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RESUMO - O presente trabalho teve como objetivo estudar a influéncia da concentracdo
de fermento, e dos principais contaminantes gerados no pré-tratamento de materiais
lignocelulésicos sobre o perfil fermentativo e viabilidade celular da levedura
Saccharomyces cerevisiae, em meio sintético YPD, com e sem a adicdo dos
contaminantes, &cido acético e furfural em diferentes concentragdes. Os ensaios foram
conduzidos em frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 100 mL de meio, e agitacdo de
100 rpm, mantidos a temperatura de 30°C, num sistema em batelada. Como forma de
acompanhar a cinética fermentativa coletou-se uma amostra do fermentado a cada 2 horas,
aferindo-se o teor de sélidos soluveis, Brix, e a massa celular. Apos fermentacdo, o caldo
sobrenadante foi utilizado para verificagdo da viabilidade celular através de contagem em
Camara Neubauer. O teor de solidos soluveis inicial dos meios estava em
aproximadamente 6,0°Brix, e nos experimentos que ocorreram maior reducdo houve
diminuicdo de 2,2°Brix, para a quantidade inicial de 0,2 g de fermento na auséncia de
contaminantes, ja para 0s meios que continham os inibidores a maior variagcdo no °Brix
ocorreu em um ensaio com maior quantidade inicial de fermento, 1,0 g; e, a partir dos
resultados de viabilidade celular observou-se que as leveduras mostram-se mais
resistentes aos inibidores quando a concentracdo inicial de indculo é maior.

1. INTRODUCAO

A fermentacdo € um processo pelo qual os microrganismos utilizam diversas moléculas
organicas, como 0s agucares, para produzir energia. No caso da levedura Saccharomyces cerevisiae, a
glicose é convertida em etanol com alta eficiéncia. Tais leveduras tém sido tradicionalmente
utilizadas nas grandes inddstrias produtoras de etanol, podendo ser leveduras de panificacao,
prensadas e secas ou leveduras selecionadas, com tolerancia a altos teores de etanol e com boa
velocidade de fermentagdo (BELLUCO, 2001).

O Brasil é pioneiro na producdo de etanol e, no seu uso como combustivel alternativo em larga
escala, transformando-se em um dos maiores produtores, consumidores e exportadores de etanol do
mundo, ocupando posicdo de lideranga na tecnologia de sua produgédo (CHAVES; GOMES;
PEREIRA, 2010) e, segundo dados da Renewable Fuels Association (2011), a producdo de etanol
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combustivel estd em torno de 75 bilhdes de litros por ano, sendo a maior parte deste total, cerca de
95%, produzida pela fermentacdo de determinados acucares pela levedura Saccharomyces cerevisiae,
0 que reforca a necessidade de estudos sobre a influéncia de parametros que podem interferir no
processo fermentativo.

No entanto, o aumento da demanda de combustivel e a crescente preocupa¢do com o meio
ambiente tém levado a busca por novas matérias-primas para a producdo de etanol. Neste contexto, o
bioetanol, ou etanol de segunda geracdo, proveniente de materiais lignocelulésicos como o bagaco e a
palha da cana-de-agucar, torna-se uma alternativa promissora. Entretanto, esta biomassa necessita de
um pré-tratamento para a hidrélise da celulose e da hemicelulose em monémeros de acucar,
disponibilizando-os para a fermentacéo.

Segundo Santos (2014), durante o pré-tratamento do material lignocelulésico pode ocorrer
liberacdo de substancias que inibem o correto desenvolvimento da levedura, mesmo em condicdes
Otimas de fermentacdo. Esses produtos de degradacdo sdo em geral: o furfural, formado a partir da
degradacdo de pentoses; o HMF, formado como consequéncia da degradacdo de hexoses; e o acido
acetico, formado devido a hidrolise da hemicelulose.

Os efeitos negativos produzidos por esses compostos quimicos vao desde a diminuicdo da taxa
especifica de crescimento e da produtividade de etanol, até a reducdo da sintese da biomassa. Os
compostos aromaticos mostram-se como 0s mais toxicos para 0s microrganismos, pois causam danos
na membrana celular (ROSSELL, 2006; CHAVES, GOMES, PEREIRA, 2010). O efeito bioldgico de
certos compostos pode ser intensificado na presenca de outros compostos e, no caso da inibi¢ao
microbiana, tal efeito pode ser aditivo ou simultaneo (KLINKE et al., 2004). Por exemplo, o acido
acético quando adjunto ao furfural ocorre uma interacdo oposta no crescimento (PALMQVIST E
HANH-HAGERDAL, 2000).

O estudo do processo fermentativo consiste em analisar a evolugéo dos valores de concentracéo
de componentes do sistema de cultivo em funcdo do tempo de fermentacdo. Estes componentes
podem ser entendidos como o microrganismo, o produto do metabolismo e o substrato, e seus valores
experimentais de concentracdo permitem que sejam tracadas curvas de ajuste que descrevam 0s
mesmos (GRETSCHMANN, 2009). Em uma fermentagdo ocorrem muitas transformacoes, células
crescem, reproduzem-se e morrem; substancias diversas existentes no meio sdo consumidas pelos
microrganismos e produtos de metabolismo séo langados no meio em que 0s microrganismos atuam
(SANTOS, 2013).

Tendo em vista que a concentragdo do inoculo é um parametro fundamental para o rendimento
do processo fermentativo, é de grande importancia avaliar o efeito da concentracéo inicial da levedura
a ser inoculada. Além disso, as condi¢Ges ambientais do processo, como pH, temperatura, oxigénio e
a composicdo do meio de cultura sdo fatores importantes, capazes de influenciar fortemente a
produtividade de qualquer processo de bioconversdao (CABRAL, 2005).

2. MATERIAIS E METODOS
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2.1. Preparo do Inéculo

Para o preparo do indculo nos ensaios de fermentacao utilizou-se o meio de cultura YPD (Yeast
Peptone Dextrose), com a seguinte composicdo: 10 g/L de extrato de levedura; 20 g/L de glicose; 20
o/L de peptona bacterioldgica, tendo o pH ajustado para 5,0 com HCI 0,25 M. Como microrganismo
utilizou-se a levedura Saccharomyces cerevisiae comercial, na forma de fermento seco.

2.2. Fermentacao Etandlica

As fermentacdes foram conduzidas em frascos Erlenmeyers de 250 mL contendo 100 mL de
meio, mantidos em shaker com agitacéo de 100 rpm e 30°C.

Diferentes ensaios fermentativos foram realizados, na presenca e auséncia de contaminantes,
conforme descrito a seguir. Para os ensaios realizados na auséncia de contaminantes, a variavel
estudada foi a concentracdo inicial de fermento utilizada, avaliando-se nesse caso a cinetica de
consumo de substrato e o aumento da massa celular. Para os demais ensaios, foram adicionados 0s
principais contaminantes gerados no processo de pré-tratamento de materiais lignocelulosicos:
furfural e &cido acetico. Esses inibidores foram acrescidos ao meio de cultura em diferentes
proporcOes buscando verificar a partir de qual concentracao (de furfural e acido acético) o rendimento
fermentativo ¢ afetado. A viabilidade celular também foi analisada ap0s as 24 horas de fermentagéo.

2.3. Metodologia Analitica

A escala de Brix foi utilizada para determinar a concentracao de actcar no meio fermentativo,
aplicando o método de refratometria, utilizando refratdbmetro portéatil para a leitura, efetuando a devida
correcdo de temperatura.

A concentracdo celular foi determinada através de método espectrofotométrico. As amostras
foram diluidas na proporcdo 1:50 e fez-se as leituras de absorbancia em espectrofotbmetro com
comprimento de onda de 600 nm. O valor de absorbancia lido foi convertido em concentragdo, em
g/L, utilizando a curva padrdo que relaciona a absorbancia com concentracdo celular em termos de
massa seca em g/L.

O crescimento relativo, em termos de massa celular, foi calculado a partir da razdo entre a
variacdo da massa celular ao longo do tempo, pela massa celular inicial.

A viabilidade celular da levedura Saccharomyces cerevisiae foi feita a partir da contagem dos
microrganismos realizada em Cémara de Neubauer espelhada, adotando a técnica preconizada por
Antonini (2004), considerando as células coradas de azul como mortas, e as transparentes como ainda
vivas.

2.4. Planejamento Experimental

Area tematica: Processos Biotecnoldgicos 3



mEQ 19 a 22 de outubro de 2014

Congresso Brasileiro de Floriand pol Is/SC
Engenharia Quimica

Com o objetivo de avaliar quais fatores influenciam a viabilidade celular da levedura, um
planejamento experimental 2® completo foi realizado verificando dentre as varidveis e niveis
estudados os parametros relevantes. As analises de °Brix e massa celular foram realizadas em

triplicata, e as varidveis estudadas apresentando seus respectivos maximos e minimos, conforme a
Tabela 1.

Tabela 1 — Condicdes experimentais

Ensaios sem contaminantes Planejamento experimental 2°
Fermento () Fatores () (+)
0,2 Fermento (g) 0,2 1,0
0,5 Acido acético (mL) 0,5 2,5
1,0 Furfural (mL) 0,1 0,5

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

Para os ensaios fermentativos realizados na auséncia de contaminantes, analisou-se o
comportamento da levedura variando apenas a quantidade inicial de fermento adicionada ao meio. O
maior consumo de acUcares ocorreu no experimento com menor quantidade inicial de fermento,
obtendo reducéo de 2,2° Brix. Porém o ensaio que apresentou maior ganho relativo de massa celular,
cerca de 44,2%; foi o de massa inicial 0,5 g. Os resultados obtidos experimentalmente estdo contidos
na Tabela 2.

Tabela 2 — Comportamento fermentativo na auséncia de contaminantes

Massa celular (g/L)
Tempo (h) Massa inicial de fermento (g)
0,2 0,5 1,0
0 2,00 5,00 10,00
2 2,57 6,24 11,59
4 3,31 7,18 13,09
6 4,24 7,91 13,32
8 4,74 8,45 13,39

A Figura 1 apresenta o grafico da cinética de crescimento da levedura para as diferentes
quantidades iniciais de fermento, nela é possivel observar que nas primeiras duas horas de
fermentacdo o0 maior aumento ocorreu no experimento com maior concentragéo inicial de fermento,
porém, a partir de quatro horas o crescimento da levedura foi mais intensificado nos demais ensaios,
enguanto no ensaio com maior concentracao inicial o comportamento da levedura assemelha-se a fase
estacionaria.
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Figura 1 — Cinética de crescimento na auséncia de contaminantes.

Para as fermentagdes na presenca dos contaminantes foi realizado um planejamento experiemtal
com objetivo de analisar, de forma mais rapida, quais os fatores influenciam a viabilidade celular da
levedura. A matriz do planejamento foi montada conforme a Tabela 3, as variaveis estudadas foram a
guantidade de fermento, a de acido acético e a de furfural, os resultados analisados foram: o aumento
da massa celular entre 2 e 8 h de fermentacéo, a variacao do °Brix e a viabilidade celular apds 24 h de

fermentacao.
Tabela 3 — Matriz do planejamento experimental 2°

Ensaio | Fermento (g) Acido acético (mL) Furfural (mL) Mazss: Ce?ulars(?]/L) A°Brix
1 0,2 0,5 0,1 2,14 2,90 0,1
2 1,0 0,5 0,1 12,07 13,27 0,0
3 0,2 2,5 0,1 2,35 2,44 0,7
4 1,0 2,5 0,1 10,29 11,28 0,8
5 0,2 0,5 0,5 2,11 2,78 0,4
6 1,0 0,5 0,5 11,07 12,43 0,9
7 0,2 2,5 0,5 2,20 2,47 0,7
8 1,0 2,5 0,5 8,48 11,13 0,2

A partir dos dados obtidos é possivel observar a influéncia dos contaminantes no processo, a
variagcdo de °Brix diminui significativamente em relacdo ao resultado obtido na fermentacdo sem
contaminantes. Sendo a maior reducéo, de 0,9°Brix, obtida no ensaio 6 nas seguintes condi¢6es: 1,0 g
de fermento; 0,5 mL de &cido acético; 0,5 mL de furfural; e a menor no ensaio 2 nas condigdes: 1,0 g
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de fermento; 0,5 mL de &cido acético; e 0,1 mL de furfural. A Figura 2 ilustra a cinética de
crescimento nas diferentes condigdes experimentais.

De maneira distinta ao processo sem contaminantes, o maior ganho relativo de massa celular
ocorreu no ensaio 1, com 37,7 % de ganho, e 0 menor no ensaio 6, com apenas 10% onde ocorreram
reducdes de 0,1 e 0,9°Brix, respectivamente.

Concentracdo inicial 2 g/L. Concentracdo inicial 10 g/L
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Figura 2 — Cinética de crescimento fermentativo

Na Figura 3 estdo apresentados os resultados de viabilidade celular apos 24 h de fermentacao.
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Figura 3 — Viabilidade celular apds 24 h de fermentagé&o.

Para avaliar de maneira mais rapida qual entre as variaveis estudadas afeta a viabilidade da
levedura, gerou-se no programa STATISTICA 7 uma superficie de resposta, tendo como variaveis as
quantidades, em mL, de &cido acético e furfural, mantendo como fixa a quantidade inicial de
fermento, obtendo como resposta a influéncia desses fatores sob a viabilidade celular.
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Analisando-se a Figura 4 nota-se que a maxima viabilidade é obtida na condicdo em que a
concentracdo de acido acético é maior e a de furfural € menor, enquanto que o minimo é obtido a
medida que a concentracdo de furfural aumenta. Sendo assim, a concentracdo de furfural mostra-se a
variavel de maior influéncia no desenvolvimento da levedura. Entretanto nas concentragdes estudadas
0 4acido acetico ndo demonstrou ser siginificativo no desenvolvimento do microrganismo,
apresentando baixo efeito na inibicdo da levedura Saccharomyces cerevisiae.
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Figura 4 Influéncia das variaveis em planejamento 2°,

Os resultados obtidos véo de encontro as afirmacdes de Freitas (2011) e Taherzadh (2007),
que relatam a inibicdo do crescimento da levedura e reducdo do valor da taxa especifica de
crescimento a medida que as concentragdes de ambos inibidores, acido acético e furfural,
aumentam. Isso pode ter ocorrido devido a possiveis erros analiticos e, além disso, a
concentracdo de contaminantes adicionadas ao meio pode ndo apresentar significativa toxicidade
na faixa estudada, e ndo causar perturbacdo no metabolismo microbiano.

4. CONCLUSAO

Os resultados obtido experimentalmente apontam a necessidade de maiores estudos em relacéo
a levedura Saccharomyces cerevisiae. Entretanto, concluiu-se que a concentracdo de fermento
influencia a viabilidade celular e, independente da concentracdo dos contaminantes no meio, quanto
maior a quantidade inicial de fermento, maior € a resisténcia aos inibidores e, consequentemente,
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maior a viabilidade celular. Sendo assim, o foco de futuros estudos deve ser a concentracdo dos
principais compostos quimicos gerados no pré-tratamento de materiais lignoceluldsicos: &cido
acetico, furfural e HMF. Avaliando o quanto os mesmos afetam a levedura.
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