 (Chieppe Junior,
2012).

A temperatura é um dos fatores mais importantes da fermentagéo. O estudo e
conhecimento desta grandeza é de suma importancia, pois exerce efeitos no
crescimento, viabilidade, metabolismo e fermentacdo (Souza, 2009).

Como qualquer outra forma de vida, as leveduras necessitam de determinados
elementos quimicos para garantir sua sobrevivéncia, por este motivo, 0S mostos
podem requerer a adicdo complementar de nutrientes para que a fermentagcéo possa
ocorrer de forma satisfatdria. Os mais utilizados sao: fontes de nitrogénio, fésforo,
potassio, calcio, magnésio, manganés, cobre, zinco e ferro (Chieppe Junior, 2012). A
auséncia de alguns destes nutrientes podem afetar diretamente a velocidade da

fermentacao (Silva, 2010).
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Nestas circunstancias, para que se obtenha um bom rendimento fermentativo
a escolha do microrganismo deve ser acompanhado por estudo de fatores que
interferem sobre as condicfes ideias de crescimento e de fermentacdo. Desta forma
todo o potencial pode ser explorado possibilitando melhores rendimentos e diminuicéo
de perdas.

Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia do
pH, temperatura e suplementacéo de nutrientes sobre a fermentacéo de pentoses e
hexoses por Pichia membranifaciens LJO4 em mostos sintéticos e comparar o
desenvolvimento de processos fermentativos conduzidos em licores sintéticos e licor

hemicelul6sico concentrado e destoxificado nas condi¢des fermentativas ideais.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Etanol no Brasil e no mundo

O consumo de combustiveis fosseis € considerado um dos principais
responsaveis pela grande emissdo de dioxido de carbono (CO2) na atmosfera
(Carneiro, 2015). Nas ultimas décadas, questdes ambientais como reducéo de gases
poluidores e causadores do efeito estufa tem sido abordados, provocando uma
crescente procura por energia limpa e sustentavel.

Visando diminuir o uso do petréleo e renovar a matriz energética mundial, a
bioenergia proveniente da biomassa demonstra grande potencial de utilizacdo a curto
e médio prazo (Espindola, 2009).

Observando a mudanca no cenario mundial, a partir do ano de 2000 o Brasil
estabeleceu e reativou politicas de producdo e uso de biocombustiveis (Costa e
Burnquist, 2016). O bioetanol atualmente produzido em larga escala pertence a
“primeira geragao” (Carneiro, 2015), sendo denominado etanol 1G e produzido
principalmente a partir do processamento de matérias-primas sacarineas
(acucaradas) e amilaceas (De Castro, 2013).

O pais possui uma agricultura privilegiada que apresenta caracteristicas
climaticas e geograficas favoraveis a producédo de biomassa em larga escala com os
menores custos de producao, principalmente em relacdo a cultura de cana-de-acucar
(Espindola, 2009; Alvim e Hoppe, 2016; Dias e De Carvalho, 2017).

A produtividade da cana-de-aglcar em massa de biomassa por area (ton.ha?)
e quantidade de biocombustivel produzido por area (L.ha), dentro dos limites da
tecnologia atuais, é significativamente superior a de qualquer outra cultura (Leite e
Cortez, 2008).

Em 2015 ocorreu em Paris a 212 Conferéncia das Partes (COP21) da United
Nations Framework Convention on Climate Change (UNFCCC) ou Convengao-
Quadro das Nacdes Unidas sobre Mudanca do Clima na qual os governos dos 195
paises participantes aprovaram e adotaram o Acordo de Paris (Paris Agreement)
reconhecendo formalmente a necessidade urgente de ampliar a resposta global as

mudancas climéticas. Os principais objetivos tracados foram a reducdo de emissdes
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de gases do efeito estufa e emprego de esforcos para limitar o aumento da
temperatura global em até 1,5°C até 2100 (United Nations Framework Convention on
Climate Change, 2016).

A adocao deste acordo ocasionara o aumento substancial da demanda interna
de biocombustiveis em diversas regides do mundo na proxima década, entretanto nao
h& previsdes de que a oferta interna dos Estados Unidos e Unido Europeia consiga
acompanhar este ritmo. Consequentemente, diversos paises devem comecar a
aumentar a quantidade de biocombustiveis importados (Silva, 2017).

Segundo Silva (2017) nas ultimas quatro décadas o Brasil se tornou o segundo
maior produtor de etanol através da adocao de estratégias de expansao de producao
a partir da cana-de-acucar. Entretanto este crescimento ndo sera o suficiente para
atender a futura demanda de exporta¢cdes, necessitando de implementacdo outras
matérias-primas e tecnologias.

Neste contexto, a utilizacdo de biomassas lignocelulésicas para producéo do
etanol de segunda geracdo € uma atividade promissora. A adocdo da utilizacdo do
bagaco e palha de cana-de-acucar para producéo de etanol podera suprir a demanda

necessaria para atender o mercado interno e externo (Silva, 2017).

2.2 Biomassas lignocelulésicas

As biomassas lignoceluldsicas sdo compostas de trés componentes principais:
celulose, hemicelulose e lignina, possuindo também cinzas, pectina, extrativos e
gorduras como parte de sua composicao (Balat, 2011; Tomas-Pej6 et al., 2014).

A celulose é um polimero linear composto por moléculas de D-glicose ligadas
por ligacbes do tipo B-1,4. A hemicelulose € um polimero ramificado composto por
diversos tipos de moléculas, entre elas pentoses como D-xilose e L-arabinose; e
hexoses como D-glicose, D-manose e D-galactose. A lignina € um polimero mono
cristalino com p-coumaryl, confenil e alcool sinapil como unidades de construcao
(Rudolf et al., 2008; Tomas-Pej6 et al., 2014).

Devido a particularidade de sua estrutura as biomassas lignocelulésicas podem
ser utilizadas para produzir um amplo espectro de produtos quimicos, sendo o etanol

de um dos compostos mais desenvolvidos (Tomas-Pej6 et al., 2014). Entretanto, a
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composi¢do quimica é um fator chave que afeta a eficiéncia da produgcdo de
biocombustivel durante os processos de conversao (Balat, 2011).

A cana-de-acucar é uma excelente matéria-prima para a producéo de alcool
etilico, principalmente se as fracdes lignoceluldsicas forem tratadas e utilizadas para
producéo de etanol de segunda geracao (Macrelli et al., 2014; Alvim e Hoppe, 2016).
Por se tratar de uma biomassa rica em xilana, produz grandes quantidades de xilose
em pré-tratamentos, gerando a necessidade de uma levedura que seja eficiente em

fermentacao de pentoses (Rudolf et al., 2008).

2.3 Leveduras

Os fungos sé@o micro-organismos unicelulares ou pluricelulares que vivem em
diversos ambientes, podendo ser encontrados associados a outros organismos Vvivos,
materiais em decomposicdo ou detritos (Takahashi et al., 2017). No Brasil sao
atualmente reconhecidas 5.719 espécies de fungos que séo distribuidas em 1.246
géneros, 102 ordens e 13 divisdes (Maia et al., 2015).

Fungos s&o normalmente associados a degradacfes e contaminacoes,
entretanto os beneficios atingidos pelo seu uso em processos industriais supera 0s
danos que séo por eles normalmente causados. O grande numero de espécies de
fungos com importancia na area quimica, alimenticia, ambiental, agricola,
farmacolbgica e ecolégica mostra o alto potencial biotecnolégico destes micro-
organismos (Takahashi et al., 2017).

Leveduras sao classificadas como fungos unicelulares pertencentes ao filo dos
ascomicetos e basidiomicetos que possuem crescimento assexual resultante
predominantemente de brotacdo ou fissdo binaria, e cujo estados sexuais ndo sao
formados dentro ou sobre um corpo de frutificagdo (Kurtzman et al., 2011).

As leveduras possuem uma histéria muito importante no desenvolvimento de
biotecnologias, tendo grande importancia em processos fermentativos da industria
alimenticia, farmacéutica e quimica (Johnson e Echavarri-Erasun, 2011; De Abreu et
al. 2015). Sao os maiores produtores de produtos obtidos pelo uso de biotecnologia

em comparagdo a qualquer outro grupo de micro-organismos industriais, excedendo
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a producdo, a capacidade e as receitas econémicas de outras espécies (Kurtzman et
al., 2011).

2.4 Leveduras fermentadores de pentoses

Atualmente a importancia das leveduras na geracao de novas fontes de energia
tém crescido expressivamente. Algumas espécies estdo sendo atualmente estudadas
e analisadas para a producédo de biocombustiveis a partir de materiais lignocelulésicos
(Johnson e Echavarri-Erasun, 2011).

Presente nas biomassas em geral, a hemicelulose é constituida por diferentes
substancias, dentre elas acucares de cinco carbonos como a D-xilose e L-arabinose
(Tomas-Pejo et al., 2014). A D-xilose € o segundo acucar mais abundante nos
materiais lignocelulésicos e corresponde a cerca de 81% de todos os agucares
produzidos durante o pré-tratamento (Dusséan et al., 2016).

A levedura Saccharomyces cerevisiae é amplamente utilizada em processos
de fermentacdo alcodlica, entretanto, apesar de poder utilizar todos os tipos de
acucares C6 presentes nas biomassas lignocelulésicas, ndo apresenta capacidade
para fermentar acicares C5 (Tomas-Pej6 et al., 2014). Neste contexto, os fungos e
bactérias que possuem metabolismo xilulolitico sdo excelentes op¢des para producéo
de bioetanol 2G.

A busca por melhores processos tecnolégicos e maiores rendimentos
industriais tem incentivado a busca por leveduras capazes de fermentar D-xilose,
obtendo-se como consequéncia descricbes cada vez maiores de novas espécies
dotadas dessa habilidade (Varize et al., 2018). Embora existam registrados um grande
namero de leveduras que metabolizam xilose, somente cerca de 1% delas séo
capazes de fermentar xilose em etanol (Hahn-H&gerdal et al., 2007).

Um fator determinante para obtencdo de uma producédo de etanol eficiente € a
escolha da linhagem de levedura que realizard o processo fermentativo (Moreira et
al., 2015). Os géneros de leveduras que fermentam xilose diretamente s&o: Pichia,
Candida, Schizosaccharomyces, Kluyveromyces, Brettanomyces, Clavispora e
Pachysolen (McMillan, 1993).



2.5 Metabolismo de xilose em leveduras

Um excelente processo de metabolizacdo de pentoses em alcool etilico é um
dos principais pré-requisitos para a producéo de etanol 2G de baixo custo (Macrelli et
al. 2014). De acordo com Hahn-Hagerdal et al. (2007) e Matsushika et al. (2009), a
via metabdlica de D-xilose em fungos pode ser resumida nos passos descritos abaixo
(Figura 1).

D-Xilose ]
. NADH NADPH
Xilose
redutase naDP™
Xilitol ]
"
Xilitol NAD
desidrogenase NADH
D-Xilulose ]
Hilulose ATP
quinase ADP

D-Xilulose-5-P ]

v

[ Via das pentoses-fosfato ]

¥

[ Etanol ]

Figura 1. Esquema da via metabdlica de D-xilose em fungos (Adaptado de
Matsushika et al., 2009).

I.  Redugédo de D-xilose em xilitol através da enzima xilose redutase;
[I. Oxidacdo de xilitol em D-xilulose pela acdo da enzima xilitol
desidrogenase;
lll. Fosforilagdo de D-xilulose pela acdo da enzima xilulose quinase
formando D-xilulose-5-P;
IV. Metabolizacdo de D-xilulose-5-P na via das pentoses-fosfato obtendo-se

ao final gliceraldeido-3P e frutose-6P (Fugita, 2010);
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V. Metabolizagdo de gliceraldeido-3P e frutose-6P na via da glicélise (via
Embden Meyerhof Parnas) obtendo-se ao final moléculas de piruvato
(Fugita, 2010);

VI. O piruvato pode ser oxidado pelo Ciclo dos Acidos Tricarboxilicos ou
sofrer acao das enzimas piruvato descarboxilase e etanol desidrogenase
levando a produgéo de etanol (Fugita, 2010).

2.6 Género Pichia

Leveduras do género Pichia sdo normalmente encontradas em habitats
naturais e como contaminantes em uma variedade de alimentos, bebidas e produtos
contendo alto teor de acucar. Algumas espécies podem utilizar os acidos organicos
presentes em conservas, ocasionando problemas de deterioracdo destes alimentos
(Gava et al., 2008).

Desde que E. C. Hansen estabeleceu o género Pichia em 1904, a definicao
desse taxon sofreu alteracdes consideraveis para acomodar o crescente numero de
novas espécies que a ele foram sendo atribuidas. Antigamente era considerado um
dos maiores géneros de levedura, sendo a ele relacionados 91 tipos de espécies
(Kurtzman, 1998).

P. membranifaciens é a espécime-tipo do género Pichia utilizada para definir o
clado (Kurtzman, 2011). Caracteristicas peculiares apresentadas por esta levedura,
tais como: pequenas diferencas no fendtipo, formacdo de ascosporos que podem
variar de forma e assimilacdo de poucas fontes de carbono utilizadas para
identificacdo de leveduras, levaram a descrigdes equivocadas de novas espécies de
micro-organismos (Kurtzman, 2011).

Kurtzman et al. (2008) realizaram uma analise multigénica para entender as
relacdes entre as espécies de Pichia e seus anamorfos. A partir dos dados obtidos, o
género foi reduzido a somente 20 espécies, ndo incluindo espécies relacionadas a
Candida (Kurtzman, 2011).

As espécies aceitas sdo: P. barkeri, P. cactophila, P. cecembensis, P.
cephalocereana, P. deserticola, P. eremophila, P. exigua, P. fermentans, P. heedii, P.

kluyveri, P. kudriavzevii, P. manshurica, P. membranifaciens, P. nakasei, P.



10

norvegensis, P. occidentalis, P. pseudocactophila, P. scutulata, P. sporocuriosa e P.

terricola (Kurtzman, 2011).

2.7 Pichia membranifaciens

Pichia membranifaciens € uma levedura amplamente distribuida na natureza,
considerada um microrganismo de degradacdo de alimentos e bebidas, sendo
encontrada em materiais vegetais, frutas estragadas e bebidas fermentadas
(Kurtzman, 2011).

P. membranifaciens ja foi descrita como possivel agente de controle bioldgico
de doencas de pos-colheita de diversas frutas (Wang et al., 2013; Zhou et al., 2014;
Niu et al., 2016; Gramiscia et al., 2018) e identificada como parte da microbiota de
processos de fermentacédo espontanea para producédo de licores destilados na China
(Wu et al., 2013; You et al., 2016), producéo de vinhos (Suranska et al., 2012; Stefanini
et al., 2016) e fermentacdo de azeitonas pretas (Pereira et al., 2015; Grounta et al.,
2016) e verdes (Benitez-Cabello et al.,, 2015). Entretanto sua capacidade de

fermentacao alcodlica é pouco explorada e descrita na literatura.

2.8 Parametros da fermentacgéo

A escolha de um micro-organismo que se adapte ao mosto é muito importante,
mas deve ser complementado pelo estudo de parametros que podem prejudicar a
fermentacdo se ndo forem ajustados corretamente. De Sousa e Monteiro (2011) e
Steinle (2013) citam os principais fatores que afetam a produc¢éo de etanol, dentre eles

pode-se destacar: pH, temperatura e nutrientes.
2.8.1 pH
Os processos fermentativos podem se desenvolver em uma ampla faixa de pH.

Consequentemente a faixa de trabalho utilizada nas plantas produtivas podem
influenciar a taxa de fermentacéo e os produtos finais obtidos (Lima et al., 2001).
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O pH tem grande influéncia nas fermentagdes industriais, pois pode influenciar
na velocidade da bioconverséo dos aglcares em alcool etilico, auxiliar no controle da
contaminacao bacteriana e afetar o crescimento das leveduras (Du Preez et al., 1986).

Por serem microrganismos acidofilos, em geral as leveduras crescem melhor
em meios na faixa de pH entre 4,5 e 5,0 (Chieppe Junior, 2012), sendo caracteristica
das leveduras industriais a tolerancia aos meios acidos (Lima et al., 2001). Entretanto,
a faixa na qual o crescimento e a producéo de etanol sdo igualmente favorecidos é
estreita (Du Preez et al., 1986).

De acordo com Bonassa et al. (2014), o pH do mosto em que as células de
leveduras se encontram também pode influenciar no desenvolvimento do fendmeno

de floculacdo, onde as células se agrupam e sedimentam-se ao fundo.

2.8.2 Temperatura

A temperatura € um dos fatores mais importantes da fermentacdo. O estudo e
conhecimento desta grandeza € de suma importancia, pois exerce efeitos no
crescimento, viabilidade, metabolismo e fermentacdo das leveduras. Na literatura,
encontram-se divergéncias sobre a definicdo de seu valor 6timo na fermentacéo
(Souza, 2009). Segundo De Sousa e Monteiro (2011) a temperatura deve ser
controlada entre 25 a 30°C; entretanto segundo De Mello (2012) a temperatura deve
ser estar entre 28°C e 32°C.

O controle da temperatura durante os processos fermentativos possui grande
importancia, pois valores acima de 35°C podem enfraquecer as leveduras, causar a
evaporacao do etanol produzido e fornecer condi¢cbes Otimas para a propagacgéo de
bactérias (Cardoso, 2006). Em contrapartida, valores abaixo de 26°C tendem a causar
a diminuicdo das atividades dos microrganismos, podendo levar a estagnacdo do
processo de desenvolvimento e producédo de etanol ou ocasionar a morte celular
(Bonassa et al., 2014).
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2.8.3 Nutrientes

Para a realizacdo de seus processos metabdlicos as leveduras requerem que
elementos quimicos especificos estejam presentes no meio (Chieppe Junior, 2012).
Por este motivo, para que possam crescer e se desenvolver dentro do processo
fermentativo, € necessario que além de fontes de carbonos assimilaveis, estejam
disponiveis algumas vitaminas e nutrientes no mosto, tais como: nitrogénio, fésforo,
potassio, magnésio, manganés, zinco, ferro, cobalto, enxofre, célcio, cobre, iodo; entre
outros elementos em pequenas quantidades (Pavani et al., 2013). A auséncia de
alguns destes nutrientes pode afetar diretamente a velocidade da fermentagéo (Silva,
2010).

Entretanto esta adicdo deve ser realizada em proporc¢des especificas para cada
processo, dependendo ainda da matéria-prima que produzira o mosto a ser
fermentado. Basicamente todos os nutrientes podem causar limitacdo na velocidade
da fermentacédo. De modo geral, nota-se que sob baixas concentracdes de nutrientes
ocorrerd pequeno crescimento celular e sob altas concentracdes pode ocorrer efeito
inibitério sobre os micro-organismos. Deve-se ressaltar que a nutricdo a ser realizada
nos processos fermentativos industriais depende de varios fatores, dentre eles o tipo
e linhagem do micro-organismo fermentador (Silva, 2010).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Local do experimento

O experimento foi conduzido no Laboratério de Acucar e do Alcool e
Microbiologia das Fermentacdes, do Departamento de Tecnologia, na Faculdade de
Ciéncias Agrérias e Veterinarias/lUNESP, campus de Jaboticabal — SP, em parceria
com o Laboratério de Biotecnologia, na Escola de Engenharia de Lorena — EEL/USP,
campus de Lorena - SP.

3.2 Microrganismo

A levedura utilizada foi Pichia membranifaciens LJ4, pertencente ao banco de
microrganismos do Laboratorio de Microbiologia das Fermentacdes, do Departamento
de Tecnologia, localizado na Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias/UNESP,

campus de Jaboticabal-SP.

3.3 Preparo do in6culo

Para crescimento de massa celular os microrganismos foram inoculados com
uma alca de platina em erlenmeyers com 200 mL de meio YPXD (Yeast Extract-
Peptone-Xylose-Dextrose) contendo 20 g.L! de peptona, 10 g.L?! de extrato de
levedura, 10 g.L* de glicose e 10 g.L* de xilose (Govindaswamy e Vane, 2007).

Os frascos foram incubados por 72 horas a temperatura de 32°C sob agitacéo
orbital (125 RPM). Ao final deste periodo o meio de cultura foi centrifugado,
descartando-se a fracéo liquida. A massa celular obtida foi suspendida em solucéo
salina (NaCl 0,85%) e armazenada a 4°C. Todos os procedimentos foram repetidos
até que se obtivesse quantidade suficiente para realizar os processos fermentativos

com concentracao celular de 108 células.mL™.
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3.4 Preparo do mosto sintético

Para a realizacdo dos ensaios foram diluidos 45 g.L* de xilose e 25 g.L* de
glicose em agua destilada, sendo posteriormente suplementados de acordo com seus
tratamentos com sulfato de amoénio, fosfato de sodio, sulfato de potassio, sulfato de
magneésio, sulfato de manganés e sulfato de zinco. Os reagentes foram adicionados
proporcionalmente para obtencédo de 0,3 g.L* de Nitrogénio, 0,3 g.L* de Fésforo, 0,3
g.Ltde Potéssio, 0,05 g.L' de Magnésio, 0,01 g.L"* de Manganés e 0,01 g.L-*de Zinco
nos mostos, valores essenciais para realizacdo de fermentacdo alcoodlica pelas

leveduras segundo Pavani et al. (2013).

3.5 Concentracédo e destoxificagcéo do licor hemiceluldsico

O licor hemicelulésico rico em pentoses utilizado nesta etapa foi preparado por
Roviero (2016) utilizando-se bagaco, palha e ponteiras de cana energia IACBIO 1249
submetidos a pré-tratamento com acido sulfarico diluido.

De acordo com andlise realizada em HPLC, calculou-se a concentracdo
necessaria para obtencéo de aclcares (glicose+xilose+arabinose) préxima a 70 g.L™1,
e, em seguida, o licor foi colocado em um rotaevaporador de simples efeito a 60°C
com sistema de vacuo a 635 mmHg.

Para a remocdo de compostos inibidores gerados no pré-tratamento o licor
concentrado passou por um processo de destoxificagcdo. Inicialmente, o pH do licor
concentrado foi ajustado para 7,0 pela adi¢cdo de oxido de calcio (CaO), seguido de
reducado até pH 4,0 utilizando acido fosforico (HsPO4). ApOs esta etapa, o hidrolisado
foi submetido ao processo de adsor¢cao empregando-se 1% (m/v) de carvao ativo em
incubadora a 50°C durante 30 min. Ao final de cada etapa de alteracdo de pH o
hidrolisado foi centrifugado, recebendo a adicdo de carvéo, e posteriormente filtrado
(Marton, 2002).
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3.6 Determinacao de nutrientes no licor

Amostras do licor hemicelulésico concentrado e destoxificado foram
encaminhadas para analise de macro e micronutrientes no laboratério Ribersolo
Laboratorio de Analises Agricolas.

Nitrogénio Total foi determinado pelo método de Kjeldahl (Morries, 1983; Jones
Junior, 1987) e Fosforo, Potassio, Magnésio, Manganés e Zinco em espectrometro de
emissao optica com plasma indutivamente acoplado (ICP OES), ap6s decomposi¢cao

acida do licor.

3.7 Processo fermentativo

Para preparo dos in6culos foram pesados 3 g de massa Umida da levedura
Pichia membranifaciens, visando a obtencédo da concentracdo de 108 células.mL?
apos a adicdo do mosto.

Apos o indculo ser adicionado a erlenmeyers de 250 mL ocorreram duas
alimentacdes de 50 mL de mosto a cada 40 minutos para aclimatacéo da levedura,
obtendo-se um volume final de 100 mL. Aliquotas de 2 mL foram coletadas de cada
repeticdo apo6s 40 minutos da Ultima alimentacdo para realizacdo das andlises
microbiolégicas e de cromatografia liquida de alta eficiéncia do periodo inicial da
fermentacao (Oh).

Os frascos foram mantidos em mesa agitadora, com controle da temperatura e
controle de rotagéao (125 RPM).

3.7.1 Ensaio 1 - Teste de pH e temperatura

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado num
esquema de parcelas subdivididas, com 3 repeticbes. No primeiro ensaio, 0S
tratamentos principais foram caracterizados pelas temperaturas 32°C, 37°C e 40°C
nos pHs 3,5, 4,0 e 4,5 e os secundarios aos tempos (0, 6, 12 e 24h).

Para a realizacdo do processo fermentativo foi utilizado mosto sintético

suplementado com nitrogénio, fésforo, potassio, magnésio, manganés e zinco, sendo
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as condicbes fermentativas controladas e adequadas de acordo com 0 esquema
descrito a seguir:

1) pH 3,5 a 32°C; 4) pH 4,0 a 32°C; 7) pH 4,5 a 32°C;
2) pH 3,5 a 37°C; 5) pH 4,0 a 37°C; 8) pH 4,5 a 37°C;
3) pH 3,5 a 40°C; 6) pH 4,0 a 40°C; 9) pH 4,5 a 40°C.

3.7.2 Ensaio 2 — Teste de nutrientes

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado num
esquema de parcelas subdivididas, com 3 repeti¢cdes. Os tratamentos principais foram
caracterizados pela suplementacédo de nutrientes isolados e associados (N, P, K, Mg,
Mn e Zn) e os secundarios aos tempos (0, 6, 12 e 24 h).

Para a realizacdo do processo fermentativo foi utilizado mosto sintético com

suplementacao controlada e adequada de acordo com o esquema descrito a seguir:

1) Sem suplementacéo; 6) N+P+Mg+Mn+Zn; 11) K;
2) N+P+K+Mg+Mn+Zn;  7) N+K+Mg+Mn+Zn; 12) Mg;
3) N+P+K+Mg+Mn; 8) P+K+Mg+Mn+Zn; 13) Mn;
4) N+P+K+Mg+Zn; 9 N; 14) zn.
5) N+P+K+Mn+Zn; 10) P;

Foram utilizados pH e temperatura ideais para producéo de etanol, encontrados

no ensaio realizado anteriormente.

3.7.3 Ensaio 3 - Fermentacdo de licor hemicelulésico

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado num
esquema de parcelas subdivididas, com 4 repeti¢cdes. Os tratamentos principais foram
caracterizados pelos mostos e os secundarios aos tempos (0, 6, 12, 24, 48 e 72 h).

Para a realizacdo do processo fermentativo foram utilizados os seguintes

Mmostos:
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1) Mosto sintético sem suplementacéao (M1);
2) Mosto sintético com suplementacédo por Pavani et al. (2013) (M2);
3) Mosto sintético com N, P, K, Mg, Mn e Zn idéntico ao licor (M3);

4) Licor hemicelulésico concentrado e destoxificado (M4).

Foram utilizados os parametros ideais para producdo de etanol, encontrados

Nnos ensaios realizados anteriormente.

3.8 Analises microbiolégicas

Foram determinadas a viabilidade celular, a viabilidade dos brotos e o indice
de brotamentos em cadmara de Neubauer, segundo Lee et al. (1981), do in6culo e
periodos de fermentagdo dos ensaios. Os calculos foram realizados através das

seguintes formulas:

Células vivas x 100

N o) —
Viabilidade celular (%) Células vivas + Células mortas

Brotos vivos x 100

indice de brotamento (%) = — -
(%) Células vivas + Células mortas

- Brotos vivos x 100
Viabilidade dos brotos (%) =

Brotos vivos + Células mortas

3.9 Cromatografia liqguida de alta eficiéncia

Amostras retiradas durante o processo fermentativo foram analisadas em
Cromatografo liquido de alta eficiéncia (CLAE ou HPLC) para determinagcdo das
concentracdes de glicose, xilose, glicerol, &cido acético, etanol e arabinose, segundo

metodologia proposta por Hernandez-Pérez et al. (2016).
3.10 Analise estatistica
Os dados obtidos no experimento foram submetidos a analise de variancia pelo

Teste F e de comparagao de médias pelo teste de Tukey (P<0,05) utilizando-se o

Software AgroEstat (Barbosa e Maldonado Junior, 2015).



18

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Viabilidade dos in6culos

Para a realizacdo de todo e qualquer processo fermentativo € de extrema
importancia que as células dos microrganismos contidas no indculo se encontrem
viaveis para producdo do produto de interesse. Por este motivo, € essencial que o
fermento a ser utilizado seja analisado para quantificacdo do nimero de células e
brotos vivos.

Todos os indculos utilizados durante os ensaios possuiam valores superiores a
85% de viabilidade e 5% de indice de brotamento, valores minimos recomendados
por Amorim (2005) para a realizacdo de processos fermentativos (Tabela 1). Desta

forma a levedura encontrava-se apta a ser utilizada.

Tabela 1. Resultados das andlises de viabilidade celular, indice de brotamento e
viabilidade dos brotos dos inéculos utilizados nos ensaios de fermentacao.

Viabilidade celular indice de brotamento Viabilidade dos brotos

(%) (%) (%)
Ensaio 1 89,51 29,91 88,19
Ensaio 2 91,77 38,86 90,67
Ensaio 3 99,21 13,09 100,00

4.2 Ensaio 1 — Teste de pH e temperatura

As analises dos resultados observados para os parametros de viabilidade
celular, indice de brotamentos e viabilidade dos brotos, encontram-se nas Tabelas 2
a 4. Os desdobramentos para as interagdes foram realizados na forma de graficos e
estdo apresentados nas Figuras 2 e 3.

Os resultados demonstram que os parametros indice de brotamento e
viabilidade dos brotos n&o apresentaram diferengcas significativas entre as

temperaturas testadas no pH 3,5 (Tabela 2).
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O numero de brotamentos de Pichia membranifaciens néo foi afetado durante
o periodo deste ensaio, entretanto nota-se que a viabilidade dos brotos sofreu quedas

constantes ao longo do processo.

Tabela 2. Resultados da anélise de variancia e comparacdo de médias pelo teste de
Tukey para viabilidade celular, brotamentos e viabilidade de brotos para pH 3,5.

Causas de variagao Viabilidade Brotamentos (%)  Viabilidade de brotos
celular (%) (%)
Temperatura (TP)
32°C 75,03ab 27,66a 69,56a
37°C 79,20a 27,99a 69,67a
40°C 67,78b 35,51a 63,96a
Teste F 6,24* 5,45* 1,46"s
DMS 10,04 8,26 11,73
CV 10,84 21,69 13,82
Tempo (TS)
Oh 82,45a 32,91a 83,41a
6h 72,56ab 33,86a 68,32b
12h 76,01a 30,36a 68,55b
24h 64,99b 24,41a 50,65¢c
Teste F 7,74** 1,07"s 19,87**
DMS 10,45 16,39 12,01
CV 10,60 40,48 13,31
Interacéo
Inter. TP x TS 4,93** 1,73 1,38

**significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p<0,01); *significativo ao nivel de 5% de probabilidade (0,01=<p<0,05);
ns nao significativo (p>=0,05). As médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna diferem pelo teste de Tukey.
D.M.S = desvio minimo significativo. C.V = coeficiente de variagdo. Inter. TPXTS — Interagdo entre temperaturas e tempos.

A viabilidade celular de P. membranifaciens é altamente estavel em
fermentacbes a pH 4,0, permanecendo  estatisticamente  constante
independentemente da temperatura ou tempo analisados durante o estudo (Tabela 3).

A viabilidade dos brotamentos inicialmente superior a 90%, sofreu uma queda
acentuada apoOs as primeiras 6h de fermentacdo, sem haver uma recuperagao
significativa neste parametro ao longo do ensaio.

Na fermentacao estabelecida a pH 4,5 verificou-se que a viabilidade dos brotos
sofreu queda apds o periodo de 6h, sem que houvesse mudangas significativas
induzidas pelas temperaturas analisadas (Tabela 4).

Os resultados encontrados (Tabela 2, 3 e 4), demonstram que, para a
viabilidade dos brotamentos, o tempo € um fator importante nos processos

fermentativos a pH 3,5, 4,0 € 4,5.
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Tabela 3. Resultados da anélise de variancia e comparacdo de médias pelo teste de
Tukey para viabilidade celular, brotamentos e viabilidade de brotos para pH 4,0.

Causas de variagao Viabilidade Brotamentos (%)  Viabilidade de brotos
celular (%) (%)
Temperatura (TP)
32°C 74,25a 30,23a 71,93a
37°C 73,37a 19,69a 70,13a
40°C 75,57a 26,80a 75,40a
Teste F 1,06ms 4,18 0,93
DMS 4,65 11,42 12,02
CV 4,99 35,65 13,24
Tempo (TS)
Oh 81,31a 22,13a 91,60a
6h 68,41a 30,60a 64,39b
12h 72,37a 26,35a 63, 60b
24h 75,49a 23,19a 70,36b
Teste F 2,77 3,13 11,72**
DMS 13,09 8,59 15,29
CV 13,20 25,23 15,83
Interacéo
Inter. TP x TS 1,240s 3,79* 0,70

**significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p<0,01); *significativo ao nivel de 5% de probabilidade (0,01=<p<0,05);
ns nao significativo (p>=0,05). As médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna diferem pelo teste de Tukey.
D.M.S = desvio minimo significativo. C.V = coeficiente de variagdo. Inter. TPXTS — Interagdo entre temperaturas e tempos.

Tabela 4. Resultados da analise de variancia e comparacédo de médias pelo teste de
Tukey para viabilidade celular, brotamentos e viabilidade de brotos para pH 4,5.

Causas de variagao Viabilidade Brotamentos (%) Viabilidade de brotos
celular (%) (%)
Temperatura (TP)
32°C 75,78a 27,25ab 70,57a
37°C 74,94a 19,17b 62,48a
40°C 73,72a 38,59a 72,39
Teste F 0,24ns 10,44* 1,82ns
DMS 9,38 13,10 16,98
C.V 10,01 36,91 19,79
Tempo (TS)
Oh 83,19a 25,58a 83,14a
6h 73,30b 27,77a 66,11b
12h 72,44b 32,58a 66,12b
24h 70,29b 27,42a 58,55b
Teste F 10,55** 1,66" 12,95
DMS 7,05 9,26 11,56
CV 7,08 24,53 12,67
Interagéo
Inter. TP x TS 3,17* 2,75* 2,58"s

**significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p<0,01); *significativo ao nivel de 5% de probabilidade (0,01=<p<0,05);
ns nao significativo (p>=0,05). As médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna diferem pelo teste de Tukey.
D.M.S = desvio minimo significativo. C.V = coeficiente de variagdo. Inter. TPXTS — Interagdo entre temperaturas e tempos.
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A temperatura & um fator importante que interfere diretamente sobre a atividade
dos microrganismos. Torija et al. (2003) relataram que valores superiores as
temperaturas de trabalho das leveduras podem levar as células ao colapso, havendo
diminuicao na viabilidade celular para valores acima de 35°C).

A viabilidade celular apresentou estabilidade estatistica durante as 24h
analisadas para os tratamentos a 32 e 37°C condicionados a mostos com pH 3,5
(Figura 2.A) e a 32°C a mosto com pH 4,5 (Figura 2.B).

Todos os tratamentos obtiveram decréscimo ao longo do ensaio na viabilidade
celular independentemente da temperatura testada, havendo queda média de 11,85%
nas primeiras 6h, que pode ter ocorrido em virtude do processo de adaptacdo do
microrganismo ao mosto. Entretanto, nota-se o tratamento com 40°C a pH 3,5
continuou sofrendo quedas constantes, obtendo-se ao final uma perda total de
49,09%.

100

1 abA
bA

Viabilidade celular (%)

37
Temperatura (°C)
@0h D6h 12h B 24h

abA

bA
bcA

B abA

DMS = 12,22 Tempe?;tura (°C) B
C.v=7,08 Q0h  ©6h 12h  m24h

Figura 2. Desdobramento de interagBes para o parametro viabilidade celular; letras

minusculas comparam tempos dentro de cada temperatura e letras maiusculas

comparam temperaturas dentro de cada tempo. A. Interacdo entre temperatura e

tempo para o pH 3,5. B. Interacdo entre temperatura e tempo para o pH 4,5

Verifica-se que dentre os tratamentos testados, 40°C foi a Unica temperatura

que apresentou resultados que indicam o aumento no indice de morte celular da
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células da levedura. Em contrapartida, a temperatura de 32°C, ndo apresentou
diferenca estatistica na viabilidade celular durante as 24h deste ensaio, demonstrando
qgue P. membranifaciens possui maior estabilidade nesta temperatura.

O decréscimo deste parametro sob temperaturas elevadas observado no
presente trabalho corroboram com os relatos de Torija et al. (2003) e Bonassa et al.
(2013), que verificaram que a viabilidade celular da levedura S. cerevisiae diminui a
medida que a temperatura do processo fermentativo aumenta.

Observa-se que no tratamento a pH 4,0, a levedura possui maior estabilidade
em seus indices de brotamento na temperatura de 32°C, ndo obtendo diferencas
significativas durante os tempos analisados (Figura 3.A).

Por outro lado, dentre os mostos condicionados a pH 4,5, os maiores indices
de brotamentos foram observados na temperatura de 40°C até as 12h, havendo uma
diminuicdo brusca de 40,42% apds este periodo (Figura 3.B). Segundo Mutton (1998),
a elevacdo da temperatura na fermentagdo acarreta em um aumento na atividade
metabdlica das leveduras e consequentemente ocorre o aumento do indice de

brotamento.
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Observa-se que o tratamento com pH 3,5 foi 0 que mais afetou a viabilidade
dos brotos, dado que, embora sejam aciddfilas (acido-tolerantes), algumas espécies
de levedura podem apresentar sensibilidade quanto a concentracdo e ao periodo de
exposicao (Bregagnoli, 2006).

Deve se ressaltar que quando ha a presenca de outros agentes de estresse na
fermentacdo alcodlica, tais como como alto teor de etanol, alta temperatura e
presenca de acidos organicos, o baixo pH afeta ainda mais as leveduras
(Narendranath et al., 2001).

Durante a fermentacao é natural que ocorra a reducao do pH do mosto através
de produtos acidos excretados pelos microrganismos (BASSO et al., 2011) desta
forma a utilizacdo do pH 3,5 no inicio do processo fermentativo aumentou a exposicao
das células a um meio com elevados teores de acido, tendo como consequéncia a
reducdo do numero de brotos vivos de P. membranifaciens.

As andlises dos resultados observados para concentracdo de glicose, xilose,

glicerol, &cido acético e etanol, encontram-se na Tabela5a 7.

Tabela 5. Resultados da analise de variancia e comparacédo de médias pelo teste de
Tukey para glicose, xilose, glicerol, acido acético e etanol para pH 3,5.

Causas de Glicose Xilose Glicerol Acido Acético Etanol
variacao (g.L (g.L ) (g.L D (g.LY) (g.L )
Temperatura (TP)
32°C 6,79a 36,98¢c 1,37a 1,69b 4,60b
37°C 6,23b 39,00b 1,29b 1,75a 5,18a
40°C 6,47ab 39,09a 1,28b 1,61c 4,26¢
Teste F 10,04* 35399,57** 38,48** 461,29** 108,21**
DMS 0,53 0,04 0,05 0,02 0,27
C.V 3,87 0,05 1,68 0,56 2,72
Tempo (TS)
Oh 24.47a 42,08a 0,00c 0,00d 0,00d
6h 0,68b 39,87b 1,70b 1,31c 8,41a
12h 0,44b 36,80c 1,70b 2,09b 5,54b
24h 0,41b 34,68d 1,83a 3,35a 4,78c
Teste F 12220,40** 79120,76** 10478,28** 30447,58** 7033,71**
DMS 0,48 0,05 0,04 0,04 0,18
C.V 4,08 0,07 1,60 1,17 2,18
Interagéo
Inter. TP x TS 8,35** 1845,22** 18,00** 460,98** 77,71*

**significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p<0,01); *significativo ao nivel de 5% de probabilidade (0,01=<p<0,05); ns
néo significativo (p>=0,05). As médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna diferem pelo teste de Tukey. D.M.S
= desvio minimo significativo. C.V = coeficiente de variagdo. Inter. Inter. TPXTS — Interac&o entre temperaturas e tempos.



24

Tabela 6. Resultados da andlise de variancia e comparacdo de médias pelo teste de
Tukey para glicose, xilose, glicerol, acido acético e etanol para pH 4,0.

Causas de Glicose Xilose Glicerol Acido Acético Etanol
variacio (g.L ) (g.L ) (g.LY) (g.L ) (g.LY)
Temperatura (TP)
32°C 6,76a 39,48b 1,28c 1,68 ¢ 5,567a
37°C 6,51b 38,76¢C 1,42a 191a 4,82b
40°C 6,78a 39,66a 1,25b 1,73b 3,83c
Teste F 391,03** 5432,55** 666,38** 707,71* 262,75**
DMS 0,05 0,04 0,02 0,03 0,32
C.V 0,33 0,05 0,89 0,71 3,20
Tempo (TS)
Oh 25,14a 43,30a 0,00d 0,00d 0,00d
6h 0,74b 40,77b 1,67 ¢ 1,35c 7,27a
12h 0,46¢ 38,26¢ 1,77b 2,07b 6,52b
24h 0,40d 34,86d 1,81a 3,68a 5,17¢
Teste F 6884753,13** 55321,06** 11915,12** 50078,46** 2901,02**
DMS 0,02 0,07 0,04 0,03 0,27
C.V 0,17 0,10 1,50 0,94 3,14
Interacéo
Inter. TP X TS 1868,22** 1017,96** 55,37** 111,84** 160,70**

**significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p<0,01); *significativo ao nivel de 5% de probabilidade (0,01=<p<0,05);
ns nao significativo (p>=0,05). As médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna diferem pelo teste de Tukey.
D.M.S = desvio minimo significativo. C.V = coeficiente de variacdo. Inter. Inter. TPXTS — Interacé@o entre temperaturas e
tempos

Tabela 7. Resultados da andlise de variancia e comparacdo de médias pelo teste de
Tukey para glicose, xilose, glicerol, acido acético e etanol para pH 4,5.

Causas de variacéo Glicose Xilose Glicerol Acido Acético Etanol
@.L? @.L? @.Lh @.L @.L
Temperatura (TP)
32°C 6,72a 39,45a 1,25b 1,59c¢ 4,63ab
37°C 6,32a 38,41b 1,21c 1,73b 5,13a
40°C 6,44a 38,40b 1,30a 1,87a 4,48b
Teste F 1,60 10167,14** 153,48** 1761,86** 10,89*
DMS 0,97 0,04 0,02 0,02 0,61
Cc.V 7,14 0,04 0,81 0,54 6,14
Tempo (TS)
Oh 24,51a 42,46a 0,00c 0,00d 0,00c
6h 0,62b 39,37b 1,69a 1,37c 7,14a
12h 0,46b 37,66¢ 1,65b 2,12b 6,63a
24h 0,39b 35,52d 1,68a 3,42a 5,20b
Teste F 4126,37** 41148,27** 26255,61** 32656,57** 730,08**
DMS 0,83 0,06 0,02 0,04 0,53
Cc.V 7,05 0,09 1,01 1,12 6,24
Interacéo
Inter. TP x TS 1,190 666,28** 198,91** 97,05** 29,16**

**significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p<0,01); *significativo ao nivel de 5% de probabilidade (0,01=<p<0,05);
ns nao significativo (p>=0,05). As médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna diferem pelo teste de Tukey.

D.M.S = desvio minimo significativo. C.V = coeficiente de variagdo. Inter. Inter. TPXTS — Interagdo entre temperaturas e
tempos.
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Os desdobramentos para as interagdes foram realizados na forma de graficos
e estdo apresentados nas Figuras 4 a 8.

Em relacdo ao consumo de glicose (Figura 4), nota-se que para todas
temperaturas testadas nos pHs 3,5 e 4,0 houve o consumo médio de cerca de 98,33%
nas primeiras 6h de fermentacéo. Este resultado demonstra a facilidade com que a
levedura estudada possui para assimilar este agicar num intervalo de tempo pequeno

independentemente da temperatura do processo.
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Figura 4. Desdobramento de interacdes para concentracdo de glicose; letras
minusculas comparam tempos dentro de cada temperatura e letras maiusculas
comparam temperaturas dentro de cada tempo. A. Interacdo entre temperatura e
tempo para o pH 3,5. B. Interagdo entre temperatura e tempo para o pH 4,0.

O consumo de xilose realizado por P. membranifaciens mostra-se mais lento
em comparacgao ao apresentado na glicose, havendo grandes quantidades residuais
desta pentose ao término do periodo de 24h. Verifica-se que houve o maior consumo
de xilose na temperatura de 40°C no tratamento adequado com pH 4,0, havendo um
decréscimo total de 22,62% (Figura 5.B).
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A temperatura ideal para assimilacao de pentoses para as leveduras do género
Pichia spp podem variar de acordo com a cepa utilizada, entretanto geralmente séo
verificadas temperaturas 6timas na faixa de 30 a 32°C (Du Preez et al., 1986). Durante
este ensaio notou-se que as temperaturas de 32°C a pH 3,5 e 40°C apH 4,0 e 4,5

contribuiram para um maior consumo de xilose (Figura 5.A, 5.B e 5.C).
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Figura 5. Desdobramento de interagcdes para concentracdo de xilose; letras
minusculas comparam tempos dentro de cada temperatura e letras maiusculas
comparam temperaturas dentro de cada tempo. A. Interacdo entre temperatura e
tempo para o pH 3,5. B. Interacdo entre temperatura e tempo para o pH 4,0. C.
Interacao entre temperatura e tempo para o pH 4,5.

O glicerol é um osmoregulador metabolizado por leveduras em situacdes de

estresse osmotico. Sua producao esta relacionada a espécie do microrganismo, pH,
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temperatura, fonte de nitrogénio e concentracao de oxigénio disponivel (Remize et al.,
2000). Apesar de indesejavel, a producéo de etanol por fermentacdo alcodlica ndo
ocorre sem que haja a formacao de glicerol (Ferrari, 2013), desta forma deve-se
avaliar os parametros diretamente relacionados a sua producdo para que baixos

teores sejam produzidos.
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Figura 6. Desdobramento de interagbes para concentracdo de glicerol; letras
minusculas comparam tempos dentro de cada temperatura e letras maidsculas
comparam temperaturas dentro de cada tempo. A. Interacdo entre temperatura e
tempo para o pH 3,5. B. Interacdo entre temperatura e tempo para o pH 4,0. C.
Interacao entre temperatura e tempo para o pH 4,5.

Apés as 24h de fermentacdo, as maiores concentracdo de glicerol séo

encontradas nos tratamentos com 32°C em pH 3,5, 37°C em pH 4,0 e 40°C em pH
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4,5 (Figura 6.A, 6.B e 6.C). Os resultados demonstram que a levedura possui maior
estabilidade osmotica quando exposta a 32°C em pH 4,0, ndo havendo a producéo de
glicerol significativa apds o periodo de 6h.

A maior concentracdo de acido acético foi gerada no periodo de 24h pelo

tratamento com pH 4,0 e 37°C e a menor no pH 3,5 & 40°C (Figura 7.A e 7.B).
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Figura 7. Desdobramento de interacdes para concentracdo de acido acético; letras
minusculas comparam tempos dentro de cada temperatura e letras maidsculas
comparam temperaturas dentro de cada tempo. A. Interacdo entre temperatura e
tempo para o pH 3,5. B. Interacdo entre temperatura e tempo para o pH 4,0. C.
Interacao entre temperatura e tempo para o pH 4,5.

A presenca de &cido acético é extremamente indesejavel em processos de
fermentacao alcodlica, uma vez que para sua producédo parte do etanol metabolizado
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7

pelas leveduras € oxidado (Aquarone et al., 2001). Desta forma quanto maior a
quantidade de acido acético produzido menor serd o rendimento fermentativo do
processo.

Nota-se que quanto maior a temperatura utilizada no processo fermentativo,
menor é a concentracdo de etanol apos o término da fermentacdo. Segundo Lima et
al. (2001), o aumento da temperatura dos processos pode levar a perdas de etanol
por volatizacao.

10 Q
o —
Y6
o
= 4
o
g 21 g < g
Woo
DMS = 0,32 Temperatura (°C)
Cv=218 B 0h = 6h 12h ® 24h
10 P!
) IEEE
1! 6
2 4
o
§°F g =S <
w o
.
DMS = 0,47 Temper3atura (°C) 2
Cv=314 ®mO0h  B@6h 12h ® 24h
10 P!
P!
8 P! D —
— m
<6 <
- —
2 4
2 2 < < <
o o © ©
m o :
32 37 .
DMS = 0,92 Temperatura (°C) C
CV=6,24 @ 0h B6h 12h m24h

Figura 8. Desdobramento de interacfes para concentracdo de etanol; letras
minUsculas comparam tempos dentro de cada temperatura e letras mailsculas
comparam temperaturas dentro de cada tempo. A. Interacdo entre temperatura e
tempo para o pH 3,5. B. Interagcédo entre temperatura e tempo para o pH 4,0. C.
Interacdo entre temperatura e tempo para o pH 4,5.
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Os maiores teores de etanol foram obtidos no intervalo de 6h de fermentacao,
sendo observado que apoOs este periodo sua concentragdo sofreu decréscimos
constantes até o final do ensaio (figura 8.A, 8.B e 8.C). Por este motivo, a maior
concentracdo de etanol ao final do ensaio foi encontrada no tratamento com pH 4,5 a
temperatura de 32°C (Figura 8.C).

Dentre os fatores quimicos, o pH apresenta-se como um dos parametros mais
relevantes a ser considerado, pois pode influenciar a velocidade da bioconverséo dos
acucares em alcool etilico e afetar o crescimento das células. A faixa de pH na qual o
crescimento e a producdo de etanol ocorre com grande velocidade € estreita (Du
Preez et al., 1986). Desta forma, para que a utilizacdo desta levedura seja viabilizada,
faz-se necesséario o estudo deste parametro.

Em seus estudos Du Preez et al. (1986) relataram que a faixa de pH étimo para
a levedura Pichia stipitis foi de 4,0 a 5,5, apresentando um pico maximo de
produtividade de etanol sob pH 4,0.

Deve-se ressaltar que o presente estudo priorizou o tratamento que ofereceu
maior estabilidade a levedura e obteve as menores perdas de etanol ao longo da
fermentacdo. A vista disso, definiu-se que a melhor faixa de trabalho para Pichia
membranifaciens foi temperatura de 32°C e pH 4,5, pois nestas condi¢des houve altas
taxas de viabilidade celular, indice de brotamento e viabilidade dos brotos e a maior

concentracdo de etanol apds o periodo de 24h do processo fermentativo.

4.3 Ensaio 2 — Teste de nutrientes

As andlises dos resultados observados para os parametros de viabilidade
celular, indice de brotamentos e viabilidade dos brotos, encontram-se na Tabela 8. Os
desdobramentos para as interacdes foram realizados na forma de gréficos e estdo
apresentados na Figura 9.

Para que as leveduras possam crescer, se desenvolver e realizar o processo
fermentativo € de extrema importancia que haja a disponibilidade de nutrientes no
meio em que estdo presentes (Pavani et al.,, 2013). Entretanto, antes da
suplementacdo € necessario que primeiro haja uma compreensdo da nutricdo para

que as informacdes coletadas sejam utilizadas para otimizacdo do desenvolvimento
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das atividades metabdlicas dos microrganismos sem que as células sejam afetadas
(Jones e Gadd,1990).

Para um bom rendimento fermentativo € necessario que a levedura se
mantenha em condi¢des ideais que proporcionem taxas de crescimento satisfatorias
caso estas ndo sejam observadas, ocorrera 0 aumento substancial do numero de
morte celular e consequentemente perda do fermento (Walker, 2004).

Tabela 8. Resultados da analise de variancia e comparacao de médias pelo teste de
Tukey para viabilidade celular, indice de brotamento e viabilidade dos brotos para o
ensaio de nutrientes

Causas de Viabilidade celular Brotamentos Viabilidade dos
variacéo (%) (%) brotos (%)
Nutriente (TP)
Sem suplementacéo 70,56¢cde 14,31e 43,80ef
N+P+K+Mg+Mn+Zn 74,26¢d 20,62cde 60,912cd
N+P+K+Mg+Mn 71,34cde 21,06cde 58,00de
N+P+K+Mg+Zn 60,97fg 13,82e 41,47f
N+P+K+Mn+Zn 52,339 17,81de 41,76f
N+P+Mg+Mn+Zn 73,48cd 19,41cde 62,54cd
N+K+Mg+Mn+Zn 72,69cd 23,262bcd 65,17cd
P+K+Mg+Mn+Zn 91,16a 19,89cde 92,44a
N 52,49¢g 19,83cde 58,30de
P 69,47def 26,76abc 71,43bcd
K 78,75bc 29,26ab 75,10bc
Mg 84,16ab 32,50a 82,09ab
Mn 73,83cd 33,23a 67,31cd
Zn 63,54ef 33,10a 70,48bcd
Teste F 47,83** 24,95** 33,07*
DMS 8,80 7,95 14,53
C.V 6,25 16,55 11,46
Tempo (TS)
Oh 85,57a 31,28a 82,00a
6h 75,57b 20,56¢ 68,74b
12h 67,44c 23,59b 56,99c
24h 53,99d 21,04bc 46,78d
Teste F 395,46** 43,86** 241,97**
DMS 2,54 2,83 3,69
C.V 5,03 16,42 8,11
Interagédo
Inter. TP X TS 14,71** 6,20** 8,86**

**significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p<0,01); *significativo ao nivel de 5% de probabilidade (0,01=<p<0,05);
ns nao significativo (p>=0,05). As médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna diferem pelo teste de Tukey.
D.M.S = desvio minimo significativo. C.V = coeficiente de variacao. Inter. TPXTS — Interagao entre nutrientes e tempos.
Na auséncia de nutrientes a fisiologia das leveduras pode ser gravemente
afetada, em razdo da necessidade de determinados elementos quimicos essenciais

para a regulacédo de seu metabolismo (Pavani et al., 2013). Conforme apresentado
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pela Tabela 8, 0 mosto sem suplementacéo possui viabilidade dos brotos baixa em
relacdo aos demais tratamentos deste ensaio, entretanto os resultados demonstram
que a auséncia de nutrientes afeta principalmente o brotamento das leveduras,
havendo uma grande diminuicdo em seus indices.

De acordo com a Figura 9, a associacao de P+K+Mg+Mn+Zn (N8) foi a Unica
suplementacdo que manteve a viabilidade celular e viabilidade dos brotos acima de
90% ao longo periodo de fermentacéo. Nota-se que este tratamento apresenta alguns
dos melhores valores de indice de brotamento, mesmo havendo uma diminuicéo
significativa no intervalo de 6h no numero de brotos. Estes resultados demonstram
gue, mesmo com a auséncia de nitrogénio, 0s nutrientes presentes no mosto foram
capazes de manter as principais fungcdes necessarias as células, garantindo sua
manutenc¢ao e suas principais func¢des durante as 24h deste ensaio.

Os mostos tratados com N+P+K+Mg+Zn (N4) e N+P+K+Mn+Zn (N5) mostram
que a auséncia de manganés e magnésio provocaram a diminuicdo da viabilidade
celular de P. membranifaciens, entretanto seu principal efeito € visualizado nos baixos
valores do indice de brotamento e viabilidade dos brotos (Figura 9).

A importdncia do magnésio fica evidenciada quando se observa que o
tratamento onde foi suplementado isoladamente apresenta valores de viabilidade dos
brotos acima de 80% ao longo do periodo de fermentacéo e alto indice de brotamento
ao final do ensaio.

Céations bivalentes como Mn?* e Mg?* sdo essenciais para crescimento e
regulacdo do metabolismo e, portanto, precisam ser acumulados a partir do meio em
que se encontram (Jones e Gadd, 1990). O manganés é um importante cofator de
enzimas, ja o magnésio possui importancia na atividade enzimatica e na divisdo
celular, pois € utilizado para completar a mitose, ndo sendo encontrado qualquer outro
ion metalico na tabela periddica que possa substitui-lo (Walker, 2004). Desta forma, a
auséncia destes nutrientes comprometem a atividade metabdlica e reproducédo das

células, o que explica a baixa na taxa de crescimento e aumento no indice de mortes.
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Viabilidade dos brotos (%)

As analises dos resultados observados para concentracdo de glicose, xilose,
glicerol, acido acético e etanol, encontram-se na Tabela 9. Os desdobramentos para
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as interacdes foram realizados na forma de graficos e estdo apresentados nas Figuras
10 a 13.

Tabela 9. Resultados da anélise de variancia e comparacao de médias pelo teste de
Tukey para glicose, xilose, glicerol, acido acético e etanol para o ensaio de nutrientes

Causas de Glicose Xilose Glicerol Acido acético Etanol
variagao (g.L ) (g.L ) (g.L D (g.LY) (g.LY)
Nutrientes (TP)
Sem suplementacéo 6,119 38,30b 1,17bcd 1,69cde 5,63a
N+P+K+Mg+Mn+Zn 7,25abc 38,25b 1,33ab 1,71cd 4,10bc
N+P+K+Mg+Mn 6,79de 38,12b 1,32ab 1,78bcd 4,59abc
N+P+K+Mg+Zn 6,66ef 36,80d 1,28abc 1,47de 5,23ab
N+P+K+Mn+Zn 7,58a 37,17c 1,43a 1,91bc 5,06abc
N+P+Mg+Mn+Zn 7,18bc 38,11b 1,31ab 1,33e 5,51a
N+K+Mg+Mn+Zn 6,219 38,31b 1,04de 0,88f 3,86¢
P+K+Mg+Mn+Zn 7,50ab 35,78e 1,34ab 2,08ab 4,95abc
N 7,10cd 39,06a 0,97e 0,94f 5,50a
P 6,94cde 38,47b 1,10cde 1,73bcd 5,60a
K 6,149 37,05cd 1,10cde 1,67cde 4,39abc
Mg 6,29fg 37,15cd 1,04de 1,78bcd 3,80c
Mn 6,139 36,81cd 1,41a 2,33a 5,60a
Zn 6,099 35,99¢ 1,02de 1,65cde 5,48a
Teste F 68,54** 226,55** 19,92** 35,09** 9,13**
DMS 0,37 0,37 0,20 0,37 1,26
C.V 2,80 0,49 8,29 11,43 12,78
Tempo (TS)
Oh 24,93a 42,48a 0,00d 0,00d 0,00c
6h 0,73b 37,13b 1,39c 1,10c 7,43a
12h 0,63b 36,16¢c 1,60b 1,84b 6,36b
24h 0,57b 34,33d 1,83a 3,61a 6,01b
Teste F 50558,80**  9500,94** 2506,75** 1888,42** 854,36**
DMS 0,20 0,14 0,06 0,13 0,43
CV 4,26 0,51 7,22 11,29 12,27
Interacao
Inter. TPXTS 2,22%* 47,61* 6,91** 14,13* 9,05**

**significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p<0,01); *significativo ao nivel de 5% de probabilidade (0,01=<p<0,05);
ns nao significativo (p>=0,05). As médias seguidas de letras diferentes ha mesma coluna diferem pelo teste de Tukey.
D.M.S = desvio minimo significativo. C.V = coeficiente de variacéo. Inter. TPXTS — Interagdo entre nutrientes e tempos
de duragéo

A glicose foi altamente consumida pelas leveduras em todos os tratamentos
utilizados, havendo um consumo médio de cerca de 96% da glicose presente no mosto
nas primeiras 6h de fermentacdo (Figura 10). Estes resultados demonstram a
facilidade e a preferéncia da assimilacédo deste carboidrato por P. membranifaciens.

O consumo de xilose apresentou comportamento diferente entre os tratamentos

estudados (Figura 11). A assimilacdo desta pentose mostrou-se ser mais eficiente no
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mosto contendo P+K+Mg+Mn+Zn (N8) em relagcdo as demais suplementacoes,
havendo um decréscimo de 23,61% ao final do ensaio.
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Figura 10. A. Interacdo entre nutrientes e tempo para concentracado de glicose. B.
Interacdo entre nutrientes e tempo para concentracdo de xilose. Letras minudsculas
comparam nutrientes dentro de cada tempo e letras mailsculas comparam tempos
dentro de cada nutriente. N1- Sem suplementacdo; N2- N+P+K+Mg+Mn+Zn; N3-
N+P+K+Mg+Mn; N4- N+P+K+Mg+Zn; N5- N+P+K+Mn+Zn; N6- N+P+Mg+Mn+Zn; N7-
N+K+Mg+Mn+Zn; N8- P+K+Mg+Mn+Zn; N9- N; N10- P; N11- K; N12- Mg; N13- Mn e
N14- Zn.

Em relacéo a concentracédo final de xilose, observa-se que o mosto contendo
somente nitrogénio (N9) teve consumo de 12,76%, o tratamento sem suplementacao
16,87% e o mosto suplementado com N+P+K+Mg+Mn+Zn (N2) 15,40%. Os
resultados demonstram que esta levedura pode ter seu metabolismo afetado na
presenca do nitrogénio suplementado, reacdo que pode ser causada pela fonte de

nitrogénio utilizada.
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Segundo Kurtzman (2011), o género Pichia spp nao utiliza nitrato como fonte
de nitrogénio. Os mostos utilizados neste ensaio foram suplementados com sulfato de
amonio, consequentemente estavam disponiveis as formais amoniacais de nitrogénio,
nao havendo a presenca de nitrogénio organico. Martini et al. (2016) perceberam que
a suplementacdo com 3 g.L! de extrato de levedura exerceu um efeito notavel sobre
os parametros de fermentacéo, podendo otimizar o processo e oferecer 0s nutrientes
essenciais em suas formas organicas.

A maior concentracdo de glicerol foi encontrada nos mostos suplementados
com N+P+K+Mg+Zn (N4), N+P+K+Mn+Zn (N5) e N+P+Mg+Mn+Zn (6) (Figura 11).

Os ions metdlicos sao vitais para todos os organismos vivos, desta forma os
transportadores destes ions tém um papel crucial na manutencdo da homeostase das
células (Dos Santos, 2008). Consequentemente, a auséncia de cations e anions
especificos podem levar a célula ao estresse osmoético, forcando as leveduras a

produzir glicerol para proteger suas células.
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Figura 11. Desdobramento da interacdo entre nutrientes e tempo para a concentragéo
de glicerol. Letras minasculas comparam nutrientes dentro de cada tempo e letras
maiusculas comparam tempos dentro de cada nutriente. N1- Sem suplementacéo; N2-
N+P+K+Mg+Mn+Zn; N3- N+P+K+Mg+Mn; N4- N+P+K+Mg+Zn; N5- N+P+K+Mn+Zn;
N6- N+P+Mg+Mn+Zn; N7- N+K+Mg+Mn+Zn; N8- P+K+Mg+Mn+Zn; N9- N; N10- P;
N11- K; N12- Mg; N13- Mn e N14- Zn.

A producéo de acido acético teve seu pico as 24h de fermentagdo no mosto
suplementado com manganés (N13), obtendo valores superiores a 5 g.L* (Figura 12).

A producao de acido acético em processos de fermentacéo alcoodlica ndo é desejavel,
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pois as fontes de carbono disponiveis acabam sendo desviadas do objetivo inicial
(Roviero, 2016), levando a perdas no rendimento fermentativo.
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Figura 12. Desdobramento da interacdo entre nutrientes e tempo para o parametro
concentracdo de acido acético. Letras minusculas comparam nutrientes dentro de
cada tempo e letras mailsculas comparam tempos dentro de cada nutriente. N1- Sem
suplementacao; N2- N+P+K+Mg+Mn+Zn; N3- N+P+K+Mg+Mn; N4- N+P+K+Mg+Zn;
N5- N+P+K+Mn+Zn; N6- N+P+Mg+Mn+Zn; N7- N+K+Mg+Mn+Zn; N8-
P+K+Mg+Mn+Zn; N9- N; N10- P; N11- K; N12- Mg; N13- Mn e N14- Zn.

Em relacdo a producdo de etanol, as maiores concentracdes foram
encontradas nos tratamentos com N+P+Mg+Mn+Zn (N6) e N (N9) (Figura 13).
Entretanto somente o mosto suplementado com nitrogénio possui baixos teores de
glicerol e 4cido acético.

O tratamento sem suplementacdo (N1) apresentou formacdo de etanol,
entretanto, conforme demonstrado na Figura 13, 0os nutrientes sdo importantes para
obtencdo de altas taxas deste produto, sendo a presenca de manganés um fator
importante para incremento da concentracao final de etanol.

As analises realizadas demonstram que a levedura Pichia membranifaciens
LJO4 consegue realizar o desdobramento dos aglUcares em etanol e manter seus
niveis de viabilidade celular, indice de brotamento e viabilidade dos brotos altos no
tratamento com P+K+Mg+Mn+Zn (N8) ao longo das 24h. Entretanto deve-se ressaltar
gue a presenca de nitrogénio € essencial para a manutencéao de toda e qualquer forma
de vida, ndo sendo possivel que haja crescimento celular em mostos que possuam
auséncia deste nutriente, desta forma, neste tratamento ocorreu somente a

preservacao das leveduras e brotos provenientes do indculo.
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Figura 13. Desdobramento da interacdo entre nutrientes e tempo para a concentragéo
de etanol. Letras mindsculas comparam nutrientes dentro de cada tempo e letras
mailsculas comparam tempos dentro de cada nutriente. N1- Sem suplementacéo; N2-
N+P+K+Mg+Mn+Zn; N3- N+P+K+Mg+Mn; N4- N+P+K+Mg+Zn; N5- N+P+K+Mn+Zn;
N6- N+P+Mg+Mn+Zn; N7- N+K+Mg+Mn+Zn; N8- P+K+Mg+Mn+Zn; N9- N; N10- P;
N11- K; N12- Mg; N13- Mn e N14- Zn.

Neste contexto, a presenca de nitrogénio, fésforo, potassio, magnésio,
manganés e zinco mostram-se essenciais para conservacao e crescimento das

células de leveduras e alta producédo de etanol.
4.4 Concentracdao e destoxificacado do licor hemiceluldsico

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 10, a quantidade de
aclcares atingida apds a concentracéo e destoxificacdo do licor foi 61,50 g.L1. Apesar
de abaixo do teor calculado inicialmente, encontra-se dentro dos valores esperados,
uma vez que nutrientes e aglUcares podem ser perdidos ao longo do processo de
destoxificagao.

Tabela 10. Resultado da analise de HPLC da concentracdo de glicose, xilose,
arabinose, glicerol, acido acético e etanol presentes no licor hemiceluldsico “in natura”
e licor hemicelulésico concentrado e destoxificado.

Glicose  Xilose Arabinose Glicerol Acido acético  Etanol

@LhH (gL (@Lh (gLh (gLh 9Lh
Licor “in natura” 1,9655 7,3840 1,4705 0,6345 1,2820 0,0015
Licor destoxificado 15,2800 39,3800 6,9400 2,4800 3,38 0,0000

O processo de destoxificacdo elaborado por Marton (2002), ndo obteve a

méaxima eficiéncia na retirada dos compostos inibidores do processo fermentativo.
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Entretanto as quantidades presentes no licor “in natura”indicam que havia altos teores
de compostos secundérios que aumentaram substancialmente apds a concentracao.
Deste forma uma realizacdo de novas etapas com carvao ativado podem diminuir

estes compostos para quantidades proximas a zero.

4.5 Determinacdo de nutrientes no licor

Para verificacdo das quantidades de nitrogénio, fésforo, potassio, magnésio,
manganés e zinco presentes no licor concentrado e destoxificado, foram realizadas

analises de macro e micronutrientes, os resultados encontram-se na Tabela 11.

Tabela 11. Resultado da analise de macro e micronutrientes presentes no licor
hemicelulosico concentrado e destoxificado

Nutrientes Quantidade (g.LY)
Nitrogénio (N) 1,1415
Fosforo (P) 2,1805
Potéassio (K) 1,9840
Magnésio (Mg) 0,5800
Manganés (Mn) 0,0271
Zinco (Zn) 0,0039

A disponibilidade de nutrientes no mosto para o processo de producdo de
etanol 1G é um conhecimento hd muito difundido e pesquisado, podendo ser
encontradas diversas informacgdes acerca deste assunto. No entanto, ndo ha relatos
na literatura sobre a necessidade de suplementacdo no licor apos as etapas de
concentracao e destoxificacédo (Freita, 2017).

As quantidades encontradas demonstram que a cana energia utilizada para
producdo do licor hemiceluldsico recebeu uma boa suplementacdo de nutrientes
enquanto estava em campo, sendo possivel a obtencédo de licor rico em minerais,
mesmo apoés todos as etapas a que foi submetido.

As concentragfes encontradas nas analises sdo maiores que o0s valores
utilizados durante o ensaio de nutrientes do presente trabalho. A Unica excecao
encontrada foi 0 zinco, sendo desta forma o Gnico micronutriente necessario a ser

adicionado.
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4.6 Ensaio 3 - Fermentacgéo de licor hemiceluldsico

As andlises dos resultados observados para os parametros de viabilidade
celular, indice de brotamento e viabilidade dos brotos, encontram-se na Tabela 12. Os
desdobramentos para as interacdes foram realizados na forma de gréficos e estdo

apresentados na Figura 14.

Tabela 12. Resultados da anélise de variancia e comparacao de médias pelo teste de
Tukey para viabilidade celular, indice de brotamento e viabilidade de brotos para
ensaio de fermentacdo com licor hemicelulésico

Viabilidade celular Brotamentos (%) Viabilidade de

Causas de variagao

(%) brotos (%)
Mostos (TP)
M1 80,79c 17,54bc 84,32bc
M2 87,09b 23,35b 80,62c
M3 93,73a 40,51a 95,75a
M4 92,74a 9,14c 86,65b
Teste F 46,91** 48,69** 44,02**
DMS 5,02 10,95 5,59
Cc.v 3,41 29,10 3,87
Tempo (TS)
Oh 96,26a 24,57ab 97,17a
6h 84,19b 20,22b 85,42b
12h 93,69a 27,64a 87,63b
24h 86,60b 18,38b 80,24b
48h 86,91b 22,72ab 87,33b
72h 83,89b 22,29ab 83,23b
Teste F 27,38** 4 47* 8,12**
DMS 4,38 6,83 8,99
Cc.v 3,15 19,21 6,59
Interacéo
Inter. TP X TS 2,96* 5,31** 4,74*

**significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p<0,01); *significativo ao nivel de 5% de probabilidade (0,01=<p<0,05);
ns nao significativo (p>=0,05). As médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna diferem pelo teste de Tukey.
D.M.S = desvio minimo significativo. C.V = coeficiente de variacéo. Inter. TPXTS — Interacéo entre mostos e tempos. M1—
Mosto sintético: sem suplementagdo; M2—Mosto sintético: suplementacéo ideal de nutrientes; M3-Mosto sintético:
suplementacao idéntica ao licor; M4-Licor hemiceluldsico concentrado e destoxificado.

De acordo com De Sousa e Monteiro (2011), a concentracdo de nutrientes
disponiveis no mosto € muito importante, pois se em quantidades exageradas ou
insuficientes, podem prejudicar o processo fermentativo.

O mosto sintético com N, P, K, Mg, Mn e Zn idéntico ao licor (M3) e o licor
hemicelulosico (M4) foram os Unicos tratamentos que obtiveram viabilidade celular

superior a 85% em todo o periodo de fermentacdo (Figura 14.A). Estes resultados
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demonstram que as altas concentra¢des de nutrientes presente no mosto sintético e
no licor hemicelulosico ndo afetaram as células, sendo possivel realizar fermentacdes

pelo periodo de 72h com alto niUmero de células viaveis.
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Figura 14. A. Interacdo entre mosto e tempo para o parametro viabilidade celular. B.
Interacdo entre mosto e tempo para o parametro indice de brotamento. C. Interacéo
entre mosto e tempo para o parametro viabilidade dos brotos. Letras minusculas
comparam tempos dentro de cada mosto e letras mailsculas comparam mostos
dentro de cada tempo. M1-Mosto sintético: sem suplementacdo; M2—Mosto sintético:
suplementacao ideal de nutrientes; M3-Mosto sintético: suplementacéo idéntica ao
licor hemicelulésico; M4-Licor hemicelulésico concentrado e destoxificado.
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Observa-se que para todos os tratamentos houve reducgéo da viabilidade celular
as 6h de fermentacao, este intervalo de tempo caracterizasse como um periodo de
adaptacao da levedura ao meio e a alta concentracdo de etanol presente no mosto
(Roviero, 2016). A metabolizagéo de grandes quantidades de etanol em um pequeno
intervalo de tempo pode ocasionar pequenos desequilibrios na membrana celular dos
microrganismos (Silva, 2006).

Todos os tratamentos apresentaram aumento na viabilidade celular as 12h,
entretanto ap0s este periodo ocorreu quedas constantes nos valores do mosto
sintético sem suplementacdo (M1) até o final do ensaio. Esta reducdo observada,
indica que a presenca de nutrientes é um fator importante para manutencédo das
células da levedura.

Para S. cerevisiae, a porcentagem maxima ideal de brotamentos é 15%, uma
vez que, valores superiores indicam a possibilidade de baixa manutencédo do fermento
das dornas ou aumento da temperatura na fermentacéao (Amorim, 2005). Entretanto,
todas as andlises realizadas ao longo dos ensaios do presente estudo indicam que
altos indices de brotos €& uma qualidade intrinseca a cepa de Pichia
membranifaciens utilizada durante o experimento.

O mosto sintético com N, P, K, Mg, Mn e Zn idéntico ao licor (M3) obteve maior
indice de brotamento em relacdo ao demais tratamentos e valores superiores a 90%
de viabilidade dos brotos ao longo de todo o processo fermentativo. Por outro lado,
nota-se que para o licor hemicelulésico (M4) os indices de brotamento sdo os menores
entre os mostos testados, apresentando viabilidades dos brotamentos proximas a
70% as 12 e 24h.

Desta forma, a presenc¢a de produtos secundarios provenientes da hidrolise
acida que nao foram totalmente retirados na destoxificacdo do licor hemicelulosico
(M4) explicam os baixos valores de indice e viabilidade dos brotos presentes no
mosto, uma vez que estes compostos séo inibidores do metabolismo das leveduras
(Silva, 2006).

As analises dos resultados observados para concentracédo de glicose, xilose,

arabinose, glicerol, acido acético e etanol, encontram-se na Tabela 13. Os
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desdobramentos para as interacdes foram realizados na forma de graficos e estédo

apresentados nas Figuras 15 a 17.

Tabela 13. Resultados da analise de variancia e comparacao de médias pelo teste de
Tukey para glicose, xilose, arabinose, glicerol, acido acético e etanol para ensaio de
fermentacdo com licor hemiceluldsico

Causas de Glicose Xilose Arabinose  Glicerol AA(\:CéIt(ijgo Etanol
variacao (9.L Y (g.Lb) (g.L Y (g.L Y (gL (g.L Y
Mostos (TP)
M1 4,26¢ 37,76a 0,00b 1,29d 2,43a 5,75b
M2 4,76b 37,69b 0,00b 1,41c 2,96a 5,77b
M3 5,58a 37,31a 0,00b 1,71b 3,83a 6,44a
M4 2,54d 29,63d 6,52a 3,75a 12,07a 4.72c
Teste F 121608,03** 335668,01** 6799925,47** 20941,67** 2,96"s 12500,34**
DMS 0,02 0,04 0,01 0,05 15,18 0,04
C.V 0,30 0,07 0,27 1,36 171,79 0,39
Tempo (TS)
Oh 23,22a 41,43a 1,73a 0,62f 0,85a 0,00f
6h 0,68b 36,82b 1,63b 1,91e 1,73a 9,42a
12h 0,66¢c 35,70c 1,62b 2,12d 2,26a 8,75b
24h 0,53d 34,73d 1,61c 2,34c 11,71a 7,41c
48h 0,52d 32,88e 1,61c 2,53b 6,57a 5,20d
72h 0,10e 32,02f 1,57d 2,70a 8,80a 3,24e
Teste F 5196622,15** 157952,09**  334,87** 12188,23** 1,86NS 345165,43**
DMS 0,02 0,04 0,01 0,03 14,33 0,03
C.V 0,27 0,07 0,51 0,94 171,43 0,31
Interacéo

Inter. TPXTS  64833,31**  7300,93** 334,87 164,46** 1,05ns 2896,87**

**significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p<0,01); *significativo ao nivel de 5% de probabilidade (0,01=<p<0,05);
ns nao significativo (p>=0,05). As médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna diferem pelo teste de Tukey.
D.M.S = desvio minimo significativo. C.V = coeficiente de variacéo. Inter. TPXTS — Interagdo entre mostos e tempos. M1—
Mosto sintético: sem suplementacdo; M2—-Mosto sintético: suplementacé@o ideal de nutrientes; M3-Mosto sintético:
suplementacao idéntica ao licor; M4-Licor hemiceluldsico concentrado e destoxificado.

A glicose foi esgotada em todos os tratamentos antes das 12h de fermentacéo,
havendo um consumo minimo de 93,94% deste aclcar somente nas 6h iniciais,
demonstrando elevada velocidade de assimilagdo deste acUcar pela levedura (Figura
15.A).

O licor hemicelulésico (M4) foi o tratamento que obteve o maior decréscimo da
concentracéo de xilose ao longo da fermentacdao, totalizando um consumo de 35,43%
(Figura 15.B). Percebe-se que somente nas primeiras 6h do ensaio, as leveduras
haviam consumido cerca de 23,19 g de xilose, valor superior a0 mosto sintético sem
suplementacdo (M1), mosto sintético com suplementacéo por Pavani et al. (2013)

(M2) e mosto sintético com N, P, K, Mg, Mn e Zn idéntico ao licor (M3), que obtiveram
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uma assimilagéo total de 15,65%, 19,38% e 21,09%, respectivamente, apos as 72h

do ensaio.
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Figura 15. A. Interacdo entre mosto e tempo para concentracdo de glicose. B.
Interacao entre mosto e tempo para concentracdo de xilose. C. Interac&o entre mosto
e tempo para concentracdo de arabinose. M1-Mosto sintético: sem suplementacao;
M2—- Mosto sintético: suplementacdo ideal de nutrientes; M3- Mosto sintético:
suplementacao idéntica ao licor hemiceluldsico; M4-Licor hemiceluldsico concentrado
e destoxificado.

O consumo de xilose apresentado neste tratamento foi superior a todos 0s
valores encontrados ao longo dos ensaios desta pesquisa. Estes resultados implicam

gue outros nutrientes presentes neste hidrolisado sédo essenciais para uma melhor
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assimilacao deste acucar. O licor utilizado possuia valores de calcio, enxofre, boro,
cobre e ferro que podem fazer parte da via metabdlica da levedura que metaboliza
pentoses.

Segundo Betancur (2010), o sistema de transporte utilizado pelas leveduras é
constitutivo para glicose e indutivo para xilose, podendo acarretar na repressao do
consumo da xilose na presenca da glicose. Entretanto observou-se que o
esgotamento de glicose ocorreu nas primeiras 6h de fermentacdo do licor, mesmo
periodo onde a velocidade de consumo de xilose foi maior. A vista desse resultado,
pode-se concluir que a glicose pode exercer um efeito contrario ao da repressao
catabdlica, havendo maior consumo de xilose na presenca da glicose.

Em seus estudos Freire (2012), percebeu que a velocidade de assimilacao da
xilose era maior na presenca de glicose, em relacdo ao consumo apresentado
somente na presenca de pentose em uma cepa de suas bactérias recombinantes
utilizadas para producéo de etanol de segunda geragao.

Mesmo em baixas concentracdes, a arabinose é um acucar pouco utilizado pela
levedura durante o processo fermentativo, obtendo uma taxa de assimilacdo total de
apenas 9,09% (Figura 15.C). O baixo consumo desta pentose por leveduras ja foi
relatado anteriormente em licores obtidos de bagaco de cana-de-acgucar (Felipe et al.,
1997; Roviero, 2016) e de bagaco de sorgo (Freita, 2017

A producédo de glicerol € principalmente uma resposta metabdlica das células
de levedura a elevadas concentracdes de etanol (Goshadrou et al., 2011). Entretanto,
mesmo com concentracfes de etanol parecidas, verifica-se que mosto sintético com
N, P, K, Mg, Mn e Zn idéntico ao licor (M3), obteve maiores valores de glicerol em
relacdo aos tratamentos com mosto sintético sem suplementagdo (M1) e mosto
sintético com suplementacdo por Pavani et al. (2013) (M2). A vista disto, a alta
concentracéo de ions dissociados e disponiveis no meio podem ter causado estresse
osmatico, levando as células a produzirem glicerol para se protegerem.

Analisando a concentragdo inicial de glicerol no licor hemiceluldsico (M4), pode-
se notar que durante o ensaio houve somente a producéo de 1,89 g.L, valor préximo
aos tratamentos com mosto sintético sem suplementacao (M1) e mosto sintético com

suplementacao por Pavani et al. (2013) (M2).
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Figura 16. Desdobramento da interacdo entre mosto e tempo para concentracao de
glicerol. Letras minusculas comparam tempos dentro de cada mosto e letras
mailsculas comparam mostos dentro de cada tempo. M1- Mosto sintético: sem
suplementacdo; M2— Mosto sintético: suplementacao ideal de nutrientes; M3- Mosto
sintético: suplementagdo idéntica ao licor hemicelulésico; M4-Licor hemicelulésico
concentrado e destoxificado.

O pico de producédo de etanol para todos os tratamentos ocorreu a 6h de
fermentacao, havendo perda substanciais em sua concentracdo apds este periodo.
Sendo encontrados concentragdes finais 4 vezes menores aos teores analisados
inicialmente.

Desempenhos similares ja foram relatados em algumas cepas de
Scheffersomyces parashehatae, Scheffersomyces illinoinensis e Spathaspora
arborariae utilizadas para a producado de etanol de segunda geracdo em hidrolisados
sintéticos e hidrolisados hemicelulésicos de cana-de-acucar, demonstrando que apos
chegar ao pico maximo de producédo de etanol as concentracfes exibiram diminuicdo
constantes. Este comportamento foi atribuido a assimilacdo de etanol pelas cepas
devido ao rapido esgotamento de acucar do meio durante o tempo em que 0 oxigénio
estava disponivel (Cadete et al., 2012; Cadete et al., 2016; Cadete e Rosa, 2017).

Para que as leveduras garantam sua sobrevivéncia € necessario que realizem
a assimilacdo de uma ou mais fontes de carbono, consequentemente o esgotamento
de glicose em um curto periodo pode induzir a metabolizacdo de outros compostos
presentes no meio. Pichia membranifaciens ja foi descrita por Kurtzman (1998, 2011)

como uma levedura capaz de assimilar e crescer em meios com etanol.
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A vista desses fatores, as altas concentraces de acido acético encontradas
nos tratamentos, podem ser indicios da utilizagdo do etanol como substrato pelas
leveduras, uma vez que ele é convertido em acetaldeido, que pode ser transformado

em acetato ou sofrer oxidacéo e gerar acido acético (Walker, 1998).
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Figura 17. Desdobramento da interacdo entre mosto e tempo para concentracdo de
etanol. Letras mindsculas comparam tempos dentro de cada mosto e letras
maiusculas comparam mostos dentro de cada tempo. M1- Mosto sintético: sem
suplementacdo; M2— Mosto sintético: suplementacao ideal de nutrientes; M3- Mosto
sintético: suplementacdo idéntica ao licor hemiceluldsico; M4-Licor hemiceluldsico
concentrado e destoxificado.

O licor utilizado durante o ensaio foi destoxificado segundo metodologia
proposta por Marton (2002), entretanto notou-se que o procedimento nao foi
totalmente eficaz, pois apresentou altos teores de residuos de glicerol e acido acético,
conforme apresentado anteriormente na Tabela 6.

Desta forma, € esperado que outros componentes inibidores da fermentacao
possam estar presentes no licor destoxificado utilizado no ensaio. Hipotese
sustentada pela producédo de etanol ligeiramente menor no licor hemicelulésico em
comparacao aos teores observados nos outros tratamentos. Apesar disto a levedura
conseguiu se manter com alto niamero de células viaveis ao longo do experimento.

A alta viabilidade observada ao longo do processo fermentativo mostra que a
levedura estudada é tolerante a altas concentracdes de acido acético, ja que mesmo
com concentragGes préximas a 12 g.L ! apresenta viabilidade celular, indice de
brotamento e viabilidade dos brotos nos parametros ideais apos 72h de fermentacéo.

P. membranifaciens ja foi descrita como uma levedura tolerante a acidos orgéanicos,
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sendo encontradas cepas que resistiram até 30 g/L de &cido acético em solucdes de
vinagre (Stornik et al., 2016).
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Figura 18. Concentracdo de acido acético ao longo do processo fermentativo. M1—
Mosto sintético: sem suplementacédo; M2— Mosto sintético: suplementacéo ideal de
nutrientes; M3- Mosto sintético: suplementacédo idéntica ao licor hemiceluldsico; M4-
Licor hemiceluldsico concentrado e destoxificado.
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5. CONCLUSOES

Estabeleceu-se neste estudo que as condi¢des ideais para producéo de etanol
por Pichia membranifaciens LJO4 através da assimilacdo de xilose e glicose foram
temperatura de 32°C e pH 4,5.

Os mostos sintéticos tratados sobre os parametros ideias obtiveram altas taxas
de viabilidade celular, indice de brotamento e viabilidade dos brotos e a maior
concentracdo de etanol apds o periodo de 24h do processo fermentativo.

A utilizacao do pH 3,5 nos mostos sintéticos provocou a reducdo do numero de
brotos vivos da levedura ao longo da fermentacéo.

O tratamento sem suplementacdo apresentou formagao de etanol, entretanto
os resultados obtidos demonstram que os nutrientes sdo importantes para obtencao
de altas taxas deste produto.

A auséncia de magnésio e manganés afetou intensamente a viabilidade celular,
ndmero de brotamentos e viabilidade dos brotos das células de levedura.

A presenca de nitrogénio, fosforo, potassio, magnésio, manganés e zinco
mostraram-se essenciais para conservacao e crescimento das células de leveduras e
alta producao de etanol.

O trabalho mostrou que € possivel a producdo de etanol por Pichia
membranifaciens em mostos sintéticos e licor hemiceluldsico.

O periodo de maior velocidade de consumo de xilose esta relacionado ao
tempo em que a glicose encontra-se disponivel nos mostos.

O licor hemicelulésico foi o tratamento que obteve o maior consumo de xilose
ao longo das 72h do processo fermentativo.

Pichia membranifaciens LJ04 apresentou alta tolerancia a concentragcdes de
acido acético. Teores proximos a 12 g.L* de acido acético ndo provocou mudancas
significativas na viabilidade celular, indice de brotamento e viabilidade dos brotos das

células de levedura.
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