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RESUMO

A Agéncia Internacional de Energia estima que o etanol proveniente da cana-de-acUcar reduz
em 89% a emissdo de gases de efeito estufa. O Brasil, mesmo ocupando o segundo lugar na
geracdo global de etanol, ainda precisa crescer nos proximos anos para atingir as metas de
descarbonizacdo propostas pela Politica Nacional de Biocombustiveis. Por mais que 0 processo
de producao esteja consolidado, sua eficiéncia e melhoria dependem do papel desempenhado
por diversos fatores, entre eles a fermentacdo. As cepas industriais sdo inoculadas no meio
devido suas boas caracteristicas fermentativas, entretanto, pode ocorrer a entrada ou
surgimento de microrganismos contaminantes, que sao chamados de leveduras selvagens. O
processo requer uma vasta gama de minerais para atingir o rendimento adequado por isso,
niveis adequados de macro e micronutrientes no meio permitem o bom funcionamento do
metabolismo celular, a manutencgéo da viabilidade fermentativa e impedem o desenvolvimento
das leveduras selvagens. Em vista disso, este estudo propde a analise dos efeitos dos nutrientes
minerais na fermentacdo dos agucares contidos no caldo de cana-de-agucar com cultura mista
de leveduras industriais e selvagem. As leveduras industriais da espécie Saccharomyces
cerevisiae BG-1, CAT-1, FT-858L e PE-2, e a levedura floculante selvagem isolada do
processo produtivo de uma usina de etanol do estado de Goias, chamada LFS, foram
identificadas conforme suas caracteristicas macromorfolédgicas no crescimento das colénias em
placas. Para garantir a reprodutibilidade experimental, o mosto sintético com 16% de agUcares
(m/v) foi usado, e sua caracterizacdo por cromatografia liquida de alta performance identificou
0s agucares residuais, glicerol, etanol e acido acético, usados como parametros fermentativos.
O teor mineral foi quantificado pela espectrometria de absorcdo atdmica. Os ensaios foram
conduzidos com 30% da levedura selvagem e 17,5% de cada levedura industrial, durante 72
horas, com 2,5 mL do mosto sintético, o indculo preparado a partir da raspagem das cepas
presentes nas placas de manutencdo e a solucdo mineral. A influéncia dos ions Ca, Fe, Cu, K,
P, N, S e Mg foi avaliada ao final da fermentacdo com base na dinamica populacional da
coldnia, no consumo de aglcares e na producdo de etanol. Os ensaios mostraram que
nitrogénio, magnésio, enxofre e cobre favorecem a fermentacdo, enquanto célcio, fésforo e
ferro sdo mais prejudiciais ao processo. Para avaliar a relagdo entre os minerais danosos fez-se
um delineamento de mistura simplex-lattice com 3 componentes e observou-se que o célcio
isoladamente € o elemento mais prejudicial ao meio. Outro delineamento de mistura do tipo
simplex-centroide foi realizado com os 4 elementos identificados como favoraveis em meios
suplementados com célcio e observou-se uma reducdo de 67% da contaminacao inicial gerada
pela interacdo entre N, Mg e S. Experimentos com mosto natural também foram realizados e
comprovaram a reducdo em 48% ocasionada pela suplementacéo de nitrogénio, magnésio e
enxofre. Assim, observa-se melhor eficiéncia fermentativa a partir da suplementacdo mineral
de nitrogénio, magnésio e enxofre, com reducdo dos niveis de contaminagdo e aumento do
rendimento de etanol, e sugere-se o a adicdo destes minerais em etapa industrial ou
prematuramente no cultivo da cana a partir do uso de fertilizantes.

Palavras Chaves: producéo de etanol, fermentacdo industrial, leveduras selvagens, nutrientes
minerais.



ABSTRACT

The International Energy Agency estimates that ethanol from sugar cane reduces the emission
of greenhouse gases by 89%. Brazil ranks second in world production of ethanol but still needs
to improve in the coming years to reach the decarbonization targets proposed by the National
Biofuel Policy. However, the process is consolidated the ethanol production improvement
depends on the role performed by several factors as fermentation. Industrial yeasts are
inoculated in the fermentation owing to their great fermentation characteristics but it may
happen the entrance or appearance of contaminating microorganisms which are called wild
yeasts. The process requires a wide range of minerals to reach adequate efficiency and a correct
range of macro and micronutrients in the fermentation may improve the functioning of cellular
metabolism and prevent the development of wild yeasts. This study aims to analyze the effects
of mineral nutrients on ethanol production from synthetic sugarcane juice and a mixed culture
of industrial and wild yeast. The industrial yeasts BG-1, CAT-1, FT-858L and PE-2 of the
species Saccharomyces cerevisiae were used and the wild yeast was isolated from an Alcohol
Power Plant in Goias and called LFS. The yeasts were identified according to their
macromorphological characteristics in the growth of colonies on plates. To assure the
experimental reproducibility the synthetic sugarcane juice was used with 16% of sugars (m/v).
The fermentation essays were evaluated by high performance liquid chromatography and
residual sugars, glycerol, ethanol and acetic acid quantified. Minerals were quantified by
atomic absorption spectrometry. The tests were carried out in the proportion of 30% of the wild
yeast and 17.5% of each industrial yeast for 72 hours at 30°C with 2.5 mL of the synthetic
sugarcane juice. The inoculum was prepared from the scraping of the yeast present in the sterile
plates and the solution mineral was added for the supplementation. The influence of Ca, Fe,
Cu, K, P, N, S and Mg ions was evaluated at the end of fermentation through colony population
dynamics, sugar residual and ethanol production. The tests showed that nitrogen, magnesium,
sulfur and copper favor fermentation while calcium, phosphorus and iron are more prejudicial
to the process. To evaluate the relationship between the prejudicial minerals was carried out a
simplex-lattice mixture design with 3 components and results showed that excess calcium is
prejudicial to ethanol production. Another simplex-centroid mixture design was carried out
with the 4 elements identified as favorable in synthetic sugarcane juice with calcium excess
and the contamination decreased by 67% with supplementation of nitrogen, magnesium and
sulfur. Tests in natural sugarcane juice showed that reduction of contaminating was by 48%
and confirmed that nitrogen, magnesium and sulfur are favorable to inhibit wild yeast growth.
In conclusion, the tests demonstrated that supplementation of nitrogen, magnesium and sulfur
reduces the contamination and increases ethanol production. As a suggestion, the addition of
fertilizers with these minerals during the cultivation of sugarcane or in start fermentation may
help to improve the industrial process.

Keywords: ethanol production, industrial fermentation, wild yeasts, mineral nutrients.
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1. INTRODUCAO

O destaque as politicas internacionais, como o Acordo de Paris, demonstra a preocupacao
global em assumir compromissos atuais e futuros com o clima e a preservacdo ambiental
(Aradjo etal., 2020). A iminente necessidade de reduzir os gases de efeito estufa e adotar fontes
de energias renovaveis coloca a producgéo brasileira de etanol como uma boa alternativa para
essas questdes (Fazzi et al, 2020).

Mesmo com o maior indice produtivo da histdria na safra 2019/20, a Politica Nacional de
Biocombustiveis estima que a producao brasileira de etanol ainda precisa crescer 82% até 2026
para atingir as metas de descarbonizacéo do programa RenovaBio (CONAB, 2020; Nova Cana,
2021). Um dos meios para aumentar a produtividade, sem expansao das areas de cultivo, é o
melhoramento do desempenho das células de levedura combinado com os fatores que
proporcionem maior sintese de etanol (Santos, 2017).

A producéo do etanol ocorre por meio da fermentacéo dos aglcares contidos no caldo de
cana-de-agUcar ou melago, e nas destilarias brasileiras € conduzido utilizando leveduras da
espécie Saccharomyces cerevisiae como microrganismos de cultura pura (Basso et al., 2011).
No entanto, o caldo natural ja possui microrganismos selvagens que interferem na fermentacao,
sendo de fundamental importancia analisa-los para evitar problemas tais como diminuicéo da
viabilidade celular, floculagcdo do fermento e queda no rendimento industrial (Amorim, Basso
e Lopes, 2009).

O crescimento da levedura estd intimamente relacionado ao meio fermentativo e
consequentemente a formacdo do produto (Amorim e Lopes, 2013). Dessa forma, além de
analisar o relacionamento das leveduras de cultura pura e selvagem, micro e macronutrientes
podem ser adicionados ao mosto para elevar a conversdo dos agucares a etanol (De Souza et
al., 2015).

Como a concentracdo de nutrientes minerais e diversos fatores como temperatura, pressao
osmotica, pH, nutrientes organicos, concentracdo celular e inibidores afetam a fermentacéo, a
compreensdo do papel dos ions metalicos torna-se dificil neste cenario tdo complexo (Ferreira,
2015).

Apesar de estudos na &rea ja revelarem a reducdo da viabilidade celular quando potassio,
calcio e aluminio estdo presentes no meio em quantidades excessivas, ainda nao se conhece
totalmente os efeitos destes e outros ions, e como a sua combinacdo afeta o processo
fermentativo (Schmidell et al, 2001).

Souza (2012) observou que meios enriquecidos com nitrogénio aumentaram o rendimento
do etanol, que o fosforo, quando em excesso, ndo gera diferencas significativas a fermentacéo,
e que o magnésio € o mineral que mais contribui com o metabolismo fermentativo da levedura.
Contrapondo, Ferreira (2015) observa que 0 magnésio inibe o crescimento celular e reduz a
producéo do etanol.



Assim também, quando Azenha, Vasconcelos e Moradas (2000) aumentaram a
concentragéo do cobre no meio de 11,43 mg.L™* para 43,2 mg.L™?, geraram o dobro de etanol e
observaram ainda uma reducdo da velocidade fermentativa. Isso mostra que além de analisar a
concentracdo 6tima para cada mineral também é preciso observar as consequéncias nos demais
fatores.

Diante da importancia do etanol no mercado brasileiro, € importante averiguar como 0s
nutrientes minerais afetam o rendimento final, bem como suas dosagens ideais, concentracfes
maximas e minimas, diante das linhagens puras e selvagens empregadas no processo.

A avaliagéo da suplementacdo mineral visa melhorar o rendimento fermentativo e evitar
prejuizos nas usinas de etanol considerando, principalmente, os grandes volumes de producao
atuais e futuros. Com todo o exposto acima, a abordagem do estudo sobre os efeitos da
suplementacao mineral no desempenho fermentativo de uma cultura mista de leveduras torna-
se justificavel.

Dessa forma, este trabalho teve por objetivo fermentar o mosto sintético, com
aproximadamente 16% de acgucares (m/v), com uma cultura mista de leveduras do género
Saccharomyces cerevisiae e suplementado com solu¢des minerais, e avaliar a producdo de
etanol e as condic¢des de contaminagdo no processo pela dominancia de linhagens selvagem.



2. OBJETIVOS

2.1.  Objetivo Geral

Avaliar a influéncia da concentracdo de nitrogénio, fosforo, potassio, célcio, magnésio,
enxofre, ferro e cobre nos parametros fermentativos na producédo de etanol e na dindmica
populacional das leveduras utilizadas no processo.

2.2. Objetivos Especificos

e Caracterizar as leveduras usadas na fermentacdo por meio das suas caracteristicas
macromorfolégicas;

e Determinar as concentracdes de nitrogénio, fosforo, potéssio, calcio, magnésio,
enxofre, ferro e cobre presentes no mosto natural e sintético utilizado no processo de producao
de etanol;

e Avaliar a suplementacdo de minerais no mosto sintético no que diz respeito a
concentracdo celular, consumo de agucares, producdo de etanol e acido acético;

e Verificar a dindmica populacional das leveduras industriais e selvagem nas
fermentacdes com e sem suplementacdo de minerais;

e Determinar quais minerais atuam de maneira benéfica ou prejudicial no processo de
producéo de etanol a partir da comparacéo entre os resultados encontrados nas fermentacoes
com e sem suplementacdo de minerais;

e Elaborar um delineamento de mistura com mosto sintético de cana-de-agucar para
monitorar a dindmica populacional e as concentraces de acucares, etanol, glicerol e acido
acetico nas fermentacbes com minerais que mais influenciam negativamente o processo de
producdo de etanol;

e Definir a partir do delineamento de mistura o cenario fermentativo menos favoravel ao
processo de producéo de etanol;

e Elaborar um delineamento de mistura com mosto sintético de cana-de-acUcar para
monitorar a dinamica populacional e as concentracfes de acUcares, etanol, glicerol e acido
acético nas fermentagdes com minerais que mais influem positivamente o processo de
producéo de etanol,

o Definir a partir do segundo delineamento de mistura o cenario fermentativo mais
favoravel ao processo de producdo de etanol;



e Avaliar os melhores resultados obtidos no segundo delineamento de mistura em
fermentacdes com mosto natural;

e Auvaliar e comparar 0s parametros cinéticos de eficiéncia fermentativa, produtividade,
fator de conversdo de substrato a células e fator de conversdo de substrato em produto, nas
diferentes fermentacdes realizadas.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1.  Producéo Brasileira de Etanol
3.1.1. Contexto Histérico e Econbmico

O cultivo da cana-de-agucar em grande parte do nordeste brasileiro fez do pais o principal
produtor e exportador de acucar durante os séculos XVI e XVII. A ampliacdo do mercado,
aumento da concorréncia, transi¢des politicas e transferéncia de cultivos estagnou a producéo
que sO viria a mudar apés a crise financeira de 1929 (Furtado, Scandiffio e Cortez, 2011,
Machado, 2018).

A criacdo do Instituto do Actcar e do Alcool (IAA) em 1933 e o surgimento da primeira
usina brasileira de etanol direcionou a economia da agroinddstria agucareira na tentativa de
contornar a queda nas exportacGes do acUcar. Para estimular o mercado, uma das medidas
adotadas na época foi a mistura do etanol & gasolina para potencializar o combustivel.
Entretanto, a politica mostrou-se insuficiente com a deflagracdo da Segunda Guerra Mundial
que evidenciou a dependéncia nacional por petroleo e seus derivados (Furtado, Scandiffio e
Cortez, 2011; Gimenez et al, 2018).

Moraes e Bacchi (2015) afirmam que mesmo diante da sinalizagcdo da necessidade de
desenvolvimento de um combustivel nacional alternativo ao petrdleo importado, o término do
conflito e consequente normalizacdo dos precos internacionais, oportunizou o mercado
mundial de agUcar e estagnou, novamente, o setor sucroalcooleiro. Somente na década de 1970,
com a abrupta alteracdo na economia brasileira por efeito, mais uma vez, da dependéncia de
importacdo do petrdleo, é que surgem politicas voltadas para a substituicdo do combustivel
fossil na frota de automoveis, como a criagdo do Programa Nacional do Alcool (ProAlcool).

Paulillo et al. (2007) destacam que a auséncia de planejamento neste periodo entre 0s anos
70 e 80, ocasionado pelo desenvolvimento setorial baseado na lucratividade e concessdo de
subsidios, contribuiram para a falta de tecnologia e progresso técnico observada nos anos
seguintes.

Segundo Furtado, Scandiffio e Cortez (2011), a producdo sob demanda negligenciou as
deficiéncias do programa, de modo que a expansdo do setor para garantir maior capacidade
produtiva, permanecesse atrelada a expansao das areas de cultivos e a criagdo de novas usinas.
Desse modo, surgem industrias de etanol principalmente em Goias e Mato Grosso do Sul, tanto
para suprir a producdo e demanda doméstica, como pelas oportunidades de investimento,
incentivos fiscais e condigdes endocliméaticas favoraveis a cana-de-acucar (Granco et al.,
2017).

O desenvolvimento tecnoldgico do setor inicia-se apenas em 1981/82, com foco em
pesquisas voltadas para maior eficiéncia na conversao de sacarose a etanol e com a jungéo das
destilarias as usinas de aclcar, o que culminou em um aumento no quantitativo da cana-de-



acucar processada de 10% para 70%, e na adocdo de uma série de padronizacdes nas operacdes
(Shikida, De Moraes e Alves, 2004; Paulillo et al., 2007; Gimenez et al., 2018).

Leal (2010 apud Gimenez et al., 2018), destaca que o avanco cientifico possibilitou uma
diminuicdo consideravel do tempo de fermentacdo de 14h para 8h e um incremento de 5% no
rendimento fermentativo. Além disto, a desregulamentacdo da agroindustria canavieira na
década de 1990 contribuiu para ampliar os investimentos privados em pesquisa e a
competitividade do alcool brasileiro (Paulillo et al., 2007).

A maior ascensao da industria sucroalcooleira ocorre na primeira década do século XXI,
conforme observado na Figura 1.

Figura 1 - Evolucdo do cultivo de cana-de-agucar e da produgdo total de etanol entre as safras
2000/2001 e 2020/2021.

40.000 800.000

35.000 700.000
g 30.000 600.000
& 25.000 500.000
% 20.000 400.000
‘2 15.000 300.000
S 10.000 200.000

5.000 100.000

0 0

NG O F O OCA D@D D B DD NS0 A DO DN
PP LR D LR DA A A D A 1D QS S A S SV

LR A GO LAV A ORALv oORpLaCLatye
,LQ ,»Q (\/Q %Q %Q %Q %Q ,\,Q ,\,Q %Q %Q %Q %Q %Q %Q %Q ,\)Q ,\/Q %Q %Q %Q

# Etanol Total

Cana de Agtcar

Fonte: Adaptado de UNICA, 2022.

A retracdo de crescimento, observada na Figura 1, a partir da safra 2008/2009, é descrita
por Milanez et al. (2012) como o resultado de grandes investimentos em usinas e canaviais,
baseado nas perspectivas de consolidagdo do mercado internacional de etanol, que ndo se
concretizaram.

Moraes e Bacchi (2015), ao avaliarem o mercado brasileiro de etanol neste periodo,
elencaram os motivos financeiros, agronémicos e de mercado que desencadearam a ampliacao
do setor. Dentre os motivos destacam-se o salto de vendas de automoveis flex a partir de 2003,
0 aumento da demanda interna por etanol, o maior consumo do biocombustivel frente a
gasolina e a euforia com o possivel aumento no volume de exportacao (Gilio e Castro, 2017).

A crise econdmica global de 2008 refutou as projecGes otimistas do setor e causou 0
endividamento de varias unidades produtivas. Além disso, a politica nacional de controle dos
precos da gasolina, que estabeleceu um teto de custo para o etanol e reduziu as margens de
lucro, restringiram os investimentos ao setor e o colocou em severas dificuldades financeiras
(Gilio e De Moraes, 2016).

Toneladas



Em 2015, com o fim da politica de manutencdo do preco da gasolina e a elevacdo do
percentual de mistura do etanol anidro a gasolina de 25% para 27%, o mercado interno se
animou novamente. O aumento do consumo nacional ao longo dos anos fez com que a producao
de etanol atingisse a maior marca da histéria na safra 2019/2020 com 36,5 milhdes de m3
(Vidal, 2019, 2021; UNICA, 2022).

A pandemia de Covid-19 enfraqueceu outra vez o setor de combustiveis, com a queda da
cotacdo internacional de petréleo e sucessivos cortes no preco nacional da gasolina. Como
consequéncia, houve reducdo no volume de vendas conforme observado na Figura 2 (Almeida
e Do Nascimento, 2021).

Figura 2 - Venda de etanol hidratado e de gasolina C em milhdes de m® de 2017 a 2021*.
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Fonte: Adaptado de Vidal, 2021.

* O etanol hidratado é o combustivel disponibilizado para o abastecimento de veiculos e pode ser usado junto da
gasolina, em qualquer proporcéo, nos chamados veiculos flex; a gasolina C refere-se a mistura de 27% de etanol
anidro a gasolina, conforme determinado pela legisla¢éo brasileira.

Mesmo com a retomada econémica acompanhada por uma forte alta no pre¢o da gasolina,
o0 etanol manteve a baixa competividade com um fechamento em 2021 menor que em 2020. O
aumento do dolar favoreceu o mercado de agucar, elevou o percentual de cana destinada ao
produto e reduziu a oferta interna do combustivel. A tendencia redutiva também é esperada
para a safra 2021/2022 assim como a retragdo do crescimento brasileiro no mercado global de
biocombustiveis (Vidal, 2021).

As oscilagdes ao longo dos anos refletem a fragilidade do mercado de etanol. O sistema
de usinas acopladas as destilarias, que alterna a producdo de agucar e etanol de acordo com as
oportunidades, é o que viabiliza o setor mesmo diante de crises econdmicas e mercados em
recuperacgéo (Furtado, Scandiffio e Cortez, 2011).



3.1.2. Perspectivas e Desafios

As unidades sucroalcooleiras ndo demonstram uniformidade, de modo que a producéo
brasileira, em suas especificidades gerenciais, apresenta resultados muito distintos. Mesmo
com base institucional, capacidade instalada, conhecimento técnico e processo produtivo
reconhecidos internacionalmente, a dificuldade em melhorar a eficiéncia produtiva coloca a
producdo brasileira diante de grandes obstaculos (Pereira e Silveira, 2016; Vidal, 2019; Cooper,
2021).

Historicamente, a regido Centro Sul apresenta maior produtividade agricola e industrial,
menores custos devido a proximidade com o mercado consumidor e processos relativamente
mecanizados. As destilarias da regido Norte/Nordeste usam tecnologias de médo de obra
intensiva, sdo mais propensas a exportacdo e encontram dificuldade de se adaptar as imposi¢cdes
de desregulamentacdo do setor. As diferencas geogréaficas resultam em interacdes complexas
entre colheita, praticas de pesquisa e desenvolvimento, e colaboracdo publico privada (Paulillo
et al., 2007; Compean e Polenske, 2011).

Estudos como de Milanez et al. (2012) e Pereira e Silveira (2016) sugerem que a
dependéncia da expansdo de fronteiras agricolas € um dos principais gargalos do setor,
acompanhado pela falta de investimentos voltados a novos processos tecnologicos. O cenario
é reforcado por Vidal (2021) e Guo, Song e Buhain (2015) que destacam queda na
produtividade em virtude da escassez de chuva e a competicdo com o setor alimenticio e
pecuario por areas de cultivo.

Além das condicdes climaticas, De Oliveira et al. (2018) destacam ainda as incertezas
relacionadas aos precgos internacionais do acgucar e as instabilidades politicas, exemplificadas
pela limitacdo do prego do etanol ao equivalente energético de 70% do 6leo diesel. As politicas
de mistura de etanol a gasolina adotada por varios paises sdo baseadas no volume requerido ou
no contelido energético. Esta medida ndo direciona investimentos e ndo focam no potencial de
descarbonizacao do biocombustivel brasileiro (Ebadian et al., 2020).

A Organizacéo para a Cooperacéo e Desenvolvimento Econdmico - OECD (2021) projeta
o crescimento do mercado brasileiro de etanol com base na Politica Nacional de
Biocombustiveis (RenovaBio) instituida em 2017. O acordo visa reduzir em 43% as emissdes
de gases do efeito estufa, aumentar a producao de biocombustiveis no pais segundo os padrdes
sustentaveis e reduzir a dependéncia por combustiveis fosseis até 2030 (Vidal, 2019).

Nos Estados Unidos, o etanol & majoritariamente produzido a partir do milho. Ainda que
0 produto proveniente da cana-de-agucar seja sustentavel ambientalmente e com custo médio
50% a 60% menor, os subsidios fornecidos especialmente aos EUA contribuem para manté-lo
na lideranca da producao conforme disposto na Figura 3 (Manochio et al., 2017).



Figura 3 - Producdo mundial do etanol combustivel dividido por regido.
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A producéo de etanol brasileira corresponde a 30% do global e a parcela de energia que
entra no setor de transporte brasileiro por meio de biocombustiveis € superior a 10% - maior
percentual do mundo. Ainda assim, a producdo brasileira de etanol é insuficiente para abastecer
a demanda interna e o pais precisa importar etanol norte americano (Vidal, 2019; OECD e
NATIONS, 2021).

Ao longo dos anos, significativos ganhos foram alcancados por meio de pequenas
mudancas na conducdo da operacao, limitado investimento cientifico e nenhuma inovacédo
radical no processo (Furtado, Scandiffio e Cortez, 2011). Tratamentos mais simples como em
Rivera et al. (2017), Caspeta et al. (2019) e Pattanakittivorakul et al. (2019) sugerem aumento
no rendimento fermentativo. Propostas mais robustas como de Gimenez et al. (2018) e Paz,
Garnica e Curbelo (2019) sugerem investimentos na producdo do etanol celul6sico, a criacdo
de biorrefinarias e o redimensionamento do sistema de resfriamento empregado na producao
de etanol para aumentar a produtividade do combustivel.

O foco na produtividade é o fator mais importante para garantir a sustentabilidade e
viabilidade da producédo brasileira de etanol. As perspectivas para o setor de bioenergia e
biocombustiveis apontam que etanol e diesel serdo os combustiveis dominantes para abastecer
carros e veiculos pesados até 2050 (Guo, Song e Buhain, 2015; Moraes e Bacchi, 2015).

A constancia na matriz energética mundial gera expectativas otimistas para produgéo e
consumo de etanol no Brasil, e possibilidades de estruturagéo e fortalecimento do setor a nivel
global (Schutz, Massuquetti e Alves, 2013).



3.2.  Processo Produtivo de Etanol

O etanol pode ser obtido pela destilacdo de materiais com baixo significado econémico
que contenham alcool em sua composi¢do, como determinadas castas de bebidas alcodlicas,
pela sintese empregando hidrocarbonetos alifaticos ndo saturados, como acetileno e etileno,
que sdo subprodutos do petroleo, ou ainda pela fermentagdo de biomassa vegetal sendo
chamado de bioetanol (Lima, 2019).

Para que a producdo seja vidvel econbmica, operacional e tecnologicamente, €
fundamental que haja um sistema industrial apropriado e eficiente, bem como disponibilidade
de matéria prima, boa produtividade e duracdo razoavel (Goes-Favoni et al., 2018).

A via fermentativa é predominante no processo produtivo brasileiro, tanto pela capacidade
diante do histérico de incentivo a producéo de etanol como forma de reaproveitamento da cana-
de-acUcar frente as crises no setor agucareiro, quanto pela disponibilidade territorial para o
plantio e condi¢Bes edafoclimaticas favordveis ao desenvolvimento de diversas culturas
(Sanchez e Cardona, 2008; Kohlhepp, 2010).

Lima (2019) destaca que cana-de-agUcar, milho, batata, sorgo e beterraba podem ser
usados como matéria prima na fermentacdo. A cana-de-acUcar produz maior volume de etanol
e utiliza de processos biotecnoldgicos mais simples e de maior controle em comparacéo a batata
e beterraba. Além disso, a producgdo de etanol a partir da cana-de-agUcar reduz a emissdo de
dioxido de carbono e tem custos até 72% menor que o etanol de milho (Zanardi e Junior, 2016;
Cardoso et al., 2020).

Dada a importancia da cana-de-agucar ao mercado brasileiro, o pais é lider global na
producdo de etanol a partir desta matéria prima, com a a¢do de microrganismos sobre 0s
acucares fermentaveis presente no caldo extraido da biomassa, e em processos que podem ser
continuos ou bateladas alimentadas (Abreu-Cavalheiro e Monteiro, 2013).

A suscetibilidade as contaminac¢es microbianas e mutagdes genéticas de leveduras, assim
como o alto custo de implantagdo, inviabilizam a producéo continua e a tornam pouco usual
nas destilarias brasileiras (Lopes et al., 2016a). Ainda assim, Brex6 e Sant’ana (2017) ressaltam
que 0 processo continuo sera uma evolugdo natural do processo descontinuo, com alimentacao
constante do sistema seguida pela manutengéo do volume de reacéo.

A fermentacdo descontinua, conhecida como batelada alimentada, € empregada em 83%
das usinas de etanol do Brasil em virtude da flexibilidade do processo, do maior controle para
favorecer a via metabolica de interesse e da adequacéo as taxas de alimentagdo com o propdsito
de abastecer o biorreator, local onde ocorre a fermentacéo, com caldo de cana, microrganismos
e 0s suplementos e substratos necessarios ao meio (Lopes et al., 2016a; Brexo e Sant’ana, 2017;
Lima, 2019).

O fluxograma simplificado apresentado na Figura 4 denota o sistema industrial para
beneficiamento da cana-de-agucar, suprimindo o processo de fabricacao de agucar e a geracao
de vapor e eletricidade, e salientando o processamento do etanol.
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Figura 4 - Esquema simplificado do processo de producao de etanol a partir da cana-de-acUcar.
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Fonte: Adaptado de Cruz (2015).

O processo de producdo do etanol inicia-se com a colheita da cana e destinagdo para
preparo na industria dispondo-a em esteiras para limpeza e retirada de impurezas (Zanardi e
Junior, 2016; Manochio et al, 2017). Segundo Brex6 ¢ Sant’ana (2017), a limpeza com agua
ocasiona perdas de agucares fermentaveis e favorece a contaminacdo microbiana do caldo de
cana, sendo a limpeza a seco preferivel e profusamente adotada.

Apoés a limpeza a cana segue para O preparo para a moagem onde € processada em
equipamentos como picador e desfibrador, sendo enviada para extracdo do caldo em um
conjunto de varias moendas. O bagaco resultante passa ainda por sistema convencional de
embebicdo com &gua para recuperar 0 maximo de sacarose da matéria prima antes de ser
destinado as caldeiras para gerar calor, eletricidade e contribuir para que as usinas
sucroalcooleiras sejam autossuficientes em energia (Zanardi e Junior, 2016; Manochio et al.,
2017).

O caldo extraido é peneirado para eliminar as particulas solidas e insolGveis. A pasta
formada pelas impurezas, chamada de bagacilhos, regressa a moagem e o caldo segue para
tratamentos quimicos (Zanardi e Junior, 2016; Manochio et al., 2017).

Dentre os tratamentos quimicos empregados, Rossetto et al. (2004) apontam que a
calagem evita a degradacdo da sacarose, corrige a acidez, neutraliza os efeitos toxicos de
elementos como aluminio e manganés, fornece bases de célcio e magnésio, aumenta a
disponibilidade de alguns nutrientes e viabiliza a acdo microbiana no meio. Goes-Favoni et al.
(2018) e Gutierrez (1988) destacam ainda a sulfitacdo para reduzir a formacao de alcoois
superiores como isobutilico e n-propilico, devido a agdo antimicrobiana para bactérias e
leveduras contaminantes, e para geragdo de SO> como forma de inibir o escurecimento do
acucar em unidades integradas.
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Manochio et al. (2017) salienta que um dos objetivos da calagem € corrigir o pH e manté-
lo ente 5,6 e 5,8 para minimizar a acao corrosiva nos equipamentos e tubulac@es, bem como
para assegurar a minima perda de nutrientes no suco.

O tratamento térmico também é realizado para concentrar os solidos sollveis, catalisar a
floculacéo e sedimentacéo das impurezas, realizar a esterilizac&o do caldo e efetivamente inibir
microrganismos contaminantes (Oliva-Neto et al, 2013; Manochio et al., 2017; G6es-Favoni et
al., 2018).

Ainda que a fermentacdo possa ocorrer com o caldo bruto, é comum clarifica-lo por meio
da decantacdo para separar gomas, coloides e materiais nitrogenados com minima perda de
nutrientes essenciais. O caldo clarificado € aquecido para concentrar os solidos sollveis em
torno de 20° Brix para aumentar o teor de agUcares totais e possibilitar uma fermentacdo com
menos espuma e sujeiras (Oliva-Neto et al., 2013; Manochio et al., 2017; Lima, 2019).

O caldo clarificado é resfriado em trocadores de calor e tem sua concentracao de agucares
corrigida para compor o mosto. O meio fermentavel é constituido pelo caldo de cana
clarificado, agua e melaco, um subproduto obtido na producdo de acucar e utilizado em
unidades produtoras de agucar e etanol (Gées-Favoni et al., 2018).

Como os agUcares fermentaveis sdo metabolizados pelas células de leveduras adicionadas
nas cubas de fermentacao, a concentracdo de agUcares totais € ajustada entre 16 e 23° Brix para
assegurar a produtividade do processo (Brex6 e Sant’ana, 2017; Manochio et al, 2017).

A fermentagdo ocorre de 6 a 11 horas e em temperaturas que variam de 32 a 35°C. Durante
0 processo, ocorre a hidrélise da sacarose a etanol pela levedura, e o caldo, chamado de vinho
fermentado, concentra de 8 a 12% de alcool. As equacgbes 1 e 2, simplificadas de Gay Lussac,
demonstram as reacgdes envolvidas durante a formagédo do etanol (Manochio et al, 2017):

C12H22011 + H20 — 2CsH1206 (inversao de sacarose) (1)
CeH1206 — 2C2Hs0H + 2C0O2  (2)

Quando o sistema € alimentado de uma sé vez, 0s agUcares em contato com 0 meio
fermentavel comecam a se desdobrar pela agdo das leveduras em trés fases distintas: a fase
preliminar caracterizada pela multiplicacdo de células, a fase tumultuosa com intenso
desprendimento de gas carbonico, formacdo de espuma e aumento da temperatura, e a fase
complementar que marca o fim do processo a partir da reducdo da liberacdo de gas carbbnico
e dos acUcares consumiveis. Em bateladas alimentadas, a fase preliminar é praticamente
inexistente e a fermentacgéo inicia-se de imediato (Lima, 2019)

Em um processo de fermentacdo chamado de Melle-Boinot, o vinho fermentado é
destinado a centrifugacdo para separar o vinho produzido do creme de leveduras. As
fermentacdes Melle-Boinot reutilizam e reaproveitam os microrganismos fermentadores a
partir da circulacdo de altas concentracdes celulares (Lopes et al., 2016a; Brex6 ¢ Sant’ana,
2017; Neitzel et al., 2020).
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Neitzel et al. (2020) indicam que a alta concentracao de células no inicio da fermentacao
é uma das melhores técnicas de otimizacao a nivel industrial por diminuir o tempo do processo
e 0s custos associados a preparacdo do indculo, e aumentar a produtividade e a eficiéncia geral
da producéo. De acordo com Basso et al. (2008), cerca de 90% dos microrganismos inoculados
séo reutilizados nas fermentacdes seguintes e intensamente recicladas no decorrer da operacao.

No tratamento acido, as leveduras sdo lavadas com acido sulfurico diluido, o pH ajustado
entre 2 e 2,5 para que 0s microrganismos indesejados e contaminantes sejam eliminados, e
recondicionadas as cubas de fermentacdo (Basso et al., 2008).

Apos a centrifugacdo o vinho separado do creme de leveduras possui entre 7 e 10% em
volume de etanol e outros componentes como glicerol, &cidos organicos, gases e agucares ndo
fermentaveis. Assim, o vinho delevedurado é destinado a destilacdo para que o alcool seja
concentrado e separado (Machado e Abreu, 2006; Brex6 e Sant’ana, 2017).

Depois da destilacdo, o vinho é decomposto em dois fluxos: a vinhaca que € destinada a
campos de cultivo para uso como fertilizantes, e a fleuma que segue para o processo de
retificacdo onde o alcool é separado de impurezas como alcoois superiores e ésteres,
concentrado e resfriado para resultar no etanol hidratado com 93° INPM usado, por exemplo,
como combustivel veicular (Zanardi e Junior, 2016; Manochio et al, 2017; Lima, 2019).

Parte do etanol hidratado segue para o processo de desidratacédo, sendo inserido na unidade
desidratadora para a méxima separacdo de etanol e agua, e formacdo do etanol anidro,
comercializado como matéria prima e misturado a gasolina (Zanardi e Junior, 2016).

3.2.1. Fermentacao Alcoolica
3.2.1.1.  Microrganismo Fermentadores

As leveduras sdo agentes biologicamente ativos responsaveis pela fermentacao alcodlica
e, consequentemente, pela producdo de etanol. Estes microrganismos possuem didmetro
variando entre 1 e 5 um, comprimento de 5 a 30 um, e podem se reproduzir por meio de fisséo
ou brotamento multilateral, ou ainda na forma sexuada por meio de ascosporos (Borzani et al.,
2001; Brex6 e Sant’ana, 2017; Almeida e Do Nascimento, 2021).

As leveduras sdo encontradas em diversos meios naturais, caracterizadas por células
ovoides, elipticas ou arredondadas, unicelulares, de parede celular rigida, com as mesmas
organelas eucaridticas encontradas em outras células superiores e fomentadas pelas suas
condicdes de existéncia e sobrevivéncia latentes como temperatura 6tima de crescimento de
20° a 30°C, pH entre 3,2 e 6,0 e alta tolerancia osmética (Brexo e Sant’ana, 2017).

Diante do seu papel intrinsecamente ligado ao resultado da operacdo, conhecer as espécies
de leveduras que conduzem a fermentacédo alcodlica em nivel citoplasmético e essencial para
potencializar o rendimento do produto (Frota, 2008; Goes-Favoni et al., 2018).
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3.2.1.1.1. Saccharomyces cerevisiae

A levedura do género Saccharomyces cerevisiae € um organismo eucariota historicamente
usado para fabricacdo de pées, aditivos alimentares ou proteinas heter6logas, e
predominantemente utilizadas em fermentagdes alcoolicas. As cepas S. cerevisiae possuem alta
capacidade adaptativa para processos em larga escala, flexibilidade no melhoramento genético,
rapido crescimento e efetiva capacidade na geracdo de etanol (Andrietta et al., 2007; Badotti et
al., 2008).

Parapouli et al. (2020) destaca que a aplicacdo industrial da espécie também € viabilizada
pela caracteristica chamada “make-accumulate-consume”. Esta caracteristica induz a producao
e acumulo de etanol sem inibir ou intoxicar a espécie microbiana. Badotti et al. (2008) reforca
que a linhagem demonstra alta habilidade de fermentar acUcares, baixa formacdo de
subprodutos e alto rendimento de biomassa.

As leveduras Saccharomyces sdo definidas como aerébicas facultativas e podem se
adaptar, metabolicamente, a condicbes de aerobiose e anaerobiose. Entretanto, 0s
microrganismos sofrem perturbacdes de natureza ambiental durante a fermentacdo com forte
interferéncia de altas temperaturas e contaminagdes, desequilibrio pela deficiéncia de
nutrientes, e estresses do metabolismo celular como acumulo de etanol superior a 15%, assim
como de &cido acético e acido lactico (Bai, Anderson e Moo-Young, 2008; Lima, 2019).

Como forma de contornar adversidades inerentes ao meio fermentativo, a temperatura é
monitorada durante todo o processo, a concentracdo de etanol regulada pela adi¢do de
nutrientes protetores, e o estresse osmatico, potencializado pela producéo de glicerol, evitado
pela sacarificacdo e fermentacdes simultaneas (Parapouli et al., 2020).

Desse modo, grande parte das destilarias brasileiras utilizam leveduras Saccharomyces
cerevisiae, previamente isoladas do processo produtivo de diversas usinas, caracterizadas por
técnicas de cariotipagem e de comprovada eficiéncia operacional pela avaliacdo e reinsercéo
em fermentacOes. Cada cepa foi identificada com as iniciais das unidades onde foram
inicialmente encontradas tais quais BG-1 (Usina de Barra Grande), CR-1 (Usina Cresciumal),
CAT-1 (Usina de Catanduva) e PE-2 (Usina da Pedra) (Gées-Favoni et al, 2018).

Linhagens como PE-2, CAT-1, FT-858L, BG-1 e AS-1 destacam-se industrialmente pelas
caracteristicas de dominancia e persisténcia nas fermentacfes com reciclo de células ao longo
da safra de cana-de-agucar e pela combinacdo favoravel entre baixa formacao de glicerol,
tolerancia as condicdes estressantes, pouca producdo de espumas e elevado rendimento
(Amorim e Lopes, 2013).

3.2.2. Processo Bioquimico

O processo bioquimico das leveduras inicia-se com a clivagem da sacarose e, por meio de
uma sequéncia de reacdes na glicélise, forma-se o acido piravico. Na presenca de oxigénio o
acucar é convertido em biomassa, didéxido de carbono e dgua no chamado Ciclo de Kreb
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enquanto, na auséncia de oxigénio, produz etanol e didoxido de carbono (Brexd e Sant’ana,
2017).

O etanol e demais subprodutos sdo obtidos em uma série de reacBes ordenadas e
sequenciadas e respectivamente catalisada por enzimas especificas conforme demonstrado na
Figura 5.

Figura 5 - Sintese do etanol na célula de levedura.
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Fonte: Adaptado de Rodrigues et al. (2018).

No inicio da fermentacdo alcodlica, as leveduras produzem a enzima invertase,
responsavel por hidrolisar a sacarose, agucar predominante no caldo de cana, nas hexoses D-
glicose e D-frutose, de mesma foérmula molecular CeH1206 € diferente formula estrutural.
(Lopes, Gabriel e Borges, 2017; Almeida e Do Nascimento, 2021).

A glicose é convertida em glicose-6-fosfato pela enzima fosfoglicomutase, que requer ions
manganés, cobalto e magnésio para sua agdo, e isomerizada em frutose-6-fosfato pela enzima
fosfohexoseisomerase. A depender da rota metabolica, a formacao destas duas fosfohexoses
decorre da transferéncia de fosfato da molécula de adenosina trifosfato (ATP) para a molécula
de glicose ou frutose, catalisada pela enzima hexoquinase em presenca de ions magnésio
(Borzani et al., 2001).

A frutose-6-fosfato sofre fosforilacao até a conversdo em frutose-1,6-difosfato na presenca
de moléculas de ATP e ions magnésio em uma reagdo fomentada pela enzima
fosfofrutoquinase. Pela acdo da aldose, essa molécula é separada em diidroxiacetona-fosfato e
em gliceraldeido-3-fosfato que, apds a oxidacdo forma o &cido 1,3-difosfoglicérico (Borzani et
al., 2001; Bai, Anderson e MOO-YOUNG, 2008; Madigan et al., 2016; Santos, 2021).
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O é&cido sofre a fosforilacdo para a formacdo do 3-fosfoglicérico, posterior conversao para
2- fosfoenolpiravico e formacao do enolpiruvato a partir da enzima enolase que € inibida por
fons fluoreto e fosfato, e que exige ions magnésio para formar um complexo com a enzima
antes da uniéo com o substrato (Borzani et al., 2001).

As duas moléculas de é&cido pirtvico, formadas a partir do enolpiruvato, sofrem
descarboxilacdo a acetaldeido. Em seguida, o acetaldeido é reduzido por moléculas de NADH
para formar o etanol (Madigan et al., 2016; Tortora, Case e Funke, 2016).

Durante as multiplas reagdes enzimaticas, a energia produzida e consumida na forma de
ATP é liberada em moléculas de ADP (adenosina difosfato) e empregada nas funcGes
fisiologicas, no crescimento e na reproducdo do microrganismo (Madigan et al., 2016; Gées-
Favoni et al., 2018).

Segundo Lima (2019), cerca de 5% do acucar metabolizado pelas leveduras séo
consumidos para a geracdo de produtos secundarios da fermentacdo, resultando em um
rendimento tedrico maximo de 95%. Conforme estabelecido por Gay-Lussac, o fator
estequiométrico na equacdo 2 estabelece que cada grama de glicose convertida gera 0,511
gramas de etanol, sendo que frequentemente observa-se um rendimento da ordem de 90% deste
valor (Schmidell et al., 2001).

Os acucares consumidos em reacOes paralelas formam subprodutos como &cidos
organicos, alcoois superiores e glicerol, devido ao estresse osmotico causado por altas
concentracOes de aclcares ou pelo desbalanceamento de sais minerais no mosto. Estas rotas
metabdlicas alternativas sdo importantes para adaptacao e sobrevivéncia dos microrganismos,
bem como para o desenvolvimento do processo a partir das alteracdes decorrentes de diversas
interagcdes (Goes-Favoni et al., 2018; Lima, 2019).

3.2.3. Interagdes Microbianas

Consércios microbianos complexos toleram mais variagdes no ambiente, impulsionam a
diversificacao das culturas iniciais e propiciam conhecimento sobre comunidades de micrdbios
fermentadores e seus correspondentes metabolismos (Smid e Lacroix, 2013).

As leveduras podem ser eleitas pela selecdo natural, com linhagens dominantes das
interacBes ecoldgicas suportando as condigdes fisico-quimicas do meio, sobrevivendo e
conduzindo o processo principalmente pela capacidade de alterar suas caracteristicas genéticas,
organizar cromossomos e induzir o processo fermentativo (Brexo e Sant’ana, 2017).

Os microrganismos selecionados sé&o chamados de linhagens ou leveduras industriais, e
relnem caracteristicas de persisténcia e dominancia nas fermentacfes, como elevado
rendimento fermentativo e tempo razoavel de producdo (Amorim e Lopes, 2013).

Ainda assim, a competicdo por nutrientes e fatores de crescimento no meio é uma das
causas determinantes ao sucesso das leveduras que, em antagonismo, geram subprodutos
metabdlicos, alteram o ambiente e estimulam a competicédo entre as linhagens que garantem o
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dominio e sobrevivéncia de um microrganismo frente a outros (Rosa, 2006; Smid e Lacroix,
2013).

A adicdo intencional de microrganismos contaminantes também pode ser empregada para
delinear leveduras com maior resisténcia a fatores como acidez, temperatura, pressdo osmética,
concentracdo de etanol, menor sintese de glicerol e maior producdo de biomassa. As leveduras
personalizadas se distinguem das selecionadas pela especificidade, submetendo-se as
particularidades de um determinado processo industrial, e direcionadas quanto a matéria-prima,
caracteristicas do mosto, tratamentos do meio e equipamentos usados (Amorim e Lopes, 2013;
Brex6 e Sant’ana, 2017).

InteracOes vantajosas podem ser alcangadas como nos estudos de Waite e Shou (2014) que
projetaram uma comunidade microbiana sintética para criar um sistema cooperativo de dois
parceiros baseado na levedura Saccharomyces cerevisiae. Karagoz e Ozkan (2014) mostraram
que o desempenho de co-cultura de S. stipitis e S. cerevisiae, em sistemas continuos e
descontinuos, é superior quando comparado ao uso de culturas puras de S. cerevisiae.

A aplicacdo de interagcbes mutuas e ramificada em sistemas de co-cultura e cultura mista
acontecem pela troca de metabdlitos e sinais moleculares. Cada célula de levedura responde,
individualmente, pela presenca de outras e pela divisdo de trabalho, visando potencializar a
producéo global pela combinacgéo de cepas (Smid e Lacroix, 2013).

Segundo Bader et al. (2010) a co-cultura corresponde a inoculacdo anaerdbica de
diferentes cepas microbianas especificadas sob condi¢bes assépticas, enquanto a cultura mista
refere-se a incubacdo de diferentes microrganismos, por vezes ndo especificados, e em
condigdes septicas.

Estudos demonstraram o potencial de co-culturas na producdo de etanol, fornecendo
menores custos e tempo de fermentacdo (Chen, 2011), aumento da produtividade (Unrean e
Khajeeram, 2015) e maiores taxas de fermentacdo (Wang et al., 2019).

Outros estudos mostraram que as estratégias de fermentacdo utilizando cultura mistas
potencializa o rendimento fermentativo quando comparado as fermentacGes com monoculturas
como em Szambelan, Nowak e Czarnecki (2004) e Guo, Zhou e Xiao (2010).

3.2.3.1.  Leveduras Selvagens

Geralmente, cepas sem as caracteristicas desejadas ao processo fermentativo sdo
eliminadas ou substituidas pelas linhagens mais resistentes e adaptadas. Contudo, a natureza
séptica em cultura mista incita o surgimento de microrganismos contaminantes que
predominem sobre as leveduras selecionadas e que sdo chamadas de leveduras selvagens
(Brexo6 e Sant’ana, 2017).

As leveduras selvagens apresentam alta capacidade de floculagdo, formam espumas em
excesso, produzem gomas, consomem menos acgucares e podem sintetizar toxinas que inibem
as leveduras industriais. Os microrganismos indesejados também reduzem o rendimento
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fermentativo e a produtividade do etanol, e sdo mais resistentes a altas concentracdes de etanol,
temperatura e acidez (Basso et al., 2008; Amorim e Lopes, 2013; Costa et al., 2015).

Cerca de 91% das cepas selvagens Saccharomyces cerevisiae ou ndo Saccharomyces
causam sérios problemas a fermentacdo, com crescimento invasivo e predominante,
desenvolvimento de subprodutos e qualidade de etanol organolepticamente inaceitavel
(Muthaiyan, Limayem e Ricke, 2011; Brexo6 e Sant’ana, 2017; LNF, 2022).

Basso et al. (2008) destacam que leveduras industriais do género Saccharomyces
cerevisiae ainda nao sdo competitivas frente as leveduras selvagens em grande parte das usinas
brasileiras de etanol. Reis et al. (2018), avaliando os efeitos de diferentes microrganismos na
producdo de etanol, observou que a contaminacgdo por leveduras selvagens é mais prejudicial
gue a contaminacao bacteriana.

As fermentagdes continuas sdo mais suscetiveis ao desenvolvimento das leveduras
selvagens pela prolongada duracdo da operacdo. Ainda que fermentacfes descontinuas
imperem na produgdo brasileira, a entrada de microrganismos indesejaveis € inerente ao
processo e significativas perdas econdmicas sdo observadas com contaminagfes que podem
reduzir o rendimento de bioetanol em até 30% (Abbott e Ingledew, 2005, Muthaiyan, Limayem
e Ricke, 2011; Brex6 e Sant’ana, 2017).

A maioria das leveduras contaminantes sdo ndo Saccharomyces, com identificacéo e
classificacdo em outros géneros como Brettanomyces, Candida, Debaryomyces,
Hanseniaspora, Hansenula, Kloeckera, Pichia, Rhodotorula e Torulopsis (Muthaiyan,
Limayem e Ricke, 2011). Basilio et al. (2008), monitorando a producéo de etanol em destilarias
do nordeste brasileiro, identificou 24 espécies de leveduras selvagens, sendo Dekkera
bruxellensis, Candida tropicalis, Pichia galeiformis e C. intermedia as mais proeminentes. As
demais espécies foram classificadas como adventicias e todas as cepas isoladas e estudadas
estdo associadas a diminuicdo da produtividade.

Ao contrario das bactérias produtoras de acido latica (LAB), que eram as principais
contaminantes nas fermentacGes alcodlicas e controladas pelo uso de antibioticos e tratamentos
acidos, as contaminag@es por leveduras impdem mudancas na populagdo do microrganismo.
Para contornar as contaminacfes é necessario detectar precocemente 0s microrganismos e
injetar um lote fresco de leveduras industriais (Muthaiyan, Limayem e Ricke, 2011).

A contamina¢do microbiana tem sido um fator limitante para melhorar o desempenho do
processo apesar da estrutura tecno-cientifica desenvolvida pela industria sucroalcooleira
(Brexo e Sant’ana, 2017). A prevencdo e controle nos fermentadores de bioetanol devem ser
econdmicos, de amplo espectro de atividade, de facil administracdo, ambientalmente favoravel
e ndo pode ser tdxico para as cepas de leveduras usadas bem como para humanos, animais e
plantas (Muthaiyan, Limayem e Ricke, 2011).

Nas fermentacgdes para producéo de bebida alcodlica como o vinho, o diéxido de enxofre
(SO2) pode ser utilizado para controle das leveduras contaminantes, ainda que nao seja uma
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solucdo viadvel e de longo prazo devido a natureza potencialmente corrosiva e toxica do
composto (Beckner, Ivey e Phister, 2011). Desse modo, estudos como o de Worley-Morse,
Deshusses e Gunsch (2015) avaliaram diversos produtos na busca por um tratamento que reduz
os efeitos prejudiciais das leveduras selvagens e a viabilize da producéo de etanol.

Compostos como quitosana, hidroxicinamatos, acidos organicos e peptideos
antimicrobianos ativos de membrana também tém sido avaliados e empregados na tentativa de
combater o crescimento microbiano indesejado, mesmo com o0s resultados prévios
demonstrando alto custo financeiro e potencial risco bioldgico e ambiental (Beckner, Ivey e
Phister, 2011).

3.3. Nutrientes minerais

As leveduras sdo organismos saprofitos constituidos predominantemente por hidrogénio,
oxigénio e carbono e, em menor propor¢do, por outros minerais como nitrogénio, enxofre,
fésforo, magnésio, zinco, cobre, vitaminas e outros fatores de crescimento (Amaral et al, 2009;
Brex6 e Sant’ana, 2017; Lima, 2019).

A viabilidade e a manutencdo dos microrganismos no meio fermentativo dependem de
quantidades diminutas de nitrogénio, fosforo, potassio, zinco, enxofre, magnésio, calcio,
manganés, cobre, ferro, cobalto, iodo e outros elementos conforme disposto no Quadro 1
abaixo (Lima, 2019).

Quadro 1 - Composicdo molecular de leveduras industriais.

NUtriente Concentracéo Mineral na Levedura Cor;centragéo Mineral no
(9/100g de matéria seca) Meio Fermentativo (g/L)

Nitrogénio (NHz) 7,50 - 9,00 0,040 — 5,900

Fosforo (PO) 1,10 - 2,00 0,062 — 0,560

Potassio (K*) 0,90 - 3,50 0,700 — 0,800

Calcio (Ca?") 0,04 - 0,90 0,120

Magnésio (Mg?*) 0,15 - 0,50 0,070 — 0,200

Enxofre (SO%) 0,30 - 0,50 0,002 - 0,280

Cobre (Cu?") 0,002 - 0,12 0,007

Ferro (Fe?") 0,003 -0,10 0,0002

Sédio (Na*) 0,02 - 0,20 0,200
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Zinco (Zn%") 0,004 - 0,13 0,0005 - 0,010

Manganés (Mg?*) | 0,0004 - 0,0035 0,010 - 0,013

Adaptado de Amaral et al. (2009) e Lima (2019)

Os nutrientes minerais oportunizam os processos fisioldgicos das leveduras, mantém a
integridade estrutural das células e organelas, atuam na osmorregulacdo e no metabolismo
enzimatico, e sdo responsaveis pela sobrevivéncia celular, expressdo génica, divisdo e
crescimento celular (Walker, 2004). Tais mecanismos estdo intimamente relacionados a
multiplicacdo e crescimento celular, a eficiéncia na transformacéo de acUcares a etanol, a
tolerancia ao estresse e ao controle da floculacdo (Amaral et al., 2009).

Rees e Stewart (1997) enumeram as dificuldades na definicdo do papel dos ions
inorganicos que, apesar de serem fundamentais ao processo fermentativo, sdo impactados por
complexas relagdes com o meio. A concentracao de um elemento pode depender da presenca
de outras espécies, as interacdes dependem da biodisponibilidade do anion e as quantidades
devem impedir efeitos toxicos.

Além disso, a variabilidade das linhagens de leveduras, a manutencdo dos meios de
cultura, a idade dos microrganismos, a composicdo mineral da cana-de-agcucar e as
caracteristicas do processo fermentativo também influenciam na avaliagdo dos nutrientes
minerais (Lopes, 1989; Parapouli et al., 2020).

As células de levedura podem localizar, transportar, compartilhar e sequestrar os metais
necessario as suas func@es fisiologicas, neutralizando os potenciais toxicos e mantendo as
concentracfes dentro de uma faixa relativamente estreita e ndo prejudicial. As espécies
induzem a mobilizacédo de ions metalicos, excretam metais de baixo peso molecular e absorvem
metais essenciais em sistemas especificos de transporte de membrana (Walker, 2004).

O caldo extraido da cana necessita de ajustes devido a colheita ndo maturada, deterioracéo
da cultura, influéncia de incéndios em canaviais, coleta em tempo superior ao recomendado,
solo deficiente em nutrientes, imprecisdo nos tratamentos quimicos e outros. Dessa forma, as
concentracdes sugeridas no Quadro 1 podem ser satisfeitas ou compensadas durante o processo
fermentativo (Lima, 2019).

Goes-Favoni et al. (2018) destacam que o tratamento quimico com &cido sulfurico,
empregado principalmente no reciclo das leveduras, provoca a extragcdo de nutrientes como
nitrogénio, fosforo e potassio, gerando desgaste na parede celular e prejudicando a producao
de etanol. Para minimizar tais efeitos, sulfatos de amonio, magnésio, potassio, zinco e fosforo
podem ser adicionados durante a safra buscando favorecer a rapida multiplicacdo celular e o
percentual de células viaveis.

Dadas as dificuldades de estudo, cobre, cobalto, zinco, manganés, boro e sédio, chamados
de micronutrientes, sdo alocados em importancia secundaria sendo necessario apenas tracos de
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elementos. Os macronutrientes como fdsforo, potassio e magnésio, sdo requeridos para
diversas a¢gfes em quantidades apreciaveis (Borzani et al., 2001).

3.3.1. Nitrogénio

O nitrogénio é essencial para formar proteinas, &cidos nucleicos e outros componentes das
células de levedura. Parapuli et al. (2020) apontam que a presenca deste mineral favorece a
sintese de compostos para fortalecimento da membrana celular dos microrganismos. Lopes
(1989) destaca que na escolha de uma fonte de nitrogénio, uma mistura de aminoacidos é mais
eficiente do que apenas os ions aménio, e que fontes nitrogenadas complexas obtidas a partir
de misturas propiciam melhor assimilagdo de nitrogénio por parte das leveduras.

A presenca do etanol inibe o sistema de transporte das membranas por interferir na
absorcdo de amonio e aminoacidos, sendo necessario a introducdo do nitrogénio no meio,
principalmente em altas concentragdes de substrato, para favorecer a multiplicacdo e
crescimento das leveduras, operacGes em menores tempo e a producéo de etanol (Alves, 1994;
Neto et al., 2015).

Uma série de elementos podem fornecer o composto sob a forma organica como
aminoéacidos e peptideos, ou inorganica como sais amoniacais (Borzani et al., 2001; Monteiro,
2016). Assim, as leveduras Saccharomyces cerevisiae comumente utilizam nitrogénio
amoniacal (NH4"), ureia ou amino&cidos devido a inabilidade de fixa¢do do nitrogénio e baixa
capacidade de absor¢do em nitratos ou proteinas do meio (Walker, 2004; Amaral et al., 2009;
Lima, 2019). As limitacdes de nitrogénio geram acimulo de glicogénio e trealose, carboidratos
de reserva para leveduras, e excessos assimilaveis suscitam o consumo de agucares e maior
producédo de etanol pela manutencdo do equilibrio metabdlico dos niveis intracelulares do
mineral (Alves, 1994). J4 a adi¢do de nitrogénio sugestiona melhor a¢do das células de levedura
na conversdo do aglcar a etanol, assegurando a recirculacdo e producdo continua de novas
células de leveduras e induzindo a producdo do combustivel comprovado pelos melhores
indices de rendimento e produtividade alcangados em diversos estudos (Monteiro, 2016).

Alguns estudos apontam a importancia da suplementacdo de nitrogénio. Walker (2004)
observou nas destilarias brasileiras um crescimento produtivo descrito como “quase linear”
com a adicdo de amdnia ou ureia no meio, principalmente em mostos com deficiéncias
nutricionais. Johnston e Mcaloon (2014) avaliaram os efeitos da protease acida e da adicdo de
ureia em fermentagdes e concluiram que a combinacao resultou em um rendimento final mais
alto do que separadamente, com um maximo de 1200 ppm de nitrogénio suplementar para
garantir a producédo de etanol. Tesfaw e Assefa (2014) relataram que a adigdo de extrato de
levedura como fonte de nitrogénio acrescenta biotina e riboflavina, importantes cofatores para
a acdo das leveduras S. cerevisiae, e estimulam o desempenho fermentativo pelo maior
consumo de acgucares disponiveis e, consequentemente, maior producdo de etanol. Li et al.
(2020) apontaram que o uso de extrato de leveduras, como principal fonte de nitrogénio, é
capaz de fornecer carbono, enxofre, elementos traco, vitaminas e outros nutrientes importantes
para a manutencéo e viabilidade dos microrganismos.
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3.3.2. Fosforo

Depois do nitrogénio, o fosforo € considerado o segundo macronutriente mais importante
ao processo fermentativo por ser um componente estrutural de &cidos nucleicos, fosfolipidios,
ATP e outras macromoléculas empregadas em diversas rotas metabolicas da glicolise
(Monteiro, 2016). Na fermentacdo, o fésforo atua principalmente na transferéncia de energia
durante a glicdlise, sendo fundamental para a conversdo de aclUcares a etanol.
Compensatoriamente, € um possivel limitador do crescimento dos microrganismos em
concentracdes inadequadas (Fernandes et al, 2014).

O fosforo pode ser absorvido na forma de ions HoPO4", preferencialmente em pH 4,5, ou
ter sua deficiéncia suprida pelo consumo de fosfato inorganico do meio para atuar no
metabolismo energético e na sintese de acidos nucleicos (Borzani et al., 2001; Amaral et al.,
2009). A quantidade de ions fosfato livre deve manter-se baixa, e uma flutuacéo pode indicar
transicdo do metabolismo fermentativo para o metabolismo respiratério, ocasionando uma
reducéo na produtividade do etanol (Monteiro, 2016).

Lopes (1989) destaca que a absorcdo dos ions é condicionada a presenca de ions K* para
que sejam metabolizados pelas leveduras enquanto Monteiro (2016) aponta que fosfato é
requerido majoritariamente nas reacdes de fosforilacdo e transfosforilacdo das etapas
intermediarias do processo metabdlico, cujo acimulo em forma de polifosfato no vactolo da
célula atua como carregador no transporte ativo da glicose.

Ha ainda uma correlacdo nitrogénio e fosforo denotada no metabolismo nitrogenado do
sistema ATP-ADP, onde aumento no teor do fésforo incide em diminuicdes das taxas de
nitrogénio (1989).

A complexa relagdo com demais nutrientes é pronunciada ainda na variabilidade do
polifosfato que, em meios diminutos pode sequer ser detectado e, em abundancia, gerar
acumulos acima de 20% do peso da célula (Lopes, 1989).

3.3.3. Potassio

Os ions K™ atuam como ativador de algumas enzimas das reacdes da via glicolitica e como
regulador da pressdo osmotica, aumentando o consumo de aglcares em até 83% pela reversao
do efeito inibitério causado por ions H* (Alves, 1994; Borzani et al., 2001). Segundo Z6rb,
Senbayram, Peiter (2014), menores teores de potassio sdo observadas na cana-de-acUcar devido
ao extenso uso de fertilizantes nitrogenados e fosfatados e as baixas concentracdes deste
elemento no solo. Em conjunto, grande parte do potassio ndo esta diretamente disponivel para
absorcdo das plantas uma vez que € incorporado na estrutura cristalina dos minerais.

Walker (2004) salienta que o potassio € um dos cations mais abundantes em leveduras,
sendo essencial para a osmorregulacdo da célula, o balanceamento de cargas de
macromoléculas, a regulacdo de fosfato, a absorcao de cations divalentes, e como cofator para
enzimas da fosforilacdo oxidativa, biossintese de proteinas e catabolismo de carboidratos.
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O potassio é considerado um elemento permutavel, onde magnésio e calcio o substituem
como estabilizadores das membranas celulares, acentuadamente em meios mais acidos, e com
jons sédio e amdnio podendo substitui-lo parcialmente como ativador da enolase, onde o
potéssio é, de fato, primordial (Lopes, 1989).

O comportamento multifacetado também é demonstrado em um possivel efeito
compensador observado em elevadas concentragdes, onde o potassio mostra-se estressante as
leveduras, inibindo o crescimento das cepas selecionadas como também dos microrganismos
contaminantes (Alves, 1994).

Bernardes et al. (2019) suplementando doses de potéssio para producao de etanol a partir
do sorgo sacarino, concluiram que a adi¢cdo aumentou a producdo e proporcionou melhores
taxas de fermentacdo dos agucares totais.

3.3.4. Calcio

O caélcio deve estar presente no meio fermentativo para viabilizar o metabolismo das
leveduras, sendo primordial no tratamento do caldo, no controle do pH para evitar a inversao
da sacarose e na acao inibitdria aos microrganismos contaminantes (Lopes, 1989; Manochio et
al., 2017). Os complexos papéis desempenhados pelo calcio nos processos fermentativos sao
evidenciados pelas células de leveduras que o usa como facilitador da interacdo levedura-
levedura, como protetor de algumas proteinas secretadas, para a amilase e precipitacdo de
fosfato, e 0 exclui para manter os niveis citosélicos sub toxicos (Walker, 2004).

Apesar de proteger a estrutura da célula agindo na membrana plasmaética e na parede
celular, a presenca do fon Ca?* ¢ um cofator que antagoniza a absorcao de magnésio, elemento
essencial para varias vias metabdlicas, e que esta intimamente ligado a floculacdo das
leveduras, importante para a industria cervejeira, mas extremamente prejudicial as usinas de
etanol (Rees e Stewart, 1997; Walker, 2004; Bertoletti, 2008).

Chotineeranat et al. (2010) mostraram uma ligeira diminui¢do na taxa de fermentacdo e
no rendimento do etanol quando calcio estava presente a concentracdo de 0,18% m/v no melaco
de cana de acgucar. O mesmo estudo observou ainda que o processo de calagem, usando CaO,
pode resultar numa superdosagem de célcio que danifica a qualidade do suco fermentavel.

Ciesarova, Smogrovi¢ova e Domény (1996), avaliando a produgdo de etanol com trés
linhagens de Saccharomyces cerevisiae apontaram que calcio, na forma de CaClz, e magnésio,
na forma de MgCl., exercem efeitos protetores sobre as leveduras contra a agao do etanol.

Segundo Trofimova, Walker e Rapoport (2010) os ions calcio aumentam a resisténcia das
células de leveduras a desidratacdo, principalmente em culturas sensiveis ao estresse da fase de
crescimento exponencial, representando uma possibilidade de uso de leveduras secas para
potencializar o rendimento fermentativo.
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3.3.5. Magnésio

O magnésio interfere no desenvolvimento das leveduras por ser um ativador de enzimas
extracelulares. O elemento age como cofator para mais de 300 enzimas envolvidas em vias
metabolicas e bioenergéticas, como a sintese de ATP, fosfatases, quinases e a descarboxilacéo
do piruvato catalisado pela piruvato descarboxilase (Borzani et al., 2001; Walker, 2004).

Por meio de um sistema de transporte especifico de alta afinidade, as células de levedura
absorvem o magnésio de forma intracelular e melhoram sua acdo durante a fermentagédo
(Walker et al., 1996; Rees e Stewart, 1997). A regulacdo metabolica do piruvato também
depende do magneésio presente no meio, de modo que, em baixas concentragdes, gera mitose
incompleta e afeta o controle do crescimento, a divisdo e o tamanho das células (Rees e Stewart,
1997).

Os ions Mg?* podem ser transportados em grandes quantidades por meio da membrana
celular e atua como carregador para promover a atividade enzimatica. Junto ao NH4 o
magnésio melhora o rendimento de etanol e o crescimento celular. O K" neutraliza forgas
eletrostaticas, mantém a integridade estrutural geral das células e organelas, e protege
fosfolipidios carregados como forma de conservar a estrutura das membranas em estresse
(Walker, 2004; Li et al., 2020). O calcio, no entanto, compete com o0 magnésio pelo sistema de
transporte através do plasmalema e pode inibir a fermentacdo (Lopes (1989).

A estabilizacdo da membrana celular depende da disponibilidade de fons Mg?* livres para
protecdo ao estresse fisioldgico. Além de reduzir a permeabilidade das células pela producéo
de etanol e pelas variacbes na temperatura, os fons Mg?* podem responder aos estresses do
meio e viabilizar a acdo das enzimas na rota metabdlica (Trofimova, Walker e Rapoport, 2010;
Li et al. 2020).

3.3.6. Enxofre

O enxofre compde parte de aminoacidos, participa da sintese de vitaminas, é requerido em
quantidades diminutas e absorvido em forma de sulfito, sulfato e tiossulfato. Com isso, as
fermentacdes industriais consideram o residual do tratamento quimico do caldo e das leveduras
suficientes para abastecer o meio, gerando caldos com cerca de 300 mg/L de didxido de enxofre
(Borzani et al., 2001; Lima, 2019). Grande parte do enxofre presente no mosto é proveniente
da queima do enxofre elementar e do sulfito de sédio adicionado durante o tratamento acido
em destilarias integradas que produzem etanol e aclcar. (Goes-Favoni et al., 2018).

O sulfito age como antimicrobiano tanto para bactérias como para leveduras, ligando-se
aos receptores celulares da parede celular do microrganismo. Ao causar a inibi¢do das reacoes
enzimaticamente catalisadas e vinculadas a membrana citoplasmatica, como a inibicdo da
cadeia enzimatica produtora de ATP, provoca a queda da viabilidade celular (Goes-Favoni et
al., 2018).
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As concentragdes de enxofre acima do ideal tendem a impulsionar a producao de etanol e
inibir, momentaneamente, o desenvolvimento das leveduras por direciona-las a um mecanismo
de adaptacdo ao meio (Amaral et al., 2009). Segundo Alves (1994) h& duas constantes de
dissociagéo que relacionam a toxicidade do enxofre ao pH do meio fermentativo: uma mistura
das formas bissulfitos (HSO3") e sulfitos (SOs*) em pH entre 5,0 e 9,0, e a coexisténcia das
formas bissulfitos e dioxido de enxofre (SO2), cuja combinacdo forma o sulfato sem efeitos
toxicos quando pH esta abaixo de 5,0. O extremo efeito toxico do sulfito pode ocorrer em meios
extremamente acidos, com o diéxido de enxofre ligando-se aos sitios receptores da superficie
da membrana celular e desencadeando uma série de distdrbios intracelulares até a morte da
levedura (Alves, 1994).

Amaral et al. (2009) apontam que a presenca do sulfito em até 100 ppm é mais benéfico
do que toxico as leveduras, e que a alta concentracdo inibitéria minima de 5000 mg/mL de
sulfito de s6dio em adicdo ao meio, atinge as leveduras contaminantes em maior grau.

3.3.7. Cobre

O cobre é um elemento traco, requerido em baixas quantidades para participar do
crescimento celular e dos pigmentos respiratorios das leveduras, componentes capazes de ligar-
se reversivelmente ao oxigénio e induzir condicdes de aerobiose (Lopes, 1989; Walker, 2004).
Os ions Cu?* sdo incorporados nas células de levedura por transportadores de alta afinidade e
se agrupam a diferentes organelas. Em excesso, ligam-se a moléculas glutationa e
metalotioneinas, onde complexos de cobre sdo sequestrados em vacutolos para evitar toxicidade
uma vez que podem gerar radicais livres ou romper as estruturas das proteinas (Shi etal., 2021).

Importante ao processo bioquimico, o cobre € cuidadosamente monitorado para ndao causar
toxicidade. Os ions Cu?" operam como cofator para citocromo c-oxidase e outras enzimas
essenciais as reagOes redox da via glicolitica (Lopes, 1989; Pena, Koch e Thiele, 1998; Serrano
et al, 2004). Brasu e Ducan (1994) mostraram que as leveduras sao capazes de acumular varios
metais pesados em diferentes condicdes ambientais, e demonstraram que as células de S.
cerevisiae em suspensdo apresentam modificacdo quimica nas paredes celulares que aumentam
a capacidade de acumular cations cobre sem prejudicar a acdo no meio. Entretanto, Serrano et
al. (2004) observaram que a adi¢do de cobre é incapaz de melhorar o crescimento de cepas.

A depender da linhagem empregada na fermentacdo, os microrganismos podem produzir
uma proteina de baixo peso molecular e rica em grupamentos tiois que se ligam ao cobre,
impelindo a capacidade adaptativa das leveduras em meios com fons Cu?* & concentragdo de
até 1000 ppm (Lopes, 1989).

3.3.8. Ferro

Assim como o cobre, o ferro atua nas vias respiratorias de leveduras como componentes
de pigmentos redox, na sintese de citocromo, e sendo requeridos em concentracfes diminutas
para acelerar a taxa de crescimento e o0 metabolismo dos microrganismos (Lopes, 1989; Borzani
et al., 2001; Walker, 2004).
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O comportamento de meios fermentativos suplementados com ferro é relatado como de
dificil compreensdo, na medida que leveduras Saccharomyces cerevisiae mostram-se
adaptaveis e présperas em ambientes escassos ou abundantes em ferro. Quando limitado, as
células de levedura regulam a producédo de biotina com absor¢cdo do metal, e se demasiado, a
regulacdo ocorre pela biossintese. Além disso, a disponibilidade de ferro altera as respostas das
vias de assimilacdo do nitrogénio a partir da regulacdo positiva de varios genes envolvidos na
absor¢do. Em condicbes de privagio de ions Fe?*, o metabolismo nitrogenado altera a sintese
de glutamato e afeta 0 desempenho da operacéo (Philpott e Protchenko, 2008).

Segundo Serrano et al. (2004), alteracdes do pH no meio fermentativo resultam na
adaptacao metabdlica do ferro para que seja utilizado pelas células de levedura. A presenca de
fons Fe?*, por exemplo, limita o crescimento, viruléncia e/ou invasividade de patégenos, como
Candida albicans.

Philpott e Protchenko (2008) relataram que células deficientes em ferro sdo sensiveis a
toxicidade de outros metais como cobalto, manganés, zinco e cobre, 0 que pode desencadear o
aumento na captacdo de fons Fe?* por meio de transportadores de baixa afinidade e baixa
especificidade.

3.4, Otimizagao do Processo Fermentativo

Certas analises sdo compostas por diversas varidveis dependentes cuja intercorrelacdo
mostra-se de dificil compreensdo. A analise estatistica busca aumentar o rendimento do etanol
e reduzir os custos. Contudo, os fatores fisicos (temperatura, pressdo osmotica e agitacéo),
quimicos (pH, oxigenacéo, nutrientes minerais e organicos, inibidores) e bioldgicos (espécie e
linhagem dos microrganismos, concentragdo da levedura) precisam ser avaliados de maneira
integrada uma vez que a avaliagdo unitaria, ou seja, de cada um desses fatores, ndo considera
os efeitos sinérgicos entre eles (Kim et al, 2008).

Assim, a otimizacdo do processo busca equiparar todas as variaveis envolvidas e
analisadas, e compreender qual combinacdo é mais viavel sob aspectos econémicos,
operacionais e tecnoldgicos.

Uma outra forma de avaliar a interacao entre diversas variaveis é por meio da metodologia
de superficie de resposta. Esta técnica é utilizada para modelagem e analise de problemas,
fornecendo uma regido 6tima para o processo a partir da analise dos parametros requeridos.
(Comparini et al, 2012). Assim tambeém, o planejamento estatistico pode ser usado na
otimizag&o do processo para reduzir a quantidade de experimentos a serem realizados e torna-
los mais especifico ao correlacionar os dados de maneira mais objetiva. Os métodos contribuem
para a reducdo dos custos e do tempo dispendido nos ensaios (Vargas Betancur e Pereira Jr,
2010).

Alguns estudos demonstram a necessidade de aprimorar ainda mais as técnicas de analise
e, com o crescimento dos estudos nas areas de bioquimica e biotecnologia focados na
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viabilidade técnica-econdmica, a andlise estatistica desempenha importante funcdo na
avaliacdo e quantificacdo dos parametros envolvidos no processo (Moura, 2018). Silva et al,
(2008) aponta que o uso do planejamento em estudos que abrange muitas variaveis, como no
caso da fermentacdo alcodlica, é importante para viabilizar a realizagdo de maneira organizada
e pratica da quantidade minima necessaria de experimentos.

A concentracdo de acUcares e o tamanho do in6culo foram avaliados por Sulaiman et al.
(2022) para otimizar a cinética da producéo de etanol por Saccharomyces cerevisiae em melaco
tratado e ndo tratado, mostrando que o substrato nas respectivas concentracfes de 150 e 200
g.L* fornece as maiores concentragdes de bioetanol. Sharma et al. (2007) buscaram otimizar a
producdo de etanol a partir da concentragdo do indculo, temperatura, tempo de incubagéo e
tempo de agitacdo na fermentacdo de residuos de kinnow e cascas de banana, e estabeleceram
a efetividade do processo encontrando os parametros de fermentacdo otimizados. Shen, Liu e
Wang (2009) avaliaram em seus estudos os efeitos da temperatura, pH, nivel de agitacdo e a
taxa de crescimento dos microrganismos na fermentacdo, e encontraram 0s niveis 6timos
desses fatores no rendimento do etanol.

3.4.1. Planejamento Experimental de Mistura

O planejamento experimental é usado para formular novos sistemas ou aprimorar sistemas
ja existentes, e tém encontrado larga aplicagdo no campo da ciéncia, engenharias e
particularmente no setor de pesquisa e desenvolvimento (Lopes et al, 2016b). Para encontrar
as condicdes otimizadas de um processo, o planejamento avalia os efeitos e impactos diante
das especificacdes desejadas. Dentre as principais técnicas destaca-se o planejamento fatorial
(completo e fracionado), a metodologia por superficie de resposta, e o planejamento
experimental para misturas (Rodrigues e lemma, 2005 apud Faraoni et al, 2012).

Os experimentos com misturas envolvem dois ou mais componentes em propor¢des cujo
soma total seja 100%, e uma resposta € obtida para cada conjunto de componentes de acordo
com as proporcdes usadas (Cornell, 2011). A partir da mistura, é possivel identificar como os
parametros de interesse sdo afetados pela variacdo das proporcdes dos componentes usados.
Assim também, o conhecimento prévio sobre os efeitos isolados de cada componente no meio
analisado, somado aos dados obtidos no planejamento de mistura, permitem analisar e estimar
as melhores e piores condi¢6es para um produto (Campos, Amorim e Ferreira, 2005).

O planejamento experimental de misturas estima ainda o erro experimental e testa 0 modelo
quanto ao ajuste. Com isso, um planejamento do tipo simplex-lattice € usado para verificar o
arranjo dos pontos estabelecidos na proporcdo dos experimentos, a partir do nimero de
componentes na mistura e do grau de polindmio ajustado, permitindo obter modelos lineares,
quadraticos e cubicos para descrever a interacdo dos componentes (Cornell, 2011). Os dados
obtidos pelo planejamento experimental sdo usados na metodologia da superficie de resposta e
as combinagdes pré-determinadas otimizam a resposta e permitem a compreensdo do
comportamento do sistema de mistura em todo o espago experimental (Reis e Andrade, 1996).
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3.4.2. Parametros Cinéticos da Fermentacédo

Hiss (2013) define a cinética quimica de um sistema como resultado da variacdo da
concentracdo de substrato (aglcar), produto (etanol) e células (levedura) de acordo com o
tempo de fermentacdo. Lima (2019) aponta que a partir da cinética é possivel comparar
quantitativamente as diferentes condigdes de cultivo induzidas por fatores como pH,
temperatura, agitacdo e suplementacdo mineral durante a fermentacdo. Assim, a velocidade de
transformacdo de substrato em produto e biomassa é a base dos pardmetros usados nas
investigacdes cinéticas, uma vez que permitem a comparacao dos cultivos e o conhecimento
das condi¢cBes mais favoraveis ao processo fermentativo (Vieira e Fernandes, 2016 apud
Santos, 2017).

Dentre os parametros cinéticos, pode-se citar a eficiéncia, a produtividade, o fator de
conversdo de substrato em produtos e o fator de conversdo de substrato em biomassa como os
mais usuais na avaliagdo da fermentacao.

A eficiéncia da fermentacdo (n) é calculada com base no rendimento tedrico, proveniente
da equacdo de Gay Lussac, que aponta que para cada grama de glicose sdo produzidos 0,511
gramas de etanol (Jackman, 1991 apud Ilha et al, 2008). Segundo Ribeiro e Horii (1999), a
eficiéncia é fundamental para compreender a geracdo do produto e a presenca de metabolitos
e produtos indesejados no meio.

A produtividade (@) permite calcular a velocidade de transformacéo do aglcar em etanol
com relacdo ao tempo total de transformacdo (Schmidell et al, 2001). Trata-se de um dos
principais parametros cinéticos, visto que envolve as variaveis que estdo intrinsecamente
relacionadas ao valor agregado do produto e geralmente, é usada para mensuracéo do nivel
tecnoldgico do processo (Gimenez et al, 2018).

O fator de conversdo do substrato em células (Yxss), definido originalmente por Monod,
permite calcular a quantidade de massa celular produzida por grama de substrato consumido
(Schmidell et al, 2001). Dessa forma, é possivel determinar o substrato limitante e avaliar o
meio fermentativo quanto as condicGes para o crescimento das leveduras (Stroppa et al, 2009).

O fator de conversdo de substrato em produto (Yrss) corresponde a quantidade de substrato
consumido por grama de produto produzido (Schmidell et al, 2001). E importante para verificar
a inibicdo da acdo das leveduras pela formacao dos produtos (De Queiroz et al, 2014).
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4. METODOLOGIA

As etapas desenvolvidas na execuc¢éo do presente trabalho podem ser observadas na Figura
6.

Figura 6 - Fluxograma com as descri¢des das etapas executadas no presente trabalho.

Etapa 2: Preparo do mosto
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concentracéo celular e da
dindmica nopulacional
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Inicialmente, foi realizado a caracterizacdo das leveduras utilizadas (Etapa 1),
concomitantemente ao preparo, caracterizacdo e quantificacdo da concentracdo mineral no
mosto sintético (Etapa 2). Logo apds, definiu-se a suplementacdo mineral a ser adicionada
(Etapa 3), e as fermentagcdes com e sem suplementagdo foram realizadas (Etapa 4). Em
sequéncia, avaliou-se a concentragdo celular e dinamica populacional (Etapa 5) e a quantidade
de metabdlitos e agucares residuais (Etapa 6). Com os resultados obtidos nas Etapas 5 e 6, foi
elaborado o delineamento de mistura com os minerais prejudiciais a fermentacéo (Etapa 7). A
seguir, foi identificado o cenario fermentativo menos favoravel por meio da analise estatistica
e dos parametros cinéticos de fermentacdo (Etapa 10). Na sequéncia foi elaborado um novo
delineamento com os minerais que influenciaram positivamente a fermentacdo (Etapa 8), cujos
resultados também foram analisados estatisticamente (Etapa 10). A partir dos resultados
obtidos nesta Ultima etapa, fez-se a validacao dos experimentos utilizando mosto natural (Etapa
9).

4.1. Caracterizacdo e manutencao das leveduras

Foram usadas 4 linhagens industriais de leveduras Saccharomyces cerevisiae e 1
contaminante, disponibilizadas pelo banco de cepas do Laboratorio de Engenharia Bioquimica
da Universidade Federal de Goiés e apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1 - Microrganismo utilizados nos ensaios fermentativos.

Tipo de Levedura Especificacéo da Linhagem

BG-1

CAT-1 )

FT-858L Industrial

PF-2

LFS Selvagem (com caracteristica floculante)

A cepa selvagem foi isolada por Santos (2021) de amostras coletadas em distintas etapas
do processo de producdo do etanol em uma usina localizada no estado de Goias.

Os microrganismos destas etapas foram submetidos a ensaios fermentativos para avaliar
0 consumo de acgucares, formacao de etanol, acido acético e glicerol. A levedura selvagem
isolada do vinho fermentado, chamada de LFS, apresentou mais efeitos prejudiciais no trabalho
de Santos (2021), reduzindo a produtividade do etanol e a eficiéncia do processo. Dessa forma,
esta levedura foi usada neste estudo como 0 microrganismo contaminante.

A manutencdo da levedura selvagem e das leveduras industriais foi feita utilizando os
meios de cultura estéreis conforme especificado nas Tabelas 2 e 3.
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Tabela 2 - Meio de cultura GPY sdélido.

Componentes do Meio Concentracéo (g.L™?)
| D-(+)-Glicose Anidra P.A | 20 |
Peptona 5
Extrato de Levedura 5
Agar — Agar 15

Tabela 3 - Meio de cultura GPY liquido.

Componentes do Meio Concentracéo (g.L™?)

| D-(+)-Glicose Anidra P.A | 20 |
Peptona 5
Extrato de Levedura 5

A preparacdo dos meios de manutencgdo (Tabelas 2 e 3) foi feita a partir da solubilizagéo
dos componentes em agua destilada, transferido para frascos, que foram esterilizados em
autoclave por 20 minutos a 120°C. Os frascos foram retirados, sendo aqueles contendo meio
liquido mantidos em ambiente estéril, e os meios solidos foram vertidos em placas de Petri
estéreis.

As leveduras foram caracterizadas separadamente a partir do crescimento em placas de
Petri estéreis com meio de cultura GPY solido. As leveduras industriais BG-1, CAT-1, FT-
858L e PE-2, foram identificadas da levedura selvagem LFS conforme suas caracteristicas
macro morfologicas no crescimento das colonias em placas, uma vez que, as leveduras
industriais e contaminante usadas neste estudo possuem aspectos bem diferentes.

Para garantir a viabilidade celular das cepas foram feitos repiques, técnica que consiste na
transferéncia de microrganismos de um meio de cultura para outro, a cada 3 meses.

4.2. Preparo do mosto sintético e quantificacédo do teor mineral

Para garantir a reprodutibilidade do experimento, usou-se 0 mosto sintético nas
fermentacoes.

As concentracdes de agUcares, &cidos organicos, aminoacidos, vitaminas e sais minerais
usadas no preparo do mosto foram obtidas a partir da analise de uma safra de cana-de-agucar
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em parceria com o Instituto de Agroquimica e Tecnologia de Alimentos (IATA), situado na
cidade de Valéncia, Espanha (Oliveira, 2016 apud Carneiro, 2018).

A preparacdo do mosto sintético foi realizada conforme as especificacbes de Santos
(2017), com aproximadamente 160 g.L™* de sacarose.

Para preparar 1000 mL de mosto sintético, solubilizou-se os &cidos, agucares e sais
minerais (Anexo A), juntamente com 36,8 mL da solucdo de aminoacidos, 10 mL dos
elementos tracos e 1 mL de solucdo de vitaminas conforme as especificacfes do Anexo B.
Apos a solubilizagdo dos nutrientes o pH foi corrigido com NaOH para 4,0 para minimizar a
perda de nutrientes no mosto.

Por fim, o mosto sintético foi esterilizado por filtracdo a vacuo, com filtros de membrana
com 0,22 um de didmetros dos poros, e conservado a 4°C.

Os cétions para avaliacdo do teor dos minerais foram determinados pelo tratamento
empregado por Silva (2009) a partir da espectrometria de absor¢do atdmica. O fotometro de
chama da marca Corning, modelo 400, foi usado na analise do potéssio. O espectrofotbmetro
de absorgdo atdmica Perkin Elmer, modelo PinAAcle 900F, foi usado na determinacdo do
nitrogénio, calcio, magnésio, cobre e ferro. Ja a determinacédo do enxofre e fosforo se deu por
meio do espectrofotdbmetro da marca Jenway, modelo 7305.

4.3. Determinacgéo da suplementacdo mineral

Como a producgdo do etanol depende de inumeros fatores, este trabalho relacionou as
concentracdes de minerais encontrados na quantificacdo mineral do mosto sintético e os valores
sugeridos por Lima (2019) no Quadro 1. A suplementacdo de cada mineral foi realizada em
duas distintas concentragfes (Concentragdo | e 1) conforme disposto na Tabela 4 e detalhado
no item 5.2.

Tabela 4 - ConcentragOes de cada mineral suplementado nos experimentos preliminares.

Nutriente Mineral Concentracéo I (g.L ™) Concentracéo Il (g.L™?)
| Nitrogénio ((NH4CI) | 2,000 | 5,000 |
Fésforo (KH2PO4) 0,200 0,400
Potassio (KH2POa4) 1,000 2,000
Célcio (Ca0) 0,200 0,300
Magnésio (MgSOa) 0,500 1,000
Enxofre (MgSO.) 0,300 0,400

32



Cobre (CuSO4.5H,0) 0,010 0,015

Ferro (FeSO4.7H20) 0,080 0,100

As solugdes minerais foram preparadas para as diferentes concentragdes de cada mineral
(Tabela 4) a partir da massa molar dos elementos (Apéndice A).

4.4. Experimentos preliminares com suplementacdo mineral para avaliacdo do
desempenho fermentativo

Inicialmente fez-se o preparo dos indculos das leveduras BG-1, CAT-1, FT-858L, PE-2 e
da levedura selvagem LFS. Cada uma das leveduras foi retirada da sua placa com auxilio de
uma alca metélica, e transferidas para respectivos tubos de eppendorfs com 1 mL do meio GPY
liquido.

Os tubos foram agitados em vortex e incubados por 24 horas a 30°C. Finalizado o tempo
de incubacdo, as diferentes cepas foram centrifugadas a 8000 rpm por 2 minutos, o
sobrenadante descartado e as células ressuspensas em 1 mL de agua destilada estéril, para assim
serem transferidas para o meio de fermentacéo. A concentracao inicial foi ajustada em 0,3 g.L"
1 a partir do uso da curva padrdo que relaciona absorbancia (600 nm) e concentragdo celular
(Equacdo 3).

y = 0,5665x* 3
*Onde y é a concentragéo celular (g.L?) e x a absorbancia.

Conforme estudos de Santos (2021), a levedura selvagem pode prejudicar
significativamente a eficiéncia e produtividade das fermentacGes a 30% de contaminacao e
assim, os experimentos preliminares foram realizados com este percentual de contaminagéo.
Desse modo, a concentragdo do indculo foi ajustada para 0,09 g.L™ da levedura selvagem LFS
e 0,0525 g.L* de cada uma das leveduras industriais.

As fermentacdes foram conduzidas em microplacas de cultivo durante 72 horas a
temperatura de 30°C, sob agitacdo de 150 rpm, utilizando volume util de 2,5 mL de mosto
sintético com diferentes concentracdes minerais (Tabela 5).

Tabela 5 - Concentracdo de minerais (g.L™) utilizadas em mosto sintético para avaliacio dos
parametros fermentativos de producgéo de etanol na presenca de levedura contaminante.

Mi Concentragdo mineral nos experimentos preliminares (g.L™)
ine

ral | |
E1l E2 E3 E4 E5 E6 E7 E8 E9 E10 El1 E12 E13 El4 E15 E16 E17

[ T I [ [ [ I T T I I [ I I I T T I |
N 0,776 2,000 5000 0,776 0776 0,776 0,776 0,776 0,776 07776 0776 0776 0,776 0,776 0,776 0,776 0,776

P 017 04170 0,170 0,200 0400 0170 04170 02170 02170 0,170 0,170 0,170 0,170 0,170 0,170 0,170 0,170
K 0329 0329 0329 0329 0329 100 2000 0329 0329 0329 0329 0329 0329 0329 0329 0329 0,329
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Ca 0,195 0,19 019 0,195 01195 0,195 0,195 0200 0300 0,195 0,195 0,195 0,195 0,195 0,195 0,195 0,195

Mg 0,050 0,060 0,05 0050 0050 0,050 0050 005 005 0500 1,000 0050 0,050 0,050 0,050 0,050 0,050

S 0209 0,209 0209 0209 0209 0209 0209 0209 0,209 0209 0209 0300 0400 0209 0209 0,209 0,209

Cu 0,007 0,007 0,007 0,007 0,007 0007 0007 0,007 0,007 0007 0007 0007 0007 0010 0015 0,007 0,007

Fe 0,060 0,060 0,060 0,060 0060 0060 0060 0,060 0,060 0,060 0,060 0,060 0060 0060 0,060 0,080 0,100

*E1: ensaio denominado controle por conter as concentragdes dos minerais presente no mosto sintético; E2
e E3: enriquecido com NH4CL como fonte de nitrogénio; E4 e E5: enriquecido com KH2PO, como fonte de
fosforo; E6 e E7: enriquecido com KH2PO, como fonte de potéssio; E8 e E9: enriquecido com CaO como fonte
de célcio; E10 e E11: enriquecido com MgSO4.7H,O como fonte de magnésio; E12 e E13: enriquecido com
MgS0..7H,0 como fonte de enxofre; E14 e E15: enriquecido com CuSQO4.5H,0 como fonte de cobre; E16 e E17:
enriquecido com FeSO4.H,O como fonte de ferro.

O ensaio E1 recebeu 0 nome de fermentacgéo controle por ser realizado sem suplementacéo
mineral. Os resultados deste ensaio foram usados como parametros na avaliacdo da
suplementacao mineral.

Os experimentos foram conduzidos em triplicata e avaliados quanto a producéo de etanol,
glicerol e &cido acético e ao residual de sacarose, glicose e frutose.

4.5.  Avaliacdo dos experimentos preliminares
45.1. Determinacédo da concentracdo celular e da dinamica populacional

Finalizada as fermentacdes, determinou-se a absorbancia de cada um dos ensaios pelo
espectrofotdbmetro e calculou-se a concentracdo celular a partir da curva padrdo expressa na
Equacao 3.

Para determinacdo da dindmica populacional fez-se e a padronizacdo da concentracdo
celular em 0,2 g.L ! para cada um dos ensaios e a posterior diluicdo seriada até 10°. Uma
aliquota de 100 pL foi transferida para uma placa estéril com meio GPY sdélido. As placas
foram incubadas a 30°C durante 48 horas e visualizadas para contagem das coldnias.

45.2. Determinacdo de metabdlitos e agUcares residuais

Os acgUcares residuais e a producdo de etanol, glicerol e &cido acético foram quantificados
por cromatografia liquida de alta performance (HPLC - High Performance Liquid
Chromatography).

Foi retirado 1 mL das amostras fermentadas para centrifugacéo por 2 minutos a 8000 rpm.
O sobrenadante foi separado das células e diluido. Apoés, parte do sobrenadante foi filtrado em
filtros Merck Millex-GP Filter com poros de 0,22 um de didmetro e injetado no HPLC,
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O cromatdgrafo da marca ©Shimadzu?, modelo Prominence, com detectores de indice de
refracdo (RID-20A) e UV-VIS (SPD-20A) foi utilizado para as analises em duas colunas Shim-
pack SCR-102HG em série, uma para a amostra e outra para proteger a coluna.

4.6. Determinacdo dos minerais menos favoraveis ao processo fermentativo de
producéo do etanol utilizando mosto sintético

O planejamento experimental de misturas simplex-lattice lattice (Neto et.al., 2010)
permite obter modelos cubicos completos e avaliar os efeitos da interacdo ternaria dos minerais
no desempenho fermentativo de producdo de etanol. Com isso, esse delineamento foi utilizado
para encontrar quais 0s minerais menos favoraveis ao processo fermentativo em mosto
sintético.

Os niveis maximo e minimo de cada mineral foram estabelecidos a partir dos resultados
dos experimentos preliminares, e a matriz de experimentos colocada na Tabela 6 mostra as
propor¢des codificadas e reais para a mistura dos componentes.

Tabela 6 - Matriz real e codificada do delineamento de mistura simplex- lattice usando os
minerais calcio, fésforo e ferro para determinar o cenario menos benéfico ao desempenho
fermentativo.

Valores reais (g.L™) e codificados

Ensaio e Xz X3

1 0,300 (1) 0,000 (0) 0,000 (0)

2 0,000 (0) 0,400 (1) 0,000 (0)
3 0,000 (0) 0,000 (0) 0,100 (1)
4 0,200 (1/2) 0,200 (1/2) 0,000 (0)

5 0,200 (1/2) 0,000 (0) 0,080 (1/2)
6 0,000 (0) 0,200 (1/2) 0,080 (1/2)
7 0,166 (1/3) 0,133 (1/3) 0,053 (1/3)
8 0,220 (2/3) 0,066 (1/6) 0,026 (1/6)
9 0,118 (1/6) 0,266 (2/3) 0,026 (1/6)
10 0,118 (1/6) 0,066 (1/6) 0,093 (2/3)

Onde: X; = Célcio, X, = Fosforo, X3 = Ferro.

Por meio da Metodologia de Superficie de Resposta (MSR) os parametros estabelecidos
foram investigados e a condi¢do mais prejudicial foi determinada.

Os coeficientes de determinacdo experimental (R2) e de determinagdo ajustado (Ra2)
foram estabelecidos, e a analise estatistica foi feita por meio da avaliacdo das variaveis
respostas, tais como, a producéo de etanol, o consumo de agucares e a dinamica populacional.

1HIGH-PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPH APPLICATION SYSTEMS, Shimadzu Corporation. Prominence Application Systems, Kyoto, Japan, 2013. Disponivel em:
<http://www.partoz.com/Files/1/product/Liquid-Chromatograph/pdf/Application%20Systems.pdf> Acesso em 26 abr 2021.
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Fez-se a verificacdo da significancia do modelo pela anélise de variancia, e o teste de falta
de ajuste entre os valores observados experimentalmente e os preditos pelo modelo.

4.7. Determinacdo dos minerais mais favoraveis ao processo fermentativo de
producao do etanol utilizando mosto sintético

A partir dos resultados encontrados nos experimentos preliminares e na analise dos
minerais menos favoraveis ao processo fermentativo, fez-se a avaliacdo dos minerais mais
benéficos a fermentacdo, objetivando a reducdo da contaminacéo e a producgdo de etanol.

Com o intuito de avaliar os beneficios dos minerais com potencial de favorecer o
crescimento das leveduras industriais, fez-se o delineamento de mistura simplex-centroide,
com o numero de experimentos igual a 2"-1, na qual n é o numero de minerais identificados
como mais favoraveis ao processo, acrescido do ponto central (Neto et al, 2010).

A Tabela 8 mostra as proporcdes codificadas e reais para a mistura dos minerais
Nitrogénio (X1), Magnésio (Xz2), Enxofre (Xs3) e Cobre (X4), totalizando 15 ensaios realizados
em triplicata.

Tabela 7 — Matriz real e codificada do delineamento de mistura simplex-centroide usando 0s
minerais nitrogénio, magnésio, enxofre e cobre para determinar a composi¢do mais benéfica
ao desempenho fermentativo.

Valores reais e codificados (g.L™?)

Ensaio X1 X2 X3 X4

1 5,000 (1) 0,000 (0) 0,000 (0) 0,000 (0)

2 0,000 (0) 1,000 (1) 0,000 (0) 0,000 (0)
3 0,000 (0) 0,000 (0) 0,400 (1) 0,000 (0)
4 0,000 (0) 0,000 (0) 0,000 (0) 0,015 (1)
5 2,000 (1/2) 0,500 (1/2) 0,000 (0) 0,000 (0)

6 2,000 (1/2) 0,000 (0) 0,300 (1/2) 0,000 (0)

7 2,000 (1/2) 0,000 (0) 0,000 (0) 0,010 (1/2)
8 0,000 (0) 0,500 (1/2) 0,300 (1/2) 0,000 (0)

9 0,000 (0) 0,500 (1/2) 0,000 (0) 0,010 (1/2)
10 0,000 (0) 0,000 (0) 0,300 (1/2) 0,010 (1/2)
11 1,334 (1/3) 0,334 (1/3) 0,200 (1/3) 0,000 (0)
12 1,334 (1/3) 0,334 (1/3) 0,000 (0) 0,006 (1/3)
13 1,334 (1/3) 0,000 (0) 0,200 (1/3) 0,006 (1/3)
14 0,000 (0) 0,334 (1/3) 0,200 (1/3) 0,006 (1/3)
15 1,000 (1/4) 0,250 (1/4) 0,150 (1/4) 0,005 (1/4)

Onde: X1 = Nitrogénio, X, = Magnésio, X3 = Enxofre, X4 = Cobre.
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Os ensaios foram realizados considerando o cenario fermentativo menos favoravel para a
producdo de etanol, obtido a partir dos resultados do delineamento com 3 componentes
(detalhado no item 5.4). Com isso, além das proporc¢des minerais detalhadas na Tabela 8, todas
as fermentag@es foram suplementadas até 0,3 g.L™ de calcio.

Producéo de etanol, sacarose residual e dinamica populacional da levedura contaminante
foram utilizadas como variaveis respostas e, a partir da definicdo da interacdo principal, 0s
demais efeitos foram usados para determinacao do erro experimental.

Os indices de significancia dos modelos foram determinados pela analise de variancia e
teste de falta de ajuste, complementados pela analise da metodologia de superficie de resposta
(MSR).

4.8. Determinacéo do cenario fermentativo mais favoravel a producédo de etanol
utilizando mosto natural

Para verificar a aplicabilidade dos resultados obtidos experimentalmente com mosto
sintético, realizou-se ensaios com 0 mosto natural seguindo todos os protocolos de colheita e
extracao utilizados na industria.

Os resultados, obtidos como respostas nos delineamentos com 3 (ltem 4.6) e 4
componentes (Item 4.7) respectivamente, foram reproduzidos em mosto natural, considerando
a proporcao das leveduras usadas nos experimentos preliminares com 0,09 g.L? da levedura
selvagem e 0,0525 g.L* de cada levedura industrial.

Como o mosto foi cedido pela mesma usina sucroalcooleira em que a levedura
contaminante usada neste estudo foi identificada e isolada (Santos, 2021), foram realizados
ensaios apenas com as leveduras industriais, reajustando a concentracdo do in6culo de cada
levedura industrial para 0,075 g.L™, para verificar a presenca da levedura selvagem LFS.

O mosto natural foi caracterizado por cromatografia liquida de alta performance quanto a
quantidade agucares e os ensaios foram realizados em microplacas de cultivo com volume util
de 2,5 mL de mosto, durante 72 horas, a temperatura de 30°C e agitacao de 150 rpm.

4.9. Determinacao dos parametros cinéticos de fermentagéo

A eficiéncia fermentativa (1), a produtividade (@), o fator de conversdo de substrato em
células (Yx/s) e fator de conversdo de substrato em produto (Yr/s) foram calculados por meio
dos valores de concentracéo celular, residual de agucares e concentracao de etanol encontrados
nas fermentacdes.

O rendimento tedrico da fermentacdo alcodlica é de 0,511 Qetanol/JART consumido € de 0,538
Qetanol/ Usacarose (Daré, 2008; Santos, 2021). A partir da relacdo do rendimento pratico pelo teérico
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a eficiéncia fermentativa pode ser calculada considerando as propor¢des de aclcares usadas no
mosto sintético (Anexo A). O rendimento é dado pela Equacéo 4.

Rendimento pratico Pf/(S0—-S Pf/(S0—-S
Rendimento teérico  (0,538+0,875)+(0,511%0,125) 0,535

Sendo: 1 = Eficiéncia fermentativas (%); Ps = Concentragéo final de etanol (g.L™?); So = Concentragdo inicial de
substrato (g.L™); Sf = Concentracio final de substrato (g.L™).

A produtividade do etanol é calculada pela relagdo das concentracdes inicial e final de
etanol pelo tempo total da fermentacédo, conforme a Equacéo 5.

_Pf-PO

) -

(%)

Sendo: @ = Produtividade (g.L2.h"); P+ = Concentragéo final de etanol (g.L); Po = Concentragéo inicial de etanol
(g9.L™Y); tr = Tempo total de fermentacéo (h).

O fator de conversdo de substrato em células (Yxss) € calculado pela relacdo entre a
diferenca da concentracdo celular e a diferenca da concentragdo do substrato, conforme a
Equacéo 6.

Xf - X0
S0 —-Sr

Yxls =

(6)

Sendo: Yx/s = Fator conversdo de substrato a células (gbiomassa-g%); Xt = Concentracéo celular final (g.L™2); Xo =
Concentragdo celular inicial (g.L™?); So = Concentragdo inicial do substrato (g.L™); S = Concentragéo residual do
substrato (g.L™).

O fator de converséo de substrato em produto (Yess) € calculado pela relagdo entre a
diferenca da concentracdo de produto e a diferenca da concentragdo de substrato, conforme a
Equacdo 7.

_Pf—PO

Yels = S0 - Sf

(7)

Sendo: Yp/s = Fator de conversdo de substrato em produto (getnot.g™2); Ps = Concentragéo final de etanol (g.L™);
Po = Concentraco inicial de etanol (g.L™); So = Concentragéo inicial de substrato (g.L™); S¢ = Concentragdo final
de substrato (g.L™?).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Caracterizacdo morfologicas das leveduras

Como as cepas utilizadas neste estudo possuem caracteristicas macromorfoldgicas de
crescimento distintas, elas foram observadas e identificadas visualmente, conforme disposto na
Figura 7, onde sdo mostradas as placas com as colénias industriais (Figura 7A) e contaminantes
(Figura 7B) usadas nos ensaios.

Figura 7 - Leveduras usadas nos ensaios fermentativos sendo, (A) leveduras industriais em
proporcdes iguais de BG-1, CAT-1, FT-858L e PE-2, (B) levedura LFS.

Fonte: O autor (2021)

Moreira et al. (2015) averiguou as caracteristicas morfoldgicas de linhagens industriais de
Saccharomyces cerevisiae e observou que a maioria possuia uma textura brilhante, cor branca,
superficie e borda lisa, e aspecto arredondado com elevacdo céncava, assim como encontrado
no presente trabalho (Figura 7A).

Reis (2011), ao avaliar as leveduras selvagens, identificou-as como microrganismos
rugosos, de forma indefinida e coldnias mucosas assim como mostrado na Figura 7B.

As caracteristicas observadas nas leveduras contaminantes dispostas na Figura 7B
contribuem para a floculacdo das leveduras, reducdo do rendimento e maior tempo de
fermentagdo (LNF, 2022). Segundo Santos (2021), 30% de contaminagdo da levedura LFS
pode prejudicar significativamente o processo e reduzir a producdo de etanol. Diante desta
informacéo, os ensaios do presente estudo foram conduzidos com este nivel de contaminacao.

Cabrini e Gallo (1999) apontam ainda que as leveduras contaminantes podem se sobressair
as leveduras industriais devido a agressividade na competicdo pelos nutrientes do meio
fermentativo. Assim, experimentos suplementados foram realizados para avaliar a atuagdo dos
minerais nas leveduras LFS.
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5.2.  Analise da concentracdo mineral em mosto sintético para determinacdo da
suplementacdo mineral

As concentragbes minerais quantificadas em mosto sintético, mosto natural e as
concentragOes sugeridas por Lima (2019) estdo dispostas na Tabela 8.

Tabela 8 - Concentragfes de minerais no mosto sintético, mosto natural e concentragdes
recomendadas por Lima (2019).

Mineral N P K Ca Mg S Cu Fe

Mosto sintético

(g.LY) 0,776 0,170 0,329 0,195 0,050 0,209 0,007 0,060

Mosto natural 2,282 00186 0362 0,300 0200 0012 0,006 0,009
(g.L™

_ 004a 0062a 0,7a 007a 0,002a
Lima (201 ’ ’ ! 120 ' 7 2
(ngi)( 019 590 056 08 210 g0 g 0007 0000

As concentra¢Ges encontradas no mosto sintético foram relacionadas com os valores
recomendados por Lima (2019) e quantificados no mosto natural para auxiliar na definicdo das
suplementag¢des minerais.

As concentragdes de nitrogénio, fosforo e enxofre encontradas no mosto sintético estdo de
acordo com os valores médios sugeridos por Lima (2019). Santos et al. (2008) indica que
quantidades adequadas de nitrogénio evita a metabolizacdo de outros compostos pela levedura
e, consequentemente, a formacédo de substancias indesejadas. Assim também, o fosforo, como
um dos principais fatores responsaveis pela formacgédo do &lcool na fermentacéo, deve estar em
concentracdo adequada para garantir o rendimento do processo (Novaes et al, 1971 apud Santos
et al., 2008; Vasconcelos, 1987).

Em comparacdo com o mosto natural, o nitrogénio quantificado no mosto sintético esta
abaixo do mosto natural, enquanto as concentracdes de fésforo e enxofre estdo acima. Para
manter valores proximos ao mosto natural, as concentragcfes de suplementacdo estabelecidas
para o nitrogénio foram de 2e 5 g.L™%.

As concentracdes estabelecidas para a suplementacio de fosforo foram de 0,2 € 0,4 g.L %,
mantendo-as na faixa de valores proposta por Lima (2019). Ja as concentracfes de enxofre
foram fixadas em 0,3 e 0,4 g.L%, pouco acima do valor previsto por Lima (2019), para analisar
se o efeito antimicrobiano do sulfito descrito por Gées-Favoni et al. (2018) se reproduzia
também na levedura selvagem LFS.

Estudos de Lopes (1989) e Walker (2004) destacam que o calcio pode substituir o potassio
como estabilizador de membrana, ou ainda o nitrogénio substituindo o magnésio na
manutencdo da integridade estrutural das celulas. Como objetiva-se avaliar os efeitos da
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suplementacdo mineral, as concentracdes a serem suplementadas para potassio e magnésio
foram definidos acima dos sugeridos por Lima (2019) e encontrados no mosto natural para
analisa-los nos experimentos preliminares e minimizar este comportamento de substituicao.

O cobre é o tunico mineral cujos valores encontrados e sugerido sdo semelhantes, podendo
afirmar que a concentracdo determinada por Carneiro (2018) e Oliveira (2016) para este
elemento no preparo do mosto sintético representa com maior precisdo uma constancia
encontrada na natureza. Como o cobre € um elemento traco descrito para estar presente em
baixas quantidades (Walker, 2004), a concentra¢do de suplementacao foi definida em 0,01 e
0,015¢g.L ™.

O ferro também é requerido em baixas concentracBes para evitar estresse osmético das
leveduras (Stehlik-Thomas et al., 2004), e por isso foi sugerido em baixa quantidade por Lima
(2019). No mosto natural a baixa concentracédo se repete e € menor que a quantificada no mosto
sintético. Dessa forma, optou-se por uma pequena varia¢do da concentracao de ferro presente
no mosto sintético e a suplementacao foi estabelecida em 0,008 e 0,01 g.L ™.

O célcio na concentracdo de 0,2 g.L™ foi prejudicial ao desempenho fermentativo por
inibir a producdo de etanol nos estudos de Santos (2021). Este resultado foi determinante para
a definicdo da suplementacéo do calcio, visto que se trabalhou com a mesma cultura mista de
leveduras industriais e selvagem. Sendo assim, a suplementacdo do calcio foi estabelecida em
0,2 e 0,3 g.LY, mesma concentragdo do mosto natural, para avaliar o comportamento da
fermentacdo com o mineral em excesso.

5.3. Avaliacdo da producdo de etanol e dindmica populacional nos estudos
preliminares de suplementacéo mineral

O desempenho fermentativo dos experimentos preliminares com suplementagdo mineral
foi avaliado por meio da presencga de agucares residuais, producdo de etanol, concentragdo
celular, nivel de contaminacdo e producdo de glicerol. Os ensaios realizados com mosto
sintético suplementado foram comparados com agueles ndo suplementados (controle) e podem
ser observados na Figura 8.

Figura 8 - Desempenho fermentativo dos ensaios suplementados com minerais em cultura
mista de leveduras Saccharomyces cerevisiae e levedura selvagem LFS a partir da (A)
producdo de etanol, (B) consumo de sacarose, (C) concentracdo celular, (D) nivel de
contaminacéo, (E) producédo de glicerol e (F) glicose residual.
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Russel (2003) aponta que a adi¢do de fontes de nitrogénio tende a aumentar o rendimento
fermentativo e Alves e Del Bianco (1971) destacam que nitrogénio em excesso impulsiona o
consumo de agucares. Nos ensaios suplementados com nitrogénio pode-se observar um efeito
semelhante caracterizado pelo aumento da produgdo de etanol e do consumo de sacarose e
glicose em comparagéo ao controle.
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Em contrapartida, 0 maior consumo de acUcares pode acarretar a formacéo de subprodutos
em reac0Oes paralelas, com o glicerol formado correspondendo de 8 a 15% da concentracdo de
etanol (Gutierrez, 1991; Gdes-Favoni et al., 2018). Com isso, a maior concentragdo de glicerol
indica um possivel desvio dos agUcares para a producdo de metabdlitos secundarios, mas que
mantém a producdo de etanol.

A presenca de nitrogénio também favorece significativamente a concentracdo celular,
conforme visto na Figura 8C, com um aumento de até 60%. Este percentual é semelhante aos
estudos de Lopes (1989), que observou 63% de aumento na concentragéo a partir da adicédo de
0,5 g.L™ de sulfato de amonio. Similarmente, Vairo (1975 apud Lopes, 1989) observou que a
producdo de biomassa depende e é impulsionado pelo nitrogénio. Com isto, 0s experimentos
suplementados com nitrogénio corroboram com tais trabalhos e evidenciam a importante acdo
do nitrogénio na multiplicacédo das células.

No entanto, pode-se inferir que este aumento da concentracdo celular é mais pronunciado
para as leveduras industriais do que para as leveduras selvagens observando o menor nivel de
contaminacao disposto na Figura 8D. Assim como verificado por Bishop (1971), os compostos
nitrogenados mostram-se eficazes para aumentar a resisténcia das leveduras industriais a
infecces, e 0s ensaios mostram que o mineral pode moderar a acdo da levedura LFS.

Oliveira e Souza (1970) apud Lopes (1989) apontam que a presenca do fosforo influi no
sistema ADP-ATP e no metabolismo nitrogenado, ou seja, um aumento no teor de fésforo pode
reduzir o teor de nitrogénio. Desse modo, a produtividade dos ensaios suplementados com
fosforo contrapde-se aos do nitrogénio, e evidenciam a baixa producdo de etanol e menor
consumo de agUcares em comparacao ao controle.

Além disso, Monteiro (2016) destaca que o excesso de ions fosfato no meio fermentativo
forca o metabolismo respiratério, dificulta a atuacdo do sistema nitrogenado, compromete a
clivagem inicial de sacarose e consequentemente a sequéncia de reagdes da via glicolitica. Um
comportamento semelhante é observado nos experimentos suplementados com fésforo pelo
consequente residual de sacarose bem como pela maior produgdo de produtos secundarios
como &cido acetico e glicerol (Figura 8E).

Contudo, a concentracdo celular e o nivel de contaminacdo sdo afetados de maneira
distinta nas duas concentragBes avaliadas: enquanto a suplementacdo de 0,2 g.L™ reduz a
concentragéo celular e a contaminagdo, a suplementacéo de 0,4 g.L ! aumenta ambos. Desse
modo, sugere-se que 0,4 g.L ™ de fosforo favorece as leveduras selvagens a vista do aumento
da concentracdo de células acompanhada da maior contaminagdo, assim como observado por
Zago (1982) para concentragdes de fosforo acima de 0,15 g.L™. Tais resultados mostram que a
acao do fosforo sobre as leveduras industriais foi prejudicial.

Os distintos resultados dos ensaios suplementados com fosforo e potassio demonstram
que, apesar da mesma fonte de enriquecimento, a concentragdo de potassio presente no mosto
sintético pode ser insuficiente para atenuar a atividade do ion PO4* assim como colocado em
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Lopes (1989). Sendo assim, a suplementacdo tende a corrigi-la e garantir a absor¢do do ion
fosfato.

Além disso, o potassio induz a acdo de conversdo do agucar e pode aumentar seu consumo
em até 83% pela reversdo do efeito inibitorio causado por ions H* (Alves, 1994; Borzani et al.,
2001; Walker, 2004). Ainda que o consumo de sacarose e glicose sejam inferiores ao controle,
a acdo de conversdo do acucar pode ser constatada pela maior producdo de etanol. De modo
semelhante, a maior producéo de glicerol dentre os experimentos preliminares, pode contrapor
as observacOes de Rothstein e Demis (1953) e indicar a conversao de agucares em subprodutos
por meio das rotas metabdlicas secundarias, conforme descrito por Lopes (1989).

Alves (1994) destaca ainda que o potéssio € um elemento de comportamento multifacetado
gue em excesso mostra-se estressante as leveduras e inibe o crescimento das cepas selecionadas
e dos microrganismos contaminantes. Nas Figuras 8C e 8D é possivel observar que 0s ensaios
suplementados com potéassio aumentam a concentracdo celular e reduzem a contaminacéo,
sugerindo que as concentragcbes empregadas estdo em quantidades adequadas, de modo a
favorecer o crescimento das leveduras industriais frente as leveduras selvagens.

Segundo Chotineeranat et al. (2010), o aumento de ions Ca?* inibe a acdo da enzima
invertase na conversao de sacarose em agucares invertidos, e um comportamento semelhante
pode ter ocorrido nos ensaios suplementados com célcio visto 0 menor consumo de agucares.
Além disso, os ensaios mostram menor producdo de etanol e maior formagdo de subprodutos
como glicerol e acido acético, corroborando assim com os estudos de Santos et al. (2021) que
observaram um menor desempenho fermentativo com 0,2 g.L* de célcio no meio.

Na avaliacdo da dinamica populacional, a contaminacao foi superior aos 30% iniciais para
ambos os ensaios suplementados com célcio, indicando que o mineral beneficia a levedura
selvagem utilizada e provavelmente a coloca como dominante no processo de fermentacao.
Resultados similares foram encontrados nos estudos de Teixeira et al. (1995).

Com tal caracteristica, o beneficiamento das leveduras selvagens pode estar relacionado a
maior concentracdo celular. O aumento da disponibilidade de célcio no meio coibi a acdo das
leveduras selecionadas ao ligar-se as paredes celulares de todas as espécies utilizadas na
fermentacdo e favorece a producdo de biomassa (Walker, 2004; Trofimova, Walker e Rapoport,
2010), sugerindo assim que a concentracdo celular superior ao controle pode resultar, em
maioria, das leveduras LFS.

Nos ensaios suplementados com magnésio a producdo de etanol é semelhante ao controle
enquanto o consumo de aglcares mostra-se superior. Este resultado se assemelha aos estudos
de Walker et al. (1996) e Rees e Stewart (1997) que atribuem o maior consumo de substrato ao
sistema de transporte especifico das leveduras que absorvem o magnésio de forma intracelular
e fomentam o consumo de acgucares.

Além disso, Walker e Maynard (1996) apontam que a biodisponibilidade do magnesio no
meio fermentativo viabiliza diversas reagGes durante a fermentagdo, principalmente na
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protecdo aos estresses gerados pela presenca de metabdlitos no decorrer do processo. Um efeito
semelhante pode ter acontecido nos ensaios, de modo que a producao de etanol e a concentracédo
de glicerol sofressem baixas variagdes e mantivessem valores préximos ao controle.

A suplementacdo com magneésio apresenta também significativa reducéo da contaminacao
enquanto a concentracao celular permaneceu proxima aos valores do controle. Segundo Goées-
Favoni et al. (2018) e Li et al. (2020) a adi¢do de magnésio favorece a rapida multiplicacdo
celular assim como o crescimento de microrganismos selvagens como diversas cepas E. coli.
Os experimentos preliminares do presente trabalho demonstraram um maior crescimento
celular para as leveduras industriais, no entanto, o favorecimento das leveduras contaminantes
ndo ocorreu. Esses resultados sugerem que a adicdo de magnésio inibe o crescimento da
levedura selvagens LFS e favorece apenas o crescimento das leveduras industriais.

O enxofre é suplementado a partir da mesma fonte usada para 0 magnésio, o que impele
maior semelhanca para a producdo de etanol e glicerol nos ensaios E10, E11, E12 e E13.

O sulfito atua na estabilidade das rea¢des, na manutencdo da fermentacao e, em excesso,
pode impulsionar a producéo de etanol pelo maior consumo de sacarose (Alves, 1994; Amaral
et al., 2009). A estabilidade promovida pelo sulfito pode manter as concentracGes proximas ao
controle, mas o consumo de sacarose ligeiramente superior ao controle, observado nos ensaios
suplementados com fons SO?%, ndo converge na produtividade do etanol, indicando uma
possivel tendéncia do enxofre em formar produtos secundarios como o residual de glicose
observado na Figura 8F.

A concentracdo celular 10% superior ao controle demonstra que as células de levedura
podem evitar o efeito toxico e se adaptar em meios suplementados com enxofre conforme
relatado por Amaral et al. (2009).

Por outro lado, o ensaio com 0,400 g.L* de enxofre (E13) reduz a taxa de contaminagio
para 6,7% e mostra que o enxofre pode potencializar o crescimento de leveduras industriais e
inibir a multiplicacdo da levedura selvagem LFS. De modo semelhante, Goes-Favoni et al.
(2018) mostra que o sulfito atua como um antimicrobiano tanto para bactérias como para
leveduras ao ligar-se aos receptores celulares da parede celular dos microrganismos
indesejaveis e inibi-los.

Nos ensaios suplementados com cobre, a producdo de etanol, a concentracao celular e o
residual de acUcares possuem resultados proximos ao controle, comportamento semelhante ao
encontrado por Naiki e Yamagata (1976) onde leveduras selecionadas - ou industriais —
possuem alta toleréncia ao cobre e interferem discretamente no meio fermentativo.

A reducdo da contaminacdo também pode estar associada ao cobre, chegando a 2,9% de
contaminacdo (E14) com 0,010 g.L?, e 17,6% (E15) com 0,015 g.Lt. A maior reducio
observada para a contaminacéo indica que maiores concentragdes podem estar relacionadas a
competicdo com fons SO%, aumentando a toxicidade e minimizando o efeito inibidor do cobre
assim como apontado por Ramos-Alonso et al. (2008).
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Assim como nas suplementaces com cobre, a presenca do ferro ndo induz o consumo de
acucares, mantendo-o proximo aos resultados encontrados no controle. Segundo Lopes (1989),
o ferro possui importancia secundaria no meio fermentativo quando comparado ao nitrogénio,
fésforo e magnésio, indicando assim que sua suplementagdo ndo afeta significativamente os
parametros fermentativos.

Serrano et al. (2004) e Philpott e Protchenko (2008) demonstraram que a adicao de ferro
ndo melhora o crescimento das cepas inoculadas, no entanto os resultados dispostos na Figura
8D mostram um crescimento para as leveduras LFS. Tal resultado sugere que o ferro beneficia
as leveduras selvagens frente as industriais, e assim, pode provocar redugdes na producdo de
etanol conforme disposto na Figura 9A.

Com os resultados dos experimentos preliminares, tem-se que fosforo, célcio e ferro sdo
0s minerais mais prejudiciais a fermentacdo, afetando a producéo de etanol e atuando no
favorecimento das leveduras selvagens.

Nitrogénio, magnésio, enxofre e cobre mostraram-se benéficos ao processo, com destaque
ao nitrogénio que fomenta o crescimento celular e a producdo de etanol, e 0 magnésio que
reduz consideravelmente a contaminacéo.

O potassio, apesar de reduzir a contaminacédo e promover a producéo de etanol, utiliza da
mesma fonte de enriquecimento que o fosforo. Diante das concentracGes estabelecidas e dos
experimentos em mistura para determinar o cenario menos favoravel a fermentacéo, optou-se
por ndo utilizar este mineral para evitar interferéncias na analise e uma possivel acdo conjunta
ou competitiva no meio.

5.4. Determinagdo do pior cenario fermentativo a partir do delineamento de
mistura com 0s minerais menos favoraveis obtidos nos experimentos
preliminares suplementados

Os parametros fermentativos obtidos como resultado do delineamento de mistura simplex-
lattice com as concentrac¢des suplementadas de fosforo, calcio e ferro estdo dispostos na Tabela
9.
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Tabela 9 — Valores reais e codificados, contaminacao, concentracdo celular, fator de conversdo de substrato a células (Y xs), concentracéo final
de etanol, fator de conversao de substrato em produto (Yrss), produtividade (@), eficiéncia fermentativa (1) e sacarose residual, para os ensaios do
delineamento de mistura com célcio, fésforo e ferro.

Niveis das variaveis independentes L Concentracao
. . Contaminagéao Etanol Sacarose
Ensaio codificadas e reais Celular
. Final Final Final
Ca P Fe Final (%) (gl LY Yxss (9.97) (gl LY Yes(9.9Y) D (gLrhY) 0 (%) (gl LY
1 1(0,300) 0(0,0000 0(0,000) 34,45 +8,90° (7)’22 OJ‘; 0,068 + 0,0022 ‘2121’285 * g’ggjf g’gggai igégi * 23622; *
+ + + + + +
2 0(0000) 1(0400) 0(0000) 3861580 [l oosaxopoa op0EE MOEE . BSTREL SEE T
3 0(0000) 0(0,000) 1(0100) 1880+400a 2%  (ogozoo0s -0279% 0249% 0420 £ 4585+ 20,758
0,447a 16,897a  0,154° 0,235a 28,7b 17,795ab
4 1%(0,100) % (0,200) 0(0,000) 10,32 % 13,90° ;23; 0,064  0,005° 289323’ * ggég;—r 8822; ?13’,32 * gllfgi *
+ + + + + +
5 1% (0,100)  0(0,000) % (0,080) 15,15 + 13,50° g'ég ,. 0,065 0,006° gﬁégal * 8’?2‘;‘ g’g;ia‘ 241’32 * 206’32 *
+ + + + + +
6 0(0,000) % (0,200) % (0,080) 13,23 + 2,207 g,giZ_a 0,064 + 0,003 ‘2125’;;? * ggg;‘ g’gzga‘ 272’82 * 314222 *
+ + + + + +
7 1/3(0,166) 1/3(0,133) 1/3(0,053) 27,0 + 23,42 i'gg{a 0,059 + 0,000° 12115,;);8 * 8’325; g’ggga‘ 25?:(7)2 * gzﬁgg *
8 2/3(0,220) 1/6 (0,066) 1/6 (0,026) 30,76 + 4,60° IZ‘;’ 4“‘; 0,073 + 0,015 ﬁ?g; * g’ggéf g’ggg: ig’gé: 225'22; *
+ + + + + +
9 1/6 (0,118) 2/3(0,266) 1/6 (0,026) 23,08 + 10,30° ;'229; 0,064 + 0,008 ‘1122’222 * g’gg;‘ g’giga‘ 24532 * ig‘:gga‘
10 1/6 (0,118) 1/6 (0,066) 2/3(0,093) 25,99 + 13,207 g’%; 0,064 + 0,006° ;131"11?; * g’gggf g’ggﬁf ;213; * ?1’75’%2 *
8,42 + 41,746+ 0371+ 0,579 + 69,32+ 37,086+
* + a 1 + a 1 1 1 7 )
C 0(0000) 0(0000) 0(0000) 10652240 TPl 00740002 LT 0035 2 50n 06168

* Onde C representa o controle, a fermentacdo com a quantificacdo mineral presente no mosto e sem suplementacéo.
Valores acompanhados da mesma letra na mesma linha néo se diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a nivel de 5% de significancia.
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Os ensaios 1 e 2, suplementados respectivamente com célcio e fosforo, repetiram 0s
resultados encontrados nos experimentos suplementados (item 5.3). Isto indica uma tendéncia
de prejudicialidade que favorece a levedura selvagem LFS e reduz a formacéo do etanol quando
hé suplementacdo de célcio ou fosforo.

O ensaio 3, suplementado com ferro, apresentou reducdo da contaminacéo e contrapde-se
aos resultados encontrados nos experimentos preliminares que apontaram aumento. Apesar
disso, a prejudicialidade ao desempenho fermentativo se repetiu com menor eficiéncia e
producéo de etanol. Assim pode-se inferir que a reducdo da contaminacdo nao é suficiente para
melhorar o processo.

As interacdes de dois minerais nos ensaios 4, 5 e 6 expressam resultados mais favoraveis,
em comparacdo com os demais, visto que houve reducdo da contaminagdo. Com isso, 0S
experimentos em mistura demonstraram que a combinacdo de dois minerais, tidos
individualmente como prejudiciais, pode melhorar o desempenho fermentativo. Um efeito
semelhante é descrito por Handajani, Gumilar e Syafila (2018) onde magnésio e ferro na
proporcao de 3/5 promovem maior concentracao de etanol.

Para as misturas com trés variaveis 0s resultados apontam uma tendéncia de
prejudicialidade assim como nos ensaios unitarios (ensaios 1, 2 e 3). No entanto, o ensaio 8
com maior nivel de calcio, e 0 ensaio 10 com maior nivel ferro, apresentam rendimento e
produtividade superiores ao controle. Dessa forma, infere-se que a proporgéo de célcio, fosforo
e ferro no meio fermentativo é determinante para o desempenho do processo.

Para auxiliar na interpretacdo dos resultados, usou-se modelos matematicos para avaliar
0S ensaios com uma, duas e trés variaveis. Em vista dos resultados obtidos com o delineamento,
optou-se por avaliar o ajuste dos modelos linear, quadratico e ctbico especial para a producao
de etanol e a contaminagdo, uma vez que sdo 0s parametros de maior relevancia.

A analise de variancia ao nivel de 5% de significancia, o residual quadratico médio (MSR),
o coeficiente de determinacéo experimental (R?) e o coeficiente de determinacéo ajustado (Ra?)
séo apresentados na Tabela 10.

Tabela 10 - Residual quadratico médio (MSR), coeficientes de determinacéo experimental (R?)
e coeficientes de determinacio ajustados (Ra2) para os modelos linear, quadratico e clbico no
delineamento do tipo simplex-lattice, e avaliados para o grau de contaminacéo e a producéo de
etanol.
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Variavel dependente Modelo MSR R? Ra?

Linear 0,0079 0,3386 0,1497
Nivel de Contaminagao Quadratico 0,0065 0,6898 0,3021
Cubico Especial 0,0057 0,7940 0,3820
Linear 3,1410 0,0718 0,0000
Producdo de Etanol Quadratico 1,7764 0,7000 0,3250
Cubico Especial 1,8584 0,7646 0,2939

Os modelos matematicos expressam a relacdo entre os minerais e os resultados de
contaminacédo e producédo de etanol e, segundo Martins (2018), sdo significativos quando o
coeficiente de determinagdo (R?) tende a 1 e o residual quadratico médio (MSR) tende a O.

Para a contaminagdo, o modelo matematico cubico especial, em comparagdo com 0s
modelos linear e quadratico, apresentam menores MSR e R? mais proximo de 1. Assim, 0
modelo cubico especial representa com maior precisdo a interacdo dos minerais na avaliagdo
da contaminagéo.

Para a producao de etanol, 0 MSR do modelo quadrético € ligeiramente menor do que no
modelo cubico especial, o que pode refletir a presenca de outliers (alto desvio padréo) assim
como apontado por Martins (2018). Como a diferenca entre os MSR é pequena e o coeficiente
de determinacéo tende a 1 (modelo cubico), este modelo foi utilizado para analise da interacdo
dos minerais na producao de etanol.

A Tabela 11 apresenta os modelos matematicos que descrevem o comportamento do grau
de contaminag&o e da producao de etanol em fungéo da concentragcdo dos minerais célcio (X1),
fosforo (x2) e ferro (xs).

Tabela 11 - Modelos matematicos para o grau de contaminacdo e a producdo de etanol em
funcdo da concentracdo mineral de célcio (x1), fdsforo (x2) e ferro (xs).

Variavel resposta Modelo cubico especial
Nivel de contaminacao y =0,312451x1 + 0,423073x%2
Producéo de etanol y = 43,9989x; + 41,4526x> + 40,3059x3

Os modelos expressos na Tabela 11 corroboram com o0s experimentos preliminares
suplementados e mostram que a contaminacdo € mais influenciada pela atuacdo isolada de
calcio e fosforo, enquanto a producdo de etanol sofre um efeito unitario dos trés minerais
usados nos experimentos em mistura.

A atuacdo do célcio, fésforo e ferro na contaminagdo e producdo de etanol também foi
avaliada pela metodologia de superficie de resposta conforme expresso na Figura 9.

Figura 9 - Curvas de nivel para a (A) contaminacdo e a (B) producéo de etanol nos 10 ensaios
realizados conforme o delineamento de mistura simplex-lattice para calcio, fosforo e ferro.

50



43
B 42
[ 141
[ 40
I 39

// O © p
1,00 A_ A ‘ 0,00
0,00 0,25 0,75 1,00
Ca P

ocooooo
w

Na metodologia de superficie de resposta as regides verdes correspondem as respostas de
menor valor numeérico, e as regides avermelhadas sdo as areas de maior concentracdo (Reis e
Andrade, 1996).

A Figura 9A é predominada por uma ampla faixa verde, indicando as menores
contaminac@es. As regides de coloracdo amarelada e avermelhada limitam-se aos vértices
especialmente de calcio e fosforo, corroborando com o modelo matematico que aponta as
varidveis Ca e P como as mais influentes no nivel de contaminacdo. A Figura 9B mostra uma
faixa esverdeada para o ferro e para a mistura de calcio e fosforo. Estes resultados apontam que
nestas regibes ocorrem a menor producdo de etanol, assim como apontado pelo modelo
matematico (Tabela 11) e nos ensaios do delineamento de mistura (Tabela 9).

O comportamento do célcio, fésforo e ferro na metodologia de superficie de resposta
indicam uma atuacdo individual de cada mineral, assim como apontado pelo modelo
matematico (Tabela 11), e os resultados sdo semelhantes ao encontrado nos experimentos
preliminares com suplementacdo mineral.

Tais resultados assemelham-se, mais uma vez, aos estudos de Santos et al. (2021) e Zago
(1982) que apontam reducdo da eficiéncia fermentativa quando a concentracdo de calcio e
fosforo sdo, respectivamente, 0,3 g.L e 0,15 g.L™*. A contaminagéo pouco influenciada pelo
ferro corrobora com estudos de Philpott e Protchenko (2008) visto que a adicdo de ferro néo
favoreceu o crescimento das leveduras selvagens, mas inibiu a producao de etanol.

Para defini¢do do cenario fermentativo menos favoravel a producdo de etanol, fez-se ainda
a comparacéo entre os resultados previstos pelo modelo e os obtidos nos ensaios. Os dados
estdo alocados na Tabela 12.

Tabela 12 — Comparagdo entre os valores experimentais e preditos para o grau de
contaminacdo e a producdo de etanol nos ensaios do delineamento simplex-lattice.
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Valor Valor

Variavel resposta  Mineral Observado Predito Desvio Erro (%)
Nivel de Ca 0,3445 0,3124 0,0321 10,27
Contaminagéo 0,3886 0,4231 0,0345 8,15

Fe 0,1880 0,1860 0,0020 1,07

Ca 42,508 43,999 1,491 3,38
Producéo de Etanol P 41,642 41,453 0,189 0,46

Fe 30,279 40,306 10,027 24,87

Na Tabela 12, o maior desvio entre o valor observado e predito ocorre para o ferro na
producao de etanol. Assim como apontado anteriormente na analise do MSR e do R?, o desvio
pode representar outliers, isto €, dados com expressiva diferenca usados para compor a média
e que interferem no resultado da analise estatistica (Martins, 2018).

Diante dos resultados encontrados, a suplementacdo com calcio e fosforo sdo as mais
prejudiciais a producéo do etanol, com destaque ao calcio que, em maiores niveis nas interacdes
binérias e ternarias apresentou desempenho fermentativo inferior aos demais ensaios.

Além disso, a calagem é uma das etapas da producgéo de etanol e consiste na adi¢ao de cal
(CaO) para corrigir a acidez do caldo, evitar a degradacdo da sacarose e aumentar a
biodisponibilidade de nutrientes (Rossetto et al, 2004). A calagem pode aumentar os niveis de
fons Ca®* na fermentac&o e ocasionar os problemas verificados no decorrer deste trabalho para
suplementac¢des com o calcio. Além do possivel problema real, o favorecimento as leveduras
contaminantes é mais pronunciado que para o fdsforo, indicando um grave problema para as
usinas de etanol.

Estudos como de Barbour e Priest (1988) e Makanjuola, Tymon e Springham (1992)
apontam reducdo da produtividade e queda do rendimento do etanol em meios com
microrganismos contaminantes. Portanto, o favorecimento das leveduras selvagens indica um
grave problema para as usinas de etanol e faz do meio suplementado com calcio o cenario
fermentativo mais prejudicial a producéo de etanol.

5.5.  Solucdo do pior cenéario fermentativo a partir do delineamento de mistura com
0s minerais mais favoraveis obtidos nos experimentos preliminares
suplementados

A partir da definicdo do cenario fermentativo menos favoravel ao processo, fez-se um
delineamento de mistura do tipo simplex-centréide com os quatro minerais identificados como
benéficos nos experimentos preliminares suplementados. Os 15 ensaios sugeridos pelo
delineamento foram suplementados a 0,3 g.L™ de calcio para analisar o desempenho do
processo com calcio em excesso, e as condi¢des de fermentagdo foram mantidas. Os parametros
obtidos como resultado das fermenta¢bes em misturas estdo dispostos na Tabela 13.
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Tabela 13 - Valores reais e codificados, contaminacdo, concentracao celular, fator de conversao de substrato a células (Y xs), concentracao
final de etanol, fator de converséo de substrato em produto (Ypss), produtividade (9), eficiéncia fermentativas (1) e sacarose residual, para
o0s ensaios do delineamento de mistura com nitrogénio, magnésio, enxofre e cobre.

Niveis das variaveis independentes L Concentracéo
- . Contaminagéao Etanol Sacarose
Ensai codificadas e reais Celular
nsaio
N Mg S Cu Final (%) Final (g.LY) Yxs (9.97%) Final (g.L) Yeis (9.9 @ (g.L2hY) 1 (%) Final (g.LY)
1 L 0 0 0 9,58 + 4,73 11,38 + 2,592 0,083 + 0,019° 38,985+1,913* 0,287 £0,014a 0,541 + 0,026a 53,63+ 2,72a 29,071 +
(5,000) (0,000) (0,000) (0,000) e e R R e e T 0,430a
2 0 ! 0 0 26,56 + 6,03a 8,49 +0,58? 0,062 + 0,0042 41,611+2,178* 0,305 +0,018a 0,578 + 0,030a 57,03 + 3,33a 28544 &
(0,000) (1,000) (0,000) (0,000) e e DR e e R e 1,131a
3 0 0 L 0 23,09 +5,14a 7,22 +0,25% 0,053 + 0,0022 39,723 +1,596* 0,290 +£0,011a 0,552 + 0,022a 54,27 +2,17a 28,144 +
(0,000) (0,000) (0,400) (0,000) R e DR e R e e 0,309a
4 0 0 0 L 19,72 +10,26a 6,74+ 0,222 0,051 + 0,0022 41,468 +1,709*° 0,312 +0,011a 0,576 + 0,023a 58,30 + 2,16a 32012+
(0,000) (0,000) (0,000) (0,015) e T e e e R e 1,218a
Y2 Yo 0 0 . . " 29,494 +
5 (2.000) (0500) (0,000) (0,000) 13,13+10,08a 11,33 +1,68 0,083 + 0,013 40,606 +3,809° 0,299 +0,027a 0,564 + 0,053a 56,02 +5,11a 0.360a
Y2 0 Y2 0 . . " 28,539 +
6 (2.000) (0.000) (0.300) (0,000) 20,52 + 6,24a 13,06 +0,73 0,095 + 0,006 36,780 + 2,942 0,269 + 0,023a 0,511 + 0,041a 50,41 +4,31a 1150a
Y2 0 0 Yo . a 28,627 +
7 (2,000 (0,000) (0.000) (0,010) 22,37 +3,63a 16,07 + 3,26 0,118 + 0,024 38,624 +5,009b 0,284 +0,038a 0,536 + 0,069a 53,00 + 7,25a 1971a
0 Yo Y2 0 . . 28,901 +
8 (0.000) (0,500) (0.300) (0,000) 11,16 + 4,69a 7,77 +0,67b 0,057 + 0,005 40,226 +1,995% 0,296 + 0,015a 0,558 + 0,027a 55,27 +2,82a 0.221a
0 Yo 0 Yo . . " 31,432 +
9 (0.000) (0500) (0,000) (0,010) 18,75+21,38a 8,23+0,77 0,062 + 0,005 42,768 +3,446* 0,321 +0,028a 0,594 + 0,048a 59,90 + 5,27a 1468a
0 0 Y Y . . " 28,240 +
10 (0.000) (0,000) (0.300) (0,010) 23,69+16,68a 7,40 + 0,65 0,054 + 0,005 39,000 + 7,140*° 0,286 +0,057a 0,541 + 0,099a 53, 47 £ 10,74a 3.265a
1/3 1/3 1/3 0 31,150 +
+ a + a + 2 + + +
11 (1334) (0.334) (0.200) (0,000) 7,82 +3,59% 12,20+ 1,16 0,091 + 0,009 43,054 +3,190° 0,322 +0,025a 0,598 + 0,044a 60,16 + 4,68a 0.949
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12

13

14

15

*C

**CA

1/3
(1,334)

1/3
(1,334)

0
(0,000)

Ya
(1,000)

0
(0,000)

0
(0,000)

113
(0,334)

0
(0,000)

113
(0,334)

Yy
(0,250)

0
(0,000)

0
(0,000)

0
(0,000)

13
(0,200)

13
(0,200)

Ya
(0,150)

0
(0,000)

0
(0,000)

113
(0,006)

113
(0,006)

113
(0,006)

Yy
(0,005)

0
(0,000)

0
(0,000)

15,58 £ 10,79a

6,69 +£5,07a

16,59 + 12,17a

17,24 £ 19,02a

15,35 £ 5,20a

24,28 £ 21,44a

11,80 +0,072

10,28 + 1,202

7,42 £0,472

11,08 +1,232

8,53 £ 0,63?

8,52 +0,48°

0,087 +0,00032

0,075 + 0,0082

0,054 +0,0022

0,082 + 0,009?

0,065 + 0,0052

0,064 + 0,0032

42,387 + 2,8472

40,537 + 3,4282

42,992 + 8,6862

40,270 + 0,7522

45,345 + 2,1212

43,273 + 3,6462

0,314 £0,021a

0,296 + 0,026a

0,318 £0,077a

0,298 + 0,005a

0,347 £ 0,015a

0,326 + 0,030a

0,588 + 0,039

0,563 = 0,047a

0,597 +0,120a

0,559 +0,010a

0,629 + 0,029a

0,601 + 0,050a

58,79 £ 4,04a

55,40 £ 4,97a

59,48 + 14,39

55,65 + 1,08a

64,86 + 2,85a

60,88 + 5,69a

30,182 +
0,338a

28,134 +
0,860a

28,884 +
6,059

29,690 +
0,187a

34,286
0,389

32,022 £
1,396a

* C € 0 ensaio sem suplementacdo mineral (controle).
** CA ¢ 0 ensaio suplementado com 0,3 g.L* de célcio.

Valores acompanhados da mesma letra na mesma linha nédo se diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a nivel de 5% de significancia.
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O ensaio 1, suplementado apenas com nitrogénio, reduz em 60% a contaminagao do pior
cenario fermentativo. Conforme visto nos experimentos preliminares suplementados, 0 mineral
favorece a producdo de etanol e Devereux e Tanner (1927) mostraram que, para meios com
100 gramas de sacarose por litro, a adicdo de 1,88 g.L™ de NH4Cl favorece a agéo das leveduras.
No entanto, a producéo do etanol ndo atinge o obtido para o controle, sugerindo que a presenca
do calcio impede a a¢do do nitrogénio no processo.

Os ensaios 2, 3 e 4, suplementados respectivamente com magnésio, enxofre e cobre,
apresentam valores semelhantes ao dos ensaios com excesso de calcio. Ciesarova,
Smogrovi¢ova e Démény (1996) destacam que durante a fermentagdo, o crescimento de
leveduras é mais estimulado por magnésio do que por célcio, enquanto a producédo de etanol é
mais eficiente quando célcio e magnésio sdo adicionados em mistura. Dessa forma, 0s ensaios
2, 3 e 4 indicam que a proporc¢do desses minerais ndo é a mais adequada para reduzir os efeitos
prejudiciais do meio fermentativo.

As interacOes entre duas varidveis mostraram baixa produtividade e rendimento, e
apresenta valores proximos ao do cenario desfavoravel. Segundo Dong, Lin e Li (2015), a
contaminacdo por bactérias acido latico inibe o crescimento de células S. cerevisiae por
competir pelos micronutrientes do meio. Um efeito semelhante pode ter ocorrido especialmente
nos ensaios 6, 7, e 10, de modo que as leveduras selvagens se sobressairam e aumentaram o
nivel de contaminacdo.

As misturas com trés componentes reduzem significativamente a contaminacdo, com
destaque ao ensaio 11 suplementado com nitrogénio, magnésio e enxofre cuja contaminacgéo é
de 7,82%. Segundo Walker et al. (1996), os ions Ca?* antagonizam as fungdes bioquimicas
essenciais catalisadas pelos fons Mg?* e & proporgéo de 9/10 pode minimizar este efeito. Nos
ensaios 11, 12 e 14, a proporcao de célcio e magnésio é superior ao apontado por Walker et al.
(1996), o que fundamenta os melhores resultados.

Na mistura com os quatro minerais (ensaio 15), observa-se que as propor¢des minerais
ndo beneficiam o meio fermentativo, realcando mais uma vez a importancia da proporcao entre
calcio e magnésio no desempenho fermentativo conforme descrito em Rees e Stewart (1997).

Observa-se ainda que nenhum ensaio demonstra eficiéncia e produtividade superiores ao
controle, corroborando com o concluido anteriormente sobre a prejudicialidade do excesso de
calcio no meio fermentativo.

Assim, as interacbes dos minerais nitrogénio, magnésio, enxofre e cobre no cenario
fermentativo desfavoravel foram analisadas segundo modelos matematicos. O ajuste aos
modelos linear, quadrético e cubico especial para a producdo de etanol e a contaminacao foram
avaliados ao nivel de 5% de significancia.

O residual quadratico médio (MSR), o coeficiente de determinacio experimental (R?) e o
coeficiente de determinagéo ajustado (Ra?) sdo apresentados na Tabela 14.
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Tabela 14 - Residual quadratico médio (MSR), coeficientes de determinacédo experimental (R?)
e coeficientes de determinago ajustados (Ra2) para os modelos linear, quadratico e cbico no
delineamento do tipo simplex-centrdide, e avaliados para o grau de contaminacgéo e a producao
de etanol.

Variavel dependente Modelo MSR R? Ra?
Linear 0,00003 0,9941 0,9924

Nivel de Contaminacéo Quadratico 0,00003 0,9974 0,9927
Cubico Especial 0,00001 0,9989 0,9968
Linear 3,0816 0,6218 0,5187

Producéo de Etanol Quadratico 4,3058 0,7598 0,3275
Cubico Especial 4,0848 0,7721 0,3620

Para a contaminacdo, os coeficientes de determinacdo dos trés modelos matematicos
apresentam tendéncia a 1. Todos 0s experimentos, com excecao do ensaio 2, reduzem ainda
que pouco a contaminaco, o que pode influenciar nos valores observados para R Com o
menor MSR, 0 modelo cubico especial foi usado na avaliacdo dos dados.

Assim como no delineamento simplex-lattice (item 5.4), os maiores coeficientes de
determinacdo néo se ajustam aos menores MSR. Por apresentar o coeficiente de determinagéo
mais proximo a 1, e devido a pequena diferenca entre os residuais quadraticos médio, 0 modelo
cubico especial tambem foi utilizado para a producao de etanol.

Além disso, experimentos de mistura do tipo simplex-centrdide sdo mais eficientes no
ajuste a modelos cubicos por avaliar os efeitos de todas as possiveis interagdes entre 0s minerais
(Paese, 1997; Cornell, 2011).

Dessa forma, a Tabela 15 apresenta os modelos matematicos que descrevem o
comportamento da contaminacdo e da producdo de etanol em fungdo da concentracdo de
nitrogénio (x1), magnésio (x2), enxofre (xs) e cobre (xa).

Tabela 15 - Modelos matemaéticos para 0 grau de contaminacdo e a producdo de etanol em
funcdo da concentracdo mineral de nitrogénio (x1), magnésio (x2), enxofre (x3) e cobre (Xa).

Variavel resposta Modelo matemético
Nivel de Contaminagao y =0,2145x%; + 0,2874x3+ 0,2187X4 + 25,1074X1X2X4
Producéo de Etanol y = 43,45579x; + 18,1000x3 + 45,3895x1x2 + 45,0329x1X3

O modelo cubico para a contaminacdo aponta que 0s quatro minerais interferem na
variavel resposta. Desse modo, nitrogénio, magnesio, enxofre e cobre sdo relevantes para
reduzir o nivel de contaminacdo no cenario fermentativo menos favoravel.

Para a producédo de etanol o0 modelo indica que nitrogénio, magnésio e enxofre afetam a
producéo de etanol. Nos experimentos preliminares suplementados com cobre (item 5.3), os
resultados apontaram pouca atuacdo do mineral na producédo de etanol e Naiki e Yamagata
(1976) destaca seu discreto papel no meio fermentativo. Sendo assim, o cobre ndo demonstra
atuar na producao de etanol em meio com calcio em excesso.

56



A relacdo entre 0s minerais também pode ser avaliada pela metodologia de superficie de
resposta nas Figuras 10 e 11.

Figura 10 - Curvas de nivel para a contaminacdo nos ensaios do delineamento de mistura
simplex-centréide para (A) nitrogénio, enxofre e magnesio, (B) nitrogénio, cobre e magnesio,
(C) nitrogénio, cobre e enxofre e (D) magnésio, cobre e enxofre.
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A mistura de nitrogénio, magnésio e cobre (Figura 10B) possui uma ampla regido verde,
sugerindo assim que a interacdo destes minerais pode reduzir a contaminacdo em cenario
fermentativo desfavoravel.

Nas Figuras 10A e 10C também é possivel observar uma faixa esverdeada para o
nitrogénio, o que enfatiza a reducdo da contaminacdo. Bishop (1971) destaca que a presenca
de compostos nitrogenados aumenta a resisténcia das leveduras as infecgdes, e um efeito
semelhante pode ter ocorrido nestes ensaios.

A Figura 10D mostra uma pequena regido verde para o cobre, indicando que esse mineral
também pode reduzir a contaminacédo conforme apontado pelo modelo matematico (Tabela 15).

As curvas de nivel para a producéo de etanol em fungédo do nitrogénio, magnésio, enxofre
e cobre estdo colocadas na Figura 11.
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Figura 11 - Curvas de nivel para a producao de etanol nos ensaios do delineamento de mistura
simplex-centrdide para (A) nitrogénio, enxofre e magnésio, (B) nitrogénio, cobre e magnésio,
(C) nitrogénio, cobre e enxofre e (D) magnésio, cobre e enxofre.
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Na Figura 11 observa-se que a maior producdo de etanol esta disposta nas regifes
avermelhadas do nitrogénio e do magnésio. Os resultados sugerem que, independentemente da
presenca do cobre ou enxofre, os jons NH4~ e Mg?* tendem a regular o processo com calcio em
excesso ainda que a presencga de fons Ca?* aumente a sedimentacéo das leveduras. Estudos
como de Pasternakiewicz e Tuszynski (1997) mostraram um efeito semelhante para os ions
magnésio.

O nitrogénio reduz a contaminacdo, conforme visto na Figura 10, e incentiva a producéo
de etanol. O comportamento do mineral se assemelha aos estudos de Monteiro (2016) que
sugestiona crescimento das leveduras selecionadas e maior conversdo do agUcar a etanol com
a adicdo de nitrogénio.

Walker (2004) buscou uma concentracao de calcio e potassio para maximizar a producédo
de etanol a partir de uma concentracdo fixa de magnésio no melaco. De modo semelhante
Walker et al. (1996) avaliaram a proporcao entre magnésio e calcio que prejudica o crescimento
das leveduras e a produtividade da fermentacdo. Dessa forma, uma proporcao contraria pode
ser observada nos ensaios, de modo que a proporc¢do de magnésio e calcio no meio fermentativo
favoreceu a producdo de etanol e o crescimento das leveduras industriais.
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Assim, os resultados sugerem que nitrogénio, magnésio e enxofre podem solucionar o
cenario fermentativo prejudicado pelo excesso de calcio. Com 0,3 g.L™* de calcio no mosto
sintético, os ensaios mostram que 1,33 g.L* de nitrogénio, 0,34 g.L de magnésio e 0,2 g.L™*!
de enxofre reduzem a contaminagéo em 67,8% e favorece a producéo de etanol.

Os resultados também apontam que a combinagéo de 0,006 g.L™* de cobre, 1,0 g.L* de
nitrogénio, 0,25 g.L™* de magnésio e 0,15 g.L* de enxofre, reduzem 29% da contaminagdo e
pode auxiliar no controle das leveduras selvagens em meios fermentativos com céalcio em
excesso.

5.6. Utilizacdo dos minerais benéficos ao desempenho fermentativo em mosto
natural com célcio em excesso e presenca de levedura contaminante

O pior cenario fermentativo, definido pelo excesso de célcio, foi solucionado em mosto
sintético pela adigdo de nitrogénio, magnésio e enxofre (item 5.5). Para atestar os resultados, a
mesma solucdo foi aplicada em mosto natural com célcio em excesso.

As concentragdes dos minerais no mosto natural estdo colocadas na Tabela 16 em
comparagdo com as concentragcdes minerais do mosto sintético.

Tabela 16 - Comparacdo entre as concentracdes minerais do mosto natural e do mosto

sintético.
Mineral N P K Ca Mg S Cu Fe
Concentracéao
guantificada no
mosto natural
(g.LY
Concentracéo
guantificada no
mosto sintético

(9.L™)

2,282 0,018 0,362 0,300 0,200 0,012 0,006 0,009

0,776 0,170 0,329 0,195 0,050 0,209 0,007 0,060

A concentracdo de nitrogénio no mosto natural é trés vezes superior ao encontrado no
mosto sintético. De Oliveira et al. (2007) destacam que o nitrogénio é o macronutriente mais
requerido durante o ciclo de producéo da cana-de-agucar, fundamental para o desenvolvimento
vegetativo, nutricdo e fisiologia da cultura. Sendo assim, infere-se que o nitrogénio é absorvido
em maiores quantidades pela cana-de-agucar.

As maiores concentracGes de potassio, célcio e magnésio no mosto natural, em relacdo ao
mosto sintético, pode decorrer da colheita e de diversos processos durante 0 manejo da cana.
Alonso-Gomez e Bello Pérez (2018) relatam que a colheita mecanizada de cana-de-agucar
aumenta a presenca de compostos inorganicos como potassio e silicio. De Oliveira et al. (2007)
destacam ainda o uso de substancias como silicatos de célcio e magnésio na correcéo da acidez
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do solo, 0 uso de vinhagas ricas em potassio e célcio na fertilizacdo, e a adubacao potassica
durante o plantio.

Além disso, 0 mosto natural possui 0,3 g.L™! de célcio, o que corresponde ao cenario menos
favoravel ao desempenho fermentativo e sugere excesso de célcio, assim como descrito no item
5.4.

O cobre apresenta valores semelhantes entre 0 mosto natural, 0 mosto sintético e a
concentracdo sugerida em Lima (2019), refor¢ando assim uma tendencia de absorcao do cobre
pela cana. Segundo De Oliveira etal. (2014), a cana-de-agUcar possui uma limitacdo nutricional
ao cobre e o0 absorve em baixas quantidades. Assim, a concentragdo do cobre encontrada no
mosto sintético e natural (0,007 g.L™?) pode representar a quantidade maxima do mineral
encontrada em mostos.

O enxofre é encontrado na forma de aminoacidos essenciais, proteinas polissacarideos e
compostos ndo saturados, o fosforo apresenta reatividade na absorcao pela cana-de-aclcar e 0
pH do solo influencia na absor¢édo do ferro (De Oliveira et al., 2007; Campbell, 2007; Stipp e
Casarin, 2010; Blum, Melfi e Montes, 2012). Tais mecanismos podem ter influenciado a
concentracdo de fdosforo, enxofre e ferro cujas concentra¢Ges sao menores no mosto natural em
comparagdo ao mosto sintético.

Desse modo, os ensaios em mosto natural foram suplementados conforme destacado na
Tabela 17.

Tabela 17 - Concentragdo mineral dos ensaios realizados em mosto natural (g.L™).

Concentracdo dos meios de fermentacéo (g.L™)

[
Minerais MN1 MN2 MN3 MN4

| N 5,128 5,349 2,282 2,282
P 0,018 0,018 0,018 0,018
K 0,362 0,362 0,362 0,362
Ca 0,300 0,300 0,300 0,300
Mg 0,289 0,324 0,200 0,200
S 0,249 0,354 0,012 0,012
Cu 0,008 0,006 0,006 0,006
Fe 0,009 0,009 0,009 0,009

Santos (2021) isolou a levedura selvagem LFS de amostras de caldo coletadas na mesma
usina que cedeu o mosto natural utilizado neste trabalho. Para averiguar a presenca de
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contaminantes no mosto, o ensaio MN4 foi realizado apenas com as leveduras industriais,
inoculando 0,075 g.L™ de cada uma das cepas.

Os ensaios MN1, MN2 e MN3 mantiveram a inoculagdo inicial de 30% da levedura
selvagem LFS e 70% das leveduras industriais BG-1, CAT-1, PE-2 e FT-858L.

O ensaio MN1 foi suplementado com nitrogénio, magnésio, enxofre e cobre para avaliar,
principalmente, a contaminacdo do meio fermentativo. O ensaio MN2 reproduz a solucdo
empregada no meio desfavoravel ao desempenho fermentativo, suplementando nitrogénio,
magnésio e enxofre assim como apontado no item 5.5. Para comparacao, o ensaio MN3 néo
recebeu suplementacéo mineral e assemelhou-se a fermentacéo realizada na industria.

O resultado dos experimentos em mosto natural esta colocado na Tabela 18.

Tabela 18 - Contaminacdo, concentracdo celular, fator de conversdo de substrato a células
(Yxss), concentracdo final de etanol, fator de conversdo de substrato em produto (Yess),
produtividade (@), eficiéncia fermentativas (1) e consumo de agticares, para 0S ensaios com
mosto natural.

Concentracéo

Contaminacéo Etanol Sacarose
Ensaios C.elular - -
Final (%) Final Yxis Final Yeris 1] 1 (%) Final
QLY  (@g)  (@LH (99 (gLth?) (@LY
MN1 40,01 +£33,50b 14,91+ 0,091+ 5302+ 0,324+ 0,736 60,51+ 3,648
0,582 0,004a 4,114a 0,025a 0,0572 4,70a 0,683
MN2 14,67 +£10,40b 15,03 + 0,092+ 57,62+ 0,354+ 0,800+ 66,08+ 4,429+
0,644 0,004b  4,609a 0,029a 0,064% 5,402 0,3542
MN3 28,63 +£19,30ab 9,31+ 0,059+ 5401+ 0,347+ 0,750+ 64,79+ 11,62 %
0,46b 0,003b 2,500a 0,015a 0,035? 2,90a 0,398b
MN4 0,00 £ 0,00a 12,06 = 0,077+ 5518+ 0,353+ 0,766 % 65,96+ 11,06
0,31b 0,002a 2,974a 0,019a 0,041° 3,50a 0,433b

Diferentemente do apontado no delineamento simplex-centrdide (item 5.5), a
suplementacdo com nitrogénio, magnésio, enxofre e cobre ndo reduz a contaminagdo. A
suplementacao do cobre pode causar toxicidade as leveduras industriais, mas sem afetar outros
microrganismos do meio (Ramos-Alonso et al., 2018). Um comportamento semelhante pode
ter ocorrido no ensaio MN1, de modo que as concentragdes minerais suplementadas
favorecessem as leveduras selvagens LFS.

O ensaio MN2, suplementado com nitrogénio, magnésio e enxofre, atesta a solucéo
proposta para o cenario fermentativo desfavoravel a producdo de etanol. Os resultados
demonstram melhora no desempenho fermentativo, reduzindo a contaminacdo em 48,7% e
aumentado a producéo de etanol em 4,4%.

No ensaio sem suplementacdo (MN3), a contamina¢do mantém-se proxima aos 30%.
Estudos como de Ciane, Maccarelli e Fatichenti (2003) mostram que as leveduras do género
Brettanomyces / Dekkera consomem o acgucar do meio e formam subprodutos como acido
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acético e glicerol. Um efeito semelhante pode ter ocorrido para as leveduras selvagens LFS no
meio fermentativo.

O ensaio MN4, apenas com leveduras industriais e sem suplementacdo, ndo apresenta
contaminagOes pela levedura LFS. No entanto, a produgdo de etanol é inferior quando
comparada ao ensaio MN2 (com levedura contaminante e suplementado com nitrogénio,
magnésio e enxofre). Desse modo, constata-se que além de reduzir a contaminacédo, a
suplementacdo mineral também pode auxiliar na melhora do desempenho fermentativo como
observado no ensaio MN2.

Os resultados mostram que a suplementagdo de nitrogénio, magneésio e enxofre é uma
solucéo eficaz para reduzir a contaminacéo por leveduras selvagens LFS e favorecer a producéo
de etanol em mostos com calcio em excesso.

O mosto natural com excesso de calcio demonstra um possivel problema em escala
industrial que afeta o processo e a producio de etanol. Assim, para cada 0,3 g.L™ de célcio no
meio fermentativo, é necessario suplementar nitrogénio (NH4CI) em 5,349 g.L !, magnésio
(MgSO4) em 0,324 g.L ™ e enxofre (MgSOs) em 0,354 g.L? para minimizar os efeitos
prejudiciais causados pela interacio dos ions Ca?* em excesso com as leveduras contaminantes.
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6. CONCLUSAO

Os resultados encontrados evidenciam a importancia de analisar as especificidades do
processo para definir concentragdes minerais favoraveis a producéao de etanol.

A suplementacéo de célcio, fasforo e ferro foram prejudiciais ao desempenho fermentativo
com destaque ao calcio em excesso (0,3 g.L™?) que apresentou o cenario menos favoravel a
fermentacdo com 38% de contaminacéo e diminuicao de até 47% na producéo de etanol.

Como solucao ao excesso de célcio, a suplementacdo de nitrogénio, magnésio e enxofre
em mosto sintético foi capaz de reduzir os efeitos prejudiciais e melhorar o desempenho
fermentativo.

A avaliacdo dos resultados em mosto natural com célcio em excesso mostrou que a
suplementacdo de nitrogénio, magnésio e enxofre em 5,349 g.L?, 0,324 g.L e 0,354 g.L*!
respectivamente, promoveu um aumento de 61% na concentracdo celular, de 6% na
produtividade e de 2% na eficiéncia fermentativa.

Além de favorecer a producdo de etanol e melhorar o desempenho fermentativo, a
suplementacdo com nitrogénio, magnésio e enxofre também reduziu a contaminagdo para
14,7% e mostrou que tais minerais podem minimizar a a¢do da levedura contaminante LFS.

A resposta encontrada no presente estudo mostra-se relevante para solucionar um
problema real enfrentado por processos industriais com excesso de célcio no mosto e leveduras
contaminantes no meio fermentativo.

Dada a importancia do etanol ao mercado brasileiro, e em vista das perspectivas futuras,
a suplementacdo mineral é uma medida simples, econdmica, eficaz, viavel e de facil aplicacédo
para contornar as contaminacdes indesejadas e aumentar a producao de etanol.
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ANEXOS

Anexo A - Composi¢do quimica do mosto sintético.

Componente Concentragéo (g.L ™)
) D-L Acido Malico 1,8
Acidos )

Acido Citrico 8

D(+) Sacarose 129,24
Aculcares D(+) Glicose 10

D(-) Frutose 10

Fosfato de Pot&ssio Monobésico 0,75

Sulfato de Potassio 0,5
Sais minerais Sulfato de Magnésio Heptahidratado 0,25

Cloreto de Calcio Dihidratado 0,155

Cloreto de Sadio 0,2
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Anexo B - Composic¢édo das solucdes quimicas adicionadas ao mosto sintético

Solugdes Componente Concentracéo (g.L™?)
Tirosina 0,03
Isoleucina 0,067
Acido Aspartico 0,16
Acido Glutamico 0,17
Arginina 0,07
Leucina 0,13
Treonina 0,006

Aminoacidos Glicina 0,123
Alanina 0,113
Valina 0,110
Metionina 0,014
Fenilalanina 0,067
Serina 0,085
Histidina 0,025
Lisina 0,046
EDTA Sal Dissddico 0,015
Sulfato de Zinco Heptahidratado 0,0045
Cloreto de Manganés Il 0,001

Elementos tracos  Cloreto de Cobalto Hexahidratado 0,0003
Sulfato de Cobre I1 0,0003
Molibdato de Sodio Dihidratado 0,0004
Cloreto de Calcio Dihidratado 0,0045
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Sulfato de Ferro 0,003
Acido Borico 0,001
lodeto de Potéssio 0,0001
D-biotina 0,002
Calcio d-Pantotenato 0,04
Acido Nicotinico 0,04
Vitaminas Myo-Inositol 0,965
Cloridrato de Tiamina 0,04
Cloridrato de Piridoxal 0,04
Acido p-Aminobenzéico 0,008
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APENDICE

Apéndice A — Calculos para a suplementacdo mineral

Massa Massa Concentragdo | Concentragdo | Concentracéo Conc_entragéo Conc_entragéo Concentragéo ) Concentragio

Elemento | Composto Molar do | Molardo | do Composto | do Elemento do Composto | Desejada do Desejada do do Elemento Suplementa@ao da Solugdo
Composto | Elemento | no Mosto no Mosto em2,5mL Elemento Composto em25mL no Meio (g/L) Mineral (g/L)
(g/mol)* | (@/mol)** | (g/L) (g/L) (g/'L) (g/L) (g/L) (g/L)

N NH4CI 53,5 14 2,967 0,776 0,0074 5,000 19,107 0,0478 0,0404 30,1122

Extrato de Levedura | 50,46 14 2,967 0,823 0,0074 5,000 18,021 0,0451 0,0376 28,0866

P KH; PO, 136 31 0,75 0,171 0,0019 0,400 1,755 0,0044 0,0025 3,7494

K KH2 POy 136 39 0,75 0,215 0,0019 2,000 6,974 0,0174 0,0156 23,2252

Ca Ca0 56 40 0,45 0,321 0,0011 0,200 0,280 0,0007 -0,0004 0,4104

S MgSOQOq4 120 32 0,25 0,067 0,0006 1,000 3,750 0,0094 0,0088 13,0597

Mg MgSO4 120 24 0,25 0,050 0,0006 0,400 2,000 0,0050 0,0044 6,5299

Cu CuS04-5H20 2495 63,5 0,03 0,008 0,0001 0,015 0,059 0,0001 0,0001 0,1080

Fe FeSO4-7H.0 278 56 0,3 0,060 0,0008 0,100 0,496 0,0012 0,0005 0,7329

* Massa molar de cada elemento analisado, a partir do especificado em tabela periddica.

** Massa molar de composto calculado a partir da relacéo estequiométrica dos elementos presentes na composi¢ao.
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A quantidade de composto no mosto foi determinada pelas concentracdes presentes nos
sais minerais, aminoacidos e elementos tracos usados no preparo do mosto sintético.
Observando os componentes descritos nos Anexos A e B, somou-se a concentragdo de cada
um deles na composic¢ao do mosto sintético.

A concentracgdo do elemento no mosto foi determinada pela relacdo da quantidade de
composto no mosto e da massa molar do elemento com a massa molar do composto, conforme
a Equacao 7.

_ Qtdc*MM,
o = S (7)
Sendo: Cem = Concentracéo do elemento no mosto (g.L™2); Qtdc = Quantidade de composto no
mosto (g.L™); MM, = Massa molar do elemento (g.molt); MM, = Massa molar do composto
(g.mol™?).

A concentracdo do composto no volume utilizado nos ensaios, 2,5 mL do mosto
sintético, foi determinada pelo célculo da quantidade de composto no volume fermentado,
conforme a Equacao 8.

Ccv = QtdC * 0,0025 (8)

Sendo: Ccv = Concentracdo do composto em 2,5 mL do mosto (g); Qtdc = Quantidade de
composto no mosto (g.L?).

A concentragdo desejada no elemento foi determinada pela comparacdo da
quantificacdo mineral no mosto sintético e as concentragdes sugeridas em literatura, conforme
discutido no item 5.2.1.

Com base na concentracdo desejada do elemento, a correspondente concentragdo
desejada do composto foi determinada pela sua relacéo e a quantidade de composto no mosto
com a concentracdo do elemento no mosto, conforme a Equacao 9.

_ Cde * Qtdc

Cdc (9)

Cem

Sendo: Cqc = Concentracdo desejada do composto (g.L™?); Cac = Concentragéo desejada do
elemento (g.L™?); Qtdc = Quantidade de composto no mosto (g.L™2); Cem = Concentragio do
elemento no mosto (g.L™).

A partir da concentracdo desejada do composto, a concentra¢ao do elemento no volume
utilizado pode ser determinada conforme a equacéo 10.

Cev = Cye * 0,0025 (10)

Sendo: Cey = Concentracdo do elemento em 2,5 mL do mosto (g); Cdc = Concentragéo desejada
do composto (g.L™).
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A suplementacédo foi calculada pelas diferencas encontradas entre a concentracao do
elemento em 2,5 mL do mosto e a concentracdo do composto no mesmo volume, conforme a
equacao 11.

SUP = Cev - Ccv (11)

Sendo: Syp = Concentracéo a ser adicionada ao mosto (g); Cev = Concentracdo do elemento em
2,5 mL do mosto (g); Ccv = Concentragdo do composto em 2,5 mL do mosto (g).

Por fim, a concentracdo da solucdo mineral foi determinada pela relacdo da
suplementacdo encontrada na equacao 9 pelo volume adicionado na fermentacdo, que € de
67uL, conforme a equacdo 12.

Coz—2p_ (12)

T 671077

Sendo: Cs = Concentracdo da solucdo mineral (g); Sy = Concentracdo a ser adicionada ao
mosto (g).
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