CAPITULO 8

Aspectos fisioldgicos e bioquimicos
da fermentacdo etandlica nas
destilarias brasileiras

Luiz Carlos Basso
Thalita Peixoto Basso

Thiago Olitta Basso

8.1 INTRODUCAO

As mudancas climaticas globais e a volatilidade do prego do petrdleo tém incen-
tivado a redugio da utilizagdo de combustiveis f6sseis, substituindo-os por fontes
de energia renovavel. A produgdo de etanol combustivel a partir de matérias-primas
agricolas (bioetanol) ja estéd estabelecida, tanto nos Estados Unidos como no Brasil,
a partir de milho e cana-de-agucar, respectivamente. O etanol é o biocombustivel
mais consumido no mundo e o Brasil é o primeiro pais a introduzir esse combusti-
vel renovavel em sua matriz energética. Uma gigantesca industria surgiu no pais
dessa iniciativa inovadora e atualmente o Brasil detém o processo mais econdomico
para producio de bioetanol.

Muitos fatores contribuiram para a eficiéncia desse processo industrial, como: na-
tureza da matéria-prima, cultivo e preparo, melhorias na engenharia do processo,
melhorias na conducio da fermentagao etc. Neste capitulo, aspectos gerais do meta-
bolismo da levedura, bem como do processo fermentativo industrial brasileiro de pro-
ducdo de etanol, serdo exibidos; impactos das peculiaridades do processo sobre a
fisiologia da levedura serdo discutidos; fatores limitantes da produtividade serao men-
onados; e recentes melhorias na fermentago serao apresentadas.
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8.2 BREVE HISTORICO

A humanidade se utiliza da fern?emacﬁo f‘lC06llca~deSde adma.is remoty 5
dade: hé mais de 4 mil anos os egfpcios fabricavam Onzjor:lfim uziam bebjq,
licas a partir de cereais ¢ frutas. hntretgntn, agqe ]a\m e Sdr‘ece_ntemente % pog
relacionar a fermentagao com a Ievﬁedura, fungo a dp | eééﬁtr ibuido nq naltureze
e com capacidad€ de sobrevivéncia tantp erp con' icoes :er 1.as como Anaergly,
Esse microrganismo foi notado pel%f l’“melra“’” p ?r ‘ ntonie van Leeuwenhoi
(1632-1723) com © auxilio de seu rudimentar microscopio, ao observar umg amosty,

de cerveja em fermentagao.

Depois de formulada a estequiometria (propor¢ao entre reagentes e Produtog) 4,
fermentacao por Gay-Lussac (1815), Pasteur demons?rou a natureza microbiolc’)gica
da fermentacao alcoolica, qualificando-a como a manifestacdo da vida na ausénci de
ar (oxigénio). Em 1897 os irmdos Buchner obtiveram um extrato de levedura Jjyy de
cé]ulast com a capacidade de conduzir a fermentaqéq alcodlica. Tal observagao esti-
mulou pesquisas que levaram a descoberta das enzimas, proteinas fabricadag pela
célula viva que catalisam as reagoes responsaveis pela fermentacao. Entre 1900 ¢ 194
as pesquisas culminaram na elucidacdo das reagdes enzimaticas responsaveis pela
transformacio quimica do agticar em etanol e gas carbonico no interior da levedurs,
por meio das contribui¢oes cientificas de Neuberg, Meyerhof, Warburg, Wieland,
Embden e Parnas (WALKER, 1998; AMORIM; LEAQO, 2005; VOET; VOET, 2013).

Iltigui~
S alcog,

Em virtude das facilidades de sua manipulagdo em laboratdrio e da importincia
econdmica dos processos biotecnoldgicos envolvendo a levedura, notadamente a espécie
Saccharomyces cerevisiae (Quer na panificacdo ou na produgao de cerveja, vinho e outras
bebidas alcodlicas, quer na produgdo de um biocombustivel renovavel), tal microrganis-
mo pode ser considerado o eucarioto (célula com nucleo organizado e processos meta-
bolicos compartimentalizados) cujo metabolismo ¢ 0 mais conhecido (WALKER, 1998).

8.3 CANA-DE-ACUCAR: MATERIA-PRIMA ADEQUADA
A PRODUCAO DE ETANOL

‘ Tecnicamente o etanol pode ser obtido a partir de uma grande variedade de maté
ras-primas renovaveis, as quais podem ser agrupadas nas seguintes categorias: )
aquelas que contém os agiicares diretamente fermentesciveis (cana-de-agucar beter-
raba aucareira, sorgo doce); 2) materiais amilaceos ou contendo fructanas (milh®
batata, trigo, arroz, agave, tupinambur); e 3) biomassa lignoceluldsica (bagaco € pathact
cana-de-agiicar, palhada e sabugo de milho, residuo das culturas de trigo, cavacos dem?
deira, gramineas forrageiras, entre outras). Enquanto cana-de-agucar, beterraba e. sorg‘;
doce fornecem aglcares prontamente disponiveis para a levedura (sacarosé, glicosé

f{ utose), as matérias-primas amilaceas ou lignocelulésicas exigem uma hidréh,se Prél;
via dos plolissacarideos €m seus agucares constituintes (na forma de mono~ di e/oa
tri-sacarideos), aumentando sobremaneira os custos de producio do etano: De um
forma geral, esses custos sio afetados e e

4a matériaPi™
- : normemente por: natureza da
Tegiao e tipos de processamento (Tabela 8.1). d
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mabeln 8.1 Cuctos de produgdo do etanol referentes a varias matérias-primas
Brasil/cana-de-agucar 0,21
EUA/milho 0,28
Australia/melago 0,32 SR
Canadd/milho 0,33 o o
UE/cereais : 6,45v AT
UE/beterraba ‘ 0,60
EUA/beterraba 0,62
EUA/cana—trie-a;;L'J;:i o ﬁ 0,63
EUA/lignocelulose éle 7mi~lrhc;>(;;>—rn stover) 0,90
Brasil/lignocelulosé de (;érrl;r(rl;')agago)”r‘ I F 0,32

» Cenario para processo integrado de 1° e 2° geracdo, com uso de 50% da palha da cana e melhar aproveitamento do

vapor

Fonte: Dias et al. (2011).

Um grande desafio tecnoldgico deste milénio ¢ a utilizagao dos residuos lignocelulé-
sicos, quer para a producdo de etanol, quer para outros bioprodutos de maior valor
fxgregado. Da mesma forma que o amido, os polissacarideos da biomassa lignocelulosica
\cellu,losc e hemicelulose) ndo sio processados pela levedura, exigindo um tratamento
Previo para sua hidrélise, resultando nos mondmeros (predominantemente glicose e
Eﬁ:)jag)utra dificuldacﬂie 2'1 ser vgncida ¢ o fato de a levedura S. cerevisiae (a levedura
o aSPaer ata pfodugao mdustr'lal de etanol) ndo ser metabolicamente capaz de fer-
cconom s ;)mr; Otses,' Pem como a xilose. Grand~e esforco vem sendo realizado para tornar
v (rjl ebYJavel 0 processo de 'obten(;ao do etanol de segunda geragéo, ou seja,
ras (4 IfI‘FR’]‘H?j I\J/?massa lignocelulésica, empregando-se tanto bactérias como levedu-

. ; INGRAM, 1989; HAHN-HAGERDAL et al., 2006).

“Vigacd‘:];;dl;ii l;ca‘ (r, como uma espé]cie fotossintet.iz.adora C-4, apresenta alta produ-
000 g 1 o eS-.Sd (8():12() ton.ha" .ano‘l)', permitindo uma produgdo de etanol de
e acticares i)rese r::or fm? 3.000 L.hﬂa‘l de milho, Tal fato se deve a maior quantidade
¢ apreseny, com; (;w‘cana ( W H EALS et al’., 1999). Porém, o milho tem a vantagem
alto valq, sresd Gdos aprecidveis de protefna que sdo recuperados em produtos de

8ado, como o dry distilled grain (DDG), utilizado na alimentagao animal.

Bactgri

. lag e {ticas fi . A

Tillym Spp. H’;‘rj;)fltlc'a'b fixadoras de nitrogénio (Acetobacter diazotrophicus, Azospi-
' aspirillum spp., Gluconacetobacter diazotrophicus) foram isoladas
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tanto de cana-de-agicar como de milho. Em cana-de-agtcar se acredita que, ng ;..
mo. cerca de 60% das necessidades de nitrogénio possam ser propiciadas endo’genamlm'
te pelas bacterias endofiticas, quando essa cultura cresce em solos pobres no nutrl‘n e
em questao, Como o8 fertilizantes nitrogenados ndo sdo somente os de maioreg Cu‘setnte
mas tambem aqueles que requerem maior quantidade de energia fossil para a sya ros,
ducao. o cultivo da cana-de-aguicar apresenta beneficios econdmicos e ambientaig qtll)ag-
do comparado com outras culturas. A tolerdncia A seca apresentada pela Cana-de-aqﬁca;
rambem adiciona atributos agricolas desejdveis, € condi¢des de clima e solo permiter
que o Brasil seja 0 maior produtor dessa cultura (cerca de 600 Mton/safra).

A cana-de-agucar contém 12-17% (m/m) de agticares totais (sendo 90% como sacaro-
se ¢ 10% na forma de glicose e frutose) em base de massa umida (68-72% de umidade), A
oficiendia industrial de extragdo do agticar, por meio de moendas ou difusores, estd em

i orno de 95-97%. O residuo sélido dessa extragao é o bagaco, gerado na proporgio de

i 1
20-30% (com 30% de umidade) da cana processada (também na base tmida). O bagaco
de etanol de cana-de-agtcar o de me-

¢ responsavel por tornar o processo de produgéo

Ihor balanco energético, pois permite a geragao de energia térmica e elétrica durante
o processo. Enquanto o balango energético (relagdo entre a energia obtida do etanol e
aquela empregada na sua produgdo) ¢ estimado em 2,3:1 ou mesmo 2,8:1 na produgio
de etanol de milho (SHAPOURI et al., 2008), esse parametro ¢ de 10:1 no caso do etanol
de cana-de-acucar (LEITE, 2005). Isso porque 0 bagago é queimado em caldeiras, ge-

‘; rando vapor para as etapas de moagem da cana, aquecimento do caldo e destilagdo do
i etanol. Colabora também para a cogeragao elétrica, tornando uma destilaria brasileira :"
i nao apenas autossuficiente em termos energéticos, como uma exportadora de energia.
i 8.4 ASPECTOS FISIOLOGICOS E BIOQUIMICOS DA LEVEDURA |
EL SACCHAROMYCES CEREVISIAE ;
i 8.4.1 O METABOLISMO DOS CARBOIDRATOS )
. g < 8 g ~ jcar
' A levedura, como entidade viva independente, realiza a fermentagao 40 a‘?u:cai_ h
com o objetivo de conseguir a energia quimica necessdria a sua sobrevivencia éCflﬁ; - i
mento e perpetuagdo da espécie, objetivos de qualquer espécie viva). A Cel}qa een ] ;{Z
dura possui compartimentagoes para adequagdo de sua atividade metabolica :nto ) “tq
que a fermentagao alcodlica (glicolise anaerdbica) ocorre no citoplasrfla, enqunas %

oxidacio biologica completa do agticar (respiragdo) se dd nas mitocondrias e_aPea o) |
condicoes de aerobiose (WALKER, 1998; GANCEDO; SERRANO, 1989) (Figura = 1 :,Q

, : célu-
O objetivo primordial da levedura ¢ gerar o maximo possivel de blomassda E,e set Y
contra, Para tal 4" \
a orrent %

las de levedura), qualquer que seja a condigdo na qual se en
gerada energia quimica na forma de ATP (adenosina trifosfat balhos "
nas transacoes energéticas na célula viva), necessdria para a realizagdo de tr? ara 3 "?,
fisiologicos (absorgdo, excregdo e outros), biossintese de macromol.éculas P a0 i
estruturacdo da biomassa resultando no crescimento/propagaQQO) eainl
de energia para a manutengéo das células.

0, a moe€

S
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e
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co,

Etanol

glicose e frutose) em etanol pelavia

nversdo dos agucares da cana (sacarose,
biomassa, glicerol e acidos orgénicos).

Figura8.1 Esquemadaco
glicolitica e demais produtos secundarios (

rar essa energia (ATP) e al-

s) a formagao de novas células. O etanol, nos-

lidade metabdlica para a levedura, sendo por
scolha do etanol como produto de

A fermentacdo alcodlica tem por primeiro objetivo ge

guns metabdlitos essenciais (precursore
so principal foco, nio tem nenhuma uti

isso excretado (GANCEDO; SERRANO, 1989). Ae
excrecao durante a evolugdo do metabolismo deu a levedura uma maior competitivi-

dgde ante outros microrganismos, pois 0 etanol exerce um efeito antimicrobiano €
ainda pode ser utilizado pela prépria levedura, quando em condicdes de aerobiose. 0]
?:i?s‘se_l)qde dizer sobre a formagdo de acido latico pelas bactérigs létic.as. Curiosa
tem nishatfl?aO de que esses dois microrganismos (leveduras € bactérias l.at'lcas) 1§par—
50 tip():sdnat,ur ais (f rutase néctar de ﬂorgs) e mesmo ambientes art1f1c11§:is g>s ger—
Convivénci e fermentagoes ao longo da jornada humana até a atl.,lj ida le). ) ssa
da leye dur:) Hem Sélnpre,llar1n011iosa em nosso ponto de ,\n_sta, é <.iev1 a atto e{afcl)z

Oghnicog) 3’ aml?lente 4cido (causado pela presen¢a do 4cido latico e outros acl
, e de muitas bactérias laticas ao etanol.
(;:es etr::inx;féotri::nacéo do aciﬁca‘tr (glicose) até resultar em e‘tax(;ol e CO, Znevr?zhi/; ize Sr;::

_C‘fiCa. Tais e as em sequéncia ordenada, cada qual catahs'a a por .um cnaina s
zimas sofrem agdes de diversos fatores (nutrientes minerais, vitaminas,

lllibid

or byl :

Ung est?s’ Substéncias do proprio metabolismo, pH, temperatura etc.), sendo que al
Mulam e outros reprimem a agao enzimatica, afetando assim O desempenho

Proc
€850 fermentativo (Figura 8.2).

b

e ——eTE TR
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2 ATP Fosforilase S
AMP(+) Heh
CH]0H CHIOH CHIOH (L_H & CO}
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piruvica, Mg** T
2 ADP :LI Pl -m " o
]l Fosfoglicomutase Mg** Maltase i OH
C=0
. cH, 7] CH,OH :
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<«——| Trealose Quinaseq; >
< ) flexoquinase, Mg™" Trealase piruvic:” ATP
2 NAD® 4 ADP ” Fosfoisomerase K*, Mg+ COoQDP
|
cH,[P] arp CHiOH ¢
oy CHOH AQP TP o CHOH _ &,
. Hexoquinase, Mg** Invertase Enolase
2NADH +H 4 ATP ATP ; - Mg+
Fosfofrutoquinase, Mg o
aDP 4 AMP(+)  ATP(-) Citrato(-) CooH
, e, [7] Hc 7]
2 Piruvato o, cH,-[?] o
™ Fosfogliceromutase, Mg**
Aldolase
2 NADH + H* (ISHZOH CHO NAD'  NADH+H* (I;OOE ADP  ATP IcooH
c=0 ‘——-‘—__\ CHOH + Pi
(I:H @)memse éH [E Desidrogenase E:OH m 'liHOH
T TR [P roquinase 2 1P
1 NAD* Desidrogenase
2 NAD* CH,0H . (':HZOH
LHoH ——Mf:—-> CHOH  + Pi
| Fosfatase
2 Lactato 2CO, + 2 Etanol cH,{P] CH,0H
-GHceroI

Figura8.2 Esquema da sequéncia de reacBes das fermentagdes ltica (exceto a Gltima reagdo: piruva-
to/lactato) e etandlica, conduzida por Lactobacillus e Saccharomyces cerevisiae, respectivamente. Deta-
Ihes das rea¢Bes enzimaticas de glicolise anaerdbica ou fermentacdo a partir de varios agucares.

Convém ressaltar que alevedura S. cerevisiae € um aerdbio facultativo, ou seja, tem

a habilidade de se ajustar metabolicamente tanto em condigdes de aerobiose como de
anaerobiose (auséncia de oxigénio molecular). Os produtos finais da metabolizagdo
do actcar dependerdo das condigbes ambientais nas quais a levedura se encontra
(WALKER, 1998).

Assim, em aerobiose, a metabolizagdo de 100 g de aglicar permite uma produgao
de cerca de 50 g de biomassa seca de levedura em processo industrial (HARRISON:
1993). Isso é possivel pelo fato de que parte do aguicar é totalmente oxidada (ciclo de
Krebs e cadeia respiratoria), propiciando 36 moles de ATP por mol de glicose oxidada

(LEHNINGER, 1982; VOET; VOET, 2013).

caem converter

(apenas 2 moles
parte do aqucar
da conservasao

No entanto, em virtude da baixa eficiéncia da fermentagio alcodli
a energia do substrato (agicar) em ATP na condi¢do de anaerobiose
de ATP sio produzidos por mol de glicose metabolizada), a maior
(90%) deve ser transformada em etanol, contribuindo para uma eleva

da energia no processo (LEHNINGER, 1982). Dessa feita, a quantidade de ATP gerla y
00 gde aglcal

$SO anaerébif

é suficiente para a formagao de, no maximo, 5 g de biomassa seca por 1
metabolizado. Esse baixo desvio de agticar para a biomassa torna o proce
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nente vantajoso quando se pretende a produgéo de etanol. Por outro lado,

remal
extleln . RN 743 i
ando 0 objetivo ¢ gerar biomassa, o processo aerdbio ¢ mais adequado.
qu

A razao pela qual a fermentagao alcodlica ocorre em anaerobiose se deve ao per-

feito balango de oxirredugdo no transcorrer da glicélise. Assim, a formagio de NADH

oJa desidrogenase de gliceraldeido-qufato (6" reacdo da glicolise na Figura 8.2) é
mmpensada pela sua utilizacdo na tltima reagdo com a formacio do etanol (GAN-
CEDO; SERRANO, 1989). Desse modo, a conversdo de agticar em etanol ndo neces-
ta de nenhum aceptor de hidrogénios e elétrons, podendo ocorrer em anaerobiose
(Figura 8.3). No entanto, como veremos a seguir, outros destinos do agucar podem
gerar eXCessos de NADH, exigindo, em anaerobiose, outros aceptores de H* que ndo

0 OXigeénio molecular.

e Frutose 1,6-diP

Glicose / \

2 ATP 2 ADP

2 Fosfoenolpiruvato 2 Triose-P

2 ADP
2 ATP J
2 NADH + H* 2 NAD*

2 Piruvato

N \__/ s

2 Acetaldeido
2 CO2

Figura 8.3 Equilibrio de oxidorredugdo mantido durante a fermentac3o alcodlica e formagdo liquida
(a0 nivel de triose) de 2 moles de ATP por mol de glicose.

. Clz‘z(l))rir}(‘;o de vista, termodinz‘%mico, essa ba}i)fa eficiéncia e remover a energia qui-
ol l’ica na molécula dg aglicar em condicoes de anaerobiose (?pénas 7% da ener-
ferment§ : ;‘)r e pos.ta em dlspomblhda'de, gclara.ndo .ATP e calor dissipado dl,lrante a
¢tano] (L(I;EHNPI(;\?SIte que 93% da energia quimica ainda se mantenha na molécula do
Metade daquelg d ER,/ 1982). Como a massa de et.anol gerada’c?rre’sponde a cerca d.e
cada (7 c;l]/ : 0 agucar pfocessado, a sua densu’iade energética € guasc? que dupli-
iquida ¢ ge fgciin CO@paraczao com 3,8 cal/g do agticar), o que, associado a sua forma
volatilizagdo, torna o etanol um biocombustivel automotivo.

8.4 ) .
2 PRODUTOS SECUNDARIOS DA FERMENTAGCAO

Na se A
uéncj " o . T S
Secq quencia de reagdes enzimaticas de produgdo de ATP (via glicolitica) e intrin-

afo

82 formacs
Maca : . ..
IMacg, dg 0 de etanol, rotas metabélicas alternativas aparecem para propiciar
¢ iai LS 2 . .« o~ . . P
Materiais necessarios a constitui¢ao da biomassa (polissacarideos,
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lipideos, proteinas, dcidos nucleicos e outros), bem como de outros produtog

(1 . . : 2ciad . ~ de intere
se metabolico, relacionados direta ou indiretamente com adaptagio e sobre 5

ViVéncia‘
Dessa forma, junto com ctanol ¢ CO,, 0 metabolismo anaerdbio permjte 7

cao e a excrecao de glicerol, dcidos orgénicos (succinico, acético, pirtyicg e ogtrma-

alcoois superiores, acetaldeido, acetoina, butilenoglicol, além de outrog cOmPOStoros),

menor significado quantitativo. Simultaneamente ocorre o crescimento da 1eveds de

(formacao de biomassa). Ura

Afirmava Pasteur que cerca de 5% do agucar seria desviado para a formagio g
diversos produtos secundérios e que um rendimento em etanol de 95% seria POssive|
em condigdes adequadas de fermentagdo (com mostos sintéticos). Entretanto, em con-
dicoes industriais, nas quais fatores desfavoraveis de natureza quimica, fisica micro-
biologica atuam, o rendimento pode ser drasticamente reduzido. Mesmo assim,
rendimentos industriais satisfatorios de 90-92% podem ser obtidos, implicando em
desvios de cerca de 8-10% do agticar metabolizado.

Levando-se em consideragio as reagdes responsaveis e a estequiometria delas, po-
de-se calcular o equivalente em agicar consumido para a formagao de cada um dos
produtos da fermentagio, incluindo a biomassa, como se vé na Tabela 8.2. Dessa tabe-
la se depreende que o rendimento da fermentagao alcodlica pode ser aumentado me-
diante diminuicio dos desvios de agucar consumido na formagido dos diversos
produtos secundarios, e tentativas de redugdes nos teores de glicerol e acidos organi-
cos ha muito ja foram sugeridas (OURA, 1977). Detalhes fisiologicos desses expedien-
tes serdo discutidos mais adiante.

Tabela 8.2 Estequiometria da fermentacéo alcodlica, informando a contribuicdo de cada produto no
consumo do aglcar metabolizado
—
orod daf . % do ART
rodutos da fermentagdo consumido
Etanol + CO, 85-92 o
Biomassa 25 _
o
Glicerol 3-6 P
H— 777____*‘_74_7_‘__’_4_———‘—"//
Acido succinico 0312
Acido acético 0,1-0,7 e
Alcoois superiores 0'2‘0’6,, R
Butilenoglicol 0,2-0,6

Fonte: Lima, Basso e Amorim (2001).

-
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Aspectos

g4.2.1 Biomassa
rodugdo de biomassa, convém repetir, é o objetivo primordial da levedura, cujo
std ajustado para maximizar nao apenas a produgio como também a
viabilidade celular. Como ji dito, durante a fermentacéo alcodlica
Jpenas uma pequena fracdo (7%) do contetdo energético da glicose é posta em dispo-
qibilidade, permitindo a produgao de apenas 2 moles de ATP por mol de glicose me-
abolizada. Tal quantidade limitada de ATP permite que, no maximo, 5% do aglicar
lizado seja direcionado para biomassa, pois, do restante, 90% deve ser conver-
ol e CO, (0 processo glicolitico objetiva a produgao de ATP pela chamada
o nivel de substrato). Considerar que 5% do actcar sera convertido em
belecer o balanco de redox devido a formagao da biomassa.

Ap

mctabolismo e
manutcncéo da

metabo
(ido em etan
fosforilagao a
g]icerol para resta

A energetica do crescimento ou o custo energético para a formagdo de biomassa
(growth energetics) trata da relacdo entre a geracdo € 0 consumMo de energia livre na
am e consomem energia no meta-

forma de ATP, que estao ligados as reacdes que ger
em ultima estancia, no crescimento celular (GANCEDO;

o custo energético para a formagao da bio-
Jculado em 71-91 milimoles de ATP exigidos
paraa produgdo de 1 de biomassa seca, estimado em condi¢es 6timas de laborato-
] dependendo de outras condicoes de crescimento (Tabela 8.3).
cidos fracos no meio promovem um aumen-
10 na entrada de H* nas células (na forma dos 4cidos fracos protonados), obrigando a
enzima ATPase da membrana a expulsar esses protons para o exterior da célula, evi-
tando assim a acidificacdo do citoplasma celular que poderia levar a sua morte. No
entanto, essa expulsio de protons exige ATP, cujo consumo compete com a formagao
de biomassa, e é mencionada como uma das modalidades de energia de manutengdo
das células (STEPHANOPOULOS; ARISTIDOU; NIELSEN, 1998; VERDUYN et al,
{990). Assim pode-se assumir que o ATP gerado na dissimilacdo da fonte de carbono
¢ consumido tanto para o crescimento celular como para funcdes celulares ndo relati-
vas ao crescimento (como manutengao celular, ciclos futeis etc.).

holismo celular e culminam,
SERRANO, 1989). De uma forma geral,

massa (ATP yield coefficient = Y, orp) €€

rio, mas muito variave
A acidificacdo externa e a presenga dea

Tab a” . . :
ela 8.3 Influéncia das condiges fisiolégicas sobre o custo energético da biomassa de Saccha-

.
omyces cereyisige

\’\
Condigdes fisiolégicas Y e {mmioles Referéncia
LR ATP/g MS)
Quimj .
0stato, meio YEPD, pH = 5, taxa de diluigdo 0,1 91 Verduyn et al. (1990)
Quimig . e
stato, meio YEPD, pH = 2,8, taxa de diluigio 0,17 151 Verduyn et al. (1990)
QuimioSt i — e W S
ato, meijo YEPD pH = A
0 180 ’pH =5, taxa de dilui¢do 0,17, 238 Verduyn et al. (1990)
,18% dcido propidnico
(continua)

.
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Fundqme”tOs
Tabela 8.3 Influéncia das condigdes fisioldgicas sobre o custo energético da biomassa ge S
romyces cerevisiae (continua¢do) 9ccha-
digdes fisiologl Yo (Mmoles S
Condigbes fisiolégicas ATP/g MS) Referéncia
—i g
Fermentacao da glicose em batelada empregando-se 490" _
amdnia como fonte de nitrogénio arrison (1993)
Propagacdo linhagem PE-2, meio de melago T
151* Ba ;
para 5,6% (v/v) de etanol final 550 @ Amorim (2002)
_ S
Propagagao linhagem PE-2, meio de melago
197* Ba i
para 6,1% (v/v) de etanol final $s0 @ Amorim (2002)
S e
Propagacao linhagem PE-2, meio de melaco
228* B i
para 6,6% (v/v) de etanol final asso e Amorim (2002)
Fermentacdo de melago linhagem PE-2, reciclo
de células com tratamento &cido (pH = 2,5), 90% de 530* Basso et al. (2008)
eficiéncia de conversdo e 8,5% (v/v) de etanol final

* Valores calculados a partir dos dados estequiométricos das referéncias, segundo a equacdo Y . = (milimoles de
etanol — milimoles de glicerol).(g biomassa seca gerada).

Aumentos na temperatura, bem como no teor de etanol, afetam a permeabilida-
de/fluidez da membrana plasmatica, favorecendo a entrada de prétons na célula, e
igualmente resultam em maior dispéndio de energia em relacdo a biomassa formada
(ALEXANDRE, 1994). Em outras palavras, uma quantidade extra de energia (ATP)
sera exigida para a manuten¢ao da célula.

Assim, durante a fermentacio alcodlica industrial com reciclo de células, tratamgn-
to 4cido e com teores elevados de etanol, o custo energético da biomassa pode ser g
nificativamente aumentado, restringindo ainda mais a sua formacao. Nessas condigoes
se verifica que apenas 2 g de biomassa seca de levedura sdo produzidos a partir de 100 8
de aglicar metabolizado segundo valores calculados com base em dados de Bass? etal.
(2008). Valor semelhante pode ser obtido da estequiometria de uma fermentagao e
pregando glicose e aménia como fonte de nitrogénio (HARRISON, 1993).

Por tais dados se estima, grosso modo, que durante a fermentagio simulgndo ?:
condi¢bes do processo industrial brasileiro a energia de manutengdo requerida P: 5
levedura € quatro vezes maior que aquela exigida para a produgio da biomass? i
condiges-padréo, ou seja, na auséncia de fatores de estresse adicionais. Nessas €° ie
¢Oes o crescimento em biomassa é extremamente limitado (como vimos, 2penas 215 -
biomassa seca produzidos por 100 g de aciicar metabolizado), o que resulta €™ ea i
dos valores de conversdo do agticar em etanol. Essas observacdes serdo consxdertégia
quando da abordagem do aumento do custo energético da biomassa como estrd
para incremento na eficiéncia de producio de etanol.

BN
ARENNY
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9.4.2.2 Glicerol

. orol ¢ considerado o produto secundério excretado em maior quantidade

e ghcel. durante a fermentagio alcodlica. E o tnico poliol produzido por S. cere-

. lcvedI:;INalNGS, 1984), sendo gerado pela redugéo enzimaitica catalisada pela desi-

— je di-diidroxiacetona-fosfato (NADH-dependente), seguida de agio de

dmgenasfp;m a formagdo de glicerol, a levedura renuncia 4 formagéo de etanol e, por

fmtzz:izci‘nte de ATP (ver glicolise), o que atesta a grande importancia fisiolégica des-
cONSEE ’

¢ poliol para a levedura (GANCEDO; SERRANO, 1989).
S

A produgdo de biomassa ¢ um processo acoplado a forrflaqéo do equivalente a 1,4
noles de NADH (coenzima reduzida) por cada 100 g de biomassa seca (LAGUNAS;
GANCEDO, 1973; OURA, 1977). Como nas condi¢des anaerdbias da fermentacio
nao é possivel a reoxidacdo da coenzima reduzida pela cadeia respiratéria, a tinica
alternativa é outro composto substituir o oxigénio molecular na fun¢do de aceptor
final de elétrons e hidrogénios. O metabolismo anaerdbio da levedura evoluiu no
sentido de se utilizar a di-hidroxiacetona-fosfato (intermedidrio da glicélise) como
aceptor de elétrons e hidrogénios, gerando assim o glicerol (Figura 8.4). Nio por ca-
suzlidade o glicerol € um soluto osmo-compativel, relacionado com a protecio ao
estresse osmotico frequentemente encontrado pela levedura (HOHMANN, 2002).
Portanto, a produgdo de glicerol durante a fermentacio alcoélica nio apenas restabe-
lece 0 balango de coenzimas como protege a levedura contra o estresse osmético. A
estequiometria mencionada (1,4 moles de NADH/100 g de biomassa seca) equivale a
producio de 1,29 g de glicerol acoplado a formagdo de 1 g de biomassa seca. Em fer-
mentagoes simulando o processo industrial se verifica um desvio de 3,8% do agucar
Paraa formagdo de glicerol (BASSO et al., 2008), sendo possivel estimar que cerca de
>V% do glicerol formado estaria acoplado @ manutengio do balanco de redox devido
aformacéo de biomassa,

A forma(;éo de
POr teores eleyado

al Mecanismo p

glicerol ¢ aumentada quando do estresse osmético, causado tanto
s de aglicar como sais, como ocorre com mostos 4 base de melaco.
poliol g | revine a perda de dgua por parte da célula mediante ac1'1mu’lo do
0Corre clevidolzla‘smal (WALI<ER, 1998; HOHMANN, 2002). ,O 1T1esmo estimulo
teagir com o SOpr ?Sen‘;a‘ de sulfito no rpelaqo, pois o acetaldeido é sequestrado ao
um desbalango dz’ Impedindo ,que ele seja convertido erza etaflc.)l. Resulta,‘ portanto,
Quang 590 bepy : . el(]iox', que € Compepsado por for‘maqao ad1c10na}1 de ghc‘erol. En-
U0GE0 dog fatoreson ec.ldos 0s mecam'smos envolvidos na formagao de glicerol em
A gp €Speculam, anterjormente mencionados (GANCEDO; SERRANO, 1989), ain-
% actobacilluas razOes' pelas quais a contaminagio bacteriana, especificamente
811cerol (BA (:tszg dZC());;l;O heterofermentativo, induz a levedura a produzir mais
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Biomassa
Acido succinico
Acido acético
A0
0*\6’&(13
Glicose ) )
(agucar) NAD* NADH +H NAD
Glicerol

O NADH gerado nas formagdes de biomassa e acidos organicos deve ser
reciclado para manter o equilibrio de 6xido-redugdo em anaerobiose

Figura8.4 Processos metabdlicos com geragiio de coenzimas reduzidas (NADH) e sua utilizagdo para 3
formacao do glicerol, composto que serve como depositario final de elétrons e hidrogénios em coni-
¢Bes de anaerobiose.

8.4.2.3 Acidos organicos

Primeira hora de ferment
tanto de malatq COmo sy

4630, porém 3 linhagem pE-» produz quantidades menores
CcCinato (ALVES, 2000).

O caminho metabélico parg 5 formacio
acarreta uma Produgio extra de 2 moleg de N

: icose
de 1 mol de acetato a partir de gl
aria uma formaqéo de 5mo

ia
ADH, enquanto a de succinato (Peli-gn—
les de NADH (Figura 8.5). Em deco

oxidativa) acarret
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20 pmduzido ¢ 1:2 e 1:1 para as formagdes de acetato e succinato, respectiva-
nr{!ﬁn“é Sossivel calcular valores de desvios de glicose de 4,5 g para a produgio de 1 g
mmm. 1»(13 cdeh3gparaa formagdo de 1 g de succinato durante a fermentag¢do (com-
doacc? glicose utilizada para arquitetar o esqueleto carbénico dos 4cidos organicos,

ando : ) .
Ut forme a estequiometria da Figura 8.5).
conlt

somo se denota, existe um dispéndio significativo de agucar relacionado com a
ormagao de succinato, embasando sugestées de (']lle incrementos de 5% na eficiéncia
de onversao de agucar a etanol poderiam ser obtidos com redug¢des nas formacdes de
licerol e dcidos organicos. Ademais, ndo foram encontradas razdes fisiol6-
ha produgdo de succinato pela levedura (OURA, 1977).

(

hiomassas &
gicas para taman

Glicose
2NAD*
2NADH
A
- )
Acetaldeido +CO, ———— Piruvato Piruvato
CoA + NAD* co CoA + NAD*
2
NADH NADH
Acetato Oxaloacetato Acetil-CoA
~ ( _J
Y
2€0, + 2NADH ,NAD"
Succinato \\ J Citrato
Estequiometria:
05 Glicose + 2NAD* P Acetato + CO, + 2NADH
Gli 4
licose + 5AD »  Succinato + 2C0O, + SNADH

Figura
‘5 i LRy ~ -
Esquema de biossinteses dos acidos acético e succinico, permitindo a dedugdo da estequio-

Metria
para 3 P . . . - ~
Calculos dos desvios de aglicar para a formag8o desses dcidos. A via oxidativa de formacdo

® Sucgj
Nato 4 ; . e
eﬁnaefobioe @ mais aceita, utilizando reacdes do Ciclo de Krebs que opera parcialmente na condigdo

se.

Fonte: Gancedo e Serrano (1989).
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Entre vérios inibidores avaliados para a redugéo do crescimento da leye
vando aumentos na conversio do agucar em etanol, o dcido benzoico se Mostroy
sriado, pois nao comprometia a viabilidflde Felula|r em do§e§ ?fiCientes & redl‘lgro.
formacdo de biomassa e glicerol. Com tais evidéncias, esse inibidor foj empregadolr
escala industrial em trés destilarias que apresentavam excessiva formacio de bion, em
com comprometimento da produgdo de etanol. ,I)f)ses de ei?ido benzoico de 12 assa
aplicadas no pé-de-cuba durante o tratamento acido (condicdes Preestabelecid,
laboratério) foram muito eficientes em reduzir as formagdes de biomassa e glicero] em
crementando significativamente o rendimento da fermentagdo durante v itios ci)c in.
fermentativos, sem comprometimento da viabilidade da levedura (Tabela 8.4). o

dur, Objes;.

Tabela 8.4 Efeitos de 4cido benzoico (1,2 mM) no tratamento &cido do pé-de-cuba de tras diferenteg
destilarias (A, B e C) sobre parametros tecnoldgicos da fermentagdo com reciclo de células, g dados
representam a média semanal de cada destilaria

\

|

y o Eficiéncia Glicerol c°b"tami“a°5° |

Pestilana Tratametito fermentativa (%) (g/100 g ART) acteriana |

(células/mLx10%) |
A Controle 90,6 3,05 66
A Acido benzoico 90,8 2,78 295
B Controle 87,7 3,63 12
B Acido benzoico 90,2 3,00 38
C Controle 90,8 4,08 8
C Acido benzoico 92,7 2,89 48

Fonte: Basso, Alves e Amorim (1997).

No entanto, apds uma semana de reciclos fermentativos, observou-se uma drésFiCﬂ
elevagdo na contaminagao bacteriana, tornando impraticével a fermentagao. Andlises
mais detalhadas em laboratério vieram a demonstrar que a aplicagao do 4cido benzol
co reduziu também a formago de acido succinico, tornando o ambiente da ferment
¢a0 mais propicio ao crescimento bacteriano (Tabela 8.5).

Mais ainda, ficou também demonstrado que o 4cido succinico, no nivel em que?
produzido durante a fermentacao, exerce um efeito antagdnico ante os lactobacilos cIOn
taminantes, efeito este que ¢ potencializado pelo etanol (BASSO; ALVES; AMOX in:
1997). Tais resultados vieram a demonstrar que a reducio de écido succinico oy Foi
tuito de ganhos de eficiéncia em etanol nio foi vantajosa no processo industri? eve-
sugerida, portanto, uma razio ecolégica para a produgio de succinato: tornal ?s co
dura mais competitiva no ambiente da fermentagio. Assim, leveduras i1'1dusmal-ano a
elevada produgio de succinato seriam desejdveis, pois produziriam um antibacteri®®
prego de acicar.

et
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Aspect®®

Efeitos do &cido benzoico (1,2 mM) no tratamento acido do pé-de-cuba (pH = 2,5 por 1

;T:;:;;iaramotms tecnolégicos de fermentaglio com reciclo de células, em condig8es de laboratério,
om a levedur? de panificagdo. Os dados representam a média de quatro ciclos fermentativos
/ o1
: pardmetro da fermentacéo Controle Acido benzoico*
//’;;i'éli\cia fermentativa (%)* 86,2 89,4
Glicerol (g/100 g de acticar consumido) 4,26 2,99
giomassa (fermento no vinho bruto em % m/v)* 9,7 1 é,g 7
Acido succinico (mg/L no vinho delevurado) 774 | ‘249 N
Contaminagao bacteriana (células/mL)* | <01x10‘5 | 21x106
Viabilidade celular da levedura (%) - 71 e WM-_M_E;—_———

s ao ultimo ciclo fermentativo.

* Os valores s30 referente

fonte: Basso, Alves e Amorim (1997).

8.5 0 PROCESSO INDUSTRIAL BRASILEIRO DE PRODUGAO
DE ETANOL

851 CARACTERISTICAS DO PROCESSO

85.1.1 O substrato para a fermentagao

Tradicionalmente, a produgdo de etanol no Brasil esteve acoplada a produgdo de

acucar. A canadeagucar é inicialmente prensada (em algumas unidades se empregam
dl(u§oreS), obtendo o caldo e o residuo solido fibroso (bagago). A sacarose € obtida
medlan’te cristalizacdo apds clarificagao e concentragio do caldo, resultando ainda
?;Ic]aizzledu(; Cscouro, vi.scoso e sgturado de sacarose, o melago, contendo ~50-60% de
de 60 & te '_}5@ de glicose mais fr11t0§e. O melaco, gerado numa proporg2o de cerca
s, Sg.eonv.l‘de cana processada, € 111}sturadq com caldo de cana em diferentes pro-
substrato du“ izado para a fermenFaqao. A mistura de melago e caldo I'.CS:l;llta' num
Mriente ¢ melhor qualidade, pois o caldo 1lor1ne_11r_r1§11te apresenta deficiéncias de
letido exc, ¢thquanto o melaco contém compostos inibidores Fla fer{nentagao e con-
Minerajg ness"‘/O,S .de alguns sais. No entant~o, o melago conFrlb}n. nao SQmegte coc;n
Omplexg Igce’sslanos a uma boa fermentagao, mas com aminodcidos, vitaminas 0
que exﬁrcern, acidos graxos insaturados, e 4cidos organicos (t~rans-acon1t1co, citrico)
um desejado poder tampao durante a fermentagao.

Assj
m - . ) . 1
»@ composicio mineral dos substratos a base de cana-de-agucar varia muito

m fyp~z

Unggo . d :

“ssame de proporcio de melago, variedade e maturagao da cania, solo(,i cllm::\i e pcxl'o-
os niveis adequados dos

fungdes na célula e aos

1 ;
Utrientesto da cana na industria. Na Tabela 8.6 se encontram

Para uma fermentagdo, com breve mengao as suas

t6
Xicos de alguns (Tabela 8.6).

—_

Scanned with ACE Scanner



258
B F“?’d?mmtm

Tabela 8.6 ConcentragBes de nutrientes minerais no mosto consideradas adequadas 3 fer
ment

acdo

© Observagses

N 50-150 Formas nitrogenadés aproveitaveis: amoniacga| (N-NH 9
e alfa-aminica de aminodcidos (a-NH2) ¢

H,PO,” é a forma preferencialmente absorvida e mais ab”"dént -
e

P 50-250 no pH = 4,5. Pela agdo da fosfatase acida a levedura pod
aproveitar o P dos ésteres fosféricos ¢
s comis o e AIMEE, UTE e b
K 700-1.300 a como , facilita a absorgéo de p ¢ 7,

e aumenta a tolerancia aos ions toxicos, como o H

Ca 40 Ja em excesso nos mostos, mdustrlais. Antagoniza os efejtos
benéficos do Mg

e
Atua como ativador enzimatico, estimul 3

Mg 100-200 oo ® 2 absorco do’,

mantém a integridade das membranas

-

5 <100 Ja em excesso nos mostos industriais na forma de SO,
A forma SO, é toxica acima de 200 mg L™

. 15 Participa da glicdlise e da sintese de vitaminas, sendo
n x s @ N ~
essencial ao crescimento e a fermentaco

- 15 Estimula a sintese de proteinas e vitaminas e induz a formac3o
n x . I . .
de desidrogenase alcodlica. Atua em sinergismo com o Zn

c 15 Integrante de enzimas, estimulando fermentacdo e
u - . w N .
crescimento, mas toxico em concentragBes mais elevadas

Fe <1 J4 em excesso nos mostos industriais

Al <10 E mais toxico em mosto de caldo e bem tolerado em mosto de
mel (cujos &cidos organicos provavelmente complexam o metal)

8.5.1.2 O processo fermentativo

s . ue
A maior parte das destilarias emprega o processo batelada alimentada, sendo qm
. . . , : 0
cerca de 20% das unidades utilizam uma versio continua, ambas as modalidades ¢
reciclo de leveduras (Figura 8.6).

Para o inicio da safra normalmente se empregam 2 ton a 12 ton de levedullfg d;
panificacdo (disponivel na quantidade exigida e a prego acessivel), acrescid-a ge ‘u
a 300 kg de levedura selecionada (na forma de levedura seca ativa). Este aif! ao
pré-inéculo que deve ser propagado até atingir a quantidade necessaria paré ov

. oo inicid
. , ; : 5 o seint
de dorna disponivel. J4 com quantidade suficiente de levedura, a fermentas?
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digao do mosto (pH 5,0-5,5) contendo 18-25% (m/v) de agticares (ART) sob
agora denominado pé-de-cuba (suspensdo de células de leve&uras com CZ: o
359% de biomassa u mida) e que representa 25% a 40% do volume final ;z
Em virtude do grande volume da dorna, o tempo de alimentagio ¢ de 4
do que a fermentagio ¢ finalizada com 6 a 10 horas, dependendo do teor
a ser atingido.

ela @
méculo»
de 25% a
fcrmcntacﬁ(’-
2 6 horas, ¢
alcoolico final

Agua + ac. sulflrico

10 18-25% ART

Mos J’ WS-

- ] pH=1,8-2,5
1-2 horas
Dorna
32-40 °C
6-10 horas
<«

Vinho bruto

10-13% levedura Centrifuga

pH=3,8-4,5

Creme de levedura (60-70% de biomassa Umida)

-

Vinho delevurado

Destilagdo

Figura8.6 Esquema do processo fermentativo tipo batelada alimentada com tratamento &cido e recir-
:Ulfgao do fermento. O mosto é adicionado ao pé-de-cuba ja contido na dorna, iniciando-se a fermen-
acdo, que é finalizada apds 6-10 horas. As células de levedura sdo coletadas por centrifugacdo, tratadas

com aci - .
acido e reutilizadas em fermentagdo subsequente.

o atingidos com uma densidade de células

Teores alcodlicos entre 8% e 12% (v/v) sd
sa imida (ou22 ga30gde biomassa seca

no re;
porr;ator de 10% a 14% (m/v) com base na mas
itro, na faixa de 10* células.mL™). A temperatura da dorna fica entre 32-35 °C, po-

r¢ : , .

s:z em virtude do curto tempo de fermentagao e de um sistema de arrefecimento nem

VelréPre eficiente, a temperatura pode atingir cerca de 40 °C, especialmente durante 0
0 (LIMA; BASSO; AMORIM, 2001; WHEALS et al., 1999 BASSO etal. 2008).

Ce
¢do deS Sga(;i aa fermentagdo, as leveduras sao separadas
-95% da biomassa do fermentador), resultan

por centrifugagdo (recupera-
do numa fase pesada (creme
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Furdamery,

de levedura) contendo 60-70% (massa timida/volume) e o meio fermentado

livr,
5 « . » A . e d
células, denominado vinho “delevedurado”, que é encaminhado para o desti] 5

agdo,

O “creme de levedura” ¢ diluido com igual volume de dgua e tratado
sulfurico (até pH 1,8-2,5, por 1-2 horas), objetivando a redugio da contaminagig by,
teriana, ¢ reutilizado numa fermentagdo subsequente. Assim, o teor alcoélicg no pé:
~de-cuba ¢ cerca de metade daquele obtido no final da fermentagio. Egge Process
brasileiro de reciclo de células é bem peculiar e permite até duas fermentacges por dia
no transcorrer da safra, que abrange 200-250 dias.

m éCido

A reutilizacdo de células reduz a propagagio da levedura, desviando menoy quan-
tidade de agucar para a formagdo de nova biomassa. Estima-se entre 5% e 109 |,
incremento de biomassa durante a fermentagio, e que tal crescimento reponha a bio.
massa perdida na centrifugagio e nas sangrias de fermento.

No transcorrer da fermentagdo os teores de agucares (sacarose, glicose e frutose)
sofrem elevagdes até o final da alimentacédo, sendo reduzidos até o final da fermenta-
cao. Os teores de agucares presentes no meio fermentativo serdo governados pelo tem-
po de enchimento da dorna e pelas velocidades de hidrolise da sacarose e das absorcées
de glicose e frutose pela levedura. Na Figura 8.7 se observa que a hidrdlise da sacarose
sobrepuja em muito as intensidades com que glicose e frutose sdo absorvidas pela leve-
dura, acarretando uma elevagdo nos teores desses monossacarideos (a invertase cata-
lisa a hidrdlise da sacarose no ambiente externo da levedura). Embora o teor final de
etanol atingido fique em cerca de 10% (v/v), a levedura experimentou um teor maxi-
mo de agucares totais de apenas 3,9% (expressos como ART). Neste caso, em particu-
lar, o estresse osmotico causado pelo agticar ainda poderia ser reduzido pelo aumento
no tempo de alimentac@o, sem que ocorresse incremento do tempo de fermentagéo.

Zz
>
3
g - & - Glicose
i —&— Frutose
@ Sacarosé
—3¢— Etanol
Horas
Figura 8,7 Cinética de uma fermentacio b . 50ded hore®
3 & a¢do batelada alimentada, com tempo de alimenta¢ | de

to find' *

com mosto de mel (21% de sacarose, 1,8%
13,4% (m/v). O pé-de-cuba com 26%
-de-cuba obtidos de uma destilaria,

de glicose e 1,83% de frutose) e teor de ferme” 510
de fermento representava 40% do volume da dorné: M

P
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pspecto’

g5.2 FATORES ESTRESSANTES A LEVEDURA, INERENTES
" A0 PROCESSO INDUSTRIAL

Como Vist0, 3 levedura encontra diversos fatores estressantes que atuam sequen-
Jmente € simultaneamente, como: alto teor alcodlico, alta pressio osmética, baixo
1a) v L s ;

CH alta temperatura, inibidores no mosto, entre outros. Tais fatores estressantes sio
(R3]

; nteusjﬁcados pela pratica do reciclo de células. Os principais sdo relacionados a seguir.
1

85.2.1 Estresse etandlico

Em vista dos teores elevados de etanol ao final de cada ciclo fermentativo [de 8% a
12% (v/v)]; este glcool é um dos principais fatores de estresse que atuam sobre a leve-
dura durante a fermentacio industrial. Embora o papel inibitério do etanol sobre a
levedura S. cerevisiae nao seja completamente compreendido, sabe-se que o alvo prin-
cipal é a membrana citoplasmatica das células. A composi¢do da membrana citoplas-
matica é alterada na presenca de etanol, e, como resultado, a permeabilidade dela para
alguns fons (como fons hidrogénio) é significativamente aumentada (ALEXANDRE,
1994). Existem varios outros efeitos do etanol sobre a fisiologia da levedura durante a
fermentacdo, incluindo a inibi¢do do crescimento celular e a inativagao de algumas
enzimas, levando a uma diminuicao da viabilidade celular.

0 reciclo celular exacerba ainda mais o efeito estressante do etanol, em vista do
estresse cumulativo que as células enfrentam nas bateladas subsequentes. Como é de-
sejavel que as células de levedura mantenham alta viabilidade celular (porcentagem de
células vidveis em relacdo ao total de células) ao final de cada ciclo fermentativo, 0s
teores finais de etanol na industria sucroalcooleira nio devem ultrapassar um dado
limite, que gira em torno de 11-12% (v/v). Com efeito, se a viabilidade celular ndo é um
motivo de preocupacdo ao final da batelada, como no caso da fermentagao do milho
¢ de alguns cereais, onde nio se emprega o reciclo celular, teores de etanol entre 17% e
23% (v/v) s30 normalmente praticados.

- erﬁi ZSar fifssés percalcos, as fermentacdes com elevado teor de fetanol s.éo extrema-

tanto o es€javeis no COIntexto da industria produtora de etanol, pois permitem red,u.zu

Urante consumo de agua (dilui¢do de fermento e m(.>s'to) como o gasto .energet.lco .

as dest?letflp ade deSt}lagéo, favorecendo a sustentablhdfide. do prf)cesso industrial.

10 proges arias, o teor final de etanol é limitado pela tolerncia da lmh%gem presente

ASSO, 1:8 ¢ elevadas temperaturas e acidez exacerbam o estresse etanolico (BASSO;
s ROCHA, 2011).

8.
5.2.2 Estresse 4cido

E
c° ?cli)o;zs? af b'em conhecido que leveduras toleram ambientes 4cidos, o tratamento
Pode Caugy Hfdrico, amplamente empregado na industria entre uma batelada e o’ut.ra,
*PHdo ¢, ' Perturbagées fisiolégicas importantes na levedura. No tratamento dcido
®me de levedo é ajustado para cerca de 1,8 a 2,5 pela adicao de 4cido sulfd-

b
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rico. ¢ mantido nessa condigdo por 1 a 2 horas, no intuito de reduzir a Contamip, .

bacteriana. Os eteitos deletdérios sao constatados pelo extravasamento de Minerajg (com,
N. P, K. M) ¢ pela diminuigao dos teores iml.ac.elulafes de trealose na levedury Corfl
concomita nte redugio na viabilidade celular. Assim, ndo é de se surpreender Que lin,_
gens de leveduras mais tolerantes ds condigoes estressantes das fermentagoes industriy;,
;mrnmlmcmo apresentam niveis mais elevados de trealose (BASSO et al, 2008),

A membrana plasmatica ¢ permedvel as formas nao dissociadas dos 4cidog orgini.
cos fracos (lactato, acetato, benzoato, sorbato etc.), que ao adentrarem as células gjg.
sociam-se parcialmente liberando protons e, consequentemente, acidificandg ¢ meig
intracelular. Para manter a homeostase intracelular, as células gastam energia (ATP)
para remover os protons em excesso, por meio da ATPase de membrana (AZMat of
al..2012: PAMPULHA; LOUREIRO-DIAS, 2000; QUINTAS et al., 2005). Esses even.
tos sdo agravados pela acidificagao da propria fermentagio (excrecao de 4cidos Orgi-
nicos ¢ absorgio de potdssio e amonio mediante antiporte com fons H*). No entanto,
em mostos a base de melago, esses efeitos sdo atenuados pelo poder tamponante desse
substrato. Na pratica, ao operar com mostos de elevada capacidade tampio, ¢ reco.
mendavel uma redu¢do menos intensa do pH no tratamento acido, pois 0 consumo de
acido sera significativamente aumentado (maior gasto com o insumo), além de pro-
mover a protonagdo dos dcidos orgdnicos fracos (que estardo presentes em maior quan-
tidade), exacerbando os seus efeitos toxicos a levedura.

Niveis residuais de sulfito (SO,, igualmente considerado um écido fraco), utilizado
na clarificagdo do caldo de cana, podem ser encontrados principalmente em substra-
tos a base de melago. Embora seja considerado um agente téxico para as células quando
presente em concentragao acima de 200 mg.L™, o sulfito pode ser considerado bené-
fico para a fermentagdo em niveis ao redor de 100 mg.L™!, uma vez que auxilia na re-
dugdo da contaminacio bacteriana.

8.5.2.3 Estresse osmotico

E intuitivo imaginar que as leveduras estio expostas a elevadas concentragoes de
sacarose e outros agucares da cana durante a fermentacio industrial, uma vez que
teor final de etanol gira em torno de 8-12% (v/v). No entanto, como se trata de ufn
processo em regime descontinuo alimentado (batelada alimentada), as leveduras nd0
$30 expostas a elevadas concentragdes de actcares, a despeito de o mosto conter entre
18-25% de ART (m/v), conforme se observa na Figura 8.7. No entanto, nessa mesm‘f
figura, pode-se deduzir que a velocidade de fermentacio ¢ diminuida quan d(.) o tegs
res de agticar atingem o ponto maximo (final da alimentagio de 4 horas) Tais 42 i0
sugerem que esse tempo de alimentagio nao é adequado para uma boa fermentas
pois estd induzindo um estresse osmético 3 levedura.

- Jades
s e , tidade
O estresse osmético causado por sais, que estdo presentes em grandes Uit

no melago de cana-de-agucar, ¢ certamente um motivo de preocupaqﬁo-

veis de potdssio, célcio e magnésio excedem em muito os requisitos para a e
’ . ’ . 1 e

levedura. Por exemplo, os niveis médios de potdssio sdo elevados 0 sufic

Os altos ™
trigﬁo da
nte P
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108

estresse em leveduras, com aumento da formagdo de glicerol, redu-

gpostas de ;
de reserva e queda no rendimento fermentativo (ALVES, 2000).

Juzil i

:ﬂg de ca,—bozdfams

A res qumentados de glicerol sdo observados durante estresse osmético, contami-
= 4rias outras condigdes, sugerindo que tal subproduto se constitua

5o bacteriand € v o :
§ ivo seguro de condigdes gerais de estresse para a levedura. De 5% a 8% do

nag :
llfn lndlcat O Q l ‘ l. * ] d 0 2 )
i ~onsumido pode resultar em glicerol, e reducdes em sua formagdo podem ser
ﬂ' - ‘. . . ~ .
agucd da velocidade de alimentagdo, uso de linhagens com menor

bﬁdas mediante ajuste .
0 poliol ¢ restrigao no crescimento da levedura durante a fermentagio.

produg ao do
oduras com alta atividade de invertase provocam maiores elevagdes nos teores

Lev : " e ,
¢ frutose durante a alimentagao (Figura 8.7), o que pode incrementar o es-

licose : : .
- gcc osmotico e resultar em maior quantidade de glicerol excretada.
tresse OF

85.2.4 Contaminacdo bacteriana

Em vista das particularidades do processo industrial de produgdo de etanol, condi-
muito dificeis de serem alcancadas, e a fermentagio opera sob con-
saminacio bacteriana. Além de redirecionar acticares que poderiam ser usados na
formacio de etanol para a formagao de outros metabdlitos bacterianos, existem efeitos
prejudiciais de alguns desses mesmos metabdlitos (como acidos latico e acético) sobre o
desempenho fermentativo das leveduras. Como resultado da contaminagdo bacteriana,
observa-se reducdo no rendimento em etanol, aumento da flocula¢io celular, aumento
éa formacdo de espuma e redugdo da viabilidade celular (BASSO et al., 2014). A flocula-
cio induzida pela presenca de bactérias prejudica a eficiéncia da etapa de centrifugagdo
ereduz a superficie de contato entre as células de levedura e o meio de fermentagao. Por
sua vez, a formacdo excessiva de espuma, causada pela presenga de bactérias, aumenta
0s custos do processo pelo uso de antiespumantes. Por fim, os antibidticos utilizados
para controlar a contaminacio igualmente aumentam os custos do processo. Por outro
lado, niveis residuais de antibidticos na levedura seca (subproduto da industria de eta-
nol) a tornam imprépria para a comercializagio como suplemento alimentar.

coes assépticas 30

SiOAbiiéfiria ?’OS 'contaminafxtes bacterianos presentf:s nas fermentagdes industriai\s

iy aiisd adctlcas. Aqedlta-se que 2 sua prevaléncia nesse processo se deva a

e elevzdas 3 e desse tipo de bacterja em lidar com amblgntes acidos e §oncentra}-

leiras baCtérias(zi etaflol em comparagio a outros microrganismos. Nz.as usinas br.a~31—

Produtorag g 0 genero Lactobacillus sdo as mais abundantes nas principals regloes
pais (GALLO, 1990; LUCENA et al., 2010).

metjzitzail;t,ingz lacticas sao trad'icionia'lmente classificada§ em dois grandes subgn,lp‘os
0mg ehete;rofera " com a via utilizada para metabghzaqao das he)foses: bactérias
Ye-aciicar eng) rnentatlva§. Isolados bacterianos a partir de substrat0§ a:base de cana-
ta nglobam os dois subgrupos, os quais produzem ambos os isdmeros do lac-

+
U D(-)], em variveis proporc¢des dependendo da linhagem bacteriana.

F()j
recente .
Ser Majg Preiu éfle_nte demonstrado que as linhagens heterofermentativas parecem
Iciais as leveduras que as homofermentativas durante a fermentagao

g
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A
industrial (BASSO et al,, 2014). A formagao de dcido lético é um bom Parime
avaliar os prejuizos causados pelas bactérias, parametro este que est4 a880ciq ro‘pa
vidade metabdlica desses contaminantes e que reflete melhor o impactq

4 atj.
¢a0 que a simples contagem de células bacterianas.

na fermenta

8.5.2.5 Outros estresses

A presenga de niveis toxicos do metal aluminio em substratos industriajg
cana-de-aguicar também é responsével pela diminui¢do do desempenho dag levedy,.
na fermentacao. Em virtude da condicdo dcida da fermentagio, o ion aluminig (quea§
absorvido pela planta em solos acidos) estd presente na sua forma idnica trivalentz
(AT*), que ¢ mais tdxica que as demais. O Al**, por sua vez, afeta negativamene ,
viabilidade das leveduras, o acimulo de trealose e a velocidade da producio de etang)
Linhagens industriais diferem muito em relagio a tolerdncia ao aluminio, em termos.
de viabilidade celular, producdo de etanol e acimulo de aluminio. Por exemplo, a |j-
nhagem industrial CAT-1 ¢ mais tolerante em compara¢ao a linhagem PE-2 ¢ § Jeye.
dura de panificagdo Fleischmann®. Existem evidéncias dos efeitos do AI* sobye
membrana plasmatica e sobre a transdugdo da energia do ATP. Esse metal tem umg
afinidade mil vezes maior que o Mg** em complexar o ATP, e o complexo ATP-Al nig
carreia a energia quimica para os processos celulares endergonicos.

abase g,

Niveis muito baixos de cddmio (Cd**), considerados seguros, foram encontrados
em cana-de-agucar fertilizada com lodo de esgoto. Mesmo assim, fermentacdes com
reciclo aliadas a capacidade de bioacumulagio resultaram em niveis téxicos para as
proprias leveduras. Com isso, as células de levedura apresentam baixa viabilidade,
reducdo na velocidade de captagdo de agucares e baixo rendimento fermentativo.

Os efeitos téxicos do aluminio podem ser parcialmente aliviados por ions magné-
sio (Mg?®*) e completamente abolidos em meios formulados com melago. Da mesma
forma, os efeitos toxicos do aluminio e do cadmio podem ser parcialmente aliviados
pela suplementacdo do mosto com vinhaga (efluente gerado na etapa de destilagdo),

sugerindo a presenca de compostos quelantes desses metais nesse efluente (BASSO;
BASSO; ROCHA, 2011).

Outro importante fator de estresse na fermentacdo alcodlica é a temperatura da
etapa fermentativa, que normalmente é controlada entre 32 °C e 35 °C. Sabe-se 4%
altas temperaturas intensificam outros estresses, como o 4cido e o etandlico. Lint}‘?’
gens termotolerantes ja foram obtidas, o que permitiria redugdes nos custos en?fget‘é
cos do resfriamento das dornas. No entanto, como a contaminagao bacterlana~0
fortemente estimulada por temperaturas acima de 32 °C, discute-se se a fermenta¢d
conduzida com temperaturas mais elevada seria realmente vantajosa.

ando
ase €

; . , . u
A Figura 8.8 esquematiza os diversos fatores estressantes mencionados &

. L st
principalmente na membrana plasmatica, bem como interferindo na home°
em outros processos no citoplasma celular.
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Pressdo
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Figura 8.8 A membrana plasmética é afetada em sua fluidez e sua integridade por todos os fatores

antes mencionados. A press3o osmatica, ocasionada por sais e acticares, estimula a produgéo de

estress
a do sulfito no mosto

glicerol. O tratamento com dcido sulflrico, a contaminagdo bacteriana e a preseng
facilitam a acidificacdo do citoplasma celular, exigindo ATP para a expulsdo dos protons. O AP** substitui

o Mg* do complexo com ATP, afetando a transferéncia da energia.

Outros fatores de estresse, como herbicidas usados no cultivo de cana-de-agucar,
fendis encontrados no caldo de cana-de-agtcar colhida mecanicamente e quantida-
d€§ excessivas de ferro no melaco, podem igualmente afetar a fermentag¢ao, mas seus
efeitos ainda precisam ser mais bem demonstrados. Além disso, mudangas drasticas
durante a fermentaco, como a variacio da vazdo de alimentagdo do mosto, o trata-
mento dcido e as paradas frequentes do processo em fungdo das chuvas, afetam nega-

tiva
ente o desempenho das leveduras.

8.5 .. . ) .
2.6 Importancia dos carboidratos de reserva (glicogenio
e trealose) na tolerancia aos estresses

ra}tii(ilﬁ:\tlz daufrI;aior parte dos .organismos optou Por tAln?a tinica reserva de carboi-
Chegam 4 represestatcurr{ulam, simultaneamente, g¥1cogenlo e trealose. Ess‘as reservas
“Ompoyt, como ar ate 40% (/ia matéria seca da biomassa. Enquatnto 0 gAhco‘gemo se
Oeringi g, lev:(;n i tipica, a trealose se mostra de suma importancia para a

ura as diversas situages de estresse, quer térmico, etanolico ou de

4CA0, se 0. i
naplasma »$endo que tal tolerancia é decorrente de a trealose se associar a membra-

dtica, .
Mantendo a integridade desta.
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e 0 G e S U i P e e Fundamentos

Durante a fermentacdo alcodlica em batelada pura, glicogénio e trealoge
samente metabolizados: seus teores sofrem queda abrupta na primeira hora ¢
mentacio, sendo recompostos no transcorrer do processo fermentativo, Os tz(fer‘
dessas reservas no final da fermentagdo podem ser superiores ou inferiores 5 d ire’s
cio do processo (Figura 8.9), o que pode promover flutuagdes na eficiéncia fermen[tlh
tiva de um ciclo para outro (BASSO; AMORIM, 1988). Em outras palavras, aiiicar (;L
mosto pode ser convertido em reserva celular, reduzindo a formagio de etanol, en(f
quanto em outras ocasides as reservas, previamente armazenadas, podem contribyjy
para a formacao adicional de etanol.

sdo intem

16 . ]
S 12
3
o
« N S - ==- [ ]
= 8 e e T
IS _m
o] [ |
S \ a”
X 4 P

- i —e— Glicogénio
- - - Trealose
0 T T T T T 1§ T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8
Horas

Figura 8.9 Variagdes nos teores celulares de glicogénio e trealose no transcorrer de uma fermentagdo
batelada pura.

Fonte: Basso e Amorim (1988).

E desejavel que a levedura apresente elevados niveis das reservas ao final da fer-
mentagdo, mesmo onerando a eficiéncia de conversio agticar/etanol, pois durante 0
tratamento 4cido, processado a seguir, ocorreré a fermentacdo dessas reservas endo-
genas. Essas reservas serdo em parte convertidas em etanol, gerando ATP que forne-
cerd a energia de manutengdo necessaria i sobrevivéncia durante os estresses na etap?
do tratamento 4cido. Esse etanol produzido na cuba de tratamento do fermento néo¢
medido, porém é computado como etanol gerado na fermentacio que se segue-

A mobilizagdo dessas reservas explica por que o teor de etanol continua a aume®”
7 A 1 (4
tar (lentamente) mesmo apds o consumo total do actcar do mosto. Na ausencid

: 1 . te
fonte externa de agucar, a levedura mobiliza suas reservas para sobreviver durafnr
or-

amada

condigdes de estresse (temperatura, etanol, 4cido etc.), promovendo a ch
mentagdo das reservas enddgenas de agiicar (Figuras 8.10 e 8.11).
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icogénio, trealose (% na matéria seca) e etanol (% v/v) durante a

Linhagem PE-2 suspensa em vinho diluido a 40 °C.
Fonte: Paulillo (2001).

Figura 8.10 Teores celulares de gl
fermentagdo das reservas enddgenas.

100
80 -

T

8

@ 60

o

£

Z

X 40 )

- @ - Proteina

20 —— Viabilidade

Horas

9% na matéria seca) e porcentagem de células

Figura8.11 Teores celulares de proteina na levedura (
dégenas a 40 °C.

Vidveis da linhagem PE-2, no transcorrer da fermentagdo das reservas en
Fonte: Paulillo (2001).

" Se a biomassa for produzida em excesso no processo, ela pode ser removida e co-
ercialj . : .
4Oo/cwlllzada na forma de levedura seca, sendo desejavels teores proteicos acima de
0, - . A s
No entanto, elevados teores de glicogénio e trealose na levedura correspondem a

2ix . e 3

" ros contetidos de proteina. A capacidade metabolica de promover a fermentagao

tServas de carboidratos permite obter incrementos de até 30% no teor de protei-
produgao adicional de

nha da g
etanollzvedur a, valorizando esse subproduto com simultinea
€ 50-200 L.ton"' de levedura seca produzida. Isso porquc, em condigdes con-

ad . .
que s:s de estresse, se promove uma redugio nos teores de carboidrato da biomassa
¢ ; :

A Onverte em etanol), porém preservando os teores de proteina (AMORIM;

0, 1991)
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8.6 AS LINHAGENS INICIADORAS (“STARTER”)
TRADICIONALMENTE EMPREGADAS NoO
PROCESSO INDUSTRIAL DE PRODUCAO DE
ETANOL ATE INiCIO DA DECADA DE 1990

Ha muito tempo a fermentacdo industrial de etanol emprega linhagens iniciad,.
ras, sendo a levedura de panificagio amplamente utilizada pela diSponibilidade e
quantidade e preco acessiveis. Até o inicio da década de 1990, o Parque alcog)
principalmente do estado de Sdo Paulo (o maior produtor de etano)), dispunp,
linhagens de S. cerevisiae [Z-1904, TA (fornecidas pela Escola Superior de Agric

Luiz de Queiroz, da Universidade de Sio Paulo - Esalq/USP), além da leved
panificacdo de diferentes marcas.

iro,
a dag
ulturg
ura de

As destilarias obtinham as linhagens IZ-1904 e TA na forma de uma cultura
(em tubo de ensaio ou dezenas de litros de uma suspensao de células) e as propagavam

na destilaria até ter biomassa suficiente para a operacio do Processo industrial, pojs
elas ndo eram produzidas industrialmente. J4 com

tilaria podia dar a partida com quantidade maior d
€ 12 toneladas de fermento fresco (a granel)

pura

as leveduras de panificacio, a des-
¢ pre-indculo, empregando entre 2

inhagens mostrou que a [Z-1904 apre-
r formagio de glicerol em relagio as le-
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7 Comparagdo entre leveduras quanto aos pardmetros fisiol6gicos e tecnoldgicos de uma fer-

8
Tabel? lo de células

¢80 com recic

menta
7-8% etanol a 30 °C 9% etanol a 33 o

parametros da fermentac8o (%)

‘ PAN 1Z-1904 PAN ~  PE2 J
‘ Eficiéncia fermentativa’ 88,8 90,0 89,5 93,2
Glicerol® 46 '5’1 75;7- — 31_7__
Biomassa’ a1 o __1-(; . ”
Viabilidade’ 80 2;;‘ i i ;13—_ »~-~-~»_E;;..___,
Glicogénio® 16 - R 9 - 16
T e i S I

1fracso do ART convertida em etanol ou glicerol (os dados representam a média de seis ciclos fermentativos).
2Variacao na biomassa do primeiro para o sexto ciclo fermentativo. 3 Valores referentes ao ultimo ciclo fermentativo;
teores das reservas na matéria seca de levedura.

Fonte: Basso et al. (2008).

No entanto, nio havia unanimidade entre os produtores de etanol quanto as trés
cida por alguns e depreciada por outros. A grande
dificuldade metodolégica de uma identificagdo inequivoca da presenga das linhagens
iniciadoras nas dornas de fermentagio ao longo da safra ndo permitia uma relagao
entre as caracteristicas da fermentagdo na industria e a presenca de uma determinada

linhagem no processo.

~ Porém, no inicio de 1990 a técnica molecular de cariotipagem eletroforética (moda-
lidade TAFE) foi utilizada para confirmar se a linhagem 1Z-1904 (que se mostrou in-
f;f gzqtiiupor tar r'ec'icllos fermentativos em Cf)ndiqégs de laboratério) realmente .se.:r§a
avlias 5 1? CQmQ 1mc1ado.ra num processo industrial. O mesmo estudo 'per.mltma
auels ocaed ;;erg)rldade da hnhagem TA, amplamente 'empregada pelas destilarias, na-
M margy no' s lzeSl'lltados Obtld'OS fofam qe enorme lmRacto, es.tabelec.en.do—se como
o con ec1m.ento da microbiologia do processo industrial brasileiro, como se
a0 a seguir,

linhagens, sendo cada uma enalte

8,
/ glNAMICA POPULACIONAL DE LEVEDURAS NO AMBIENTE
A FERMENTACAO INDUSTRIAL DE PRODUCAO DE ETANOL

C()m
a 0 a c i i . o [To
590 de inha ariotipagem eletroforética havia sido utilizada com sucesso na identifica-
Ostrag orig €0s empregadas na fermentagao vinica, a mesma técnica foi aplicada em
u 1 3 3 3 K r . . . ’ .
ndas de cinco destilarias que utilizaram as varias linhagens disponiveis

-
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como iniciadoras (12-1904, TA, leveduras de panificaglio etc.). Os resultadog cole

duas safras (1991-1993), demonstraram que nenhupg d“:t;}‘
nhagens iniciadoras empregadas foi capaz de se implantar no processo inc‘lust‘ri‘ll.
sendo substitufdas por outras, dentro de 15a 30 dias, enquanto a safra perdurpi, p(:)‘
cerca de 250 dias. Ademais, a cariotipagem permitiu evidenciar que a formcmaﬂ;
industrial era conduzida por linhagens indigenas, autoctones, contaminanteg d:“
proprias destilarias (BASSO et al,, 1993). \

dos no transcorrer de

a tnica linhagem capaz de se implangy,
i

Nesse estudo também se percebeu que
a safra, era uma linhagem contapy;.

com sucesso, permanecendo na dorna ao longo d
nante (JA-1) previamente isolada do proprio processo industrial. Em outras palaveag,
nenhuma das linhagens iniciadoras (17-1904, TA ou de panificagdo) possuta atributog
de tolerancia adequados para suportar 08 estresses da fermentagdo industrial. Og re.
sultados indicavam uma sucessdo de diferentes linhagens indigenas de S. cerevisiae no
transcorrer da safra, e que novas linhagens poderiam ser selecionadas dessa biodiver-
sidade natural. Esse trabalho foi publicado numa revista técnica do setor sucroalcoo-
leiro, amplamente distribuida as destilarias brasileiras, privilegiando os produtores
e continuaram financiando as pesquisas conduzidas pela Esalq/USP ¢

que vinham
), objetivando o estudo das populagdes de

pela Fermentec (ambas em Piracicaba-SP
levedura que habitavam as dornas de fermentagao.

Com o estimulo financeiro das destilarias (principalmente do estado de Sao Paulo)
e a expertise da Fermentec, foi possivel realizar o mais extenso programa de selegio de
leveduras para aplicagdo industrial no Brasil. Desse trabalho resultaram linhagens
que muito contribuiram para maiores rendimentos industriais e redugdes nos custos
de produgdo do etanol, como descrito na proxima se¢ao (BASSO et al., 2008).

8.8 SELEGAO DE LINHAGENS DE S. CEREVISIAE A PARTIR
DA BIODIVERSIDADE ENCONTRADA NAS DESTILARIAS
BRASILEIRAS

O monitoramento da dindmica populacional de leveduras nas dornas de fermentagao
foi conduzido mediante andlises de cariotipagem de amostras mensalmente coletadas de
um universo de 20 a 78 destilarias, dependendo da safra (as quais produziam a maior
parte do etanol brasileiro), cobrindo um periodo de 12 safras anuais (1994 a 2006).
se 350 li-
jo as de-
ongo da
saios d¢
de 80%
S teores
ad fasé

Durante esse periodo, 12.760 isolados foram cariotipados, identificando-
nhagens indigenas prevalentes (as quais apresentavam dominancia em relag
mais linhagens da dorna) e/ou persistentes (que se mantinham presentes a0 |
safra). Essas linhagens foram a seguir submetidas a uma pré-selegao em en
laboratorio quanto a caracteristicas fermentativas desejaveis, sendo que mais
delas foram descartadas em virtude de floculagio, formacio de espuma e alto
de agucares residuais. As linhagens com potencial tecnolégico passaram par

seguinte de selegdo, avaliando-se o rendimento em etanol, formagdo de gliceIOL
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celular durante reciclos e teores intracelulares de glicogénio e trealose.
de selecdo resultaram apenas 14 linhagens indigenas que foram reintro-
vérias destilarias (até 54, dependendo da safra). Na Figura 8.12 se obser-
vam 08 distintos perfis eletroforéticos de algumas dessas linhagens, o que permitiu
o rastreamento delas ao longo das vérias safras. Entre elas, a PE-2 foi monitorada
Jurante 10 anos €m diferentes destilarias, de diferentes regides, com diferentes pro-
(essoS (batelada ou continuo) e diferentes substratos (caldo/melago), portanto, expe-

1'imentand0 g

viabilidade
Dessa etapa

randes variagoes.

FLE

VR-2

VR-1
CRA1

PE-2

SA-1

BG-1
MA4

MA3
ME-2

ipIz-1904

N W R e N oo

alidade TAFE) de algumas linhagens introduzidas nos proces-

Figura8.12 Cariotipagem eletroforética (mod
toramento ao longo das safras.

sos industriais. Os perfis Unicos para cada linhagem permitiram seu moni
Fonte: Basso et al. (2008).

A maior parte das linhagens reintroduzidas ndo foi capaz de se perpetuar perma- il
nentemente nas dornas. Algumas puderam dominar a populagéo por algumas safras, 1)
provavelmente por variagoes em condigdes do processo, clima, substrato etc. Poucas li- “
nhagens foram hébeis em persistir e dominar em muitas destilarias durante muitas sa-
fras. As linhagens PE-2 e CAT-1 foram aquelas com as maiores taxas de implantagéo,
sendo encontradas em mais de 50% das destilarias onde foram introduzidas. Essas li-
n}fagens apresentavam igualmente alta competitividade em relagao as linhagens conta- il
minantes, representando, respectivamente, 45% e 549% da biomassa da dorna durante a :
safra. Em algumas destilarias essas linhagens representavam a biomassa total do fer-

m ) .
entador durante a safra toda (mais de 200 dias de reciclos fermentativos).

amllj;;r me::zs notaveis atribut'os f,ermentativos, CAT-1 e PE-2 sdo as linhagens ma%s
nhagens co;emPre:gadas na lndu-stria do etanol, representando.cerca d'e 80% das li-
10 empre aderCIahZadas no Brasil na forma de lev.edu.ra seca ativa (fzctzve dry yeasf).
£ cerca g egé()i/s Znualmente em c.erca de 200 destilarias responsaveis pela pl:oduc;ao
iSiolégiCOS e 0 do eta.nol produ.zldo no pais. Na Tabel? 8:7 §e observam par-ar'netr~os
em cop, s ;IH‘OISg}co.s superiores da PE-2 em rela.qao a hr{hagem d'e parTlflcaqac'),
Siologicog ede t(?lls N ra.Stlcas de fermentagio com reciclo de células. Tais .atrlbutos fi-

erdncia aos estresses industriais explicam o sucesso de implantagao
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dessa linhagem, @ despeito da pequena quantic‘iaﬁe de ];nséecl:;l!i(; 2:;1:?;r§f2r;ti 1ftilizada
(Figura 8.13). Mesmo em Jestilarias onde a lin aﬁef" o Bt bEn R OF substj.
tuida por linhagens indigenas mais robustas, s¢ Yerj Ice o 1c<:ls dura:mte 0
periodo em que ela habitou o ambiente da fermentagdo, como Mo de antiespy.

mante (Figura 8.14).

(a) 100% A ]
80%
PAN
60% A D
PE-2
40% ] sA-1
20% o B VR-1
Indigenas
0% .
0 29 59 76 193
Dias de safra
(b) 100% 7 Gl [
80% -
60% A
100 100
40% A O PE-2
20% [:] CAT-1
" [l ndigenas
0

25 55 90 112 142 170 210

Dias de safra

$S0S industriais-
eleciona-
plantou)*

Figura8.13 Dinamica populacional ao longo da safra de linhagens introduzidas em proce
A destilaria (a) empregou 2 ton de levedura de panificagdo acrescida de 500 g de cada linhagem :
da (PE-2, SA-1 e VR-1); a destilaria (b) iniciou com as linhagens PE-2, CAT-1 e BG-1 (esta no se s

Fonte: Basso et al (2008)-

el
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Age ‘ 5

100% ' " ] [ P T 10
r/ b -
‘f 0% : e | b8 g
5 y
}, 60% r 0,6 %
) 'a‘r’ f
8 ¢
g . o
N
g 20% F02 .
‘ 2
0% , " e e T 0,0
18 40 87 108 150 176 197
Dias

Figura 8.14 A linhagem PE-2 (preta) fol gradativamente substituida por outra linhagem indigena (cinza)
com elevada producdo de espuma. O consumo de antiespumante fol menor no perfodo em que a linhagem
PE.2 s¢ Manteve NO processo.

Fonte: Basso et al, (2008).

0 emprego de outra metodologia molecular em destilaria do Nordeste brasileiro
ualmente demonstrou a maior capacidade de implantagdo de linhagem indigena
resatada de processo industrial (DA SILVA et al., 2005).

Atualmente as destilarias operam em condigdes muito diferentes daquelas nas
quais essas linhagens foram selecionadas, como a elevada proporgao de melago no
substrato atual, acarretando maiores estresses A levedura. A colheita mecanica da
cana também adiciona mais terra ¢ contaminagdes microbianas na matéria-prima,
bem como ¢ provavel que maiores quantidades de ponta de cana carreiem mais ami-
do, 4cido transaconitico ¢ fendis no caldo, exigindo medidas mais drdsticas de proces-
samento deste. Pouco se sabe sobre os efeitos desses fendis sobre essas linhagens. Esses
fatores, aliados a outros relacionados ao processo fermentativo, permitem supor que
a fermentagoes atuais sejam mais estressantes 4 levedura quando comparadas com
saff ras passadas. Esses provavelmente sio os fatores que estao reduzindo a capacidade
deimplantagio dessas linhagens selecionadas.

lt‘irij ‘zjr:‘“(‘f)‘» a busca por novas lif) hug'cns ainda é necessdria para que o parque alFoo-
pais possa ter material bioldgico adequado aos seus processos fermentativos,
::tu:‘ c;)i]f(’)-s'tjrf“n cuda~vc'/, mais p'cculiarcs para cada desti!a.ria. Essa situ‘a(;é?i toFIna
fas, ¢ ei:l fj oblenq;'m de uma linhagem que possa ser .utlltzada por vélrxas esti a
c,nmstm:jl"' ego de linhagens adaptadas a cada destilaria surge como a ternativa ji
aem algumus situagoes.
oiﬁs;zli’jl""ictfla:~, a linhagem PE-2 ainda se mostra muito dtil, pois a plasticidade
08 Vidyeis 2?’ i heterotalismo e sua grande capacidade de esport‘lliaqao con; es};,(:(;
"2 formg ds rl,m.l tem uma descendéncia de variantes (novas levec}urae., nf){m? Ige %
U583 va,riantet"‘“éramos cromossdmicos) com atributos fermeptatlvos' Yzcnlrlc \{lexéisn i
‘ Parentyj ?-; Possivel a selegdo daquelas com caracteri-stlcas mais : esej q
S Mormente em relagdo A tolerdncia aos varios estresses do processo

-
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fermentativo. Particularmente notével é o aparecimento de tais varianteg na
destilarias, com capacidade de suplantar a linhagem PE-2 original. O monj
da populagio de leveduras durante a safra permite a selegio dessas vari
adaptadas ao ambiente fermentativo de cada destilaria em particular.
nem sempre ¢ possivel demonstrar, em laboratorio, que atributo fisiolégi
pela diferenga entre a variante e a linhagem original.

S Préprias
toramemo
antes mais
NO entant 0
Cor espOnd é

Em virtude da enorme biodiversidade de linhagens de S. cerevisige nag d
fermentagdo e das condigdes fisiologicas especificas impostas a levedura
destilaria, o processo industrial brasileiro se constitui num rico manancig] de onde
novas linhagens com atributos desejéveis podem ser prospectadas. O PIOprio proces.
so industrial permite, pela condigio de reciclo de células, uma evolucio adaptatiy,
resultando em linhagens multitolerantes aos varios estresses aos quais estio subme-
tidas (inclusive fatores ainda desconhecidos). Tais linhagens tolerantes nio seriam
necessariamente boas fermentadoras, mas poderiam ser selecionadas quanto as ca-
racteristicas fisiolégicas e tecnoldgicas desejéveis, contribuindo para atender s pe.
cessidades atuais do parque industrial brasileiro.

Ornas de
€m cada

8.9 ESTRATEGIAS DE ENGENHARIA METABOLICA PARA
AUMENTO DA EFICIENCIA NA CONVERSAO DE
ACUCARES EM ETANOL

Pelo fato de o etanol ser um produto de baixo valor agregado, o fator de conversio
de substrato em produto (ou rendimento fermentativo) é um parametro que impacta
fortemente na economia do processo. No intuito de aumentar a eficiéncia de conver-
s30 dos acuicares do mosto em etanol por estratégias de engenharia metabdlica, alguns
trabalhos ilustrativos sio brevemente apresentados a seguir. Uma excelente revisao
sobre 0 assunto é apresentada por Gombert e Van Maris (2015).

8.9.1 REDUGCAO NA FORMACAO DE GLICEROL

Conforme discutido na se¢io anterior, sob condigdes anaerdbias, o crescimento da
levedura S. cerevisiae é acompanhado pela formagao de glicerol, desviando assim par-
te do agtcar (fonte de carbono) para a formacio desse metabdlito e, consequentemente’
reduzindo a de etanol. Estima-se que cerca de 2-5% do acucar consumido dq mOStZ
industrial acabe sendo convertido em glicerol. A formagao de glicerol essencial paie
reoxidar o excesso de NADH formado durante o crescimento celular a partir da fon
de carbono, como j4 anteriormente mencionado.

A delegdo dos genes GPDI e GPD2 elimina por completo as duas isoen'Zlﬂ.1as re ese
ponsaveis pela formagao de glicerol (glicerol 3-fosfato desidrogenase), pore.m ”f:)P
o crescimento da levedura em anaerobiose pela impossibilidade de reox1da/€?;as fo-
coenzimas reduzidas (NADH). Para contornar esse problema algumas estratcs i
ram propostas. Numa delas, por uma adequagio da forca dos promotores dos§
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racitados, atingiu-se uma reducéo de 61% na formagio de glicerol (PAGLIARDI-
NI etals 2013). Noutra, buscaram-se metab()l~itos alternativos ao glicerol como depo-
Gitario final dos elétroll,S gerados nas reagdes de biossintese da biomassa. Cabe
;iestaqlle o traba}h.o realizado por Guadalupe-Medina et al. (2013), que se basearam
" conversdo teorica d.e CO, e NADH em f:tanol e 4gua, no qual houve a inser¢io
heterdloga de duas enzimas do ciclo de Ccflvm (fosforibuloquinase e Rubisco) na leve-
dura S. cerevisiae. O sucesso na expressdo funcional dessas duas enzimas em uma
Jinhagem Jaboratorial resultou em 90% de redugdo na formagéo de glicerol e 10% de
nto no rendimento em etanol.

sup

qume

9.2 AUMENTO DO CUSTO ENERGETICO DA BIOMASSA

A magnitude do crescimento celular é dependente de nutrientes e da quantidade
disponivel de energia livre na forma de ATP. Pode-se assumir que o ATP gerado na
dissimilacdo da fonte de carbono ¢ consumido tanto para o crescimento celular como

ara funcdes celulares ndo relativas ao crescimento (como manutengéo celular, ciclos
fiteis etc.). Tal consumo de ATP é referenciado como o custo energético da biomassa,
ou seja, a quantidade de ATP necessaria para formar uma dada quantidade de bio-
massa celular. A manipulagio desse pardmetro pode resultar em aumentos na conver-
sio de acticares a etanol e, assim, impactar positivamente o processo industrial de

produgdo de etanol.

Algumas estratégias elegantes explorando a diversidade de rotas metabdlicas
alternativas j4 foram apresentadas. Numa delas se altera a estequiometria do trans-
porte de acticares, expressando-se um transportador de sacarose. Normalmente a
levedura Saccharomyces cerevisiae utiliza a enzima invertase para hidrolisar a saca-
rose (agticar mais abundante do mosto) no ambiente extracelular em glicose e frutose,
4 quais s30 posteriormente captadas pelas células por difusio facilitada (sem gasto
de energia na forma de ATP). Ao substituir esse mecanismo nativo pela captagdo de
$acarose por meio do cotransporte com prétons e subsequente hidrélise intracelular
3?;?;? 0se, 0 gasto extra para remover 0s proétons assimilados pelo transporte ativo

iem 25% o rendimento em ATP por molécula de sacarose (de 4 para 3 ATP

€ra, i . fes
8¢rados por molécula de sacarose assimilada). Esse aumento no custo energetico da
resultando em maior formagao

10mas T . e
Sa exigird que mais sacarose seja dissimilada, ;
foi possivel, em

€ eta ; e -

bor ‘t]f)l- Combinando-se essa estratégia metabdlica com evolugao,
at6ri .

Orlo, aumentar significativamente o rendimento em etanol sobre sacarose

(B
ASS0; BASSO; ROCHA, 2011).

a rir:i;): tfo estudo pioneiro, Nissen et al. (2000) propuseram uma alternativa para
"eactes diag.de ,NADH) simultaneamente com aumento no consumo de {&TPPnas
Ato, gk Jlossintese, objetivando aumentar o rendimento da fermentagao. rara
imei... tuiram a enzima glutamato desidrogenase (GDH1) - responsavel pela

Prlm
Cira ¢ . + 5 de-
'apa na assimilagdo de nitrogénio na forma amoniacal (NH,"), que é de

pEnden
famg e NADPH - por outras duas enzimas, glutamina sintetase (GLN1) e glu-
NH,*, porém consumindo ATP

0 sint
ase (GLTy), que igualmente assimilam 0

B
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¢ NADH. Mediante tal estratégia, houve redugéo de 38% na formacio de
incremento de 10% na produgéo de etanol. Cabe ressaltar que essa estratégia ¢ depe

dente de crescimento vigoroso da levedura e de uma fonte de nitrogénio am, OniaCa]n(;
que nem sempre ocorre nas condi¢des industriais com mosto a base de Cana‘de'aqﬁc;r

Outra possibilidade de se reduzir a formacéo liquida de ATP na dissimilagao do
agucar € a sobre-expressio de ATPases, ou outras enzimas capazes de hidrolisay ATP
como tostatases (SEMKIV et al., 2014). Cria-se assim um ciclo futil de geracao e Con-’
sumo de ATP, similar ao que ocorre quando leveduras sdo expostas aos 4cidos orga-
nicos fracos (como no caso do dcido benzoico, mencionado no item “Acidos orginicos”
da Secdo 8.4.2).

gliCerol e

Cabe ressaltar que tais estratégias baseadas no aumento do custo da biomassa ge
mostram bem vantajosas em processos com elevadas taxas de crescimento da levedy.
ra. No processo industrial brasileiro, com elevada densidade de células e baixa taxa de
propagacdo da levedura, provavelmente o impacto sera de menor magnitude. As con-
dicles estressantes do processo industrial j4 impdem uma elevada energia de manu-

tencao que onera o custo energético da biomassa, de modo que a margem para tais
estratégias pode ser reduzida.

Nesse particular, € digno de mengao um dos raros trabalhos que abordam aspectos
fisiolégicos de Saccharomyces cerevisiae gerando etanol em condicoes de “crescimento
quase zero” (near-zero growth). Em tais condigGes fisiolégicas, provavelmente proximas
as do processo de algumas destilarias brasileiras, praticamente toda a energia produzi-
da na dissimilagao do agticar é despendida como energia de manutencio da biomassa
(BOENDER et al., 2009). Sem sombra de dividas uma melhor compreensio do meta-
bolismo e da fisiologia da fermentagao nas condigées do processo industrial brasileiro
redundard em estratégias para uma melhor eficiéncia na producio de bioetanol.
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