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RESUMO

Verifica-se na literatura um grande interesse no estudo de alcool-tolerdncia (k) de
leveduras, principalmente quanto aos mecanismos bioquimicos envolvidos neste parametro.
No entanto, ndo foi encontrado nenhum estudo deste pardmetro em fungdo da temperatura e

concentragéio de etanol para leveduras de processos industriais de produgdo de etanol.

Assim, este trabalho teve como objetivo o estudo do pardmetro k e de pardmetros
cinéticos Pm (concentragdo de etanol onde o crescimento celular cessa), Yp;s (rendimento em
etanol), e Kd (T,P) ( constante cinética de morte em fungdo da temperatura e concentragao
de etanol) para uma faixa de temperatura usualmente utilizada em processos industriais (30 a
40°C) usando uma linhagem de Saccharomyces cerevisae isolada na Usina Santa Adelia / SP.
O meio de cultivo para as fermentagdes foi a base de melago de cana-de aglicar e extrato de

levedura que mais se aproxima do meio industrial,

Verificou-se que o teste de 4lcool-tolerdncia, proposto por IMENEZ & VAN UDEN
(1985) so & valido em condigdes de alta viabilidade celular. Ndo ¢ possivel a utilizagdo deste
teste para alta temperatura e alta concentragdo de etanol, quando geralmente a viabilidade
celular é baixa, dificultando a analise do efeito associado da alcool-termo-tolerancia
conjuntamente. Constatou-se que o pardmetro k permanece inalterado para temperaturas de
30 e 32°C, aumentando linearmente de 32 a 40°C, indicando o aumento da sensibilidade das

leveduras com o aumento da temperatura.

Foi obtido um modelo cinético para Pm em fungio da temperatura, que expressa a
queda exponencial dos mesmos para temperaturas superiores a 32°C. A cinética de morte
celular foi verificada através da equagéio de DALE et alli (1990) em fun¢do do tempo de
fermentagdio, da temperatura e concentragio de etanol. O ajuste obtido entre os dados
experimentais € os previstos pela equago foi consideravelmente bom, podendo ser utilizado

em estudos de projeto e otimizagdo de processos industriais.

xiv



ABSTRACT

One can observe that there is a great interest in literature in the study of alcohol
tolerance (k) of yeasts, especially with respect to the biochemical mechanisms involved in
such a parameter. However, no study of this parameter was found related to temperature and

ethanol concentration for yeasts of industrial processes of ethanol production.

Thus, this work had the objective of studying k parameter and kinectic parameter Pm
(ethanol concentration where cellular growth ceases), Yps (yield in ethanol), and Kd (T,P)
(kinectic constant of death with respect to temperature and ethanol concentration) for a
temperature range usually utilized in industrial processes (30 to 40°C), using a
Saccharomyces cerevisae strain isolated at Santa Adélia/SP. The culture medium for
fermentation was sugar cane molasses and yeast extract which was closest to the industrial

culture medium.

It has been found that the alcohol tolerance test, proposed by JIMENEZ & VAN
UDEN (1985), is only valid in high cellular viability conditions. The utilization of this test for
both high temperature and high ethanol concentration is not possible, when cellular viability 1s
low, maﬂng it difficult the analysis of the associated effect of alcohol thermo-tolerance
jointly. It has been observed that k parameter remains unaltered for temperatures of 30 and
32°C, increasing linearly from 32 to 40°C, indicating the increase of yeasts sensibility with the

increase of temperature.

A kinectic model for Pm was obtained relating to temperature which expresses the
exponencial fall of the same for temperatures above 32°C. The kinectics of cellular death was
verified through the equation of DALE et alli (1990) regarding time of fermentation,
temperature and ethanol concentration. The adjustment obtained between experimental data
and those foreseen through the equation was considerably good, enabling its utilization in

studies relating to design and optimization of industrial processes.



1. INTRODUCAO

Com a crise do petroleo no inicio dos anos 70, o uso do etanol como combustivel
carburante foi uma alternativa encontrada para paises de grandes extensdes territoriais e
caréncia de oleo, tendo se tornado muito atrativo o alcool obtido por fermentagdo de caldo de
cana-de-agucar. Muito se investiu neste setor desde entdo e, como conseqiiéncia, varias
pesquisas vém sendo realizadas com o intuito de aumentar o rendimento e a produtividade

global do processo, diminuindo o custo final do produto.

Quanto a condugio da fermentagdo, o sistema batelada-alimentada € ainda o processo
mais utilizado pela maioria das unidades industriais. No entanto, com o avango tecnologico e
a necessidade de uma maior produtividade com altos rendimentos tem-se elevado o nimero
das instalagdes com processos continuos, atualmente correspondendo a 30% das instalag3es

industriais.

Independente do tipo de processo e condugdo da fermentagdo uma questdo ¢ bastante
clara: é impossivel conduzir o processo de obtengdo de alcool em condi¢Bes estéreis de
trabalho devido a magnitude do volume da produgdo. A quantidade de vapor necessaria e,
conseqiientemente, o custo energético, inviabilizariam a obten¢do deste produto. Assim, as
principais alternativas adotadas pelas usinas para manter o grau de contaminagio em

condi¢des mais controladas foram:

- trabalhar com alta concentragdo de leveduras nas dornas (através do reciclo de

leveduras);
- trabalhar com alto teor alcodlico para evitar infecgdo e aumentar a produtividade.

Além disso, devido as condigdes climaticas do nosso pais, ¢ necessario conduzir o
processo em temperaturas elevadas (frequentemente na faixa de 33 a 38°C), pois a
implantag3o de equipamentos de troca de calor implica num custo fixo e operacional muito

alto. Portanto, é importante que se trabalhe com leveduras alcool-termo-tolerantes.

Dentre as principais variaveis de processo (concentragdo de agucares redutores totais
residuais (ARTR) no meio de alimentag3o, taxa de reciclo, concentra¢do de células no reciclo,

concentragio de células no vinho delevedurado, tempo de residéncia nas dornas), a



temperatura de operagdo tem um papel muito importante nos parimetros Ccinéticos:
velocidade especifica de crescimento méxima (pmax) e concentracio de etanol onde o

crescimento celular cessa (Pm).

Embora algumas leveduras sejam capazes de produzir alta concentragio de etanol, a
sensibilidade ao alcool ainda é um sério problema em fermentagdes industriais e esta

sensibilidade aumenta com a temperatura.

O estudo da alcool-termo-tolerincia das leveduras e dos pardmetros cinéticos para
uma faixa de temperatura utilizada nas usinas nacionais de produgio de alcool ¢, portanto, de
grande importncia para a otimizagdo dos processos para produgdo de alcool e para a
elaboragdo de uma estratégia de controle eficiente nas usinas, visando maior produtividade e

rendimento da fermentag3o alcoolica e menor custo para 0 processo.

Assim, neste trabalho o objetivo foi estudar o efeito da temperatura e da concentragdo
de etanol na fermentagdo alcoolica utilizando-se uma linhagem de Saccharomyces cerevisae,
isolada no final da safra da Usina Santa Adélia-SP, e um meio de cultivo a base de melago de
cana-de-aguicar e extrato de levedura. Verificou-se entdo o indice de alcool-tolerancia (k) pela
metodologia proposta por JIMENEZ & VAN UDEN (1985), a determinagdo dos parametros
cinéticos Pm e Yps (rendimento de etanol) em fungdo da temperatura. Observou-se a
evolugdo da fermentagdo alcodlica através dos indices g ACO2/g AARTR e g ACOy/
g AEtanol. Objetivou-se também, estabelecer um modelo da cinética de morte celular em

fungdo da temperatura, concentracdo de etanol e tempo de fermentag@o.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2 1 - Variaveis importantes no estudo da alcool-termo-tolerancia em leveduras

2.1.1 - Introdugdo

As leveduras sio, sem duvida alguma, o grupo mais importante de microrganismos
explorado pelo homem. Suas contribuigdes ao progresso estdo relacionadas com a capacidade
de converter agicares em alcool e diéxido de carbono (STEWART & RUSSEL, 1983). A
Saccharomyces cerevisae é uma das leveduras de maior importancia industrial. Ela tem a
capacidade de absorver e fermentar uma grande variedade de agucares, como por exemplo,
sacarose, glicose, frutose, galactose e maltose. O uso de bactérias para a produgio de etanol
industrial vem recebendo atengdo ultimamente, como por exemplo a Zymomonas mobilis,
sendo porém menos tolerante & concentragdo de etanol do que a levedura, colocando em
duvida seu potencial de uso em fermentagdes industriais (LAWFORD et alli e ROGERS et
alli, citado por D’AMORE & STEWART, 1987).

As leveduras sio microrganismos eucariOticos e suas estruturas correspondem
basicamente aquelas de outras células eucaridticas. As células da Saccharomyces cerevisae
tém entre 2 a 8 micrometros de didmetro € 3 a 15 micrémetros de comprimento. O
protoplasma de uma célula de levedura é envolvido por uma membrana e esta por uma
parede. Ele contém um niicleo, um grande vacuolo e gldbulos de gordura e numerosas outras
estruturas reveladas por técnicas especificas de coramento e/ou de microscopia. A parede
celular confere rigidez a célula, definindo sua forma e sua resisténcia a0 movimento. No caso
da Saccharomyces cerevisae, a parede tem entre 6 a 8% em massa de proteina, a maior parte
dela na forma de enzimas como a invertase, a fosfatase, a amino-peptidase e a glucoamilase.
A concentragdo de lipidios varia entre 8,5 € 13,5% e a quantidade de quitina de 1 a 2%. As
leveduras apresentam uma membrana citoplasmatica que tem permeabilidade seletiva,
regulando a entrada e saida de materiais da célula. A membrana tem uma espessura de 8 nm,

sendo constituida, principalmente, de fosfolipidios com inclusdes eventuais de proteinas,



polissacarideos e de outros lipidios, como os esterois. O tipo e a quantidade destas inclusdes
dependem das condigdes de cultivo e determinam propriedades importantissimas como
resisténcia ao efeito toxico de diversas substancias, como o proprio etanol e diversos biocidas
(COPERSUCAR, 1987).

As leveduras foram os primeiros microrganismos encontrados capazes de crescer na
auséncia de oxigénio. Pasteur observou que em anaerobiose (auséncia de oxigénio), o agucar
era convertido, principalmente em alcool e dioxido de carbono, enquanto que em aerobiose
(presenga de oxigénio) os produtos formados eram dioxido de carbono e agua. A
multiplicagdo de leveduras é mais rapida e produz-se mais células sob condigdes de aerobiose.
As equagdes que expressam empiricamente a reagdo global de completa oxidagdo e

fermentagdo alcodlica de um agucar simples:
C¢H 206 + 6 02 > 6 CO, + 6 HO + 688 Kcal
C6H1205 -2 CszOH +2 COz + 54 Kcal

As leveduras necessitam dos mesmos elementos quimicos que as outras formas de
vida: carbono, hidrogénio, oxigénio, nitrogénio, fosforo, potassio, enxofre, magnésio, ferro,
zinco, etc. e, também, de fatores de crescimento tais como vitaminas, que sdo ativos em
concentra¢des muito baixas. As leveduras crescem melhor em meios acidos, com pH entre 4.5
e 5.0, faixa esta que inibe a maioria das bactérias e numa faixa ampla de temperatura 6tima (0
a 47°C), porém a temperatura dtima para a maior parte das leveduras esta entre 20°C e 30°C
(COPERSUCAR, 1987).

Antes de se comegar a entender completamente a concepgdo de tolerdncia ao etanol, €
imperativo que principios ou parimetros sejam estabelecidos para permitir que se mega e
defina a tolerdncia ao etanol. Tais parimetros sdo: temperatura, acumulagdo de etanol

intracelular, membrana plasmatica, composi¢do do meio e pressdo osmotica.



2.1.2 - Efeito da temperatura

Apesar de muitos estudos realizados, os processos de produgdo, excregdo e regulagdo
do etanol ndo sdo ainda bem conhecidos. O interesse sobre a tolerdncia ao etanol em
leveduras aumentou a partir dos trabalhos de GRAY & TRAYER entre 1940 e 1950
(D’AMORE & STEWART, 1987). Eles relataram que a tolerancia ao etanol n3o é limitada

pelo género ou espécie da levedura e que elas s3o menos tolerantes a altas temperaturas.

A maioria dos trabalhos relatados na literatura sdo conduzidos a 30°C (ROSE &
HARRISON, 1971 e 1989). Em temperaturas acima da o6tima, ocorrem redugdes na
velocidade de crescimento que, por sua vez, dependem dos nutrientes inibidores presentes no
meio de cultivo, niveis de aeragdo e agitagdo, preparo e tamanho dos inoculos e solubilidade

do oxigénio.

D’AMORE & STEWART (1987) relataram que ha dois tipos de morte térmica da
levedura, uma associada ao aumento da temperatura, onde o alvo de morte térmica €
localizado na membrana plasmatica, e a outra associada ao aumento da concentragdo de
etanol no interior da célula, onde o alvo de morte térmica é localizado no interior da
membrana mitocondrial. Ou seja, o fator determinante da morte das leveduras ¢ a
concentragio de etanol, o qual se agrava com o aumento da temperatura, ocorrendo um
fendmeno sinérgico destas duas varidveis. Neste mesmo trabatho, os autores propde que a
tolerincia ao etanol da Saccharomyces cerevisae com respeito a morte em temperaturas

intermediérias esta associada a composigdo lipica da membrana plasmatica.

A levedura pode responder ao efeito fisico de temperaturas altas (fluidez da membrana
aumentada), mudando-se sua composi¢@o de acido graxo. Com o aumento da temperatura, a
proporgdo de acidos graxos saturados esterificados dentro da membrana aumenta devido a
presenga de cadeias acil insaturadas. Em geral, quanto maior a temperatura de fermentagdo,
maior o efeito inibitério do etanol e menor a sua taxa de produgio. Entretanto, a
suplementagdo de nutrientes ji demonstrou melhorar a fermentagio de glicose em

temperaturas mais altas (D'AMORE, 1992).

Em temperaturas altas de crescimento, 0 etanol afeta a viabilidade das células de

Saccharomyces cerevisae ¢ leveduras similares, ocorrendo morte térmica. Entretanto, ha



evidéncia de que a viabilidade da levedura pode também ser afetada por etanol a temperaturas
mais baixas (SA-CORREIA & VAN UDEN, 1986).

O aumento da temperatura de fermentagdo também causa aumento na acumulagdo de
etanol intracelular. NAVARRO (1980) concluiu que as concentragdes de etanol intracelular
altas foram uma conseqiiéncia da resisténcia a difusdo através da membrana do etanol para o
exterior da célula. Portanto, em temperaturas elevadas, a taxa de produgio de etanol

aumentou mais rapidamente do que a taxa de sua excreg3o.

SA-CORREIA & VAN UDEN (1986) estudaram o comportamento da linhagem
Saccharomyces cerevisae IGC 3507 em temperaturas de crescimento baixas e intermediarias
num meio com sais minerais, vitaminas e 2% de glicose. Observou-se que nas combinagdes de
temperatura e concentra¢do de etanol que estavam fora do perfil de temperatura de tolerancia
ao etanol maxima da linhagem, ocorreu morte exponencial, acentuada com o aumento da
concentragdo de etanol (figura 2.1). Nas combinagdes de temperatura e concentragio de
etanol dentro dos limites do perfil de tolerdncia ao etanol maxima, o crescimento exponencial
comegou depois da fase “lag”, e nenhuma morte foi observada. Os resultados sugeriram que
as taxas especificas de morte em temperaturas baixas e intermediarias foram a soma de duas
taxas especificas de morte, uma correspondendo a morte térmica aumentada pelo etanol,
tendo a sua contribuigdo aumentado com o aumento da temperatura, € o outro
correspondendo a morte induzida por etanol, tendo a sua contribui¢do aumentado com o

decréscimo da temperatura.
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Figura 2.1 - Morte exponencial a 10°C da S. cerevisae IGC 3507 em meio mineral liquido
com glicose, vitaminas e etanol. Os nimeros indicam as concentragdes de etanol

(% v/v) (SA-CORREIA & VAN UDEN, 1986).

AGUILERA & BENITEZ (1989) investigaram os efeitos sinérgicos do etanol e da
temperatura no crescimento e na viabilidade das células de linhagens Rho" e Rho™ de
Saccharomyces cerevisae, onde as células foram incubadas a 22, 26, 30 e 37°C, com
concentragdes de etanol variando de zero a 3,5 M. Verificou-se que a temperatura na qual o
crescimento celular diminuiu a0 maximo foi 37°C sem nenhum etanol e 30°C com 0,35 M
(16,12 g/L) de etanol em ambas as linhagens. A concentragdo de etanol em que a fermentagdo
cessou foi sempre cerca de 0,5 M (23,04 g/L) mais alta do que aquela relativa ao crescimento.
Os valores para estes parimetros permaneceram inalterados acima de 30°C. A temperatura de
26°C foi a Gnica na qual os efeitos sinérgicos do etanol e da temperatura foram minimos, logo
os experimentos para investigar a adaptagdo das linhagens ao etanol foram feitos nesta

temperatura. Concluiu-se que nio houve adapta¢io na faixa de concentrag3o de etanol de



zero a 3,5 M em nenhuma das linhagens e além disso, a linhagem Rho™ tornou-se mais

sensivel na presenca de etanol por um longo periodo.

HACKING et alli (1984) compararam a termo-tolerincia de 55 linhagens de
leveduras pertencentes a 7 géneros diferentes. Obtiveram-se rendimentos maiores que 90%
(nivel final de etanol maior que 8%, v/v) para linhagens de Saccharomyces wvarum,
Saccharomyces cerevisae e Candida tropicalis, todas fermentando glucose a 40°C. LALUCE
et alli (1987) isolaram onze linhagens de leveduras termo-tolerantes de amostras coletadas em
destilarias em final de safra. Estas linhagens foram capazes de produzir altos niveis de etanol a
40°C. Mais recentemente, D’AMORE et alli (1989) compararam 65 linhagens de varios
géneros quanto a termo-tolerancia. Uma das linhagens utilizadas (Saccharomyces diastaticus)
produziu niveis de etanol de 8% (v/v) mantendo uma retengdo de viabilidade de 80% apods 24

h a 40°C (citado por LALUCE, 1991).

LALUCE (1991) utilizou técnicas de genética classica e conseguiram obter em
laboratorio hibridos melhorados, ou seja, com maior capacidade de converter agucar a etanol
a 40°C. Um destes hibridos mostrou-se mais tolerante ao etanol e a pressdo osmotica que as
outras linhagens. Submetendo-se as linhagens isoladas a crescimentos e fermentagOes
sucessivos a 40°C, com reutilizagio de células, verificou-se o aparecimento de colOnias

menores com e sem deficiéncia respiratoria.

BROWN & OLIVER (1982) estudaram o efeito do etanol adicionado a levedura
Saccharomyces uvarum. O efeito do etanol pode ser modificado tanto pelo meio ambiente
como por fatores genéticos. Verificou-se este efeito com modificagio de temperatura,
fermentagdo por Saccharomyces uvarum apresentou uma temperatura Otima maior que a
temperatura de crescimento (35°C). A levedura apresentou maior resisténcia ao etanol a

.....

etanol foi muito mais pronunciado.

Concentragdes maximas de etanol produzidas por Kloechera apiculata e Candida
stellata sdo registradas como 4 a 6% ¢ 5 a 10% (SOUFLEROS & BERTRAND, 1979,
MARGARETH, 1981; SHIMAZU & WATANABE 1981; citado por GAO & FLEET, 1988)

e estes valores s3o seus niveis maximos de tolerincia ao etanol. A contribuigdo de leveduras



ndo-Saccharomyces para fermentagdio do vinho € significativamente influenciada pela
temperatura a medida que a temperatura da fermentagio diminui. A 10°C, Kloechera
apiculata competiu com Saccharomyces cerevisae como espécie dominante de fermentagdo,
ocorrendo em 10° a 10° células/m! em vinhos contendo de 10-13% de etanol. Estas
descobertas sugerem que a tolerdncia ao etanol das leveduras do vinho, que ndo sejam
Saccharomyces, ¢ substancialmente aumentada em temperaturas mais baixas, capacitando-as
desta forma a dar maior contribui¢io a fermentagdo do vinho e, consequentemente, a sua

qualidade (GAO & FLEET, 1988).

2.1.3 - Fungdo da acumulagdo de etanol intracelular

CASEY et alii (1984) reportaram que o fator limitante para a producdo de altos niveis
de etanol estaria mais relacionado com dificuldades nutricionais da levedura do que com o
efeito toxico do mesmo. No entanto, ha muita controvérsia quanto aos efeitos toxicos do
actimulo intracelular ou extracelular do etanol (LALUCE, 1991). GUJARRO & LAGUNAS
(1984) (citado por FURLAN & RODRIGUES, 1996) chegaram a sugerir que ndo seria

possivel o acimulo de etanol intracelular.

NAGODAWITHANA & STEINKRAUS (1976) observaram que a adigdo exdgena de
etanol em culturas de Saccharomyces cerevisae é menos toxica que o etanol enddgeno
produzido pelas leveduras. Isto foi confirmado por BEAVEN et alli (1982) e LOUREIRO et
alli (1983), além de notar que a taxa de producéio de etanol dentro das células excedia a taxa
que poderia ser excretada. Foi proposto, entdo, por BENITEZ et alli (1983), VAN UDEN &
LE3O (1985) e LIGMANN & MARGALITH (1986), que a concentrac3o de etanol dentro
das células pode ser maior do que a de fora em determinadas condi¢des de experimento
(fermentagdo rapida, alta temperatura, alta pressdo osmotica). Aumentos da temperatura e/ou
pressdo osmética estdo relacionados com o aumento da concentragdo intracelular de etanol e
diminui¢io da tolerdncia de etanol das células. Por outro lado, PANCHAL & STEWART
(1980) e NAVARRO (1980) sugerem que a concentragdo intracelular de etanol em

suspensdes fermentativas de leveduras sio menores ou iguais aquelas do meio extracelular.



Esta discrepancia nos resultados observados a partir de varios estudos ¢é
provavelmente devido a controvérsia existente em torno da precisio das técnicas empregadas
para medir a concentragdo de etanol intracelular. Estas diferencas resultam a partir de pelo
menos trés problemas basicos: lavagem das células antes da medig¢do de etanol intracelular,
suposicdo de um volume de agua intracelular constante ao longo da fermentagdo, e erros
surgidos durante a coleta de amostra e as diversas etapas de diluigdo e suspensdo de células

comuns a todos os métodos (D’AMORE & STEWART, 1987).

Outro fator que poderia contribuir para os resultados conflitantes estaria nos
diferentes procedimentos experimentais utilizados (por exemplo: tempo de amostragem,
temperatura, concentragdo de substrato, etc.). Foi demonstrado por NAGODAWITHANA &
STEINKRAUS (1976), NAVARRO (1980), PANCHAL & STEWART (1982) e
LEGMANN & MARGALITH (1986) que as concentragdes de etanol intracelular sdo maiores
nos estagios iniciais de fermentagdo e comegam a cair, conforme a fermentagdo prossegue
para um nivel similar & concentragdo extracelular. Isto indicaria que a excregdo de etanol se
da por difus3o passiva. Em alguns casos, a concentragdo intracelular de etanol eventualmente
cai abaixo da concentragio extracelular, sugerindo alguma forma de transporte ativo de
etanol. Portanto, o tempo de amostragem pode ser um fator> importante na determinagio da

concentragdo intracelular de etanol (D’AMORE & STEWART, 1987).

Aumentando-se a pressdo osmotica e/ou a temperatura, eleva-se a concentragdo de
etanol intracelular. Além disso, a tolerdncia ao etanol de algumas leveduras tem sido atribuida
a sua excrecdo eficiente de etanol para dentro do ambiente, reduzindo assim niveis
intracelulares de etanol. A adi¢do de lipidios insaturados a cultura da levedura aumentou a
fluidez da membrana e aumentou a excre¢do de etanol a partir das células (D’'AMORE &
STEWART, 1987).

JIMENEZ & VAN UDEN (1985) propuseram um método baseado na acidificagdo
extracelular para testes rapidos sobre tolerdncia ao etanol. Neste método, as leveduras
tolerantes ao etanol exibem um valor menor de pH extracelular que as leveduras nZo-
tolerantes. Isto se baseia no fato de que o etanol causa reentrada passiva de proton para

dentro das células, o que teria o efeito total de reerguer o pH extracelular. As células
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tolerantes a0 etanol seriam menos afetadas pelo etanol e, portanto, teriam um pH extracelular

menor que as células ndo-tolerantes.

2.1.4 - Fun¢iio da membrana plasmatica

A membrana da célula da levedura ¢ o alvo principal para a inibigdo alcodlica e implica
que residuos acil graxo da membrana sio determinantes importantes de resisténcia ao alcool
(JIMENEZ & BENITEZ, 1987). O interior da membrana mitocondrial foi determinado como
a regiio alvo do aumento de morte térmica provocada pelo etanol. O etanol interage com a
membrana, possivelmente pela insercio dentro do interior hidrofobico, aumentando a
polaridade desta regido, enfraquecendo a barreira hidrofobica para a troca livre de moléculas
polares e interagdes hidrofobicas, e afetando o posicionamento das proteinas dentro da
membrana. Portanto, a alteragdo estrutural da membrana deve estar entre 0s mecanismos
basicos ou implicitos na toxicidade ao etanol, e a ATPase da membrana do plasma deve ser

um alvo critico (ROSA & SA-CORREIA, 1991).

Observou-se que a razdo lipidio-proteina de células incubadas em meio contendo
etanol cai a medida que a concentrag3o de etanol se eleva. Além disso, o aumento no pH final
causado por etanol ¢ devido a um aumento na difusdo passiva de proton através da membrana
da célula. A composigdo da membrana celular exerce um papel importante na tolerancia ao

etanol de espécies de levedura (JIMENEZ & BENITEZ, 1987).

Existe consideravel evidéncia indicando que os acidos graxos insaturados e esterois na
membrana s3o importantes para aumentar a tolerdncia e/ou produgdo de etanol em varios
microrganismos. Estudos realizados principalmente com Escherichia coli tém mostrado que a
inclusdio de etanol no meio de crescimento resulta em algumas mudangas na composi¢do da
membrana. Além disso, um estudo comparando as membranas plasmaticas de leveduras
altamente tolerantes ao etanol com leveduras fermentativas menos tolerantes demonstrou que
leveduras tolerantes ao etanol continham uma percentagem maior de acidos graxos
insaturados. Estas observagdes sugeriram que a tolerdncia ao etanol estd relacionada ao
aumento no comprimento da cadeia de acil-graxo ¢ um aumento na proporgdo de acidos

graxos insaturados ¢ esterdis encontrados na membrana. Isto resulta num aumento da fluidez
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da membrana em resposta aos efeitos fisicos do etanol. Deve ser observado que, sob
condigdes anaerdbias, as leveduras ndo s3o capazes de sintetizar acidos graxos insaturados

(D’AMORE & STEWART, 1987).

CURTAIN et alli (1985) (citado por D’AMORE & STEWART, 1987), usando
espectroscopia de ressonincia de spin de elétrons, verificaram o efeito do etanol na membrana
plasmatica de protoplastos a partir de duas linhagens de Saccharomyces para determinar o
efeito de etanol nas vesiculas fosfolipidicas. Observou-se que o aumento nas concentragdes de
etanol tem um efeito fluidizante muito mais forte na membrana plamatica do protoplasto da
levedura do que nas vesiculas da membrana com menos proteina. Eles interpretaram a
fluidizagio como sendo devida ao deslocamento de fosfolipidios anular a partir de proteinas

da membrana, que podem executar uma fung¢io no mecanismo basico da tolerdncia ao etanol.

ROSA & SA-CORREIA (1991) estudaram o efeito do etanol na atividade da ATPase
da membrana plasmatica de Saccharomyces cerevisae IGC 3507 III na temperatura de 30°C e
pH de crescimento igual a 5,4. Verificou-se que o valor maximo da enzima ativada nas células
crescidas na presenga de 6 a 8 % (v/v) de etanol era trés vezes superior ao valor de ATPase
basal das células crescidas na auséncia de etanol. Além disso, observou-se que o aumento no
rendimento de etanol e o leve decréscimo simultineo no rendimento de biomassa induzido
pelas concentragdes de etanol abaixo de 6% (v/v) foram consistentes com o aumento da
atividade da ATPase nas células crescidas ou cultivadas na presenga do etanol, quando
comparado com células cultivadas na sua auséncia, sugerindo assim, que eles poderiam estar
relacionados. Para concentragdes de etanol acima de 7% (v/v), foram observados decréscimos
significativos tanto no crescimento celular como na concentragdo de etanol. Foi também
dentro da faixa de concentragdo de etanol de 7 a 10% (v/v) que a inibigdo pelo etanol na
atividade da ATPase basal e ativada conduziram a valores de atividade idénticos e muito
baixos. Os autores concluiram que em concentragdes de etanol acima de 7% (v/v), as células

ndo conseguem reduzir eficientemente o efeito toxico do etanol.

JIMENEZ & BENITEZ (1987) utilizaram o método de curvas de acidifica¢do para
testar a capacidade da membrana da célula de adaptar-se ao etanol em uma linhagem de
levedura FSP6 (linhagem de vinho, Saccharomyces pretoriensis) altamente tolerante ao
etanol e uma linhagem de levedura 0517-4B (linhagem de laboratério Saccharomyces
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cerevisae) menos tolerante ao etanol. Observou-se que ambas as linhagens de levedura
alteram sua tolerancia depois do crescimento na presen¢a de etanol (8% v/v). Entretanto, as
membranas da linhagem menos tolerante ao etanol se tornaram mais sensiveis do que as da
linhagem mais tolerante, indicando que a capacidade da membrana da célula a adaptar-se a0

etanol depende da linhagem estudada.

2.1.5 - Influéncia da composigdo do meio

CASEY et alli (1983 ¢ 1984) observaram que o fator limitante para alta concentragdo
de etanol pelas leveduras fermentaveis ¢ uma deficiéncia nutricional ao invés da toxicidade do
etanol, no caso da produgdo de cerveja. Se os requisitos nutricionais sdo atingidos, um
aumento no rendimento da fermentagdo alcodlica e um aumento na concentra¢do final de
etanol poderiam ser esperados. A favor disto, JIN et alli (1981), PANCHAL & STEWART
(1981) e JANSSENS et alli 91983) vem observando aumentos na fermentagdo alcoolica e
concentragdo final de etanol pela suplementagio do mosto. Tais aditivos incluem lipidios,

proteinas e vitaminas.

O maior sucesso obtido no aumento do desempenho da levedura e no aumento da
tolerincia ao etanol tem sido através da suplementagio do mosto do meio de crescimento
com 4cidos graxos insaturados e esterdis (D'AMORE & STEWART, 1987). A
suplementagdo nutricional atua aumentando o comprimento e o nivel das novas sinteses da
massa da célula da levedura acima daqueles vistos em mostos ndo suplementados (CASEY,
1985).

Na opinido de CASEY et alli (1984), a concentragdo dos nutrientes mais provaveis
para limitar o crescimento (por exemplo, oxigénio e nitrogénio assimildveis) deve certamente
ser aumentada em mostos com alta concentragdo de agicar. O método mais usado para
preparar mostos com alta concentragdo de agucar é a adicio de melagos de milho. Tais
melagos sdo virtualmente destituidos de alguns nutrientes nitrogenados, e seu uso decresce
efetivamente na mesma proporgio de todos nutrientes ndo carboidratados no mosto. o)
oxigénio ¢é requerido pelas células na fermentagdo para a sintese de esterois e acidos graxos

insaturados. Tais lipidios estio presentes em concentragdes subotimas, mesmo em mostos
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com concentragio de agucar normal. Em mostos com alta concentragdo de agucar, a
disponibilidade de oxigénio € diminuida, mesmo posteriormente, devido a solubilidade

decrescente de oxigénio com concentragio de agucar crescente.

Estudos recentes demonstraram que, aumentando-se a concentragdo de magnésio no
meio de fermentagdo, a produgdo de etanol aumentaria a partir de 20% de glicose por uma
linhagem cervejeira de Saccharomyces cerevisae. Os resultados apresentados na figura 2.2
demonstram que, aumentando-se a concentragdo de magnésio no meio , havera um aumento
de trés a quatro vezes na produgdo de etanol e no crescimento da levedura. Os efeitos
benéficos da adigdo de magnésio resultam a partir do fato de que algumas enzimas glicoliticas
envolvidas na fermentagdo alcoolica tém uma necessidade de magnésio. Além disso, o
magnésio tem demonstrado aumentar O rendimento da fermentagdo, aumentando o
crescimento da levedura e a sua viabilidade. Aumentando-se a concentragdo de calcio no meio
também resultou num acréscimo das taxas e extensdes de crescimento da levedura e produgio

de etanol, apesar de no ser na mesma extensio que 0 magnésio (D’AMORE, 1992).
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Figura 22 : Efeito do magnésio na produgio de etanol e no crescimento pela linhagem
Saccharomyces Cerevisae 3001. As fermentag3es foram conduzidas em meio
PYN contendo 20% de glicose a 21°C. Magnésio foi adicionado a : (0) 5 ppm,
(¢) 120 ppm, e (W) 240 ppm. (A) Produgdo de etanol. (B) Biomassa
(D'AMORE, 1992).
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MISHRA & PRASAD (1988) investigaram a fungdo de fosfolipidios na membrana
plasmatica com relagio a tolerancia ao etanol usando transporte de aminoacido e fluxos de
H'. O microrganismo usado foi Saccharomyces cerevisae a ade 5 e seu mutante derivativo
KA101. A temperatura utilizada nos experimentos foi de 30°C. Observou-se que a adigdo de
maiores concentra¢des de etanol resultou em um aumento no pH extracelular, decrescendo-se
o efluxo de proton. Conclui-se que a reversdo de efluxo de H' induzida por etanol ¢é afetada

na presenga de fosfolipidios, oferecendo alguma protegio contra a toxicidade do etanol.

MISHRA & PRASAD (1989) estudaram a resposta fisica e fisiologica da linhagem
Saccharomyces cerevisae KD115 a temperatura constante de 30°C, com diferentes graus de
insaturagdo de acido graxo. Foi observado que células enriquecidas com acidos graxos
polinsaturados adquiriram mais tolerdncia ao etanol quando comparadas com os acidos
graxos monoinsaturados. Variando-se o grau de insatura¢do de acido graxo suplementado,
alcangou-se uma insercdo seqiiencial de ligagdes duplas nos lipidios da membrana da
levedura. Os resultados demonstraram que a Saccharomyces cerevisae se tornou mais
resistente ao etanol com um aumento do grau de insaturagdo € que a fluidez da membrana

poderia ser um determinante importante de tolerdncia ao etanol.

2.1.6 - Efeito da pressdo osmotica

Fermentagdes a alta pressio osmdtica implicam em um aumento da eficiéncia global
da planta de processamento, redugdo de energia, mio-de-obra e custos de capital, € aumento
do rendimento de etanol. Além disso, aumentos dos rendimentos de etanol sdo importantes na
produgdo de etanol industrial como combustivel. Entretanto, concentragdes altas de etanol
tém demonstrado inibir o crescimento da levedura ¢ a fermentagdo, como resultado de alta

press3o osmotica e baixa atividade de agua (D'AMORE & STEWART, 1987).

A pressdo osmotica alta inibe a difusdo de etanol produzido para o meio externo e
este etanol intracelular é toxico as células da levedura. Para manter a viabilidade da célula,
seria necessario reduzir a pressdo osmotica do meio. Um modo efetivo para vencer este
problema ¢ alterar as concentragdes de alimentagdo do substrato durante a fermentagdo

(D'AMORE & STEWART, 1987).
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Segundo D’AMORE (1992), quando nutrientes suficientes estdo disponiveis existe
pouca diferenga na produgdo de etanol entre as fermentagGes de batelada simples e de
batelada alimentada, mesmo se as pressdes osmoticas do meio sdo diferentes. Isto novamente
apoia a conclusdo de que a limitagdo de nutrientes € um fator de grande importdncia no

decréscimo da atividade da fermentagio observada em pressdo osmoética mais alta.

CASEY & INGLEDEW (1985) observaram que a adi¢do seqiencial de adjunto
(cereal ndo maltado) sob condigdes de fermentagdo de alta pressio melhorou
significativamente a concentragdo de etanol, no caso da produgdo de cerveja. Por exemplo, a
adicdo de extrato de melago de trigo a varios tempos durante 0 processo de fermentagdo
resultou em concentra¢des de etanol final mais altas. Estas melhorias foram atribuidas ao

aumento do crescimento da levedura.

2.2- Processos para produgdo de etanol via fermentagdo

Em termos gerais, a fermentagio alcodlica pode ser através de trés processos
distintos: batelada, batelada alimentada (Melle-Boinot) e continuo. As usinas de alcool mais

recentes utilizam o processo continuo.

2.2.1 - Processo classico ou batelada

A fermentagdo alcodlica convencional ¢ feita usualmente a partir de mostos contendo
100 a 200 g/L de agucar, geralmente glicose ou sacarose. Adiciona-se 0 mosto ao tanque de
fermentagdo, inoculando-se, entdo, o fermento. O etanol é produzido até obter-se 0 maximo
rendimento. A fermentagdo ¢é encerrada quando ndo hi mais variagdo na concentragdo de
etanol e liberagio de CO,, e o etanol é recuperado por destilagdo. Procede-se, entdo, a
limpeza e assepsia do tanque de fermentagio de modo a dar inicio a um novo ciclo (ALVES,
1996). Utilizando um baixo teor inicial de substrato sob condigdes operacionais adequadas ¢
possivel atingir um rendimento de até 92-94% do maximo teorico. Este processo tem como

principal desvantagem a baixa produtividade, que dificilmente é superior a 5 g etanol/(L.h).
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Além disso, o teor alcodlico maximo no mosto fermentado é da ordem de 80 a 90 g/L, devido

ao efeito inibidor do substrato e principalmente do etanol (MAUGERI, 1995).

2.2.2 - Processo batelada alimentada

O processo batelada alimentada consiste em promover a alimentagdo do substrato ao
mosto de modo parcelado (intermitente ou continuo), de modo que o teor de substrato no
fermentado nunca ultrapasse um valor pré-fixado. Em geral, este valor corresponde a
concentragdo a partir da qual inicia-se uma significativa inibi¢do pelo substrato (MAUGERI,
1995). No tanque de fermentagdo, o mosto e o fermento sdo alimentados simultaneamente.
Depois do término da fermentagdo, o vinho (mosto fermentado) é bombeado para as
centrifugas, onde ocorre a separagdo do fermento (creme de leveduras). Este € diluido com
agua, passando por um tratamento acido com o objetivo de eliminar os contaminantes e ativar
as leveduras. Terminado o tratamento, o creme de leveduras diluido permanece cerca de
quatro horas em repouso, dando inicio a um novo ciclo de fermentag3o. Este processo pode
apresentar uma produtividade trés vezes maior (ou até mais) do que o processo em batelada

(ALVES, 1996).

2.2.3 - Processo continuo

Os processos continuos de fermentagdo requerem uma retirada permanente de parte
do mosto contido no tanque de fermentagio. O efluente é submetido a um sistema de
separagio da biomassa (centrifugagdo, filtragdo em membrana, etc.), que é reintroduzida no
fermentador, apos um tratamento acido para eliminagio de bactérias. O mosto isento de

biomassa ¢ extraido continuamente como produto final (CARIOCA et alli, 1985).

.....

batelada, dado que ha uma alimentagdo continua do mosto, sendo mantida a concentrag3o de
substrato em niveis mais baixos. A produtividade deste processo é maior do que no processo
descontinuo, por motivo da auséncia de paradas para carga, descarga e limpeza dos tanques

de fermentagdo e, também da maior adaptacdo das células ao meio. No entanto, a flexibilidade
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apresentada neste processo continuo € menor, fazendo-se necessaria a sua automatizagio para

a obtengdo de melhores resultados (ALVES, 1996).

Uma caracteristica comum a processos continuos ¢ a operagdo a altas densidades
celulares no fermentador, requisito indispensavel a garantia de alta produtividade em etanol
(20-80 g/(L.h)). A operagio a alta densidade celular, por sua vez, introduz padrdes
metabolicos e fisiologicos peculiares, com o aparecimento de efeitos inibidores que ndo sdo
observaveis nas fermentagdes convencionais e que requerem uma analise pormenorizada para
correlacionar as condi¢des operacionais com as possiveis causas das restrigbes ao

metabolismo normal (CARIOCA et alli, 1985).

2.3 - Cinética da fermentagdo alcodlica

Os objetivos do estudo da cinética da fermentagdo alcodlica sdo: a medida das
velocidades instantineas e médias da transformagdo de glicose em etanol e em material celular
(crescimento celular); e o estudo da influéncia de diversos pardmetros nestas velocidades,

como as concentra¢des de glicose, alcool e células e a temperatura.

2.3.1 - Modelos cinéticos

Um modelo cinético é um conjunto de relagdes , geralmente na forma de equagdes,
entre as variaveis de interesse cinético no sistema a ser estudado. As varidveis de interesse
cinético, no caso da fermentagdo alcoolica, sio as concentragdes de substrato, de etanol, de

células e de oxigénio, além de fatores como temperatura e pH.

De acordo com BAILEY & OLLIS (1986) pode-se classificar os modelos cinéticos

geralmente utilizados em processos fermentativos como se segue:

e nio-estruturados e ndo-segregados—»as células dos microrganismos s3o

consideradas como soluto;
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o estruturados e nio-segregados—»as células sio tratadas como espécies de multiplos
componentes, mas com uma composi¢do média

semelhante,

e ndo-estruturados e segregados—as células sdo tratadas como seres individuais

distintos, porém formadas por um unico componente;

o estruturados e segregados—»as células dos microrganismos sdo consideradas como
individuos distintos e formados por multiplos

componentes.

Por ser mais simples e facil de ser tratado, tanto fisica quanto matematicamente e,
também, por representar o processo satisfatoriamente, o modelo mais utilizado em

fermentagdo é o ndo-estruturado e ndo-segregado.

Embora o crescimento de microrganismos seja um fendmeno muito complexo, a taxa
de crescimento especifico . é expressa normalmente como uma fungdo da concentragdo do

substrato limitante S pela equagdo de Monod:

M = pmax 2.1

Ks+S
onde pumax ¢ a taxa de crescimento maximo especifico, Ks a constante de etanol e S a

concentragdo de substrato.

Esta equagdo ¢é valida somente para sistemas que ndo possuam interferéncias
significativas de inibidores. Para a fermentagdo alcoolica, esta ¢ valida somente em condigdes

onde hé baixa concentragdo de etanol no meio fermentativo.
A equagdo 2.1 pode ser reecrita (ajuste de Lineaweaver-Burk) como:

1 Ks
= +

1 1
B umax pmax S

(22)
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Se o valor de 1/u for plotado versus 1/S, obter-se-4 uma linha reta. A intersec¢do
desta linha reta com a ordenada representa 1/umax enquanto que aquela com a abcissa € igual

a-1/Ks.

Durante o curso de um processo de fermentagdo, o etanol acumula-se no caldo de tal
forma que a atividade metabdlica dos microrganismos € reprimida. Visto que a presenga do
etanol diminui o valor da taxa de crescimento especifico, a equagdo 2.1 deve ser estendida de

modo a incluir a concentrag3o de etanol P, isto € :
n=£(S,P) (23)

Em estudos da cinética do etanol feitos por AIBA et alli (1968), BAZUA & WILKE
(1977) e GHOSE (1979b), graficos de Lineaweaver-BurK foram construidos para analisar o
comportamento de inibigdo do etanol. Observou-se repetidamente que quando 1/u foi plotado
versus 1/S em concentragdes de etanol diferentes, resultou uma sériec de linhas retas,
convergendo as mesmas sobre a abcissa. Tal observagdo indica que a inibigdo do produto
(etanol) afeta apenas pmax mas ndo Ks, isto €, a taxa de crescimento do microorganismo

parece ser inibida pelo etanol de um modo ndo-competitivo.

A taxa de crescimento especifico, portanto, pode ser representada pela equagdo

(2.4)

= umax,i
HTH Ks+S

onde pmax,i é o valor da taxa de crescimento maximo na presenca de etanol.

A partir das equagdes 2.1 e 2.4, quando a presenca do etanol nio tem interferéncia,
umax,i aproxima-se de pmax. Por outro lado, quando o crescimento do microrganismos é
completamente inibido pela presenca de etanol, umax,i aproxima-se de zero. Esta é a razdo de
muitos pesquisadores terem tentado estabelecer uma correlagio entre pmax.i/umax e a

concentrag3o de etanol produzida ao longo da fermentag3o.

Quatro tipos de dependéncia de pmax,i com relagdo a concentragdo de etanol P estdo

registrados na literatura.
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2.3.1.1 - Relagdo linear

A equagdo 2.5 representa a relagio linear para pmax,i:
. P
pmax,i = umax - K,P = pmax (I—P—m) 2.5)

onde K, é uma constante empirica ¢ Pm (umax/K;) é a concentragdo de etanol acima da qual

n3o ocorre mais crescimento celular.

A equagdo 2.5 foi originalmente proposta por HINSHELWOOD (1946), a partir de
experimentos com Bact. lactis aerogenes. HOLZBERG et alli (1967) confirmaram
posteriormente que a equagdo 2.5 foi aplicivel em seus dados experimentais enquanto
estudavam o efeito do etanol produzido por células de levedura na taxa de formagdo do
etanol. Além disso, eles sugeriram que existia uma concentrag3o limitante de etanol abaixo da
qual nio existia inibigdo (26 g/l) e acima da qual exibia-se uma relagdo linear entre
crescimento e formagdo de produto para uma dada linhagem de levedura. GHOSE & TYAGI
(1979b) também observaram uma relagdo linear para crescimento e formag3o de etanol
enquanto estudavam a cinética de crescimento da Saccharomyces cerevisae onde o substrato

usado foi celulose hidrolisada.

A relagdo linear entre pmax,i e P so é aplicavel quando a fermentagdo ndo ¢ limitada
por algum nutriente ou substrato. Como conseqiiéncia, foram propostos modelos

exponenciais e hiperbolicos para apresentar as cinéticas da fermentag&o de etanol.

2.3.1.2 - Relagdo Exponencial

A partir de experimentos em fermenta¢do alcodlica com um mutante deficiente

respiratorio de S. cerevisae, AIBA et alli (1968) propuseram uma relagdo exponencial para

pmax,i:

(-K2.P)

pmax,i = pmax . € (2.6)

onde a constante empirica K, parece depender do método de cultivo (batelada ou continuo).
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Posteriormente, MOULIM et alli (1980) usaram a equagdo (2.6) para descrever a

cinética de C. pseudotropicalis, onde os substratos usados foram glicose e lactose.

2.3.1.3 - Relagdo Hiperbdlica

Na tentativa de reavaliar o modelo cinético da fermentagdo alcotlica da S. cerevisae,
AIBA & SHODA (1969) propuseram uma rela¢do hiperbdlica entre pmax,i e P, como mostra

a equagdo 2.7.

. 1
ax,i = pmax ————— 2.7
Hm " 1+P/K, @7

onde K; é uma constante empirica.

NOVAK et alli (1981) também aplicaram a equagdo 2.7 para correlacionar seus dados

experimentais. O microorganismo usado também foi § cerevisae.

Para uma determinada concentra¢do de células e de substrato, as equagdes 2.6 e 2.7
prevéem uma diminui¢do continua da velocidade de crescimento com o aumento da
concentragdo de alcool. Entretanto, estas equagdes também implicam que as células sdo
capazes de crescer e de produzr etanol indefinidamente, o que ndo se observa
experimentalmente. Na pratica, existem concentragdes limites de etanol, acima das quais

cessam o crescimento e a fermentagéo.

2.3.1.4 - Relag3o Parabolica

BAZUA & WILKE (1977) propuseram uma relagdo parabdlica entre umax.i e P,
conforme a equagdo 2.8, para descrever o modelo cinético de inibigdo do produto da
linhagem S. cerevisae desde que n3o existia uma relagdo linear, o grafico apresentava uma

curva com concavidade para baixo, entre pmax,i e P.

pmax,i = pmax 1—-—5“— (2.8)
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Entretanto, o ajuste dos dados experimentais obtidos por BAZUA & WILKE (1977)

ndo foi suficientemente bom, de forma que eles propuseram uma segunda expressdo:

pmax,i = pmax - Fa_%; (2.9)

onde a e b sdo constantes.

LEVENSPIEL (1980) propds uma equagdo ndo-linear generalizada para justificar a

influéncia do etanol produzido.

pmax,i = pmax (1 —FP-) (2.10)

Posteriormente, LUONG (1985), baseado no modelo de LEVENSPIEL (1980),
obteve também um modelo generalizado, onde o microorganismo utilizado foi S. cerevisae

AECC No 4126:

pmax,i = pmax [1—(;—) ] (2.11)

A constante empirica n permite que as equagdes 2.10 e 2.11 possam ser aproximadas
as equagdes 2.5 e 2.8. Quando n for igual a 1, as equagdes 2.10 e 2.11 tornam-se lineares e se
reduzem 4 equagdo 2.5. Quando n for maior que 1, as equagdes 2.10 e 2.11 podem ser
aproximadas 4s equagdes 2.6 e 2.7, pois uma rapida queda inicial na velocidade de
crescimento ¢ seguida por uma lenta aproximag3o a Pm. J& quando n for menor que 1, as
equagdes 2.10 e 2.11 podem ser aproximadas i equacdo 2.8 e uma lenta queda inicial na

velocidade de crescimento é seguida por uma rapida aproximagio a Pm.

Os modelos propostos por LEVENSPIEL (1980) ¢ LUONG (1985) sdo os mais

aceitos, podendo ser usados para qualquer concentragdo de etanol.

A fermentagio alcodlica é também inibida pelo substrato, porém geralmente este
fendmeno é menos importante do que a inibigio pelo etanol. GHOSE & TYAGI (1979b)

propuseram um modelo que inclui a inibi¢do pelo substrato:
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. S
Ks+S+—
( ’ Kx)

onde Ki ¢ a constante de inibigdo pelo substrato e pmax,i possui uma relagdo linear com a

concentragdo de etanol (eq. 2.5).

MOULIN et alli (1980) propuseram duas expressdes para representar a inibig3o pelo

substrato:
1 = pmax,i e (K4 (5 - 100)] (2.13)
= umaxi e (K4 (S-100)] _ [KS(S-100) Py 2.14)

A equagdo 2.13 ¢ aplicada quando S for maior que 100 g/L e P for menor que 32 g/L
e a equagdo 2.14 quando S for maior que 100 g/L e P for maior que 32 g/L, quando um efeito
sinergistico aparece. Nas equagdes 2.13 e 2.14, K4 e Ks sdo constantes empiricas e pmax,i

possui uma dependéncia exponencial com P, conforme a equagdo 2.6.

Para fermentagdo com alta concentragdo de células, existe também o efeito inibidor
sobre o crescimento celular pela propria concentragdo de células em processo. Este efeito foi
estudado por CYSEWSKY & WILKE (1977). Nos trabalhos de AIBA & SHODA (1969) ¢
GHOSE & TYAGI (1979b) foi utilizado um termo de inibigdo que relaciona linearmente a
concentragdo de células com taxa especifica de crescimento. CYSESWKY & WILKE (1977)
mostraram que esta relagdo linear ndo ¢ valida para concentragdes de células muito elevadas e
que a maior produtividade ¢ atingida com concentragdes de células entre 60 e 100 g/l Assim,
com base em dados experimentais, estes autores propuseram um termo de inibigdo pela
concentragio de células, anilogo ao proposto por GHOSE & TYAGI (1979b) e
LEVENSPIEL (1980) para o produto.

_(,_x)"
Ix—(l x) (2.15)

onde Ix é o termo de contribuigdo da inibiio pela concentragio celular, Xm a maxima

concentragdo celular a partir da qual ndo ha crescimento e m um coeficiente empirico.
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LEE et alli (1983) propuseram um modelo englobando os trés termos de inibi¢do na

forma do modelo de LEVENSPIEL (1980):

B S _ P ) _L m

Este método possui a vantagem de ser bastante simples, o que facilita muito sua resolugdo

para um processo complexo como é o de batelada-alimentada, e que ¢ aplicavel a todas as
condigdes de processo deste sistema. Tal modelo foi utilizado na modelagem e simulagdo de
sistemas continuos de multiplos estagios em escala industrial por ANDRIETTA &
STUPIELLO (1990 b) e ANDRIETTA (1994).

JARZERBSKI et alli (1989) também propuseram um modelo englobando os trés
termos de inibi¢do, porém na forma de LUONG (1985):

e ]

2.3.2 - Efeito da temperatura nos pardmetros do modelo cinético

Apesar de muitos artigos ja terem sido publicados sobre os efeitos da temperatura na
velocidade de crescimento e produgdo do alcool para varios microrganismos, como por
exemplo, os de RAMOS & MADEIRA-LOPES (1990), GAO & FLEET (1988) e BAJPAI &
MARGARIES (1987), poucos descreveram a relagdo existente entre a temperatura € 0s

pardmetros dos modelos cinéticos para fermentagdo alcoolica.

As reag¢des individuais que ocorrem dentro da célula sdo influenciadas pela

temperatura, comumente seguindo a equagdo de Arrhenius:

= AeCFRD

K (2.18)

onde K ¢é a constante de velocidade da reag3o, A uma constante, E a energia de ativacdo, R a

constante universal dos gases e T a temperatura absoluta.

25



Geralmente os parametros das equagdes cinéticas s3o expressos como fun¢des da
temperatura do tipo Arrhenius num modelo n3o-estruturado. Escreve-se a equagdo de Monod

para crescimento celular na forma abaixo:

S

onde pmax e Ks sdo fungdes da temperatura.

DALE et alli (1990) apresentaram pmax e Pm como uma fung3o da temperatura tipo
Arrhenius:

umax (T) = A, . exp (— %) (2.20)
Pm(T)=A; . exp (—_IE—ZT) (2.21)

onde, A, e A,, sdo constantes de ajuste da dependéncia com a temperatura de pmax e Pm,

respectivamente. E, e E; correspondem a energia de ativagdo da equagdo de Arrhenius.

SINCLAIR & KRISTIANSEN (1987) verificaram que a dependéncia de umax e Ks

em relag3o a temperatura pode ser expressa pelas seguintes equagdes:
umax(T) = Age CERD _ 5, o CE4RT) 2.22)

(-E5/RT)

Ks(T)=Ase (2.23)

onde, na equagdo 2.22, o primeiro termo a direita corresponde & ativagdo térmica e o
segundo, cuja energia de ativagdo E, é muito maior que E;, corresponde a inativagdo térmica

das enzimas constituintes do microrganismo.

De acordo com MOHR e KRAWIEC (1980), a equagdo 2.22 é aplicada somente para
microrganismos com temperatura 6tima de crescimento inferior a 37°C. Uma outra expressio
para os casos ndo previstos na equagfo 2.22 foi proposta por MCMEEKIN et alli (1988),

que se ajustou bem para crescimento de muitas bactérias e fungos:
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[pmax(T)]"? = C, (T - Tmin) [1 - ¢ “XT -T2 | (2.24)

onde C,, C;, Tmin e Tmax sdo constantes empiricas, ajustaveis através de regressio ndo

linear.

A equagdo 2.24 foi utilizada com bons resultados por SHU & YANG (1991) para
modelar o efeito da temperatura na produ¢do de goma xantana por Xanfomonas campestri.
HUANG & CHEN (1988) estudaram o efeito da temperatura na cinética de produgdo de

etanol por Zymomonas mobilis . O modelo utilizado ¢é expresso como se segue:

dX S )

L = —2 | F(P,T) Gi(S, 2.25
T (KS+S F«(P,T) G«(S,T) X (2.25)
dP S )

— = —> |F,®T1)G,(S,T)X 2.26
™ QM(KHS p» (P, T) G, (S5,T) (2.26)

ds 1| dpP 1) dX
_9s _ & — +mX 227
dt (YPJ dt (Yx,,) dt (2.27)

onde Fy(P,T), F(P.T), G«(S,T) e Gy(S,T) sdo fungdes que expressam, no caso dos dois
primeiros termos, a inibigdo do crescimento e da produgdo de alcool pelo etanol e

temperatura ¢, nos dois ultimos, pelo substrato e temperatura.

ALVES (1996) estudou a cinética do crescimento anaerobico de uma linhagem de
Saccharomyces cerevisae cedida pela Usina Santa Adélia/S.P, em meio de cultura industrial a
base de melago de cana-de-agicar e 2,5 g/ de extrato de levedura, levando-se em
consideragdo a concentragdo do substrato e a temperatura. Foram realizados ensaios com
fermentag3o continua em um reator tipo CSTR para as temperaturas de 28, 30, 32, 34, 36 e
38°C. Ajustando-se os dados obtidos experimentalmente & relagdo proposta por SINCLAIR
& KRISTIANSEN (1987), obteve-se a seguinte equagdo:

o (-50475/T)

pmax = 4,181 . 10 ¢ 3D _5397 1097 (2.28)

Foram obtidos por ALVES (1996) alguns outros modelos matematicos expressando os

pardmetros cinéticos Pm, Yxs (rendimento celular) em fun¢do da temperatura, listados a
seguir;
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(-0,05741.T)

Pm=638,1. ¢ _ para 30<T<38°C (2.29)
Yxs =0,098 g cél. seca/g ARTR |, para 28<T<34°C (2.30)
Yys = 0,292 . ¢ (0032 _ para 34<T<38°C 231)

Obteve-se também um valor médio para Ks igual a 4,1 g ARTR/L em uma faixa de
temperatura de 28 a 38°C.

2.4 - Viabilidade celular

Segundo MAUGERI (1995), os fatores que influenciam a viabilidade celular sdo a
quantidade de oxigénio dissolvido, a temperatura da fermentagio, a quantidade de indculo, a
concentragio de substrato e de etanol, a velocidade de produgdo de etanol e o tempo de

contato entre as células e o etanol.

CYSEWSKI & WILKE (1977) estudaram a fermentagdo do etanol usando um sistema
de fermentagdo a vacuo e reciclo de células. Os estudos foram conduzidos com
Saccharomyces cerevisae (ATCC n® 4126) em uma temperatura de fermentagdo de 35°C. Foi
observado que a viabilidade celular diminui continuamente em anaerobiose, mas permanece
acima de 95% em aerobiose. Isto se deve ao fato de que as leveduras utilizam o oxigénio para
produzir acidos graxos poli-insaturados e seus precursores, compostos necessarios para a
biossintese de lipidios constituintes das membranas plamaticas e mitocondriais. Como ja foi
visto no item 2.1, a adigdo ao meio de cultura de acidos graxos insaturados ou esterois

melhora a tolerancia das leveduras ao etanol e, assim, aumenta a viabilidade celular.

Segundo ALVES (1996), aumentos da temperatura de fermentagio produzem uma
forte diminuic3o da viabilidade celular, devido a0 aumento das taxas de produgdo e acumulo

de etanol no meio e nas células.

MILANESE-RUBILAR & MAUGERI (1990) verificaram que a viabilidade celular
dependia da concentrag#o de etanol e do tempo de residéncia celular, segundo a expressdo:
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_exp[-v(z, D) 2.32)
(Pm-P)

Xv

onde Xv ¢ a fragdo viavel de células, 1. o tempo de residéncia celular, v e B constantes

empiricas.

SA-CORREIA & VAN UDEN (1986) trabalharam com Saccharomyces cerevisae
IGC 3507, um mutante deficiente respiratorio, e determinaram a taxa de morte celular, Ky, €

sua fungdo com a temperatura utilizando as seguintes relagdes matematicas:
lnN¢=lnNm-Kd.t (233)

onde, N;, e N; representam o nimero médio de colonias no tempo zero e t, respectivamente, e

K, uma fung@o da equagdo modificada de Arrhenius:

K, K, , AS" AH’

1
— L= 2.34
h R R T (234)

onde, T é a temperatura absoluta, Ky ¢ a constante de Boltzmann, h ¢ a constante de Planck,
R a constante dos gases, AS® a entropia de morte térmica e AH" a entalpia de ativagio de

morte térmica.

JARZEBSKI et alli (1989) verificaram a importancia da viabilidade celular na cinética
da fermentagdo alcodlica com alta concentrag@o de células. Tal conceito foi incorporado a um
modelo intrinsico tipo Monod, utilizando os termos X, para representar a concentragio de
células viaveis e X4 para representar a concentragdo de células mortas. Portanto, a taxa de

crescimento da fase viavel é:

[ Q] e

onde, X, ¢ a concentragdo total de células (X; = X; + X,).

DALE et alli (1990) estudaram a modelagem de bioreatores para a producdo de
etanol a partir de lactose com Kluyveromyces fragiles e definiram a cinética de morte através

da seguinte relagdo:
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N, _ [Kd(TP).4 (2.36)
NO

onde, K, € a constante de morte que depende da temperatura e da concentrag3o de etanol, N

¢ o numero de células viaveis e Ny é o numero inicial de células viaveis. Neste modelo a
viabilidade celular fica expressa como sendo fungdo do tempo de fermentagio, da temperatura

e da concentrag3o de etanol, onde:

Kd (T,P) = Kd (T) . Kd (P) (2.37)

Kd (T) = A . ex (-5—) (2.38)
exp | ~2r .

Kd (P) =exp (Kdp P) (2.39)

Nas equagdes acima, As é o fator de freqiiéncia da equagdo de Arrhenius, E¢ é a
energia de ativagdo (cal/mol) e K4, € a constante da taxa de morte em fungdo do etanol (L/g).

CARVALHO et alli (1996) determinaram a equagdo que representa a cinética de

morte celular de uma linhagem de Saccharomyces cerevisae cedida pela Usina Santa

Adélia/SP, seguindo o modelo proposto por DALE et alli (1990):

N, = exp { [-9,00227.1()B X exp.(-— §—9—§§—6—) . exp (0,07425 . P)] . t} (2.40)
N, RT
onde:

As =-9,00227.103
Es = 39666
Kgp = 0,07425

Ajustando-se 0 modelo proposto por DALE et alli (1990) aos dados experimentais
obtidos por CARVALHO et alli (1996), observou-se que o modelo tende a superestimar a
morte celular para altas concentragdes de etanol e subestimar & concentragdes inferiores.

Verificou-se também uma falta de ajuste para algumas curvas, pois o modelo proposto
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expressa somente a fragdo viavel a partir do momento em que comega a ocorrer morte
celular. Porém, em alguns dados praticos, principalmente nos de baixas temperaturas e
concentragdes de etanol, foi notado a existéncia de um patamar de estabilidade por um breve

periodo de tempo, onde ndo ocorre crescimento e a morte celular é desprezivel.

2.5 - Conclusdes

Através da revisio bibliografica pode se verificar uma grande preocupagio do efeito
da temperatura, da concentragdo do etanol, do meio de cultivo e da pressdo osmotica, na
tolerancia das leveduras e nos parimetros cinéticos da fermentagdo alcoolica. Nota-se um
extenso estudo em relagdo aos mecanismos bioquimicos envolvidos na membrana plasmatica,
tentando lucidar o porque que certas linhagens de microrganismos sdo mais ou menos
tolerantes as variagdes do meio. Além disso, observa-se que a maioria dos trabalhos sio

conduzidos isotermicamente e em meios de cultivo sintéticos.

Neste capitulo fica claro ainda, que ndo existem trabalhos numa faixa de temperatura
(30 a 40°C) e composi¢io do meio (melago e extrato de levedura) similares as condi¢des da
fermentagdo alcodlica das usinas nacionais. Assim, o estudo de uma metodologia de
determina¢@o do parimetro da tolerdncia ao etanol que possa ser implementada nas analises
de rotina industrial ¢ da determina¢3o dos pardmetros cinéticos, utilizando cepa isolada de
uma usina alcooleira, é importante quando se deseja conhecer melhor o processo. Estes

parimetros podem ser muito Uteis nos estudos de otimizag3o de rendimento e produtividade.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 - Condugdo da fermentagdo alcoolica

3.1.1 - Microrganismo

Foi utilizada uma Saccharomyces cerevisae doada da Usina Santa Adélia/S.P em fim
de safra. Este microrganismo foi escolhido por ja ter sido usado no trabalho de tese de
mestrado por Alves (1996) para a caracterizagdo de parimetros cinéticos, no Laboratorio de

Bioengenharia da Faculdade de Engenharia de Alimentos da UNICAMP.

3.1.2 - Metodologia para o estudo do efeito da temperatura associado a concentragdo

de etanol:

Foram preparados frascos de cultivo para a obtengio do vinho fermentado. No
sobrenadante eram realizadas analises de concentragdo de ARTR e de etanol e a massa celular

era usada para o teste de tolerancia ao etanol (item 3.2).

O meio de cultivo utilizado foi a base de melago de cana-de-agucar, contendo
40 g ARTR/L para pré-fermentagdo e 80 g ARTR/L para fermentagdo, suplementado com
2,5 g/L de extrato de levedura.

O meio de cultivo foi distribuido em erlenmeyers de 500 mL, contendo 100 g de meio
para pré-fermentagdo, e em frascos de 1000 mL, com 300 g de meio para a fermentagdo. Os
frascos de pré-fermentagdo foram fechados com tampdo de algoddo, coberto com papel
impermedvel e esterilizados por 15 minutos a 121°C. Os frascos de fermentag3o foram
fechados com rolha de borracha com um aparato de vidro para saida de CO, (figura 3.1).
Apos a esterelizagdo, colocava-se acido sulfurico concentrado neste aparato com a finalidade

de evitar contaminagdo e reter a possivel 4gua evaporada, liberando apenas o CO.
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«— Acido sulfiirico

~—— Meijo de fermentagio

Figura 3.1 - Esquema do frasco utilizado na fermentagio.

Neste trabalho, foi feita uma alimentagdo intermitente do agucar, determinada pela
diminui¢do da velocidade de liberagio de CO,, que € medida pela variagdo de peso do frasco,
segundo ANDRIETTA & STUPIELLO (1990a).

A partir de “slants” do microrganismo isolado com 2 dias de crescimento em meio
PDA a 32°C, inoculava-se 2 frascos de 500 mL contendo meio de pré-fermentag3o estéril e
estes eram, ent3o, incubados em shaker a 32°C, 200 rpm, durante aproximadamente 24 horas.
Encerrada a pré-fermentagdo, inoculava-se 30 mL do meio de pré-fermentagdo em 2 frascos
de 1000 mL, contendo meio de fermentagdo estéril, e estes eram incubados em shaker a 200

rpm nas temperaturas estudadas: 30, 32, 34, 36, 38 e 40°C.

Os testes foram feitos em duplicata, para verificar a reprodutibilidade da metodologia.
Fazia-se as leituras das massas dos frascos vazios e das massas iniciais dos frascos com as
amostras. Os frascos eram pesados periodicamente e, a partir do momento em que ndo havia

mais uma altera¢do significativa nas massas dos frascos, era feita uma nova alimentag3o, com
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uma concentragdo de agucares de forma a se ter 80 g ARTR/L no volume total de meio do
frasco. O volume de meio adicionado ao frasco era limitado para nio causar uma variagdo
muito grande no volume total. Eram feitas novas alimentagdes, até que ndo houvesse mais
variagdo significativa no peso do frasco apods a adigdo de mais meio de cultivo e, também,
verificando-se que a viabilidade era praticamente nula, significando o término da fermentago.
Em intervalos de tempos espagados durante a fermentagio, retirava-se amostras de 10 mL do
meio de fermenta¢do que eram centrifugadas por 10 minutos a 5000 rpm. O sobrenadante era
estocado a -20°C para, posteriormente, serem feitos testes para a quantificagio da
concentragdo de etanol e de agucares redutores totais residuais. As células eram suspensas em
10 mL de agua destilada e centrifugadas duas vezes por 5 minutos a 5000 rpm para os testes

de massa seca e viabilidade.

3.2 - Metodologia para determinagdo da tolerdncia do etanol em leveduras

JIMENEZ & VAN UDEN (1985) desenvolveram um método baseado no
abaixamento do pH extracelular para testes rapidos de tolerncia de etanol em leveduras.
Neste método, as leveduras tolerantes ao etanol apresentaram um maior abaixamento do pH
extracelular em relagdo as leveduras menos tolerantes. Isto estd baseado no fato de que o
etanol causa retorno passivo de protons para a célula, ocasionando o aumento de pH

extracelular.

A tolerdncia ou sensibilidade das leveduras ao etanol ¢ expressa pelo pardmetro k,
sendo este uma constante exponencial de difusdo de prétons. Este pardmetro é determinado
através da queda do pH em fung#o da concentragdo de etanol.

Para a determinagdo do valor de k, uma suspenséo de levedura é colocada na presenca
de solucdo de glicose e de etanol nas concentragdes finais de etanol 0 a 10% (viv). As
amostras so agitadas durante 2 hs a 32°C, fazendo-se a leitura do pH final da solug3o.

Quando as células sdo suspensas em 4gua contendo glicose, protons sdo liberados e o
PH extracelular cai segundo uma curva caracteristica de acidificagdo. O valor do pH final é
balanceado pela expulsio ativa e pela entrada passiva de protons até uma condicio de
equilibrio.
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LEAO & VAN UDEN (1984) estudaram a influéncia da concentragio de etanol na

entrada passiva de protons na levedura e propuseram a seguinte equag3o::

ko =Co. o™ [ (1)

onde k; é a taxa de liberagdo ativa de protons, [H'})s a concentragdo de protons no pH final,
Co a constante de difusdo na concentragdo zero de etanol, X a concentragdo de etanol e k a
constante de entrada passiva de prétons. Aplicando logaritmo e rearranjando a equagio 3.1,

obtem-se a seguinte relagdo que expressa o pH final e a concentragio de etanol:
pHr= kXlogyoe + (logi0C, - logioks) (3.2
A equagdo 3.2 é do tipo y = ax + b onde:

y = pH final
x = concentragdo do etanol em molaridade X log,oe
a = coeficiente angular = k (M)

b = coeficiente linear = log,(C, - logok,

NABAIS et alli (1988) confirmaram que em condi¢es experimentais até 10% (v/v)
de concentragdo de etanol, esta relagdo se mantém linear. Assim o valor de k é determinado
através de uma correlagdo linear entre pHy versus X log;ee. Quanto maior o valor de k, maior
serd a sensibilidade da levedura ao etanol, ou seja, menor sera sua tolerdncia a0 mesmo. Isto
indica que os valores de pH finais para as diversas concentragdes de etanol sio maiores

devido a entrada passiva de protons.

3.2.1 - Metodologia para obtencdo da curva do pH final versus concentra¢io de

etanol

A metodologia para obten¢do da curva do pHs versus concentragio de etanol e,
conseqiientemente, o indice de tolerdncia (k) que foi usada neste trabalho foi a desenvolvida
por JIMENEZ & VAN UDEN (1985). No entanto, para se adaptar ao meio de cultivo

35



utilizado nos experimentos, esta metodologia sofreu algumas alteragSes e esti descrita a
seguir:

a - seguia-se 0 procedimento para a condugdo da fermentagio (item 3.1), porém esta
era interrompida quando a viabilidade era aproximadamente 98% e 50%;

b - o vinho fermentado era centrifugado em frascos de 250 mL a 10°C, 5000 rpm por

10 minutos;

c- as células eram suspendidas em agua destilada duas vezes com o mesmo volume de
vinho fermentado e centrifugadas a 10°C, 5000 rpm por 5 minutos. Isto foi feito para a

retirada de sais minerais para destamponar a solugio;.
d - preparava-se uma suspensdo de leveduras 30% (p/p) em agua destilada;

e - preparava-se solugdes de etanol nas concentragdes de 0; 2.4, 4.8, 7,2; 96 ¢
12%(v/v). Essas solugdes eram preparadas nessas concentragdes para que as concentragdes

finais na suspensdo fossem respectivamente 0, 2, 4, 6, 8 € 10% (v/v) de etanol;
f - preparava-se solugdo de glicose a 20%.
Em frascos de vidros (capacidade de 20 mL) adicionava-se:

- 10 mL de solugdo de etanol 0 a 12% (v/v)
- 1 mL de solug@o de levedura a 30% (p/p)
- 1 mL de solugdo de glicose a 20%

Os frascos eram incubados em shaker a 200 rpm, 32°C por 2 horas e, ent3o, retirados
para fazer a medida do pH final.

Os testes foram conduzidos em duplicata.

Graficava-se pHs versus Xlogjee, e fazia-se uma regressdo linear para obten¢do do
pardmetro k. O coeficiente de correlagdo deve ser superior a 0,95 para um resultado

satisfatorio.
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3.3 - Determinagéo dos agucares redutores totais residuais (ARTR)

Para a determinacdo do agiicar residual na fermentagdo foi utilizada a metodologia
desenvolvida por MILLER (1959):

3.3.1 - Preparo do reagente DNS

- Dissolveu-se com aquecimento 10,6 g de acido 3,5 dinitrosalicilico adicionando-se
19,8 g de NaOH em 1416 mL de agua destilada.

- Adicionou-se 7,6 mL de fenol (fundido a 50°C) e 8,3 g de metabissulfeto de sodio.

3.3.2 - Preparo da solucdo de tartarato duplo de sédio e potassio

- Dissolveu-se 15,1 g de tartarato de sddio e potassio tetrahidratado (4 H,0) em agua
destilada.

- Ajustou-se o volume para 1000 mL.

3.3.3 - Preparo da curva padrio:

- Preparou-se tubos com 2 mL de solugdes de sacarose nas concentragdes de 0,9; 1,8;
2,7,3,6;45e54g/L.

- Fez-se uma hidrolise destas solu¢des. Para isto, adicionou-se 2 mL de HCl 2N em
cada tubo e estes foram colocados num banho-maria em ebuli¢do por 5 minutos. Resfriou-se

os tubos num banho de gelo e adicionou-se 2 mL de NaOH 2N em cada tubo.

- As solugdes foram homogeneizadas e preparou-se novos tubos com 1 mL das
solugdes de sacarose hidrolisada que estavam nas concentragdes de 0,3, 0,6, 0,9, 1,2; 1.5 e

1,8 g/L. Utilizou-se ainda um branco com 1 mL de 4gua para zerar o espectrofotémetro.
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- Adicionou-se em cada um dos tubos 1 mL do reagente DNS.

- Homogeneizou-se as amostras e os tubos foram colocados num banho-maria em

ebuli¢do por 5 minutos.

- Resfriou-se os tubos num banho de gelo e adicionou-se 16 mL de solugdo de
tartarato de sodio e potassio para estabilizagdo da cor. Mediu-se a absorbancia das amostras

em espectrofotometro a 546 nm.

3.3.4 - Preparo das amostras

- Preparou-se as amostras (fazendo-se as diluigSes necessarias) de modo que a
concentragdo final estivesse dentro da faixa utilizada na construgdo da curva padrio (até uma
faixa de 3,0 g/L).

- Fez-se uma hidrolise destas amostras, adicionando-se 2 mL de HCl 2N em 2 mL
destas diluigdes. Colocou-se os tubos num banho-maria em ebuligio por 5 minutos,
resfriando-os em seguida num banho de gelo e adicionando-se 2 mL de NaOH 2N em cada
tubo.

- Colocou-se em um tubo de ensaio 1 mL da amostra diluida hidrolizada adicionando-
se 1 mL do reagente DNS.

- As amostras foram homogeneizadas e os tubos foram colocados num banho-maria

em ebuli¢do por 5 minutos.

- Resfriou-se os tubos num banho de gelo e adicionou-se 16 mL de solugdo de
tartarato de sddio e potassio. Mediu-se a absorbincia das amostras em espectrofotdmetro a
546 nm.

- Para cada amostra foi feito um branco com 1 mL da solugdo diluida hidrolisada
adicionando-se 1 mL do reagente DNS e 16 mL de solugdo de tartarato de sodio e potassio.
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- A partir da equagdo que relaciona a concentragio de aglicares redutores versus
densidade otica obtida pela constru¢io da curva padrdo, determinou-se a concentragio de

cada amostra.

As analises foram feitas sempre em duplicatas.

3.4 - Determinagdo do etanol produzido

Para a determinagdo do etanol produzido na fermentagdo foi utilizada a metodologia
de cromatografia gasosa segundo CARVALHO et Alli (1996). Das amostras do vinho
fermentado recolheu-se uma aliquota de 5 mL. Este volume foi destilado em microdestilador
até a obtencdo de 10 mL recolhido em proveta. O material obtido se encontrava na proporgio
de 1:2 (v/v).

A analise de etanol foi feita por cromatografia gasosa, usando acetona (2% v/v) como
padrdo interno. Foi utilizado o cromatografo VARIAN 3400, com coluna (1,0 m de
comprimento ¢ 3,2 mm de didmetro externo) empacotada com Porapack-Q, 120 mesh e
detector de ionizagdo de chama. O injetor e o detector foram mantidos a 250 e 50°C,
respectivamente, e a coluna foi operada isotermicamente a 160°C. Nitrogénio foi usado como
gas de arraste, a uma vazio de 30 ml/min. Os gases de combustdo foram hidrogénio e ar.

Amostras de 0,5 uL foram injetadas e as analises foram feitas em triplicata.

3.4.1 - Preparo da curva padrdo

- Preparou-se solugdes hidroalcoolicas nas concentragdes de 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 3,0;
4,0, 5,0 e 6,0 % de etanol em volume (% v/v).

- Destas solugdes tomou-se 1 ml e adicionou-se 1 mL de acetona (2 % v/v).

- Homogeneizou-se as amostras e injetou-se 0,5 uL das amostras no cromatografo

8as0so0.
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- Obteve-se uma curva padrdo que relaciona a concentragdo de etanol versus a razio

da area do etanol pela area da acetona (Aet/Aacet).

3.4.2 - Preparo da amostra

- Tomou-se 1 mL da amostra a ser analisada (vinho destilado) e adicionou-se 1 mL de

acetona (2 % v/v).

- Homogeneizou-se a amostra e injetou-se 0,5 pL da amostra no cromatografo

£as0so0.

- A razo das areas do etanol pela acetona € usada na equagdo obtida da curva padrio

para o calculo da concentra¢3o de etanol da amostra.

3.5 - Determinagdo da viabilidade celular das leveduras

Para a determinagdo da viabilidade celular das leveduras foi utilizado o método de
coloragdo por azul de metileno segundo LEE et alli (1981).

3.5.1 - Composi¢do do reagente azul de metileno

- Azul de metileno 0,125 g
- NaCl 458

- CaCl,.6 H20 0,24 g
- NaHCO; 01g

- Glicose 5g

- H,0 destilada 500 mL
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3.5.2 - Metodologia

As amostras retiradas ao longo da fermentagido (10 mL) eram centrifugadas a 5000
rpm por 10 minutos. As células eram ressuspendidas duas vezes em 10 mL de agua destilada e
centrifugadas a 5000 rpm, por 5 minutos. Apés a lavagem, as células eram ressuspendidas em
10 mL e, a partir desta solugdo, preparava-se uma suspensio de levedura adequadamente
diluida (amostra). Misturava-se 0,1 mL da amostra com 0,9 mL da solug3o corante (azul de
metileno). As células com alta atividade fisiologica ndo se coloriam, enquanto as células
inativas (mortas) apresentavam-se coloridas de azul. A porcentagem de células vidveis era
determinada transferindo-se com uma pipeta de Pasteur a amostra para a cdmara de
Neubauer. Nesta, eram contadas as células incolores e as coloridas de azul em microscopio de
campo claro utilizando-se a objetiva de imersdo (40 x). Para maior precisio da analise, a
diluigdo da amostra deveria ser tal que cerca de setenta células de levedura fossem
encontradas por quadriculo da cdmara, que eram escolhidos intercaladamente para serem
contados (total de treze quadriculos contados). Eram contadas entdo, cerca de 900 células

por camara.

A porcentagem de células vidveis (IV %)era calculada pela seguinte equagio:

nZtotal de celulas incolores (vivas)

IV (%)= x 100 (%) 3.3)

ntotal de celulas incolores+nZtotal de celulas coloridas

3.6 - Determinag¢do da massa seca (MS) produzida

Na determinagio da massa celular produzida na fermentagdo, o método indireto

(curvas que correlacionam densidade Gtica versus massa seca) foi o escolhido.
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3.6.1 - Metodologia

- Uma fermentagdo foi conduzida em 2 erlenmeyers de 1000 mL com 300 mL de meio
estéril, conforme descrito anteriormente, a 32°C , 200 rpm, por 24 horas, porém sem

alimentagdo de agticares ao meio.

- Pesou-se previamente o papel de filtro Millipore (1,2 pm) juntamente com uma placa

de petri (recipiente que lhe deu suporte) obtendo-se um peso P,.

- Juntou-se os dois meios fermentados, pesou-se 500g destes meios e centrifugou-se

por 10 min, a 5000 rpm em tubos de 250 mL.

- As células foram ressuspendidas duas vezes em 500 mL de agua destilada e

centrifugadas por 5 minutos , a 5000 rpm.

- Ressuspendeu-se as células em 100 mL de agua destilada e filtrou-se a vacuo,

utilizando o filtro previamente pesado.

- Colocou-se as amostras numa estufa a 60°C até que o peso permanecesse constante

(P.) (aproximadamente 6 horas).

- Calculou-se o valor da massa seca pela diferenga de peso (P.-P;), convertendo o

valor final em g de massa seca / 500 g de vinho fermentado (porcentagem peso/peso).

3.6.2 - Preparo da curva padrio

- Centnifugou-se 50 mL do vinho fermentado (0 mesmo do item anterior) a 5000 rpm,

por 10 minutos.

- As células foram ressuspendidas 2 vezes em 50 mL de 4gua destilada e centrifugadas

a 5000 rpm, por S minutos.

- Ap6s a lavagem das células, estas foram ressuspendidas em 50 mL de agua destilada
e, a partir desta solugdo, foram feitas diluigdes convenientes para a construgio da curva de
calibragdo.
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- Leu-se a absorbancia das amostras em espectrofotometro a 600 nm.

- A partir da massa seca total determinou-se indiretamente as concentragdes de massa

seca para cada dilui¢3o e construiu-se a curva padrdo que relaciona a concentragdo de massa

seca em g/ versus densidade Otica.
A curva padrdo obtida para correlacionar a massa seca em fungido da densidade 6tica

foi:

MS =-0,203 +2,155D.0 (34

r=0,992

Utilizou-se esta curva padrido para se obter os valores de MS ao longo de todas as

fermentagdes que esta apresentada na figura 3.2.

05

MS (g/l)

0.1
00 0.1 02 03 04 05 08
D.O

Figura 3.2 - Curva padrdo de MS versus D.O.
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3.6.3 - Preparo das amostras

As amostras retiradas ao longo da fermentagdo (10 mL) foram centrifugadas a 5000
rpm por 10 minutos . As células foram ressuspendidas duas vezes em 10 mL de agua destilada
e centrifugadas a 5000 rpm, por 5 minutos. Apos a lavagem, as células foram ressuspendidas
em 10 mL e, a partir desta solugdo, foi feita uma dilui¢@o para que a leitura da absorbancia a
600 nm estivesse dentro da faixa da curva de calibragdo. A partir da equagdo da curva de

calibragio determinou-se a concentragdo de massa seca de cada amostra.

3.7 - Metodologia para determinagdo da relagdo de densidade versus
concentragdo de aguicares redutores totais residuais (ARTR)

- Preparou-se solugdes de melago de cana-de-agucar nas concentragdes de 20, 40, 60,
80 ¢ 100 g ARTR/L.

- Cada solug3o foi colocada em um picnémetro com capacidade de 25 mL, pesando-se

o picnometro vazio (P,) e cheio (P,).
- Calculou-se o valor da massa de cada solugdo pela diferenga de peso (P2-P)).

- Calculou-se a densidade de cada solugdo pela razio da massa pelo volume (25mL):

(3.5)

<|B

- Construiu-se a equagdo que relaciona densidade versus concentragdo de ARTR:

curva padrdo.

- Sabendo-se a concentragdo de ARTR de uma dada amostra, foi possivel determinar

a sua densidade a partir da curva padrdo.

A curva padrdo obtida para correlacionar a densidade em fungdo da concentragdo de
ARTR foi:



p = 0,6278 [ARTR] (/L) + 1030,028
(3.6)

r=0,9992

Utilizou-se esta curva para se obter os valores da densidade ao longo de todas as

fermentages e que esta apresentada na figura 3.3.

1105

1095

1085

1075

1065

Densidade (g/1.)

1055

1045

1035
10 20 30 40 50 60 70 80 80 100 110

ARTR (g/L)

Figura 3.3 - Curva padrio de p (g/L) versus [ARTR] (g/L).

3.8 - Balango de massa para o calculo do consumo do substrato, producdo de
etanol e produ¢do de massa seca.

ARTR (g) = [ARTR] (g/L) . peso do meio (g) . 1/p (g/L) 3.7
etanol (g) = [etanol] (g/L) . peso do meio (g). 1/p (g/L) 3.8)
MS (g) = [MS] (g/L) . peso do meio (g) . 1/p (g/L) 39

45



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Como citado no capitulo anterior, todas as fermentagdes foram conduzidas em
duplicata para a obtengdo do vinho fermentado para as diferentes temperaturas. Foram

realizadas analises ao longo da fermentag@o obtendo-se os dados de:

- Parametro de toleréncia ao etanol (k)
- Concentragdo de etanol

- Concentragdo de ARTR

- Concentragdo de massa seca

- CO; produzido

- Viabilidade

Todos os resultados calculados estdo apresentados em tabelas no apéndice A.

4.1 - Cinética da fermentacdo alcodlica para as diferentes temperaturas
estudadas

Para facilitar a visualizagio dos resultados apresentados neste item, apenas uma
fermentagio por temperatura foi graficada. No entanto, todas as fermentagdes foram
realizadas em duplicatas sendo que os resultados estdo apresentados em figuras analogas no
apéndice B. As figuras 4.1, 42, 43, 44, e 4.5 apresentam os resultados de CO;
produzido(g), massa seca (g/L:), ARTR (g/L), etanol (g/L) e viabilidade(%), em fungio da
temperatura, respectivamente.

A figura 4.1 apresenta o CO; (g) produzido ao longo da fermentagdo para as
diferentes temperaturas. Verifica-se uma produgdo exponencial para todas as temperaturas
nas primeiras 30 horas de fermentac¢3o. Para as temperaturas de 30, 32 e 34°C a produgdo de
CO; ao longo da fermentagdo comportou-se de uma forma semelhante, provavelmente devido
ao fato de que esta linhagem de levedura ¢ resistente até a temperatura de 34°C. Para as

temperaturas de 36, 38 e 40°C, observa-se que a produgdo de CO, diminui com o aumento da
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temperatura. Nota-se que ao redor de 80 horas ndo ha mais produgido de CO,, indicando o

término da fermentagdo para todas as temperaturas estudadas.

~~

)
3
S
2
Q.
o~

S —o— 30C

—o- 32C

—— 34C

—a— 36C

; —e— 38C

0 20 40 60 80 100 120 140 160 ™ 40C

tempo (h)

Figura 4.1 - Produgdo de CO,com o tempo para as diferentes temperaturas.

Para a produgdo de massa seca (g/L) a figura 4.2 ilustra que quanto menor a
temperatura , maior foi a massa seca produzida . Porém, constata-se que para a temperatura
de 40°C, ocorre uma queda significativa da produgdo de massa seca em relagdo as outras
temperaturas. A produg@o de massa seca se comporta exponencialmente como a produgio de

CO,, atingindo uma concentragio praticamente constante apos 30 horas de fermentagéo.

16

MS (g/L)

—o— 30C
—0— 32C
—o— 34 C
—a— 36 C
—e— 38C

0
) 10 20 30 40 50 60 70 go ™ 40C

tempo (h)

Figura 4.2 - Produgdo de MS com o tempo para as diferentes temperaturas.
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A figura 4.3 mostra a concentragio de ARTR (g/L) ao longo da fermentagdo para as
diferentes temperaturas. Os picos de concentragdo de ARTR devem-se a alimentagio de
agucares ao meio. Em todas as temperaturas a concentragdo inicial ARTR ficou na faixa de
80 a 90 g ARTR/L. Tentou-se alimentar o meio de forma a obter esta concentragdo inicial de
ARTR, porém em algumas temperaturas, como a de 32 e 40°C, a concentragio de ARTR do
meio apos alimentag3o ficou na faixa de 100 a 120 g/L. Observa-se que as concentragdes de
ARTR ao longo da fermentagdo foram muito parecidas para as temperaturas de 30, 32 e 34°C
respectivamente; principalmente no final, quando ndo se teve mais alimentagdo, ficando na
faixa de 15 a 20 g ARTR/L. Nas temperaturas de 36 e 38°C, nota-se que as concentragdes de
ARTR (g/L) ao longo da fermentagdo foram parecidas até a ultima alimentagio do meio.
Porém comportou-se de forma diferente apos esta ultima alimentagdo, onde o consumo de
ARTR na temperatura de 36°C foi maior do que na temperatura de 38°C. A concentragio de
ARTR (g/L) no final da fermentagdo a 36°C ficou em torno de 40 g ARTR/L, enquanto que
na temperatura de 38°C ficou em torno de 70 g ARTR/L. A temperatura de 40°C foi a que a
concentragdo de ARTR se comportou de forma mais distinta ao longo da fermentagdo. O
consumo de ARTR apos o inicio da fermentagio e apés a alimentag¢do do meio foi bem menor
quando comparado com as outras temperaturas. Além disso, a concentragio de ARTR (g/L)
no final da fermentagdo na temperatura de 40°C ficou em torno de 100 g ARTR/L. Tal
comportamento deve ser devido ao fato de que a 40°C as células das leveduras estdo bastante
estressadas e também porque apoés a alimenta¢3o, a concentragio de ARTR do meio ficou

numa faixa maior do que nas outras temperaturas.

A figura 4.4 ilustra que a concentragdo de etanol ao longo da fermentagdo foi muito
parecida para as temperaturas de 30, 32 e 34°C, respectivamente. Nas temperaturas de 36, 38
e 40°C, nota-se que a produgdo de etanol ao longo da fermentagdo foi menor com o aumento
da temperatura. No entanto, em todas as curvas da figura 4.4, nota-se que a concentragio de
etanol (g/L) no final da fermentagdo (Pm) foi maior quanto menor era a temperatura, variando
muito pouco nas temperaturas de 30, 32 e 34°C e mais significativamente nas temperaturas de
36, 38 e 40°C. Para as temperaturas estudadas, 30, 32, 34, 36, 38 e 40°C, a concentragdo
final de etanol (Pm) foi respectivamente 104,01; 102,08, 96,51; 82,32; 71,72 ¢ 65,02 g/L. Em
todas as curvas da figura 4.4 observa-se picos de queda de concentragdo de etanol, que s3o
devido a dilui¢do do meio pela adi¢do de mosto.
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Figura 4.3 - Consumo de ARTR com o tempo para as diferentes temperaturas
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Figura 4.4 - Produgio de etanol com o tempo para as diferentes temperaturas
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A figura 4.5 mostra a viabilidade (%) ao longo da fermentagdo para as diferentes
temperaturas. Observa-se que quanto maior a temperatura, mais brusca ¢ a queda da
viabilidade. A 30°C a viabilidade se mantém a 98% ao redor de 90 horas, enquanto que a
40°C a viabilidade comega a apresentar uma queda exponencial ao redor de 40 horas. Tal fato
constata o que foi apresentado na literatura, onde em fermentagdes conduzidas na faixa mais
alta de temperatura de crescimento, o etanol afeta a viabilidade das células de Saccharomyces

cerevisae pelo aumento da morte térmica.

Viabilidade (%)

30C
32C
34C
36C
38C
40C

Ptre vy

0 20 40 60 80 100 120 140 160
tempo (h)

Figura 4.5 - Comportamento da viabilidade em fungdo do tempo para as diferentes

temperaturas

Estes valores de viabilidade serdo utilizados no item 4.3.3, no qual sera estudado um

modelo da cinética de morte celular.
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4.2 - Resultados da termo-tolerancia das leveduras ao etanol

Numa primeira etapa de trabalho foram conduzidas fermentagdes em batelada com
alimentagdo de aglicares como descrito no item 3.2 para as temperaturas de 30, 32, 34, 36, 38
e 40°C. Todas as fermentagdes foram realizadas em duplicatas. Uma delas permanecia até o
final para a obtengdo de Pm e a outra era encerrada no momento em que praticamente a
producdo de CO, era estavel (a viabilidade se encontrava ao redor de 80%) para que fosse
feito o teste de termo-tolerdncia segundo VAN UDEN em duplicata. A média dos resultados
(k) para cada temperatura esta apresentada na tabela 4.1. Em todos os testes o coeficiente de

correlagdo foi maior que 0,95.

Tabela 4.1 - Resultados do teste de VAN UDEN de termo-tolerincia para cada temperatura

realizado em células com 80% de viabilidade.

T (°C) k (80%) (M) r
30 0,51 0,95
32 0,87 0,97
34 0,58 0,98
36 0,52 0,98
38 0,51 0,99
40 0,56 0,99

Analisando-se a tabela 4.1, verifica-se que com excec¢do da temperatura de 32°C, onde
o k medido provavelmente n3o esta correto, ndo ha uma grande variagdo de k nesta faixa de
temperatura. Portanto, nio foi evidenciada nenhuma relagio de k com a temperatura, sendo
questionada a validade da metodologia quando a viabilidade das células estava por volta de
80%.

Decidiu-se, entio, numa segunda etapa de trabalho, verificar a metodologia do teste
de termo-tolerancia. Para isto, repetiu-se as fermentagdes para cada temperatura da mesma
forma que anteriormente, porém fazendo-se o teste de termo-tolerdncia quando a viabilidade
das células estava ao redor de 98% e 50%. Novamente os testes foram realizados em
duplicatas para cada temperatura. As figuras que ilustram a determinagdo dos pardmetros de
termo-tolerancia (k) para cada temperatura estudada na viabilidade das células de 98 e 50%,
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respectivamente, estdo apresentadas no apéndice C. Como pode ser observado, todos os

coeficientes de correlagdo foram superiores a 0,95.

A média dos resultados (k) para cada temperatura e para as viabilidades de 98 e 50%
esta apresentada na tabela 4.2. A concentragio de etanol (P) e o tempo (t) apresentados na
tabela correspondem, respectivamente, & concentragdo de etanol e ao tempo de fermentagio

no momento em que o teste foi realizado.

Tabela 4.2 - Resultados do teste de VAN UDEN de termo-tolerancia para cada temperatura
realizado em células com 98% e 50% de viabilidade.

T(C) | k(98%) P(98%) t(98%) | k(50%) P(50%)  t(50%)
™M) (g Etanol/) (h) M) (g Etanol/l) (h)
30 0,49 95,77 73,91 0,54 99,43 99,04
32 0,48 94,28 62,82 0,46 96,74 97,05
34 0,58 86,97 52,97 0,48 94,62 95,92
36 0,66 85,18 49,63 0,50 90,78 79,4
38 0,73 73,23 47,53 0,50 76,40 76,77
40 0,82 45,08 30,21 0,46 63,53 73,4

Observa-se na tabela 4.2 que os valores de k na viabilidade de 50% quase nio variam
nesta faixa de temperatura. Porém, na viabilidade de 98% os valores de k variam
significativamente em relagdo & temperatura, sendo evidenciada uma relagdo de k com a
temperatura. Verifica-se, portanto, que o teste de termo-tolerincia s6 ¢é valido quando
realizado em células com viabilidade de 98%. Este resultado encontrado para o teste de
termo-tolerancia ¢ interessante a nivel de laboratdrio, onde é possivel controlar a viabilidade
das células. A nivel industrial, se o teste for realizado como acompanhamento de uma
fermentagdo alcoolica em condigdes de alta temperatura e alta concentragdo de etanol, onde
as células do microrganismo se encontram numa condi¢do de “stress” e baixa viabilidade, o
resultado ndo tera nenhuma validade.
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A figura 4.6 mostra a relagdo de k na viabilidade de 98% com a temperatura. Observa-
se que para as temperaturas de 30 e 32°C o valor de k é aproximadamente estavel, existindo
um patamar para k em torno de 0,485. Para as temperaturas mais altas que 32°C verifica-se
um aumento linear de k com a temperatura. Portanto, quanto mais elevada a temperatura,
maior a sensibilidade das células da levedura, ou seja, menor a tolerdncia ao etanol. Testou-se
um ajuste linear a partir da temperatura de 32°C para descrever esse aumento de k com a
temperatura. A equagdo 4.1 mostra o modelo encontrado, juntamente com a regressdo obtida,

onde T ¢ a temperatura em °C:
k=0,0415T - 0,84 , para 32<T<40°C 4.1)

= 0,9967

0,85

0.80

0,75

0,70

0,65

0,60

0,55

0,50

o‘ 45 . i " P A e
28 30 32 34 36 38 40 42

Temperatura o)

Figura 4.6 - Variagio de k com a temperatura da fermentaggo.
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A figura 4.7 ilustra a relagdo de k na viabilidade de 98% com a concentragdo de
etanol. Este resultado a principio pode parecer incorreto, pois ele relata que quanto maior a
concentragdo de etanol, menor o valor de k, ou seja, maior a tolerdncia ao etanol. Porém, é
importante lembrar que as fermentagdes foram interrompidas quando a viabilidade comegou a
cair (98%). Neste momento para as temperaturas de 30, 32, 34, 36, 38 e 40°C as
concentragdes de etanol eram de 99,43, 97,05, 95,92, 79,04, 76,77 e 73,4 g/L,
respectivamente. Ou seja, quanto maior a temperatura, menor era a concentragio de etanol
quando foi interrompida a fermentagdo para realizagdo do teste. Portanto, verifica-se que a
temperatura da fermentagdo alcodlica tem um papel mais significativo do que a concentragdo

de etanol produzido pela levedura no parametro k.
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0,65 }
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Etanol (g/L)

Figura 4.7 - Variag3o de k com a concentragio de etanol e as correspondentes temperaturas.
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4.3 - ParAmetros cinéticos obtidos em fungdo da temperatura

4.3.1 - Determinagio de ACO, produzido / AARTR consumido, ACO, produzido/
AEtanol produzido e rendimento de etanol (Ypss)

O calculo de ACO, produzido, AARTR consumido e AEtanol produzido foi feito pela

diferenca em massa (g) de cada um dos trés parimetros ao longo da fermentagdo, antes e

depois das alimentagdes de agucares ao meio, sendo este A acumulativo. A tabela 4.3

exemplifica estes calculos para a temperatura de 32°C, sendo que o mesmo procedimento foi

feito para as outras temperaturas. Yps foi determinado pela razdo AEtanol produzido /

AARTR consumido para cada temperatura. Na tabela 4.3, as trés ultimas colunas foram as

utilizadas para a construgdo dos graficos 4.8, 4.9 € 4.10.

Tabela 4.3 - Determinagdo de ACO, produzido, AARTRconsumido e AEtanol produzido

para a temperatura de 32°C (teste B).

At | ACO; | AARTR | AEt | t(h) ACO, | AARTR | AEt

(h) (® (8) (8) (8) (8 (8)
A | 895 8,4 22,55 792 | 895 Ay 8,4 22,55 | 7,92
A, | 1469 10,8 2898 | 10,71 | 23,77 [ A, + A | 19,2 51,53 | 18,63
A; | 2403 | 12,0 29,91 976 | 47,98 | A, +A; | 31,2 81,44 | 28,39
A 4741 113 31,72 | 845 | 9553 [ As+As| 425 | 113,16 | 36,84

AARTR consumido, ACO; produzido/AEtanol produzido e Ypss para cada temperatura.

Encontra-se na tabela 4.4 os resultados em duplicata de ACO, produzido/
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Tabela 4.4 - Resultados de ACO, produzido/AARTR consumido, ACO, produzido/

AFEtanol produzido e Yps para as temperaturas de 30, 32, 34, 36, 38 e 40°C.

A e B se referem ao teste A e ao teste B, respectivamente.

T (°C)

ACO,/ AARTR

ACO, / AEtanol

Yeis

30

A= 0,391 (r2 = 0,999)

B = 0,412 (12 = 0,994)

A= 1,144 (12 = 0,997)

B = 1,248 (12 = 0,992)

A =0,342 (12 = 0,993)

B = 0,330 (r2 = 0,995)

32

A = 0,396 (r2 = 0,998)

B =0,377 (2 = 0,999)

A =1,19(r2 =0,995)

B=1,118 (r2 = 0,993)

A=0,333(r2=10,998)

B =0,337 (r2 =0,991)

34

A = 0,448 (2 = 0,999)

B = 0,457 (12 = 0,995)

A= 1,179 (12 = 0,989)

B = 1,158 (r2 = 0,989)

A =0,378 (r2 = 0,985)

B = 0,391 (r2 = 0,998)

36

A =0,420 (12 = 1,0)

B = 0,447 (r2 = 0,998)

A = 1,160 (r2 = 0,993)

B =1,170 (r2 = 0,962)

A =0,362 (r2 = 0,992)

B = 0,376 (12 = 0,965)

38

A = 0,472 (r2 = 0,998)

B = 0,496 (12 = 0,991)

A =1,230 (r2 = 0,990)

B = 1,537 (r2 = 0,925)

A = 0,383 (12 = 0,990)

B = 0,353 (12 = 0,970)

40

A =0,418 (r2 = 0,986)

B = 0,438 (r2 = 0,991)

A = 1,451 (r2 = 0,981)

B = 1,270 (r2 = 0,99)

A = 0,306 (12 = 0,989)

B = 0,356 (12 = 0,995)

As figuras 48, 49 e 4.10 apresentam as razdes entre as variagdes de
ACO, produzido/AARTR consumido,
respectivamente, para as temperaturas de 30 (a), 32 (b), 34 (c), 36 (d), 38 (e) e 40°C ®.0

valor apresentado na curva de ajuste em todos os graficos € a média dos valores dos testes em

ACO, produzido/AEtanol produzido e Yeps,

duplicatas (teste A e teste B). Como era de se esperar, verifica-se a linearidade existente entre

ACOy/AARTR, ACOy/AFtanol e Yps (AEtanol/AARTR), respectivamente. Estes resultados

s3o importantes para prever a evolu¢io da fermentagio alcodlica. O ACO; produzido € um

parimetro interessante, indicando rapidamente (através de pesagem) o desempenho e o

término da fermentagio.
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Figura 4.8 - Determinagdo de CO, (g)/ARTR (g) para 36°C (d),

38°C (e) e 40°C (f)
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Figura 4.9 - Determinagdo de CO, (g)/Etanol (g) para 30°C (a),
32°C (b) e 34°C (c)
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Figura 4.9 - Determinagdo de CO, (g)/Etanol (g) para 36°C (d),
38°C (e) e 40°C (f)
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As figuras 4.11, 4.12 e 4.13 mostram a razio de A g CO/AARTR, A g CO/AEtanol e
Y, (A g Etanol/A g ARTR) em fungdo da temperatura, respectivamente. Verifica-se que ndo
ha uma grande variagdo destas razdes com a temperatura, ndo sendo evidenciada nenhuma
relagio destes indices com esta varavel. Calculando-se um valor médio de
ACO/AARTR, ACO,/AEtanol e Yps para a faixa de temperatura de 30 a 40°C, obtem-se os
valores de 0,431 g COy/ g ARTR, 1,238 g CO,/g Etanol e 0,354 g Etanol/g ARTR,

respectivamente.

Verifica-se que o rendimento em etanol encontrado é baixo e bem menor do que o
valor citado na literatura por ALVES (1996), Ypss igual a 0,505. Tal fato pode ser devido a
metodologia empregada, pois neste trabalho utilizou-se fermentagdo em batelada e ALVES

utilizou processo de fermenta¢do continua para a obtengdo deste rendimento.
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Figura 4.15 - Variagdo de CO, prod (g)/ARTR cons (g) com a temperatura.
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4.3.2 - Determinagdio da concentragdo de etanol acima da qual nfo ocorre crescimento

celular (Pm)

Foram determinados os valores de Pm para as temperaturas de 30, 32, 34, 36,38 ¢
40°C. Os resultados obtidos experimentalmente s3o mostrados na tabela 4.5, juntamente com

os valores de Pm reportados no trabalho de ALVES (1996).

Tabela 4.5 - Valores de Pm obtidos experimentalmente neste trabalho e de Pm obtidos por
ALVES (1996).

T (°C) Pm (g Etanol /1) Pm (g Etanol /1)
(ALVES, 1996)

30 104,01 111,3
32 102,08 100,2
34 96,51 98,7
36 82,32 78,1
38 71,72 71,0
40 65,02

Através dos resultados da tabela 4.5, verifica-se que Pm decresce com 0 aumento da
temperatura, sendo que este decréscimo € pequeno até a temperatura de 34°C e maior a partir
desta temperatura. Foram testados inicialmente dois ajustes para descrever essa diminui¢do de
Pm com a temperatura: um ajuste linear e um ajuste exponencial. As equagdes 4.2 ¢ 4.3

mostram as regressdes obtidas, onde T ¢ a temperatura em °C.
Pm=237,05-4,289.T 42)
?=0957er=0978

-0,051.T

Pm=50935.¢ (4.3)

*=0948 er=0,974
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Tentou-se um novo ajuste nio linear, do tipo exponencial, acrescentado de um termo

quadratico (equagdo 4.4).
Pm=5,1.exp (0,22 . T-0,0039. T 4.9)
r2=098 er=0,99

Este ajuste apresentou um coeficiente de correlaggo de 0,99 e portanto foi o ajuste
escolhido para o decréscimo de Pm com a temperatura. A figura 4.16 apresenta os dados

experimentais obtidos neste trabalho e o modelo ajustado pela equagdo 4.4.

115

Pm (g/L)

28 30 32 34 36 38 40 42

Temperatura (°C)

Figura 4.14 - Variagdo de Pm com a temperatura

A figura 4.15 ilustra uma comparag#o entre os resultados obtidos experimentalmente
neste trabalho e os reportados no trabalho de ALVES (1996) e SA-CORREIA & VAN
UDEN (1983). Comparando os resultados obtidos neste trabalho com os reportados por -
ALVES (1996), verifica-se que os valores de Pm estdo proximos nos dois trabalhos. Isto se
explica devido ao fato de que utilizou-se nos dois trabalhos a mesma cepa de Saccharomyces
cerevisae e 0 mesmo meio de cultivo. Comparando os resultados obtidos neste trabalho e no

trabalho de ALVES (1996) com os reportados por SA-CORREIA & VAN UDEN (1983),
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nota-se que os valores de Pm nos dois primeiros sdo sistematicamente mais altos. Isto pode
ser explicado pelas diferengas das cepas de Sccharomyces cerevisae e de meio de cultivo,
lembrando-se que a cepa utilizada neste trabalho é proveniente de usina de alcool, com uma
tolerancia ao etanol supostamente maior. Ocorre uma dispers3o entre os dados deste trabalho
e os de ALVES (1996), porém os resultados quase se duplicam. Observa-se que o perfil da
queda da concentrag@o de etanol em fungdo da temperatura ¢ muito similar ao dos outros dois

trabalhos, ocorrendo apenas um deslocamento nas curvas.

Segundo SA-CORREIA & VAN UDEN (1986) existe um patamar para Pm em torno
de 87 g Etanol/l entre as temperaturas de 13 a 27°C, utilizando-se Saccharomyces cerevisae.
Acima de 27°C, Pm cai significativamente. Analisando os resultados obtidos neste trabalho,
observa-se que para 30 e 32°C o valor de Pm ¢é aproximadamente estavel, existindo um
patamar para Pm em torno de 103 g Etanol/l. Tal fato pode explicar porque o ajuste

exponencial obtido para os dados experimentais ndo é muito bom.

120

100 ¢

a0 | \
60 | \
~O— Experimental

] ’\\
20 -y
-0 ALVES

0 o
25 27 29 31 33 35 37 39 41 43 45 ~©~ SA-CORREIA/VAN UDEN

Pm (g Etanol/L)

Temperatura (°C)

Figura 4.15 - Comparagdo dos dados obtidos para Pm com os dados reportados por ALVES
(1996) e SA-CORREIA & VAN UDEN (1986)
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4 33 - Determinacio dos parAmetros da cinética de morte celular

O modelo utilizado para a obtengdo da cinética de morte celular foi o proposto por
DALE et alli (1990) segundo a equagio (2.36). O procedimento matematico para o calculo

dos parametros cinéticos foi o seguinte:

19) Graficou-se Ln (NJ/N,), ou seja Ln (viabilidade) versus tempo para as diferentes
temperaturas. O coeficiente angular das curvas obtidas € a constante cinética de morte em
fungdo da temperatura (Kdt). Os valores de Kdt e as curvas obtidas se encontram na tabela
4.6 e na figura 4.16, respectivamente. Para a construgdo do grafico Ln (N/N,) versus tempo,
utilizou-se os pontos iniciais de viabilidade, nos quais esta era alta e o efeito toxico do etanol

nio era pronunciado.

Tabela 4.6 - Valores de Kdt (h") em fungdo da temperatura.

T (°C) Kdt (h™)
30 1,128 x 10™
32 1,712 x 10
34 2,124x 10*
36 3,497 x 10°*
38 7,882 x 10
40 9,233 x 10*
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Figura 4.16 - Determinagdo de Kdt em fungdo da temperatura

2°) Graficou-se Ln (Kdt) versus 1/T. O coeficiente angular da curva obtida é (-E¢/R) e o
linear ¢ (Kdp.P + Ln As). Como os dados utilizados para a constru¢do da curva estavam em
concentragdes de etanol baixas, desprezou-se o termo (Kdp.P) e o coeficiente linear passou a
ser portanto (Ln Ag). O grafico Ln (Kdt) versus 1/T é apresentado na figura 4.17. A partir

desta figura obtem-se valores de 41947 cal/mol K e 1,87 . 10®h" para Es e As,

respectivamente.

La (Kdf)

Te_ 30C
A 32C
e 34C
"m._ 36C
S 38C
Te_ 40C

-6,2

0,003 0,003 0,003 0,003 0,003 0,003 0,003
/T (1/K)

0,003

Figura 4.17 - Determinagdo da energia de ativagdo (Es) e da constante (As)
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39 A obtencdo da constante de morte como fungdo da concentragdo de etanol (Kdp) foi feita
através de regressdo nio linear, mantendo-se E¢ constante e variando As e Kdp. Encontrou-se
um valor de As = 1,77x10"* que se ajustou em todas as temperaturas. Foi notado que Kdp
cresceu com o aumento da temperatura. Os valores de Kdp para cada temperatura

encontram-se na tabela 4.7.

Tabela 4.7 - Valores de Kdp (L/g) em fungio da temperatura.

T (°C) T (K) Kdp
30 303 0,301
32 305 0,305
34 307 0,309
36 309 0,369
38 311 0,430
40 313 0,469

A figura 4.18 mostra a relagio de Kdp com a temperatura. Testou-se um ajuste
exponencial para descrever esse aumento de Kdp com a temperatura. Este ajuste foi escolhido
uma vez que ha uma tendéncia geral de que os pardmetros cinéticos variem exponencialmente
com a temperatura e também porque os demais ajustes testados ndo resultaram em uma
correlagio adequada. A equagdo 4.4 mostra o modelo encontrado, juntamente com a

regress3o obtida, onde T é a temperatura em K.
Kdp=1,02.10" ¢ *%T (4.4)

¥ =0,906
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Figura 4.18 - Variagdo de Kdp com a temperatura

Substituindo-se os valores dos pardmetros Es, Ase Kdp na equagdo (2.36), obtem-se o
seguinte modelo para a cinética de morte celular:

NV

N_ =exp {[1,77.10"* . exp (—ﬂgﬂ

X 0.049.T
exp.((1,02.107 .
RT) xp.((

). P). t} (4.5)

A figura 4.19 faz uma comparago entre os dados experimentais e os obtidos pela
equagdo (4.5). Observa-se que para as temperaturas de 30 (a), 32 (b) e 40°C (f), o modelo se
ajusta bem. Porém para as temperaturas de 34 (c), 36 (d) e 38°C (e), ndo ha um bom ajuste
do modelo. Tal fato pode ser decorrente de erros nas analises de alcool e de viabilidade, pois

este modelo é bastante sensivel a concentragdo de etanol.

A obteng@o destes dados da cinética de morte celular é importante em projetos de
modelagem e otimizag¢@o de processos de produgdo de etanol. Recentemente, KALIL (1997),
fez um estudo para otimizar um produto industrial e verificou que os resultados obtidos

através de simulagdes estavam muito mais coerentes com aqueles obtidos na pratica.
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5. CONCLUSAO

- Verificou-se que o teste de alcool-tolerincia s6 € valido quando realizado em células
com viabilidade alta. Observou-se que para viabilidade de 80% os valores de k quase nio
variaram na faixa de temperatura estudada. Portanto, este teste € interessante a nivel de
laboratério, onde é possivel controlar a viabilidade das células. Porém, ele se torna inviavel a
nivel industrial, se for realizado como acompanhamento da fermentagdo alcodlica em
condigdes de alta temperatura e alta concentragdo de etanol, onde as células do
microrganismo se encontram numa condigdo de “stress” com baixa viabilidade. Os valores de
k obtidos na viabilidade de 98% aumentaram com a temperatura, mostrando o aumento da
sensibilidade das células da levedura para este pardmetro. Foi proposto o seguinte modelo

para k em fungio da temperatura:
k=0,0415.T - 0,84 , para 32<T<40°C
k =0,485 , para 30<T<32°C

- Os dados de Pm (concentragio maxima de etanol acima da qual ndo ha mais
crescimento celular), a diferentes temperaturas, mostraram uma tendéncia a diminuir com a

temperatura. Foi proposto o seguinte modelo para Pm:
Pm=5,1.exp(0,22.T-0,0039. T?) ,para 30<T<40°C

- Observou-se que a razio de A CO/A ARTR e a razdo de A COyA Etanol
mantiveram-se constantes na faixa de temperatura estudada, sendo igual a 0,431 g CO2/g
ARTR e 1,238 g CO,/g Etanol, respectivamente.

- Observou-se que o rendimento em etanol (Yps) obtido em fermentagdo de batelada
foi baixo e bem menor que o maximo tedrico e que ndo ¢ influenciado pela temperatura na

faixa de 30 a 40°C, sendo igual a 0,354 g Etanol/g ARTR.

- Verificou-se que a produgio de CO; ao longo da fermenta¢do comportou-se de uma
forma semelhante na faixa de 30 a 34°C e, apos esta faixa, diminuiu com o aumento da

temperatura. O mesmo ocorreu para o consumo de ARTR ¢ a producdo de etanol ao longo
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da fermentacdo. A produgdo de massa seca durante a fermentacéo alcodlica foi maior quanto

menor era a temperatura.

- Obteve-se o seguinte modelo para a cinética de morte celular:

Z

41947
T ) .exp (Kdp . P)] . t}

v = exp {[-1,77.10" . exp (—
No

onde Kdp aumenta exponencialmente com a temperatura, segundo a equagao:

(0,049T)

Kdp =1,02.10-7 . e para 30<T<40°C

Observou-se que este modelo ajustou-se bem, de forma geral, para todas as
temperaturas, havendo pequena discrepancia para as temperaturas de 34, 36 e 38°C. Além

disso, notou-se que quanto maior a temperatura, mais brusca ¢ a queda da viabilidade.

- Os resultados obtidos neste trabalho poderdo ser muito (teis para a otimizagdo dos
processos para a produgdo de alcool, adequando-se melhor a realidade das condigdes de
operagio do nosso pais, e visando maior rendimento e produtividade da fermentagdo

alcoolica e menor custo para 0 processo.
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6. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

-Tentar conduzir a fermentagdo alcodlica de forma a obter uma maior concentragio de
etanol nas temperaturas de 34 a 40°C, mantendo alta viabilidade, para estudar a alcool-termo-

tolerancia.

- Tentar um ajuste fenomenolégico de k com a concentragio de etanol e a

temperatura.

- Determinar o valor de Pm para temperaturas abaixo de 30°C para verificar se ha a

existéncia de um patamar para Pm em temperaturas mais baixas que a faixa que foi estudada.
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APENDICE A : RESULTADOS OBTIDOS DURANTE A
FERMENTACAO ALCOOLICA
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Tabela Al: Resultados da fermentagdo alcodlica para T = 30°C (Teste A)

Tempo (h) [Meio (g) |CO2 (g) {ARTR (g/1) [Etanol (g/1) |Viab. (%)|dens. (g/I) |g ARTR |g Etanol |MS(g/l)ig MS
0,00 307,7‘ 0,0 89,04 0,99 100,00 | 108593 | 25,23 0,28 1,57 10,44
1,00 307,6 0,1
2,00 3075 0,2
3,00 307,3 0,4
4,00 307,0 0,7
5,00 306,3 1,4
6,00 305,3 2,4
7,00 303,9 3,8
8,00 302,4 5,3
9.00 300,6 7.1 25,16 21,60 100,00 | 1045,82 7,23 6,21 842 | 242
9,12 3373 7,1 110,18 19.43 1099,20 | 33,81 5,96
23,97 3257 18,7 8,88 48,80 99,78 1035,60 2,79 1535 | 12,58 | 3,96
24,10 372,0 18,7 97,69 49,75 1091,36 | 33,30 16,96
25,20 371,0 19,7
26,20 369,4 213
27,20 367,8 22,9
28,20 366,4 24,3
29.20 365,0 25,7
30,20 363,7 27
31.20 362,8 27,9
32,20 362,0 28,7 21,37 69,02 99,64 1043,44 741 23,95 | 14,58 | 5,06
4793 349,3 29,9 13,03 82,19 99,36 1038,21 4,38 27,65 | 14,28 | 4,80
48,05 395,0 29,9 97,48 62,39 1091,23 | 35,29 22,59
49,07 394,2 30,7
50,00 393,3 31,6
51,00 3924 32,5
52,00 391,6 33,3
53,00 390,8 34,1
54,00 390,0 34,9
55,00 3894 35,5
56,00 388,7 36,2
57,45 387,9 37,0 45,83 87,08 98,91 1058,80 16,79 31,90 | 14,09 { 5,16
72.23 3724 41,8 16,86 96,39 98,72 1040,61 6,03 34,50 | 14,11 | 5,05
73.25 361.8 41,9
74,25 361,7 42,0
75,25 361,6 42,1
76,17 361,5 42,2
7717 361,5 42,2 97,71
78.17 356,2 42,2
79,17 356,1 42,3
80,75 356,1 42,3
96.80 355,7 42,7 16,26 100,69 83,61 1040,24 5,56 3443 | 1400 | 4,79
98.05 345,2 42,8
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Tabela A2: Resultados da fermentagdo alcodlica para T = 30°C (Teste B)

Tempo (h) | Meio (g) | CO2 (g) |ARTR (g/)|Etanol (g/1) |Viab. (%)|dens. (g/h|g ARTR |g Etanol |MS(g/1)|g MS

0,00 308,0 0,0 93,70 2,83 100,00 | 1088,85 ‘26,50 0,80 1,61 | 0,46

1,00 307,9 0,1

2,00 3078 0,2

3,00 307,6 0,4

4,00 307,3 0,7

5,00 306,6 14

6,00 305,6 2,4

7,00 304,2 3.8

8,00 302,6 5.4

9,00 300,9 7,1 25,24 25,96 100,00 | 104587 | 7,26 7,47 823 | 2,37

9,12 337,1 7,1 104,33 20,72 1095,53 | 32,10 6,37
23,97 325,8 18,4 9,04 45,29 99,80 | 1035,70 | 2,84 14,24 | 12,92 | 4,06
24,10 3718 18,4 93,83 43,84 1088,93 | 32,03 14,97

25,20 371,0 19,2

26,20 369,4 20,8

27,20 367,7 22,5

28,20 366,1 24,1

29,20 364,7 25,5

30,20 363,5 26,7

31,20 362,5 27,7

32,20 361,6 28,6 23,83 78,74 99,37 | 1044,99 | 8,24 27,24 | 1495 | 517

47,93 348.8 30,2 13,39 78,86 99,60 | 103843 | 4,50 2648 | 14,11 | 474

48,05 394,2 30,2 93,83 69,97 1088,93 | 33,96 | 2533

49,07 393,4 31,0

50,00 392,5 31,9

51,00 391,6 32,8

52,00 390,7 33,7

5300 | 3900 | 344

54,00 389,2 35,2

55,00 388,6 35,8

56,00 3879 36,5

57,45 387,0 37.4 48,22 89,93 98,61 | 1060,30 | 17,60 | 3282 | 14,07 | 513

72,23 371,6 42,2 17,22 94,35 98,63 | 104084 | 6,15 3368 | 1445 | 516

73,25 360,9 42,3

74,25 360,8 424

75,25 360,7 42,5

76,17 360,6 42,6

77,17 360,5 42,7 97,63

78,17 3553 428

79,17 355,2 42,9

80,75 355,1 434

96,80 354,6 43,5 16,78 97,88 72,59 | 1040,56 ) 5,72 33,35 | 12,95 | 441

98,05 344,1 43,5

99,47 344,1 43,5

101,42 344,1 43,5 16,58 105,02 5844 | 104044 | 548 3473 | 12,54 | 4,15

122,85 3333 43,9 16,58 103,99 10,71 | 1040,44 | 5,31 33,31

144,43 322,4 443 16,66 88,66 0,00 104049 | S.16 27,47
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Tabela A3: Resultados da fermentagdo alcodlica para T = 32°C (Teste A)

Tempo (h) |Meio (g){CO2 (g)|ARTR (g/1) {Etanol (g/){Viab. (%){dens. (g/) g ARTR |g Etanol {MS(g/l)|g MS
0,00 310,0 0,0 94,66 2,88 100,00 | 108946 | 26,94 0,82 1,37 10,39
0,95 310,0 0,0
1,95 309,9 0,1
2,95 309,7 0,3
3,95 309,1 0,9
4,95 308,2 1,8
5,95 306,9 3,1
6,95 305,1 49
7,95 303,1 6,9
8,95 3014 8,6 9,77 30,61 100,00 } 1036,16 2,84 8,90 9,48 | 2,76
9,08 3378 8,6 96,07 27,46 1090,34 | 29,76 8,51
23,77 326,6 19,8 10,13 57,97 99,76 1036,39 3,19 18,27 | 12,84 | 4,05
23,95 372,6 19,8 103,83 52,09 1095,21 35,32 17,72
24,95 3712 | 21,2
25,95 369,6 228
26,95 368,0 244
27,95 366,5 25,9
28,95 365,3 27,1
29,95 364,2 28,2
30,95 363,3 29,1
31,95 362,5 | 29,9 27,20 73,03 99,16 | 1047,10 | 9,42 25,28 | 13,38 | 4,63
47,98 349,8 32,0 15,63 78,93 98,42 1039,84 5,26 26,55 | 13,42 | 4,51
48,12 395,5 32,0 101,94 66,28 1094,03 36,85 23,96
49,00 394,9 32,6
49,98 3942 33,3
50,95 393,5 | 34,0
51,95 392,7 34,8
52,95 392,0 | 355
53,95 3913 36,2
54,95 390,6 36,9
55,95 390,0 37,5
56,95 3894 38,1 40,81 85,56 98,25 1055,65 15,05 31,56 | 13,70 | 5,05
72,47 37135 | 434 23,50 95,57 95,68 | 1044,78 | 840 34,17 | 13,78 | 4,93
73,45 362,8 | 435
74,45 362,8 | 43,5
75,45 362,7 | 43,6
76,45 362,6 43,7
7745 362,6 43,7
78,45 362,5 438
79,45 3625 | 438
80,45 3624 | 439 21,27 97,38 89,58 | 104338 | 7,39 33,82
95,53 351,5 | 44 19,05 100,77 5732 | 104199 | 643 33,99
97,05 341,0 4.5
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Tabela A4: Resultados da fermentagdo alcodlica para T = 32°C (Teste B)

Tempo (h) |Meio (g) [CO2 (g) |ARTR (g/1)|Etanol (g/1) |Viab.(%) [dens. (g/1) |g ARTR g Etanol (MS(g/) gMS
0,00 310,8 O,O-L 91,37 3,04 100,00 | 108739 | 26,12 0,87 1,43 | 041
0,95 310,7 0,1
1,95 310,6 0,2
2,95 3104 0,4
3,95 309,9 0,9
4,95 309,0 1,8
5,95 307,7 3,1
6,95 306,1 4,7
7,95 304,2 6,6
8,95 302,4 8,4 12,24 30,17 100,00 | 1037,71 3,57 8,79 941 | 2,74
9,08 338,3 8,4 103,83 25,89 1095,21 32,07 8,00
23,77 327,5 19,2 9,77 59,19 99,45 1036,16 3,09 18,71 12,90 | 4,08
23,95 373,7 19,2 101,47 50,14 1093,73 34,67 17,13
24,95 3723 20,6
25,95 370,6 22,3
26,95 3690 23,9
27,95 367,6 25,3
28,95 366,4 26,5
29,95 365,3 27,6
30,95 364,3 28,6
31,95 363,5 29,4 28,61 75,07 99,07 1047,99 9,92 26,04 13,34 | 4,63
47,98 351,1 31,2 14,08 79,56 98,70 1038,87 4,76 26,89 13,40 | 4,53
48,12 397,2 31,2 105,00 69,65 1095,95 38,05 25,24
49,00 396,6 31,8
49,98 3958 32,6
50,95 395,1 33,3
51,95 3943 341
52,95 393,6 34,8
53,95 392,9 35,5
54,95 3923 36,1
55,95 391,7 36,7
56,95 391,1 36,3 42,69 87,93 97,03 1056,83 15,80 32,54 13,59 | 5,03
72,47 375,1 41,7 23,18 95,80 95,96 1044,58 8,32 3440 | 13,66 | 4,90
73,45 3644 42,0
74,45 364,3 42,1
75.45 364,3 42,1
7745 3643 421
79.45 3642 422
80,45 364,2 422 20,78 100,88 87,63 1043,07 1,26 3522
95,53 3534 425 18,66 99,30 61,14 1041,74 6,33 *33,69
97,05 3429 425
99,95 342,8 42,6 18,17 99,68 57,98 1041,44 5,98 32,81
102,95 3323 42,6 18,38 102,44 50,79 1041,57 5,86 32,68
105,95 3218 42,6 18,25 101,98 37,47 1041,49 5.64 31,51
120,47 311,2 42,8 17,46 102,43 16,77 1040,99 522 30,62
123,45 300,7 42,8 17,53 101,95 10,85 1041,03 5,06 29,45
134,08 290,2 429 17,47 102,08 0,00 1041,00 4,87 28,46
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Tabela AS: Resultados da fermentagdo alcodlica para T = 34°C (Teste A)

Tempo (h) [Meio (g) {CO2 (g)lARTR (g/) |[Etanol (g/1)| Viab.(%) |dens.(g/) |g ARTR |g Etanol|MS(g/1) |g MS
0,00 307,7 0,0 82,01 1,09 100,00 1081?51 2333 | 0,31 1,68 | 048
1,00 307,7 0,0
2,00 307,6 0,1
3,17 307,1 0,6
4,17 306,3 1,4
517 3049 2,8
6,17 303,2 4,5
7,17 301,3 6,4
8,17 299,3 84 11,93 28,18 100,00 | 1037,52 | 3,44 8,13 883 | 2,55
837 336,3 84 89,51 22,32 1086,22 { 27,71 | 6,91
23,50 325,2 19,5 8,69 43,13 99,58 | 103548 | 2,73 13,54 | 11,83 | 3,71
23,67 3618 19,5 90,03 1086,55 | 29,97
24,67 360,5 20,8
25,67 359,0 22,3
26,67 357,6 23,7
27,67 356,4 24,9
28,67 3553 26,0
29,67 3544 26,9
30,67 353,5 27.8
31,67 352,8 28,5
32,67 352,1 29,2 23,03 68,67 9893 | 104449 7,76 | 23,15 | 13,38 | 4,51
47,83 3393 31,5 14,38 80,93 99,08 | 103906 | 470 | 26,42 | 12,54 | 4,09
47,91 385,7 31,5 87,87 64,62 1085,19 | 31,23 | 22,96
48,91 385,3 31,9
49,91 384,8 324
50,91 3843 32,9
51,99 383,6 336
53,16 382,9 343
54,36 3823 34,9
55,16 381,9 353
56,16 3814 35,8 57,96 95,68 | 1066,42 | 20,73 12,36 | 4,42
71,50 365,2 41,4 27,43 88,16 86,39 | 1047,25] 9,56 | 30,74 | 12,28 ] 4,28
72,62 354,2 41,7




Tabela A6: Resultados da fermentagio alcoolica para T = 34°C  (Teste B)

Tempo (h)| meio (g)[CO2 (g) [ARTR (g/1)|Etanol (g/1) | Viab. (%) |dens.(g/1) |g ARTR |g Etanol MS(g/l) |g MS
0,00 307,9 0,0 81,40 1,03 100,00 { 1081,13 | 23,18 0,29 1,53 | 044
1,00 307,8 0,1

2,00 307,7 0,2

3,17 307,3 0,6

4,17 306,5 1,4

5,17 305,2 2,7

6,17 303,5 44

7,17 301,7 6,2

8,17 299.8 8.1 12,34 25,76 100,00 | 1037,78 | 3,56 7,44 872 |252
8,37 337,1 8,1 88,64 21,12 1085,68 | 27,52 6,56

23,50 3259 19,3 7,63 54,74 99,74 | 103482 | 2,40 1724 | 11,89 } 3,74
23,67 362,2 19,3 81,55 51,28 1081,23 | 27,32 | 17,18

24,67 360,9 20,6

25,67 3594 22,1

26,67 358,1 23,4

27,67 356,9 24,6

28,67 355,9 25,6

29,67 3550 26,5

30,67 3542 27,3

31,67 3534 28,1

32,67 352,8 28,7 21,97 79,69 9929 | 104382 | 743 2694 | 12,52 | 4,23
47,83 340,7 30,3 10,87 81,26 98,78 | 1036,85 | 3,57 26,70 | 12,77 | 4,20
47,91 386,8 30,3 83,40 65,52 1082,39 | 29,80 | 23,41

48,91 386,3 30,8

49,91 385,7 314

50,91 385,1 32,0

51,99 3844 32,7

53,16 383,6 33,5

54,36 383,0 34,1

55,16 382,7 344

56,16 382,0 35,1 58,27 79,54 96,79 | 1066,61 | 20,87 | 2849 | 12,30 | 4,41
71,50 365,0 41,5 27,56 87,04 84,30 | 104733 | 961 30,33 | 12,64 | 441
72,62 3540 41,8

74,45 3537 42,1 24,19 99,03 81,95 | 104521 | 8,19 33,51

76,67 3428 42,5

77,67 342,6 42,7

78,95 342,5 42,8 19,84 101,53 74,30 | 104248 | 6,52 33,36

95,58 3312 43,6 18,13 99,73 25,61 | 104141 | 577 3,72

96,58 320,7 43,6

97,58 320,7 43,6

99,58 320,6 43,7 16,47 11,66 | 104037 | 5,08

102,58 | 310,2 43,7 15,81 98,80 8,13 103995 | 4,72 2947

123,70 | 299,7 43,7 17,39 96,51 0,00 104095 | 5,01 27,79
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Tabela A7: Resultados da fermentagdo alcodlica para T =36°C (Teste A)

Tempo (h) [Meio (g) |CO2 (g) |ARTR (g/1) [Etanol (g/M_|Viab.(%) dens.(g/1)|g ARTR (g Etanol|[MS(g/l){g MS

0,00 303,4 0.0 82,57 2,73 100,00 | 108187 | 23,16 | 0,77 1,40 | 0,39

1,03 | 3032 | 02

2,03 303,0 0.4

3,03 3026 | 08

4,03 301,7 1,7

5,03 300,5 29

6,03 298.8 4,6

7,03 297,1 6.3

8,03 2953 8.1

9,03 2942 9.2 5,34 31,77 100,00 | 1033,38 | 1,52 9,05 8,77 | 2,50
9,15 331,1 9.2 92,73 20,01 1088,24 | 2822 | 6,09

23,87 320,9 19,4 10,15 42,75 99,86 | 103640 | 3,14 13,24 | 11,03 | 342
24,30 356,4 19.4 92,41 1088,04 | 30,27

25,30 3554 20,4

26,30 354,4 21,4

27,30 3534 224

28,30 352,6 232

29,30 351,9 23,9

30,30 3512 24,6

31,30 350,6 25,2

32,30 350,0 25,8

33,30 3495 263 46,29 57,66 97,49 |1059,09| 1528 | 19,03 | 11,48 | 3,79
47,97 3344 30,6 15,34 74,48 98,09 | 1039661 4,93 2396 | 11,74 | 3,78
48,16 370,0 30,6 95,43 58,36 108994 | 3240 | 19,81

49,04 369,7 30,9

50,04 369,3 313

51,04 369,0 31,6

52,04 368,7 31,9

53,04 368,4 32,2 86,22 74,99 96,17 | 1084,16 | 29,30 | 2548 | 11,27 | 3,83

54,04 357,5 32,5

55,04 3572 3238

56,04 357,0 33,0

57,04 356,7 333 94,62 11,87

71,48 342,6 36,6 52,88 80,48 83,77 |1063,23| 17,04 | 2594 | 11,03 | 3,55

72,58 331,7 36,8
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Tabela A8 : Resultados da fermentag#o alcodlica para T =36°C (Teste B)

Tempo (h) [Meio (g) CO2(g) |ARTR (g/1) |Etanol (g/) Viab.(%) |dens. (g/1) |g ARTR |g Etanol [MS(g/1) g MS
0,00 304,1 0,0 86,7 2,88 100,00 1084,46 | 2431 0,81 1,62 | 0,45
1,03 304,0 0,1
2,03 303,8 0,3
3,03 303,4 0,7
4,03 302,5 1,6
5,03 301,2 2,9
6,03 299,5 4,6
7,03 297,7 6,4
8,03 295,8 83
9,03 2944 9,7 4,86 31,71 100,00 1033,08 1,39 9,04 9,24 | 2,63
9,15 330,6 9,7 86,22 20,46 1084,16 | 26,29 6,24
23,87 319,7 20,6 9,78 39,44 99,85 1036,17 3,02 12,17 | 10,88 | 3,36
24,30 3557 20,6 87,65 108505 | 28,73
25,30 354,7 21,6
26,30 353,6 22,7
27,30 352,6 23,7
28,30 351,7 246
29,30 351,0 25,3
30,30 350,3 26,0
31,30 349,6 26,7
32,30 3490 273
33,30 3484 279 40,15 57,09 98,68 1055,23 13,26 18,85 | 11,80 | 3,90
47,97 3337 32,1 14,43 82,56 98,31 1039,09 4,63 26,51 | 11,98 | 3,85
48,16 369,0 32,1 91,78 61,08 1087,65 | 31,14 20,72
49,04 368,7 324
50,04 368,4 32,7
51,04 368,1 330
52,04 367,8 333
53,04 367,5 33,6 81,62 76,96 93,58 108127 | 27,74 26,16 | 11,33 | 3,85
54,04 356,5 33,9
55,04 356,2 34,2
56,04 355,9 34,5
57,04 3557 34,7 92,93 11,59
71,48 3418 378 47,32 79,32 1059,74 15,26 11,05 | 3,56
72,58 3309 38,0
74,53 330,6 38,3 42,24 81,64 63,96 1056,55 13,22 25,55 11,09 3,47
75,53 319.7 38,5
76,53 319,6 38,6
77,53 319,4 388
78,53 319.3 38,9
79,53 319,2 39,0
80,53 319,1 39,1 41,67 58,99 1056,19 12,59
97,36 3074 40,3 37,17 81,04 13,36 1053,36 10,85 23,65
98,36 286,6 40,4
123,00 | 2858 412 36,39 82,32 2,96 1052,87 9,88 22,38
124,03 | 2648 | 41,2
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Tabela A9 : Resultados da fermentagdo alcodlica para T = 38°C  (Teste A)

Tempo (h) [Meio (g){CO2 (g) |JARTR (g/l) |Etanol (g/1) |Viab. (%) ldens. (g/1) |g ARTR |g Etanol [MS(g/l)ig MS
000 | 3082 | 00 80,87 1,04 100,00 | 1080,80 | 23,06 | 030 | 1,53 | 0,44
090 | 3081 | o1
19 | 3079 | 073
290 | 3075 07
395 | 3066 | L6
490 | 3056 | 26
590 | 3044 | 38
690 | 3029 | 573
790 | 3015 | 67
890 | 300,1 | 81 15,55 22,29 10000 | 103979 | 449 | 643 | 775 [ 224
9.02 | 3358 | 8.1 84,66 24,14 1083.18 | 2624 | 748
2367 | 3240 | 199 9.73 57,98 9940 | 1036,14 | 3,04 | 1813 | 10,02 | 3,13
2380 | 359,7 | 19,9 81,13 48,53 108097 | 27,00 | 16,15
2490 | 3589 | 207
2590 | 3583 | 213
2690 | 3577 | 21,9
2790 | 3571 | 22,5
2890 | 3567 | 229
2990 | 3562 | 234
3090 | 3557 | 239
31,90 | 3553 | 243
3290 | 3550 | 24,6 51,97 62,39 9962 | 106265 | 17,36 | 2084 | 10,10 | 337
4778 | 3400 | 289 25.36 67,01 9858 | 104595 | 824 | 21,78 | 10,36 | 3,37
4793 | 3763 | 289 94.84 55,48 108957 | 32,75 | 19,16
4890 | 376,1 | 29,1
4990 | 3759 | 293
50,90 | 3757 | 29,5
51,90 | 3755 | 297
5290 | 3754 | 298 83.85 60,01 9333 | 1082,67 | 29,07 | 2081
5390 | 3643 | 300
5490 | 3642 | 30,1
5590 | 3640 | 303
56,90 | 3638 | 30,5 81,41 63,96 8774 | 1081,14 | 2739 | 21,52 | 997 [335
7078 | 3516 | 319 77,34 71,57 5989 | 107858 | 2521 | 2333 | 933 [3,04
718 | 340,5 | 32,0
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Tabela A10 : Resultados da fermentagdo alcodlica para T =38°C (Teste B)

Tempo (h) |Meio (g){CO2 (g)|ARTR (g/1) |Etanol (g/1) Viab.(%) |dens. (g/1) {g ARTR |g Etanol [MS(g/1)|g MS
0,00 309,5 0,0 83,72 1,40 100,00 | 1082,59 | 23,93 0,40 1,55 | 0,44
0,90 309,4 0,1
1,90 309,2 0,3
2,9 308,8 0,7
3,95 3079 1,6
4,90 306,8 2,7
5,90 305,5 4,0
6,90 303,8 57
7,90 302,3 72
8,90 300,8 8,7 14,62 27,48 100,00 | 1039,21 4,23 7,95 7,99 |2731
9,02 335,9 8,7 87,65 23,03 1085,05 | 27,13 7,13
23,67 3238 1 20,8 10,30 46,50 99,81 | 1036,49 3,22 14,53 | 10,68 | 3,34
23,80 359,3 | 208 80,32 45,27 1080,45 | 26,71 15,05
24,90 3586 | 21,5
25,90 3578 | 223
26,90 3571 | 229
27,90 356,5 | 23,5
28,90 3559 | 24,1
29,90 3554 | 246
30,90 3548 | 252
31,90 3543 | 257
32,90 3539 | 26,1 48,31 53,50 9964 | 106036 | 16,12 17,85 | 10,64 | 3,55
47,78 3385 | 309 19,20 73,97 96,44 | 1042,08 6,24 24,03 | 10,30 | 3,35
47,93 3750 | 30,9 81,82 1081,39 | 28,37
48,90 3748 | 31,1
49,90 3745 | 314
50,90 3742 | 317
51,90 3740 | 319
52,90 3738 | 32,1 79,51 65,43 9228 | 1079,94 | 27,52 | 22,65 | 9,61
53,90 362,7 | 32,3
54,90 362,5 | 32,5
55,90 3623 | 32,7
56,90 362,1 | 32,9 73,03 61,09 8867 | 107588 | 24,58 | 20,56 | 10,02 | 3,37
70,78 3489 | 354 75,03 64,06 57,18 | 1077,13 | 24,30 | 20,75 | 9,30 | 3,01
71,80 3380 | 356
73,07 3379 | 357
73,90 3378 | 358 71,64 68,48 55,21 107500 | 22,51 21,52
74,90 3270 | 359
75,77 3269 | 359
76,85 3269 | 359 64,99 68,10 41,45 | 1070,83 | 19,84 | 20,79
77,85 3162 | 359
79,90 316,0 | 36,1
80,90 3160 | 36,1 65,94 70,04 26,08 | 107143 | 1945 | 20,66
95,93 304,7 | 36,7 68,58 70,61 2,12 1073,08 | 1947 | 20,05
96,93 294,1 | 36,7
97,90 2940 | 368
98,90 2940 | 368
100,70 2940 | 368 66,62 71,72 1,96 1071,85 | 18,27 19,67
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Tabela A11 - Resultados da fermentagdo alcoolica para T = 40°C (Teste A)

Tempo (b) [Meio(g) JCO2 (2) |ARTR (g/l[Etanol (/)| Viab. (%) [dens. (&/D) |g ARTR |g Etanol MS(2/l) g MS
0,00 3053 | 0,0 89,58 0,89 10000 | 108627 | 2517 | 025 | 148 [042
0,88 3051 | 02
1,88 3050 | 03
2,88 3046 | 07
3,88 3040 | 1,3
488 | 3033 | 20
6,05 3023 | 30
6,91 3016 | 3.7
7,89 3008 | 4.5
8,89 3000 | 5.3 4335 14,97 9960 | 1057,24 | 1230 | 425 | 410 | 116
9,05 3359 | 5.3 11922 | 12,05 110487 | 3624 | 3,66
23,90 | 3258 | 154 147 36,88 9892 | 1058,09 | 13,76 | 11,35 | 620 | 191
2406 | 3707 | 154 117,3 36,36 110367 | 3940 | 1221
2488 | 3703 | 158
2588 | 3698 | 163
2691 | 3692 | 169
2788 | 3687 | 174
2888 | 3683 | 178
29.80 | 3678 | 183
30,88 | 3674 | 187
3188 | 3670 | 191
3288 | 3667 | 194 | 9782 39,51 9540 | 1091,44 | 32,86 | 1327 | 6,36 | 2,14
4790 | 3518 | 236 | 63,79 50,63 8024 | 107008 | 20,97 | 1664 | 6,74 |2,22
48,05 | 3947 | 236 | 11658 | 47,67 110322 | 41,71 | 17,05
4888 | 3945 | 238
4988 | 3943 | 240
50,93 | 3941 | 242
5188 | 3939 | 244 82,20 6,80
52,95 | 3829 | 245
5328 | 3828 | 246 | 9519 45,30 108979 | 3343 | 1591
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Tabela A12 - Resultados da fermentagdo alcodlica para T =40°C  (Teste B)

Tempo (h) {Meio (g) |CO2 (g) |ARTR (g/) |Etanol (g/) Viab. (%) |dens. (g/1) |g ARTR [g Etanol [MS(g/l)|g MS
0,00 305,9 0,0 88,55 1,08 100,00 108562 | 24,95 0,30 1,48 | 0,42
0,88 305,8 0,1
1,88 305,6 0,3
2,88 305,2 0,7
3,88 304,6 1,3
4,88 303,7 2,1
6,05 302,6 33
6,91 301,8 4,1
7,89 300,9 5,0
8,89 299.9 6,0 38,91 19,67 100,00 1054,46 11,07 5,59 472 | 1,34
9,05 3359 6,0 107,91 14,09 1097,77 | 33,02 4,31
23,90 325,0 16,9 29,50 41,44 99,21 1048,55 9,14 12,85 | 6,84 | 2,12
24,06 369,7 16,9 109,93 36,72 1099,04 | 36,98 12,35
24,88 369,3 17,3
25,88 368,7 17,9
26,91 368,0 18,6
27,88 367,5 19,1
28,88 366,9 19,7
29.80 366,4 20,2
30,88 3659 20,7
31,88 365,4 21,2
32,88 365,0 21,6 88,70 46,38 96,76 1085,71 | 29,82 15,59 | 6,80 |2,29
47,90 349,5 26,4 52,65 55,53 86,48 1063,08 17,31 18,26 | 7,15 | 2,35
48,05 394 8 26,4 116,24 49,36 1103,00 | 41,61 17,67
48,88 394,6 26,6
49,88 394,5 26,7
50,93 3943 26,9
51,88 3941 27,1 114,14 57,86 76,67 1101,69 { 40,83 20,70 | 6,99
52,95 383,3 27,2
54,98 383,1 27,5 73,46
55,91 3828 27,7
57,23 3716 27,9 108,87 60,19 65,42 1098,38 | 36,83 20,36
71,95 359,1 29,4 97,64 59,97 25,07 1091,33 | 32,13 19,73
72,85 3483 29,5
73,78 3482 29.6
74,78 3482 29,6
75,88 348,1 29,7 97,47 64,06 1549 1091,22 | 31,09 20,44
76,78 3375 29,7
77,78 3374 29.8
78,78 3373 29,9
79,78 3373 299
80,95 3373 299 94,30 64,411 2,55 1089,23 | 29,20 19,95
96,51 315,9 30,1 95,36 65,02] 0,00 108990 | 27,64 18,85
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APENDICE B: FIGURAS COMPLEMENTARES DA EVOLUCAO DA
FERMENTACAO OBTIDAS PARA AS DIFERENTES
TEMPERATURAS
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Figura B1 - Produgéo de CO, com o tempo para 30°C (a),

32°C (b) e 34°C (c)
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Figura B3 - Consumo de ARTR com o tempo para 30°C (a),
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APENDICE C: FIGURAS QUE ILUSTRAM A DETERIYIINACAO DOS
PARAMETROS DE TOLERANCIA
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Figura C1 - Determinagéo da tolerancia ao etanol (k) para 30°C (a),
32°C (b) e 34°C (c) para viabilidade de 98%
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Figura C1 - Determinagio da tolerancia ao etanol (k) para 36°C (d),

38°C (e) e 40°C ()

para a viabilidade de 98%
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Teste 1: k=0,539M"  (r=0,950)
Teste 2: k=0,539M"  (r=0,950)
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Figura C2 - Determinagdo da toleréncia ao etanol (k) para 30°C (a),

32°C (b) e 34°C (c) para viabilidade de 50%
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Figura C2 - Determinagio da tolerancia ao etanol (k) para 36°C (d),
38°C (e) e 40°C (f) para viabilidade de 50%
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