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RESUMO

FURLANI, J. M. S. Influéncia de compostos fendlicos na fermentacdo de
glicose a etanol por Saccharomyces cerevisiae PE-2 e Saccharomyces
cerevisiae de panificacéo e identificacdo de seus produtos de bioconverséo.
2014. 162p. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Escola de Engenharia de Lorena,
Universidade de S&o Paulo, Lorena-SP, 2014.

O presente trabalho teve como objetivo estudar a influéncia de 8 compostos
fendlicos de baixa massa molar, oriundos da degradacdo da lignina, sobre a
fermentacao de glicose a etanol, em meio semidefinido, utilizando-se as leveduras
Saccharomyces cerevisiae PE-2 e de panificacdo. Esses compostos séo
formados quando o bagaco de cana-de-aclUcar € pré-tratado, por explosdo a
vapor. Assim, p-hidroxibenzaldeido, vanilina, siringaldeido, acido
p-hidroxibenzoico, acido vanilico, &cido siringico, acido cumarico e &cido ferulico
foram adicionados individualmente aos meios de fermentacdo. Objetivou-se,
também, identificar e quantificar os produtos da bioconversdo desses compostos
pela S. cerevisiae PE-2, por cromatografia liqguida seguida de espectrometria de
massas. Os resultados mostraram que o p-hidroxibenzaldeido e o acido
p-hidroxibenzoico ndo foram téxicos para ambas as cepas. Para a cepa PE-2, o
siringaldeido e os &cidos cumarico e fertlico também n&o apresentaram
toxicidade. No caso da S. cerevisiae de panificacdo, a vanilina, o siringaldeido e o
acido vanilico (1,0 g.L™) dificultaram o consumo de glicose, diminuiram a
produtividade volumétrica (Qp) e aumentaram o desvio de glicose para acido
acético. Vanilina (1,0 g.L™!) aumentou o fator de converséo de glicose em células
(Yyws). Os &cidos siringico e ferulico (1,0 g.L™) e o acido cumarico (0,6 e 1,0 g.L ™)
diminuiram Yys (~50%), aumentaram o desvio de glicose para glicerol,
dificultaram o consumo de glicose e diminuiram Q,, tendo os acidos cumarico e
ferdlico apresentado o maior efeito inibitério. Para a S. cerevisiae PE-2, a
presenca da vanilina provocou a queda de Qp, devido a dificuldade inicial em
consumir o substrato. J4 os acidos vanilico e siringico foram bastante inibitérios,
dificultando o consumo da glicose, diminuindo Q, e aumentando os desvios de
glicose para a producédo de glicerol e acido acético. Os acidos cumarico e ferdlico
aumentaram 0 Yys (~45e80%). Quanto a bioconversdo dos compostos
fenolicos pela levedura S. cerevisiae PE-2, apenas os &cidos que apresentam
carboxila benzilica (acidos p-hidroxibenzoico, vanilico e siringico) ndo foram
transformados. A cepa PE-2 transformou rapidamente os aldeidos, formando os
respectivos acidos e alcoodis (esses ultimos, provavelmente, formados em maior
extensdo). Esta levedura também foi capaz de converter os acidos cumarico e
fertlico, mas neste trabalho ndo foram identificados os produtos dessa
transformacéo. Concluiu-se que os compostos afetaram mais a Qp do que Yxs. O
fator de conversdo de glicose em etanol ndo foi afetado por nenhum dos
compostos. Alguns provocaram um maior desvio de glicose para a formacao de
glicerol. O desvio de glicose para acido acético, nos meios aos quais se adicionou
os aldeidos, acompanhou a bioconversdo dos mesmos em seu produto de
reducao, preferencialmente. Este trabalho confirmou os dados da literatura de que
a inibicdo dos processos fermentativos ndo depende apenas da natureza do
composto, mas também de sua concentracdo e do tipo de micro-organismo.

Palavras-chave: inibidores quimicos, compostos fendlicos, fermentacéao,
Saccharomyces cerevisiae PE-2.



ABSTRACT

FURLANI, J. M. S. Influence of phenolic compounds in the fermentation of
glucose to ethanol by Saccharomyces cerevisiae PE-2 and baker’s yeast
Saccharomyces cerevisiae and identification of its bioconversion products.
2014. 162p. Thesis (Doctoral of Science) — Escola de Engenharia de Lorena,
Universidade de S&o Paulo, Lorena-SP, 2014.

The main objective of the present work was to investigate the influence of eight
low molecular weight phenolic compounds, obtained from lignin degradation, in the
fermentation of glucose to ethanol using S. cerevisiae PE-2 and the baker's yeast
S. cerevisiae in a semi-defined medium. These compounds are originated from the
pretreated sugarcane bagasse by steam explosion. Thus,
4-hydroxybenzaldehyde, vanillin, syringaldehyde, 4-hydroxybenzoic acid, vanillic
acid, syringic acid, coumaric acid and ferulic acid were added separately in the
fermentative media. Moreover, the bioconversion products of these molecules by
S. cerevisiae were identified and quantified by high performance liquid
chromatography and mass spectrometry. These results indicated that
4-hydroxybenzaldehyde and 4-hydroxybenzoic acid were not toxic for both strain.
Additionally, syringaldehyde and coumaric and ferulic acids were also not toxic for
PE-2 strain. Vanillin, syringaldehyde and vanillic acid (at 1.0g.L™") made the
glucose consumption slower, reduced the volumetric productivity (Qp), increased
the deviation of glucose to produce acetic acid for the baker's yeast S. cerevisiae
system. Vanillin (at 1.0 g.L™) increased the cellular mass yield. Syringic and ferulic
acids (at 1.0g.L™) and coumaric acid (at 0.6 and 1.0 g.L™) highly inhibited the
microbial growth (about 50 %), increased the deviation of glucose to produce the
glycerol and made slower the glucose consumption, reducing Qp. Coumaric and
ferulic acids were the greatest inhibitors compounds for the baker's yeast
S. cerevisiae. For Saccharomyces cerevisiae PE-2, the presence of vanillin led to
a Qp reduction, based on the initial difficult in substrate consumption. Vanillic and
syringic acids were extremely inhibitory, making difficult the glucose consumption,
reducing Qp and increasing both, glycerol and acetic acid production by deviation
of glucose. Coumaric and ferulic acids increased the cellular yield (about 48 and
80 %). Concerning the bioconvertion of the phenolic acids by S. cerevisiae PE-2,
only those molecules presenting the benzilic carboxyl group (4-hydroxybenzoic,
vanillic and syringic acids) did not reacted. In contrast, aldehydes were rapidly
transformed into their respective acids and alcohols (being this last one probably
formed in greater amount). S. cerevisiae PE-2 was also capable to convert
coumaric and ferulic acids, however, herein none products were identified. Thus,
the compounds most affect ethanol productivity than the cellular mass yield. The
ethanol yield was not affected by any of the compounds. Some of them led to a
greater glucose deviation to produce glycerol and acetic acid. This work confirmed
previously data published in the literature indicating that the inhibition of
fermentative process did not depend exclusively on the compounds, but also its
concentration and microorganism type.

Keywords: chemical inhibitors, phenolic compounds, fermentation,
Saccharomyces cerevisiae PE-2.
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1. Introducéo

O suprimento mundial de energia primaria € fortemente dependente de
fontes de origem fossil. Segundo a International Energy Agency, IEA, em seu
relatorio de 2013 (dados de 2011), a matriz energética mundial é fortemente
dependente do petréleo (31,5%), seguida do carvdo mineral (28,8%) e do gas
natural (21,3%), perfazendo um total de 81,6%. A energia nuclear contribui com
5,1%. O restante, 13,3%, provém de fontes renovaveis, que inclui a biomassa, a
energia solar, a edlica, a hidrica e outras. (INTERNATIONAL ENERGY AGENCY,
2013).

Das fontes renovaveis de energia, nos interessa, neste trabalho, a
denominada bioenergia moderna. Considera-se bioenergia moderna a biomassa
que, apbés secagem e aumento da densidade do combustivel solido, pode ser
gueimada diretamente, ou a biomassa convertida em combustiveis liquidos ou
gasosos, usando as tecnologias de primeira ou de segunda geracao, dependendo
do seu nivel de desenvolvimento. (UNITED NATIONS DEVELOPMENT
PROGRAM, 2007). O etanol é um desses combustiveis liquidos, atualmente
obtido no Brasil de forma economicamente viavel pela fermentacdo do caldo de
cana (tecnologia de primeira geracdo). A implantacéo de formas economicamente
viaveis de producao de etanol a partir do bagaco da cana de acUcar (tecnologia
de segunda geracdo) ainda encontra-se em desenvolvimento. Ambas, porém,
utilizam micro-organismos, especificamente a levedura Saccharomyces
cerevisiae.

As motivacdes para a realizagdo de estudos com micro-organismos sao de
varias ordens. A invencdo do microscopio, por volta de 1600, possibilitou a
posterior descoberta desses seres. Desde entdo, inumeros estudos se
desenvolveram em varios campos: na ag¢do dos micro-organismos na
decomposicdo dos alimentos e da biomassa no meio natural; na producdo de
alimentos, como pédes e bebidas; na relagcdo entre alguns micro-organismos e

doencas; dentre varios outros campos.
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Este trabalho tem como contexto motivador a busca de alternativas
energéticas aos combustiveis de origem féssil, visando a producdo de
combustiveis a partir da acdo de micro-organismos sobre a biomassa vegetal,
com énfase nos residuos agricolas.

A preocupacgdo com a forte dependéncia da matriz energética em relagéo
as fontes fosseis ndo € recente e vem crescendo, em especial apds as crises
mundiais de petroleo de 1973 e de 1979, quando o preco dessa commodity se
elevou drasticamente. Além dos elevados precos, a geopolitica internacional
tornou evidente, a partir da criagdo da Organizacdo dos Paises Produtores de
Petréleo (OPEP), que as maiores jazidas de petréleo se encontravam em regifes
politicamente conturbadas, fato que agravava a possibilidade de escassez no
suprimento desse recurso, em particular.

O Brasil pode ser considerado um dos paises pioneiros no enfrentamento
da dependéncia da matriz energética em relacao as fontes fésseis de energia. Um
programa governamental inédito, o ProAlcool, estimulou a producédo de etanol
para uso em automéveis, com regulamentacao do setor e subsidios. As indastrias
de élcool utilizavam o caldo da cana-de-aglcar que, por fermentacao, produz o
etanol. Nesse programa, o alcool hidratado foi utilizado em substituicdo a
gasolina, e o alcool anidro, como seu aditivo, numa propor¢céo que variou de 20 a
25%. Em ambos os casos, o etanol ajudou a diminuir as importacdes de gasolina.
No caso do aditivo a gasolina, ele funcionou também como antidetonante, em
substituicdo ao chumbotetraetila e ao metiltercbutiléter (MTBE).

O ProAlcool teve seu apice em meados da década de 1980, quando entio
declinou. A producao de alcool carburante, porém, ndo parou mais. Nessa época,
0s precos do petrdleo se tornaram mais competitivos e o etanol ficou menos
atraente, tanto para o consumidor, devido ao preco, quanto para o produtor,
devido a alta de precos do acucar no mercado internacional. Em todo o periodo
do ProAlcool, o incentivo governamental e a regulacdo do mercado interno de
combustiveis liquidos foram fundamentais para o estabelecimento do setor. De
1976 a 1996, os custos de producéo do alcool carburante, por barril equivalente
de petroleo (bep) cairam de aproximadamente 90 US$/bep para
aproximadamente 45 US$/bep (PROALCOOL..., 2010), contribuindo para que o

setor se tornasse, entdo, independente dos subsidios governamentais. A partir de
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2003, a tecnologia dos carros Flex-fuel ou bicombustiveis, deu novo estimulo a
indastria do alcool carburante.

A possibilidade de escassez do petrdleo nédo € o unico fator que motivou a
comunidade internacional na procura de alternativas para a matriz energética. Os
aspectos ambientais se tornaram um valor crescente e a Conferéncia de
Estocolmo, em 1972, pode ser considerada um marco. Outras conferéncias se
sucederam. Em 1992, a Organizacdo das Nacbes Unidas (ONU) promoveu a
Conferéncia das NacOes Unidas sobre o Meio Ambiente e Desenvolvimento, na
cidade do Rio de Janeiro/Brasil. Essa conferéncia ficou conhecida como ECO-92,
ou RIO-92, reuniu vérios chefes de estado e produziu documentos importantes,
dentre eles a Agenda 21, acordo estabelecido entre 179 paises para a elaboracao
de estratégias visando o desenvolvimento sustentavel (DECLARATION..., 2014).
O Protocolo de Kyoto, de 1997, estabeleceu limites de emissao de gases de efeito
estufa (KYOTO..., 2014). Porém, o modelo de producéo industrial ndo se alterou
de forma significativa e esses limites ndo foram alcancados. Em 2002, a ONU
promoveu em Johannesburgo, Africa do Sul, a primeira conferéncia na qual o
tema energia foi o foco central. Intitulada “World Summit for Sustainable
Development” (WSSD), essa cupula mundial para o desenvolvimento sustentavel
gerou, posteriormente, o documento Sustainable Bioenergy: A Framework for
Decision Makers (Energia Sustentavel: Uma Ferramenta para Tomada de
Decisdo). Nesse documento (UNITED NATIONS DEVELOPMENT PROGRAM,
2007), dentre outras abordagens, foram sugeridas nove questdes basicas para o
desenvolvimento sustentavel das tecnologias referentes a bioenergia moderna:
(1) habilidade da bioenergia moderna em prover servicos de energia para 0s
pobres; (2) implicacbes para o desenvolvimento agro-industrial e geracdo de
empregos; (3) implicacbes de saude e de género da bioenergia moderna; (4)
implicacdes para a estrutura da agricultura; (5) implicagcbes para a seguranca
alimentar; (6) implicacGes para o orgamento governamental; (7) implicacdes para
0 comércio, para a balanca comercial e para a seguranca em energia; (8)
impactos na biodiversidade e no gerenciamento de recursos naturais e; (9)
implicacbes nas mudancas climaticas. Dessa forma, compreende-se que o
completo desenvolvimento dessas tecnologias s6 sera alcangado com projetos

amplos que vislumbrem os aspectos acima sinalizados pelo documento da ONU.
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Em especial, questdes relacionadas a seguranca alimentar e as implicacées nas
mudancas climaticas tém gerado maior controveérsia e discussao.

Esforcos em relacdo a melhoria das praticas agricolas, evitando-se as
gueimadas, controle das pragas com menor uso de inseticida, desenvolvimento
de espécies de cana mais produtivas e mais resistentes, tem tornado o setor mais
adequado aos conceitos atuais de sustentabilidade. Um dos fortes argumentos
em favor do uso de biocombustiveis para se alcancar um desenvolvimento
sustentavel se refere ao fato de que, em sua queima, esses combustiveis nao
contribuem, de forma permanente, para o aumento dos gases de efeito estufa.
Isso porque h& um ciclo do carbono, que comeca com o crescimento do vegetal e
absorcao do gas carbdnico para realizar a fotossintese, de forma a compensar em
parte o gas carb6nico emitido em sua queima. Assim, o etanol traria implicacbes
favoraveis sob o enfoque das mudancas climaticas, em especial em relacdo ao
aquecimento global. Ele é um biocombustivel liquido avancado, ndo havendo,
atualmente, nenhum outro cuja utilizacéo seja tao viavel.

O Brasil vem fomentando a pesquisa em biocombustiveis. Centros como a
Embrapa, o Centro de Tecnologia Canavieira (CTC) e a empresa Fermentec
trabalham h& anos gerando conhecimento e tecnologia voltados, dentre outros,
para o desenvolvimento do setor sucroalcooleiro. Varios pesquisadores nas
universidades, em especial do Estado de S&do Paulo (ESALQ/USP, EEL/USP,
UNICAMP), vem recebendo verbas através do Programa FAPESP de Pesquisa
em Bioenergia (Bioen) e do CNPq e da Capes, dentre outras. Somando-se a
esses esforcos, o governo federal inaugurou, em 22 de janeiro de 2010, as
instalacdes do Laboratorio Nacional de Ciéncia e Tecnologia do Bioetanol
(CTBE), um centro de pesquisa cuja missao € “contribuir para o avanco do
conhecimento cientifico e tecnolégico na producdo, uso e conversdo de
biomassas em energia e materiais, por meio de pesquisa, desenvolvimento,
inovagdo e capacitacdo de pessoal” (MISSAO..., 2014) .

Assim, a producdo de etanol no Brasil encontra-se hoje num patamar
avancado, seja em tecnologia largamente implementada no setor agro-industrial,
seja em pesquisa e desenvolvimento.

No presente trabalho, procurou-se ampliar os estudos existentes em
relacdo ao aproveitamento da biomassa vegetal, trazendo o foco para a

investigacdo da acéo individual dos principais compostos fendlicos, oriundos da
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degradacdo da lignina, sobre o processo fermentativo da glicose a etanol
realizado pela levedura Saccharomyces cerevisiae de panificacdo e pela cepa
PE-2. Essas substancias fendlicas sdo formadas a partir da degradacdo da
lignina, quando o bagaco da cana-de-acucar é submetido a exploséo a vapor.

Consideramos que, quando a hidrolise enzimética da celulose do bagaco e
da palha de cana se tornar viavel, tanto técnica quanto economicamente, a
fermentacdo da glicose liberada ocorrera em um meio que, provavelmente,
contera os compostos oriundos da degradacéo da lignina. Isso porque, para que
se realize a hidrélise, o bagaco tem que ter sido submetido a um pré-tratamento
que retire parte da lignina.

A nossa proposta vislumbra uma primeira hipotese de que, apdés um pré-
tratamento para remocdo de parte da lignina, segue-se a hidrélise da celulose.
Todo o material (hidrolisado hemicelulésico e celulésico) seria utilizado para a
diluicdo do melaco, no processo de primeira geragéo, realizando a fermentacao
conjunta.

Outra hipétese € que, como Nascimento (2007) encontrou compostos
aromaticos de baixa massa molar no bagaco de cana pré-tratado por exploséo a
vapor, uma hidrdlise acida desse bagaco pré-tratado, para obtencdo do aculcar
fermentescivel, a glicose, ir4 liberar maior quantidade desses compostos, pois a
lignina sofrera decomposicdo nesse tipo de hidrdlise. Assim, a fermentacéo ira
ocorrer na presenca dos compostos de baixa massa molar formados nesse
processo.

Esperamos que os resultados deste trabalho possam ser Uteis para avaliar
a viabilidade de um processamento conjunto do material pés-hidrélise (enzimética
ou &cida) como diluente do melaco. Além disso, nossos resultados poderéo
auxiliar em escolhas futuras das melhores condi¢des de fermentagcdo na presenca
desses compostos fendlicos ou mesmo na escolha seletiva de processos de

destoxificacao.
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2. Revisao Bibliografica

2.1. As usinas de acucar e de etanol no Brasil

Segundo dados publicados pela Companhia Nacional de Abastecimento,
CONAB, em seu terceiro levantamento de safra 2013/2014, a area cultivada com
cana-de-acgUcar que sera colhida e destinada a atividade sucroalcooleira na safra
2013/14 esta estimada em 8,82 x 10° ha. A previsdo da safra 2013/2014 é de
659,85 x 10°t de cana-de-aclcar para ser moida, com aumento de 12,0% em
relacéo & safra 2012/13, que foi de 588,92 x 10° t. A produtividade obtida na safra
2013/14 representou um crescimento de 7,9% na média geral, passando de
69,407 t x ha™* para 74,891 t x ha™. Para a producdo de etanol, serdo destinadas
355,61 x 10°t de cana-de-aclcar. Essa producdo fechou em 23,64 x 10°L na
safra 2012/13 e é estimada em 27,66 x 10° L para safra atual de 2013/14, um
incremento de 16,98%. Desse total, 11,73 x 10° L deveréo ser de etanol anidro e
15,93 x10°L de etanol hidratado. (COMPANHIA  NACIONAL DE
ABASTECIMENTO, 2013).

As usinas de alcool e acucar, no Brasil, em sua maioria (85%) utilizando o
sistema de batelada alimentada, produzem etanol combustivel a partir da
fermentacdo do caldo de cana ou do melaco diluido com &gua, utilizando a
levedura Saccharomyces cerevisiae. As dornas de fermentacdo variam de 0,5 a
3 x10° L, nas quais a levedura ocupa cerca de 10 a 15% do volume do vinho.
Para a producdo de alcool combustivel, as usinas brasileiras apresentam uma
caracteristica unica, ao utilizar um “grande volume de células de leveduras que
sdo reaproveitadas em sucessivos reciclos durante a safra da cana-de-agucar”.
(AMORIM; LOPES, 2013). Até a década de 1980, praticamente todas as usinas
utilizavam a levedura de panificacdo para dar partida ao processo industrial de
producdo de etanol combustivel. Ndo havia, nessa época, um processo confiavel
de selecéo das leveduras, sendo muito dificil diferenciar uma cepa de outra. Com
o desenvolvimento da técnica de cariotipagem, que diferencia as leveduras pelo
tamanho de seus cromossomos, as leveduras puderam ser identificadas e

diferenciadas (AMORIM et al., 2004). Isso tornou possivel acompanhar qual cepa



27

da levedura S. cerevisiae permanecia até o final do processo de fermentacao.
Basso et al., 1994; 2008, relataram que, ao longo das sucessivas bateladas, nas
quais as leveduras sdo reaproveitadas, a permanéncia do levedo de p&do nao
ultrapassava 30 dias dos cerca de 200 dias da safra. Ocorre que uma série de
leveduras mais resistentes desenvolvem-se no meio fermentativo, pois sdo mais
adaptadas as condicdes estressantes do processo industrial. Assim, em trabalhos
desenvolvidos em conjunto pela ESALQ e pela empresa Fermentec, associadas
ao Institut Supérieur des Products de la Vigne et du Vin, cepas da levedura S.
cerevisiae comecaram a ser selecionadas dentre as que apresentavam maior
permanéncia e dominancia no meio fermentativo industrial (AMORIM; LOPES,
2013). Essas cepas também reunem caracteristicas desejaveis como alto
rendimento na producdo de etanol, elevada resisténcia a contaminacdo por
bactérias, pouca formacédo de espuma e boa velocidade de fermentagéo. “Estas
leveduras, PE2, CAT1 e FT858L, selecionadas pela Fermentec e as linhagens
BG1l e SAl selecionadas pela Copersucar (atualmente CTC) tém sido
introduzidas em diversas destilarias brasileiras a cada safra” (AMORIM; LOPES,
2013). Segundo esses autores, atualmente, 170 destilarias em todo pais (41%
das unidades industriais) fazem uso dessas leveduras.

Neste trabalho, tanto a levedura S. cerevisiae de panificacdo quanto a
linhagem PE-2 foram objetos de estudo, cujos resultados serdo relatados no

Capitulo 5.

2.2. Fermentacédo Alcodlica por Saccharomyces cerevisiae

A levedura Saccharomyces cerevisiae é um organismo aerobio facultativo
e, portanto, ajusta-se metabolicamente em ambientes de aerobiose e de
anaerobiose. Os produtos finais em cada situacdo metabodlica vao variar. Em
aerobiose, a levedura transforma a maior parte das hexoses em biomassa, CO, e
H.O. Na auséncia de um aceptor de elétrons, no caso o oxigénio molecular, a
maior parte dos acgUcares € convertida em etanol e CO,, processo conhecido
como fermentacdo alcoolica. Os carboidratos considerados para a fermentacao

tanto podem ser enddgenos (constituintes da levedura, como glicogénio e
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trealose) como exdgenos (sacarose, glicose e frutose), esses ultimos fornecidos a
levedura. (LIMA, BASSO e AMORIM, 2001).

O objetivo primordial da levedura, ao metabolizar anaerobicamente o
acucar, € gerar uma forma de energia, ATP (adenosina trifosfato) que sera
empregada na realizacdo dos diversos trabalhos bioldgicos (absorcéo, excrecdo e
outros) e biossinteses, necessarios a manutencdo da vida, crescimento e
multiplicacdo, para perpetuar a espécie. O etanol e o CO, resultantes ndo tém
utilidade metabdlica para a célula em anaerobiose, sendo apenas produtos de
excrecdo. Porém, em condi¢cBes de aerobiose, o etanol e outros produtos de
excrecdo, como glicerol e acidos organicos, podem ser oxidados pela levedura
para gerar ATP e biomassa. (LIMA, BASSO e AMORIM, 2001).

Durante a fermentacdo, sdo formados alguns produtos secundarios.
Polissacarideos, lipideos, proteinas, acidos nucléicos, etc, necessarios a
formagdo de biomassa e de outros produtos de interesse metabdlico,
relacionados direta ou indiretamente com a adaptacdo e sobrevivéncia. Assim,
juntamente com etanol e CO,, cerca de 5% dos agUcares sdo convertidos para
gerar tais produtos secundarios. Pasteur, com condi¢des 6timas de fermentacéo,
confirmou esse dado e, portanto, o rendimento maximo de etanol por unidade de
massa de acUcar é de 95%. Industrialmente esse rendimento gira em torno de
90%. (LIMA, BASSO e AMORIM, 2001).

Concentracdes elevadas de acucares aumentam a velocidade de
fermentacao, a produtividade e, dentro de certos limites, diminuem o crescimento
do fermento e a formacdo de glicerol. Entretanto, elevados teores de acucar
acarretam um estresse osmoético da levedura e, dependendo do processo
fermentativo, hd um nivel considerado ideal. Nas destilarias brasileiras, as
concentracfes dos mostos, comumente expressas em graus Brix, variam entre 15
e 25° Brix, com médias entre 18 a 20° Brix (de 180 a 200 g.L™ de sélidos). A
concentragdo do inoculo esti entre 10 e 20 g de leveduras por litro de mosto.
(LIMA, BASSO e AMORIM, 2001).

A Saccharomyces cerevisiae é a levedura mais eficiente para a producao
de etanol. Ela, porém, ndo é capaz de fermentar pentoses, como a xilose. Essa
caracteristica seria altamente desejavel para o desenvolvimento das técnicas de
producdo do etanol de segunda geracdo. O desenvolvimento de técnicas de

engenharia genética visa combinar caracteristicas fermentadoras de xilose, por
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exemplo, de Pichia Stipitis, com a alta eficiéncia fermentativa da Saccharomyces
cerevisiae, introduzindo nessa ultima um caminho metabdlico de xilose natural na
primeira. Varios estudos foram realizados utilizando esse tipo de organismo
recombinante para a fermentacdo de hidrolisados hemicelulésicos (MARTIN et al.,
2002; Nichols et al., 2008).

2.3. O etanol de segunda geracéao

Uma das perspectivas vislumbradas pelo documento da ONU para o
desenvolvimento sustentavel de bioenergia moderna se refere a producdo de
etanol a partir da biomassa, em especial dos materiais lignocelulésicos (UNITED
NATIONS DEVELOPMENT PROGRAM, 2007).

No caso do Brasil, a biomassa da cana-de-acucar, na forma do bagaco de
cana, encontra algumas vantagens para ser utilizada na producdo de etanol. O
bagaco de cana tornou-se um material lignocelulésico de grande interesse, pois
ele j& se encontra dentro da unidade industrial que produz etanol combustivel a
partir do caldo da cana-de-acucar. Ao contrario de outros residuos, como palha de
milho e residuos florestais, o bagaco de cana ndo gera custos adicionais de coleta
e transporte. Outro residuo da cana-de-acucar € a palha. Seu aproveitamento é
de fundamental importancia para o balanco econdmico que considera o
aproveitamento integral da biomassa da cana. Além disso, 0 aproveitamento da
palha evitaria 0s custos ambientais resultantes das queimadas realizadas para
remové-la do campo.

A fermentacdo alcodlica dos materiais lignocelulésicos, porém, ainda
encontra barreiras tecnologicas significativas. Ela ainda ndo € uma tecnologia
comercial e industrialmente viavel, ao contrario da fermentacdo do caldo de cana.
De modo geral, as barreiras tecnologicas se relacionam a recalcitrancia dos
materiais lignocelulésicos aos tratamentos que visam obter monossacarideos
fermentesciveis a partir da sua biomassa. A analise da estrutura da parede celular

nos ajuda a compreender a dificuldade de obtencéo dos aglcares simples.
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2.3.1. Constituicdo da parede celular e caracteristicas

morfolégicas da cana-de-acucar

A parede celular dos materiais lignocelulésicos é formada por celulose,
hemiceluloses e lignina. Esses componentes variam, qualitativa e
guantitativamente, de acordo com o tipo de planta (FENGEL; WEGENER, 1989).
Porém, para a producdo de etanol, interessam apenas os polissacarideos, que
sdo a celulose e as hemiceluloses. A lignina, assim, precisa ser removida para
que se tenha acesso aos carboidratos. Na parede celular, porém, esses trés
grupos se encontram intimamente relacionados e qualquer processo de
separacao utilizado incorre em perdas de componentes. O desafio dos pré-
tratamentos é remover a lignina com a maxima recuperacdo da celulose e das
hemiceluloses (SILVA, 2005).

A celulose é a base estrutural das células das plantas, sendo a substancia
natural mais importante e mais abundante produzida pelos organismos vivos. Ela
€ formada por unidades de anidroglucopiranose, formando um polimero linear
com cadeia uniforme. Essas unidades séo unidas por ligacdes glicosidicas do tipo
B-(1 — 4), ou seja, duas moléculas adjacentes de glicose sdo unidas por seus
grupos hidroxila dos carbonos 1 e 4. A posicao 3 da hidroxila exige uma rotagao
de 180° na unidade vizinha, ao longo do eixo C1-C4 do anel piranosidico. Essas
duas unidades de anidroglucopiranose formam a unidade de repeticdo da
celulose, que é a celobiose, cujo comprimento é de 1,03 nm. Em uma das
extremidades da cadeia da celulose ha um grupo OH ligado ao carbono 1 (C1-
OH), o qual é um terminal redutor (derivado do hemiacetal), enquanto na outra
extremidade h& uma hidroxila alcodlica ligada ao carbono 4 (C4-OH), o qual ndo
apresenta caracteristicas redutoras (FENGEL; WEGENER, 1989). Uma

representacdo da molécula da celulose € mostrada na Figura 2.1.
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Figura 2.1 — Férmula estereoquimica da celulose. (FENGEL; WEGENER, 1989)
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As hemiceluloses diferem da celulose por apresentarem em sua
composicdo diferentes tipos de acgucares, por terem uma cadeia carbdnica mais
curta e ramificacbes. As unidades que compdem as hemiceluloses incluem as
pentoses, as hexoses, o0s acidos hexurbnicos e as desoxi-hexoses. A
classificacdo mais comum para as hemiceluloses é feita segundo seus principais
componentes, sendo entdo que, por esse critério, as hemiceluloses sao
chamadas de xilanas, mananas, galactanas, etc. (FENGEL; WEGENER, 1989).

Com relacdo as hemiceluloses, as gimnospermas (madeiras moles) e as
angiospermas (madeiras duras) diferem ndo s6 em porcentagem, mas também
em composicdo. Além da glicose, as madeiras moles apresentam quantidades
apreciaveis de manose e de galactose enquanto que nas madeiras duras, ha o
predominio de xilose e maior quantidade de grupos acetil do que as madeiras
moles. A Figura 2.2 ilustra uma representacéo de xilana com grupos acetil.
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Figura 2.2— Representacao de uma xilana. (FENGEL; WEGENER, 1989)

Diferentemente da celulose e das hemiceluloses, que séo polissacarideos,
a lignina constitui-se em uma macromolécula aromética. E a principal
macromolécula organica aromatica do planeta, responsavel pelas propriedades
mecanicas das plantas superiores - gimnospermas e angiospermas (FENGEL,;
WEGENER, 1989). Ocorre em tecidos vasculares especializados em transporte
de liquidos e suporte. Nas fases finais do crescimento celular das plantas
superiores, ocorre o processo de lignificacdo da célula. A lignina se forma entre as
novas ceélulas e no interior da parede celular. Cedo e rapidamente, ocorre a
lignificacdo tanto da area entre as células (lamela média) quanto da parede
priméria. A lignificagdo da parede secundéria € um processo mais gradual. A
lignina se forma a partir de trés precursores, que sao unidades de fenilpropano: os
alcoois p-cumarilico (H), coniferilico (G) e sinapilico (S), representados na

Figura 2.3. Os tipos de lignina séo classificados em relacdo a propor¢cdo em que
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esses precursores entram na composi¢do da lignina. (FENGEL; WEGENER,
1989).
OCHj,

HO
OH H
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Alcool p-cumarilico Alcool coniferilico Alcool sinapilico

Figura 2.3 — Representacdo das unidades fenilpropano precursoras da lignina.

Essas unidades se unem por ligacdes estaveis do tipo C-C, aril-éter e aril-

aril. Um modelo proposto para a lignina é mostrado na figura 2.4.
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Figura 2.4 — Modelo de uma estrutura para a lignina. (http://www4.ncsu.edu/~dsargyro/)

Segundo Dahlgren et al.. (1985), a cana-de-acucar (género Saccharum)
pertence a familia das gramineas (Poaceae ou Gramineae), classe das
monocotiledoneas (Monocotyledonae), divisao das angiospermas
(Magnoliophytae ou Angiospermae).

Essa planta ndo produz madeira em seu sentido estrito, mas seu caule é
fisicamente resistente (BUTTERFIELD, 1980). Como a cana-de-aglUcar € uma
angiosperma, a hemicelulose mais abundante no bagaco de cana é a xilana. A

lignina presente é do tipo HGS.



33

2.3.2.Entraves relativos a producdo de etanol de segunda

geragéo

Pré-tratamentos dos materiais lignocelulésicos sdo necessarios para
viabilizar o acesso a celulose e as hemiceluloses presentes na parede celular.
Dentre esses pré-tratamentos, a explosao a vapor tem sido um dos métodos mais
eficientes (SILVA, 1995). Seguindo-se a explosdo a vapor, 0s polissacarideos
precisam ser transformados em monossacarideos por hidrélise (preferencialmente
catalisada por acidos ou enzimas) e entdo, com 0os monossacarideos disponiveis,
procede-se a fermentacdo alcodlica. O desenvolvimento dos processos de
hidrolise se constitui em ponto fundamental para o desenvolvimento do etanol a
partir do bagaco e da palha de cana (biomassa), ou seja, do etanol de segunda
geracao.

Durante os pré-tratamentos, sdo formados compostos de degradacao dos
acucares e da lignina. Esses compostos podem atuar como inibidores tanto do
crescimento dos micro-organismos quanto da fermentacdo alcodlica. O tipo e a
quantidade desses compostos variam principalmente em funcédo da matéria-prima
e do tipo de pré-tratamento utilizado (HAHN HAGERDAL; OLSSON, 1996). O
estudo do efeito da concentracdo desses compostos em processos fermentativos
€, portanto, de grande interesse para o desenvolvimento de tecnologias viaveis
para a producao de etanol.

No bagaco de cana, foram identificados potenciais inibidores presentes no
hidrolisado hemicelulésico do bagaco pré-tratado por explosdo a vapor (CUNHA,
2005), formados a partir da degradacédo de acucares e da lignina. Cunha (2005)
estudou a influéncia desses compostos, presentes no hidrolisado hemicelulésico,
na fermentagcéo de xilose (meio sintético), pelos micro-organismos Pichia stipitis e
Candida shehatae, avaliando o crescimento microbiano e a produgéo de etanol.
Nascimento (2007) identificou esses compostos no bagaco de cana pré-tratado
por explosdo a vapor. O pré-tratamento do bagaco de cana de acucar, por
explosdo a vapor, foi realizado (CUNHA, 2005) nas seguintes condicdes:
temperatura de 190°C, por 15 min. Nessas condi¢des, foram solubilizados
32,7 £ 0,3% do bagaco de cana. A composi¢cdo quimica do bagaco pré-tratado

apresentou 57,5 £ 0,1% de glucana, 9,9 + 0,5% de xilana, 0,70 + 0,04% de grupos



34

acetil, 27,9 + 0,3% de lignina total (0,6 + 0,2% de lignina soluvel e 27,3 £ 0,1% de
lignina insoluvel) e 2,7 + 0,8% de cinzas, com um balan¢co de massas de 99 + 3%.
A composicdo do hidrolisado apresentou 1,27% de oligbmeros de glucose,
0,052% de hidroximetilfurfural [1], 2,64% de xilose [2], 12,1% de oligbmeros de
xilose, 0,67% de furfural [3], 0,573% de arabinose [4], 0,26% de arabinose ligada
a oligbmeros de xilose, 1,02% de &cido acético [5], 0,75% de grupos acetil e
4,49% de compostos detectados como lignina solivel. a quantidade de
compostos nao identificados no hidrolisado foi de 9,2%. Os compostos presentes
no hidrolisado foram separados por extracdo liquido-liquido com diferentes
solventes, obtendo-se 3 frac6es aquosas e 6 fracbes organicas.

0. ,OH
HU“'Q”‘:DH Oo_ ,OH
HO 0]
o~ e e Xj X
(@) (0) “
O o) HO  ©OH H,C™ ©OH

[1] [2] [3] [4] [5]

No tocante ao presente trabalho, nos interessam os compostos fendlicos
gue foram identificados e quantificados em 2 fracdes orgéanicas, oriundos da
degradacdo da lignina. Os compostos e sua concentracdo, em g.L?, s&o:
p-hidroxibenzaldeido [6] (0,008), vanilina [7] (0,002), siringaldeido [8] (0,002),
acido p-hidroxibenzoico [9] (0,0013), acido vanilico [10] (0,006), acido siringico
[11] (0,0005), acido trans-cumarico [12] (0,07) e acido ferulico [13] (0,004).

Nascimento (2007), ao contrario do esperado, identificou 0os mesmos
compostos de baixa massa molar no bagaco pré-tratado por explosdo a vapor.

Esses compostos, porém, ndo foram quantificados.

Os__H O<__H O+ _H O.__OH O.__OH
Z z “OCH;  H,CO~ 3 “OCH; z z “OCH,
OH OH OH OH OH

[6] [7] [8] [9] [10]
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O presente trabalho tem como foco o estudo da acédo desses 8 compostos
fendlicos de baixa massa molar, em processos fermentativos utilizando-se a
levedura Saccharomyces cerevisiae de panificacdo adquiridas no comércio
varejista comum e a cepa Saccharomyces cerevisiae PE-2, isolada dos meios
fermentativos em usinas brasileiras (Basso et al., 2008) e gentilmente cedida pelo
prof. Luiz Carlos Basso, da Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz, da
Universidade de Sdo Paulo - ESALQ/USP.

2.3.3.Inibidores de processos fermentativos realizados por

Saccharomyces cerevisiae

Hahn Hagerdal e Olsson (1996) citaram varios trabalhos sobre inibicdo da
fermentacdo de glicose a etanol, utilizando o micro-organismo S. cerevisiae e
utilizaram as cinco categorias para descrever as substancias inibidoras de
fermentacao:

1) Compostos liberados durante o pré-tratamento, como o acido acético;

2) produtos gerados pela degradacao de acucares, como o furfural e o 5-
hidroximetilfurfural (5-HMF);

3) produtos de degradacdo da lignina (compostos aromaticos de baixa
massa molar);

4) produtos da fermentacdo, como o etanol, acetaldeido, &cidos férmico e
latico;

5) ions metélicos remanescentes, por exemplo, provenientes da corrosao
de equipamentos, como ferro, cromo e, no caso da biomassa em estudo, ions
metélicos também podem ser originarios dos extrativos do bagaco.

Dessas 5 categorias, as 3 primeiras foram alvo desta revisao bibliografica.
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Pampulha e Loureiro (1989), usando uma cepa mutante (deficiéncia
respiratoria) de S. cerevisiae, calcularam a taxa de fermentacdo através do
monitoramento da taxa de producédo de CO,, em meio sintético contendo glicose
[14] (20 g.L'™Y), minerais e vitaminas. Eles estudaram o efeito inibitério do acido
acético [5] e do etanol [15], além do efeito sinérgico dos mesmos. Os autores
relataram que o &cido acético a 1,3 g.L™* (em pH 3,5) e a 4,7 g.L™ (em pH 5,5),
inibiu a fermentacéo alcodlica em 50% e que o etanol produziu efeito sinérgico. O
etanol foi adicionado ao meio de fermentacdo, em duas concentracfes diferentes
(5 e 10%), apresentando o mesmo tipo de efeito, em trés valores de pH testados
(3,5, 4,5 e 5,5). O efeito de inibicdo foi maior em pH baixos, levando a conclusao
de que o acido acético a membrana plasméatica. Pampulha e Loureiro-Dias (1989)
confirmaram esse resultado, acrescentando que o acido acético, ao penetrar a
membrana da célula, se ioniza no meio intracelular, devido ao pH mais elevado

desse meio, diminuindo o pH intracelular.

HO
HO C
HO OH
HO ~oH
[14] [15]

Boyer et al. (1992) investigaram a extensao da inibicéo, por furfural [3], do
crescimento de S. cerevisiae ATCC 24860, do consumo de glicose [14] e da
producdo de etanol [15] em batelada. O crescimento celular foi realizado
comparando-se diferentes concentracées iniciais do inéculo (0,1a 9,0 g.L™%), na
presenca de concentracdes crescentes de furfural (0a2,0 g.L?), em meio
sintético contendo glicose (100 g.L™) e 3% de extrato de levedura. O aumento da
concentracao de furfural estendeu a fase lag e diminuiu a concentracdo maxima
de células, mas isso ndo ocorreu quando a concentragdo do indculo era alta. Para
uma concentracéo de inéculo de 0,1 g.L™ e concentracdo de furfural de 2,0 g.L™,
a fase lag foi de 12 h. Com essa mesma concentracao de furfural e concentracéo

' O pk, do acido acético é igual a 4,74. Assim, em pH =35, tem-se que a

[HAc] = 17 x [Ac]. Logo, é preferencialmente o acido acético que penetra a membrana celular. Em
pH = 5,5, tem-se que a [HAc] = 0,17 x [Ac]. Portanto, concluiu-se que o acido acético penetrou a
membrana celular e se ionizou no meio intracelular, diminuindo seu pH. Dai sua maior toxicidade
em valores mais baixos de pH do meio.
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de in6culo de 9,0 g.L !, a fase lag diminuiu. O aumento da concentracdo de
furfural provocou a diminuicdo da concentragdo maxima de células ao final da
fermentacdo. Esses resultados podem indicar um prejuizo no crescimento celular
ou a destruicdo de células pelo furfural. Assim, o furfural afetou tanto a velocidade
de crescimento quanto a concentracdo maxima de células. O consumo de glicose
foi pouco afetado pela presenga do furfural, diminuindo levemente. Esse efeito
tornou-se menos significativo ainda com o aumento da concentracdo do inéculo.
Quanto a producao de etanol, os autores relataram que houve uma diminui¢cao na
velocidade inicial, mas a quantidade méaxima do alcool néo foi afetada. O fator de
conversdo total, calculado a partir da glicose, foi de 0,493 g.g™*, independente da
concentracdo do inéculo ou da concentracdo de furfural. Esse valor representou
96% do rendimento tedrico. Boyer et al. (1992), ainda, analisaram a deplecdo de
furfural no meio de fermentacdo. Com o aumento da concentracao do indculo, o
tempo de deplec&o do furfural passou de 15-21 h (0,1 g.L™* de in6culo) para 5-6 h
(2,0 g.L! de in6culo). Com altas concentracées de inéculo, praticamente todo o
furfural foi eliminado em trés horas de fermentacédo. Entretanto, nesse trabalho,
nada foi discutido em relacéo aos metabdlitos formados a partir do furfural.

Outro inibidor importante nos hidrolisados lignocelulésicos é o
5-hidroximetilfurfural (5-HMF) [1], que é formado como resultado da desidratacéo
térmica de hexoses (ULBRICHT; NORTHUP; THOMAS, 1984). Os primeiros
estudos sobre os efeitos do 5-HMF sobre a S. cerevisiae foram realizados no
contexto da producdo de etanol. Efeitos sobre a taxa de crescimento e de
fermentacdo foram reportados nas concentracdes de 0,5 a 2,0 g.L™ , utilizando
C. guilliermondii 1241 e S. cerevisiae 87 (SANCHEZ; BAUTISTA, 1988). O 5-HMF
revelou ser menos toxico as leveduras do que o furfural [3]. No caso da
S. cerevisiae isso também ocorre, apesar desse composto levar mais tempo para
ser convertido do que o furfural. Sanchez e Bautista (1988) propuseram que o
efeito do 5-HMF sobre o processo fermentativo da S. cerevisiae seria apenas o
prolongamento da fase lag.

Taherzadeh et al. (2000) estudaram os efeitos fisiologicos causados na
S. cerevisiae CBS 8066, por 5-HMF [1], na auséncia e na presenca de furfural [3].
A fermentacdo foi realizada em culturas em batelada, meio sintético de glicose
(50 g.L™") com adic&o pulsada de 5-HMF (2 a 4 g.L™") e de 5-HMF juntamente com
furfural (2 g.L™). A adicéio de 4 g.L™* de 5-HMF causou um decréscimo (~32%) na
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taxa de formacdo de CO,. A cepa utilizada foi capaz de converter o 5-HMF em
alcool 5-hidroximetilfurfurilico [16], como principal produto, um composto menos
toxico as leveduras.

HD/\@\/DH

(8]
[16]

Quando o 5-HMF foi adicionado juntamente com o furfural, pouca
conversdo do 5-HMF foi observada até que o furfural fosse completamente
consumido. Além disso, a taxa de conversdo de ambos foi mais baixa do que
guando adicionados separadamente e, enquanto ambos estavam presentes no
meio de fermentacdo, o crescimento celular foi completamente inibido. Nesse
estudo, um composto nédo reportado anteriormente foi encontrado como um
produto da conversdo de 5-HMF pela S. cerevisiae, provavelmente em uma
reacdo com o piruvato, catalisada pela piruvato descarboxilase. Esse composto
foi caracterizado por espectrometria de massa. Entretanto ndo € relatado qual
seria esse composto.

Ando et al. (1986) relataram a inibicdo da fermentacéo alcodlica, em meio
sintético, por Saccharomyces cerevisiae, devido a produtos provenientes da
degradacdo da lignina de madeira de alamo pré-tratada por explosdo a vapor a
205°C, por 10 minutos. Nesse estudo, os autores estimaram o grau de inibicdo
dos compostos aromaticos em funcdo de seus grupos funcionais, a partir dos
resultados da fermentacdo: CH=CH = +3,0, CHO = +1,5, p-OH = +1,0, COOH =
+0,5, m-OH = 0 e OCH3; = -1,0. Os valores calculados do grau de inibicdo dos
compostos correlacionaram-se bem com os resultados da fermentacdo. Eles
sugerem o0 uso desses valores para (a) selecionar solventes efetivos para a
lavagem de inibidores; (b) transformar esses inibidores em compostos inativos por
métodos quimicos e biologicos; (c) melhorar as condi¢cdes da explosdo a vapor
para minimizar a formacdo de inibidores e (d) para selecionar leveduras que
resistem a esses inibidores.

Nos testes de fermentacdo, o pH foi ajustado entre 5,5-6,0 e utilizou-se o
seguinte meio (g.L™): glicose (150), peptona (10), extrato de levedura (5) (PGTY)
e 0s compostos aromaticos a 0,1% (1,0 g.L™). O meio foi autoclavado e os
compostos adicionados ao meio através de um filtro estéril, 0,45 pm. Antes da

fermentacdo, a levedura S. cerevisiae Hakken n.1 foi pré-incubada em meio PGY
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por um dia, a 30°C, lavada com agua esterilizada e inoculada em 200 mL do meio
de fermentacdo. A concentracdo inicial foi ajustada para 1 x 10° células.mL™. A
fermentacao foi conduzida em erlenmeyers de 300 mL e acompanhada por 220 h,
sem agitacdo. A massa de CO, formada foi medida e convertida em fator de
converséo de substrato em etanol.

A inibicdo foi relatada, dentre outras medidas, pelo rendimento percentual
na producdo de etanol em relacdo ao controle (53%), ap6s 50h de fermentacdo?.
A fase lag do controle foi de 18 h.

Cinamaldeido [17] e acido cindmico [18], com grau de inibicdo de +4,5 e
+3,5, respectivamente, inibiram totalmente a producdo de etanol (0%). Os
compostos p-hidroxibenzaldeido [6] (+2,5), &cido p-hidroxibenzoico [9] (+1,5) e
vanilina [7] (+1,5) obtiveram 15%, 37% e 40% de rendimento, sendo considerados
inibidores moderados. Siringaldeido [8] (+0,5), acido m-hidroxibenzoico [19]
(+0,5), &cido vanilico [10] (+0,5) e acido siringico [11] (-0,5) atingiram um fator de
conversdo de glicose em etanol de 45%, 48%, 52% e 62%, ndo tendo sido
considerados inibidores nas concentracfes testadas, em funcdo do erro
experimental (ANDO et al, 1986).

O O

WH @/\)kOH
OH

17 18 19

Os autores atribuiram os valores numéricos ao poder inibidor de cada
substancia. Porém, néo fica claro, no artigo, exatamente relativo a que, um valor
0,5, por exemplo, foi atribuido a um grupo funcional? Eles argumentam que esses
valores empiricos estdo diretamente correlacionados com a inibicdo de foi
observada nos experimentos com 0s compostos modelo.

Larsson et al. (2000) investigaram a influéncia de hidroxi-metoxi-
benzaldeidos, difenois/quinonas e de derivados fenilpropanos no crescimento e
na producgéo de etanol por S. cerevisiae de panificagdo, em ensaios utilizando um

meio sintético, com 20 g.L™ de glicose [14], agitacdo de 150 rpm, a 30°C por 24h,

% Os autores ndo discutem porque o rendimento da producdo de etanol no controle teve
um valor tdo baixo. Talvez a inibicAdo observada seja problemética e algumas substancias

essenciais ao metabolismo da levedura tenham faltado no meio de fermentacéo.
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em condi¢cdes de limitacdo de oxigénio. A concentracdo inicial de inéculo foi
ajustada para densidade otica (DO) igual a 0,5 (medida a 620 nm), que
correspondeu a 0,16 g.L. O crescimento celular foi determinado durante a
fermentacdo pela medicdo da DO da cultura a cada hora, por 12h e ao final da
fermentacdo (24h). Amostras para analise em CLAE foram retiradas nos tempos
0, 2,4,6,8e 12 e 24 h. Foram determinadas as concentracdes de glicose, etanol
[15], glicerol [20], acido acético [5] e acido latico [21]. Além desses (e sob outras
condicbes da andlise por CLAE), foram analisados os compostos aromaticos

utilizados e identificados alguns dos produtos de degradacao.

0
HD/\{\GH \Hﬁ o
OH OH
[20] [21]

Para os testes de inibicdo, Larsson et al. (2000) utilizaram 20 compostos
aromaticos, dentre os quais alguns identificados em hidrolisados hemiceluldsicos,
outros de ocorréncia natural e um terceiro grupo foi escolhido devido a presenca
de grupos especificos substituintes do anel aromatico, apenas para efeito de
comparacao do efeito desses substituintes. Os compostos foram adicionados ao
meio de fermentacdo nas concentracbes de 0,02, 0,2 e 1,0g.L", e para os
poucos soluveis, ndo se utilizou a maior concentracdo. Um experimento de
referéncia acompanhou cada grupo de experimentos, sendo os valores de
referéncia, uma média dos mesmos. O fator de conversao de glicose em etanol
na fermentacdo de referéncia foi de 0,405 + 0,008 g.g™* (79,3%), a produtividade
volumétrica de etanol, para o tempo de 8 h de fermentacdo foi de
0,67+0,09g.L*h?, a taxa de crescimento de microbiano foi de
0,110 + 0,004 g.L*.h™* e o rendimento de biomassa foi de 0,076 + 0,004 g.g* de
glicose consumida. Os autores compararam esses parametros em fermentacdes
com adicao individual dos compostos aroméaticos, nas concentragfes citadas. Nas
concentracOes testadas, a inibicdo do crescimento foi observada para todos os

compostos examinados, exceto para o acido 3,5-dimetoxi-4-hidroxi-cinamico [22].
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[22]

O crescimento celular foi geralmente mais influenciado do que o fator de
conversdo de glicose em etanol, para todos 0s compostos que apresentaram
efeito inibitério. A inibicdo dos hidroxi-metoxi-benzaldeidos (vanilina [7], o-vanilina
[23] e isovanilina [24]) foi altamente dependente da posicdo dos grupos
substituintes, mais do que da identidade do grupo. Por exemplo, o grupo hidroxila
na posicao orto mostrou-se mais inibitério do que na posicdo para. Assim, a o-
vanilina foi muito mais inibitéria do que a vanilina e a isovanilina. Porém, néo
houve diferenca significativa de inibicdo entre a vanilina e a isovanilina. Como
produtos de degradacdo desses compostos pela levedura, foram encontrados

seus alcodis correspondentes.

y Oy _H
° 0. _H
. OH
OCH | on
3 o
OH OCH; O\CH3
[5] [23] [24]

Comparando-se as formas oxidadas e reduzidas como, por exemplo, o par
hidroguinona [25] e p-benzoquinona [26] (esse par foi 0 que apresentou a maior
diferenca entre seus efeitos inibitérios), Larsson et al. (2000) concluiram que a
forma oxidada € a de maior poder inibitério, tendo a p-benzoquinona inibido

completamente tanto o crescimento microbiano quanto a producao de etanol.

OH o)
OH
[25] [26]

Por fim, outro grupo de substancias, os derivados fenilpropano, foi
investigado com respeito a diferenca de toxicidade dependente do estado oxidado
ou reduzido do carbono y, da presenca e da posi¢cado da insaturacdo na cadeia

alifatica lateral e do nimero e da identidade do substituinte: hidroxil ou metoxil.
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Comparando-se os aldeidos com seus alcodis correspondentes, esses se
mostraram menos inibitérios. A presenca ou auséncia da dupla ligacdo na cadeia
lateral mostrou grande diferenca de efeito inibitério, sendo que os compostos com
dupla ligacdo se mostraram mais inibitorios. A posicdo desta ligacdo na cadeia
lateral, porém, ndo exerceu diferenca na capacidade de inibicdo dos compostos.
As transformacgfes ocorridas nos compostos aromaticos durante a fermentagéo
incluem a reducédo de aldeidos e de quinonas e a saturacdo das duplas ligacdes.
Alcodis aromaticos foram detectados como produtos da reducdo dos respectivos
aldeidos, conforme relatado para as vanilinas, tendo ocorrido 0 mesmo com
aldeido coniferilico [27], sendo os compostos alcool coniferilico [28] (produto de
reducdo) e alcool dihidroconiferilico [29] (produto de reducéo e saturacdo da dupla

ligacdo) identificados como os principais produtos de sua transformacao.

HO
@VYH o "0
H,CO H
’ D\/\/OH H,CO ©

0 H,CO
[27] [28] [29]

Compostos de alta massa molar foram detectados como produtos da
transformacdo da p-benzoquinona. A hidroquinona foi detectada como seu
produto de reducédo (LARSSON et al., 2000).

Estudos da inibicdo por substancias presentes em hidrolisados também
foram realizados utilizando-se organismos geneticamente modificados.
Martin et al. (2002) investigaram o comportamento de uma espécie recombinante
de Saccharomyces cerevisiae, capaz de fermentar xilose [2], frente a um
hidrolisado de bagaco de cana, obtido por explosdo a vapor, seguido de
tratamento enzimatico com enzimas celuloliticas. Nesse caso, porém, o
hidrolisado recebeu tratamentos de destoxificagdo. Um dos tratamentos foi uma
destoxificagao quimica por “overliming”. Nesse processo, adiciona-se hidroxido de
calcio, 20% em massa, ao hidrolisado hemiceluldsico até pH 10. Apds uma hora a
pH 10, o hidrolisado é filtrado. Ao filtrado adiciona-se acido sulfurico até pH 5,5,
sendo entdo realizada uma nova filtragdo. O fator de conversédo de substrato em

etanol na fermentagcdo da cepa recombinante do hidrolisado destoxificado por
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“overliming” foi de 0,18 g etanol.g’ bagaco seco, enquanto que no hidrolisado
nao-destoxificado, foi de 0,13 g etanol.g® bagaco seco, representando 35% e
25% do valor tedrico, respectivamente.

O estudo dos inibidores dos processos fermentativos é bastante complexo,
sendo dependente, dentre outros fatores, do tipo de hidrolisado, do
micro-organismo fermentador e das condi¢cdes de fermentacdo, tais como a
concentracdo dos acucares e do indculo, como pode ser percebido a partir dos
trabalhos discutidos.

Héa alguns estudos que mostram o avanco das pesquisas com S. cerevisiae
e a acao dos inibidores dos processos de crescimento celular e de fermentacao
alcoolica. Porém, como vimos, poucos estudos utilizaram a cana-de-acucar como
matéria-prima. Além disso, as concentracfes de acucar e de biomassa estudados
tém valores bem inferiores aos encontrados no processo industrial brasileiro de

obtencédo do etanol combustivel.
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3. Objetivos

3.1.

3.2.

Objetivo geral

Contribuir para o desenvolvimento da produgcédo de etanol de
segunda geracdo a partir da fracao celulésica do bagaco de cana de
acucar pré-tratado por exploséo a vapor.

Objetivos especificos

Avaliar o efeito dos compostos fendlicos, oriundos da degradacéo da
lignina, na producdo de etanol pelas leveduras Saccharomyces
cerevisiae (panificacdo) e Saccharomyces cerevisiae PE-2, em meio
semidefinido;

avaliar a bioconversdo desses compostos pela levedura
Saccharomyces cerevisiae PE-2;

identificar os produtos de bioconversdo dos compostos fendlicos em
meio semidefinido fermentado pela levedura Saccharomyces

cerevisiae PE-2.
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4. Materiais e métodos

4.1. Micro-organismos

Na primeira parte do trabalho, utilizou-se a levedura Saccharomyces
cerevisiae, comprada no comeércio local da cidade de Lorena / SP, como levedura
de panificacdo comercial (fermento biolégico), da marca Fleischmann. O fermento
de panificacdo nao foi manipulado em ambiente estéril.

Na segunda parte, utilizou-se a levedura Saccharomyces cerevisiae PE-2,
cepa isolada das usinas de etanol do Brasil (BASSO et al., 2008) e gentilmente
cedida pelo prof. Luis Carlos Basso, da Escola Superior de Agricultura Luiz de
Queiroz, ESALQ/USP.

Antes de realizar as fermentacdes com a nova levedura, foi necessario
realizar o procedimento de repique. A cultura pura foi repicada em meio de cultura
sélido YEPD (extrato de levedura 5 g.L™"; peptona 10 g.L™; glicose anidra 20 g.L™
e agar 20 g.L™) distribuido em tubos de ensaio devidamente vedados com rolha
de algodéo, envoltos em papel aluminio e autoclavados (0,5 atm, 10 minutos). Ao
sair da autoclave, os tubos de ensaio foram inclinados para obter maior area de
contato do meio YEPD. Depois de resfriados, os tubos foram inoculados na
camara de fluxo laminar com o auxilio de uma alca estéril e permaneceram em
estufa a 30°C de 24 a 48 h para permitir o crescimento da cultura e,
posteriormente, foram armazenados em geladeira. Dessa forma, a levedura
mantém-se inativa por até 6 meses, caso 0 meio soOlido ndo perca umidade. A
cada 6 meses esse procedimento foi repetido. A levedura S. cerevisiae PE-2 foi
manipulada em condi¢des de assepsia.

Na segunda fase dos trabalhos, todo o procedimento envolvendo a
levedura S. cerevisiae PE-2 foi realizado em condi¢cdes de assepsia. Todos as
vidrarias utilizadas foram autoclavados por 10 minutos a presséo de 1,0 atm e os
meios utilizados foram autoclavados por 10 minutos a pressao de 0,5 atm. Para
nao ocorrer contaminagao das leveduras, o manuseio da biomassa foi realizado
em camara de fluxo laminar previamente limpa com uma solucéo alcodlica a 70%

e esterilizada por uma lampada de luz ultravioleta, por 15 minutos. Esses



46

procedimentos foram realizados em todas as transferéncias: a inoculagao inicial
para propagacdo em meio solido, a transferéncia para o meio liquido para
propagacdo em meio liquido, transferéncias para os tubos de centrifuga para
separacdo da levedura do meio de crescimento, transferéncias dos tubos de
centrifuga para o baldo volumétrico, constituindo o inéculo e, por ultimo, a

inoculacdo no meio de fermentagao.

4.2. Preparacdo do indculo

A partir dos repigues em meio soélido, o crescimento da levedura da cepa
PE-2 foi realizado em meio liquido, visando aumento de biomassa e posterior
fermentacdo. A cultura foi reativada em meio YEPD, sem Agar (5 mL, 30°C,
24 a 48 h), transferida totalmente, de forma asséptica, para 100 mL do mesmo
meio e incubada nas mesmas condi¢cdes. Depois, todo o material foi transferido
para 1,5 L de meio contendo sacarose 100 g.L™"; extrato de levedura 2,5 g.L™";
ureia 0,6 g.L™%; Ko,HPO, 0,87 g.L%; MgS0,.7H,0 0,49 g.L ™"
ZnS04.7H,0 0,029 g.L'"; MnSO4.H,O 0,017 g.L™"), incubados a 30°C durante
48 h, em um erlenmeyer de 4 L. ApGs 48 h, o adicionou-se novamente 1,5 L deste
meio. Esse procedimento de troca foi feito até obter-se biomassa suficiente para o
ensaio.

Para decantar a levedura no meio de cultura, deixou-se o erlenmeyer de
4 L por uma noite na geladeira, para facilitar a retirada do sobrenadante, que foi
descartado cuidadosamente. As células foram lavadas com uma solug¢édo tampéo
de fosfato de potassio pH 7,04 (K,HPO, 0,1 mol.L™ e KH,PO, 0,1 mol.L?, na
proporcao de 6:4). O restante do tampéao foi adicionado ao meio contendo a
levedura e transferido para tubos de centrifuga de 50 mL. A biomassa foi
centrifugada a 3000 rpm, 10°C, 20 min, utilizando a centrifuga da marca JOUAN,
modelo CR4i e ressuspendida com a solucdo tampao 3 vezes e, ao final, a
suspensao obtida foi avolumada em um bal&do de 500 mL, do qual foram retiradas
aliguotas para determinagcdo da quantidade de massa de células por

espectrofotometria.
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4.3. Meio de fermentacéo

Os ensaios de fermentacdo com a levedura de panificacdo foram
realizados em um meio semidefinido contendo inicialmente 20 g.L™ de células
(biomassa) e 180 g.L™" de glicose. A solucdo com os nutrientes foi escolhida a
partir de trabalhos anteriores (TAHERZADEHR et al., 1996; MODIG et al., 2008),
com adaptacBes. Assim, a composicdo do meio de fermentacdo utilizado foi
(mg.L™): KH,PO, (3500), MgSO4 . 7H,0 (75), CaCl, .2H20 (9), (NH4)2.SO4 (7500),
ZnS0, .7H,0 (9), FeSO, . 7TH,0 (6), H3BO3 (2), MnCl, .2H,0 (0,8),
Na,Mo0O,4.2H,0 (0,8), CoCl, .2H,0 (0,6), CuSO, .5H,0 (0,6), Kl (0,2), EDTA (30);
extrato de levedura (0,5%) e octanol como antiespumante (ImL. L™ — aprox. 20
gotas. L ™).

Para a levedura S. cerevisiae PE-2, as fermentagbes foram realizadas em
meio semidefinido contendo 20 g.L™ de células (biomassa), 160 g.L™*;de glicose
anidra, com os nutrientes: extrato de levedura 2,5 g.L™; ureia 0,6 g.L™"; KoHPO,
0,87 g.L; MgS047H,O 0,49 g.LY; ZnS04.7H,O 0,029 g.L*; MnSO4H,O
0,017 g.L™%., conforme BASSO et al. (2008).

4.4. Compostos fendlicos utilizados nas fermentagcdes

Os compostos investigados neste trabalho foram anteriormente
identificados em trabalhos do nosso grupo de pesquisa e sao oriundos da
degradacdo da lignina. Cunha (1999; 2005) identificou esses compostos no
hidrolisado hemiceluldsico e Nascimento (2007) identificou-os no bagaco de cana.
Essas fracdes, hidrolisado hemicelulésico e bagaco de cana, foram obtidas a
partir do pré-tratamento do bagaco de cana-de-acucar, por exploséo a vapor, em
condi¢cBes otimizadas.

As fermentacdes foram realizadas com adi¢fes individuais dos seguintes
compostos fenolicos (Sigma Aldrich): p-hidroxibenzaldeido [6], vanilina [7],
siringaldeido [8], acido p-hidroxibenzoico [9], &cido vanilico [10], acido siringico
[11], &cido cumarico [12] e acido ferudlico [13], cujas férmulas estruturais estao
identificadas conforme o nimero citado, nas paginas 34 e 35.
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Nas fermentacbes com a levedura S. cerevisiae de panificacdo, esses
compostos foram adicionados nas concentracdes de 0,6 e de 1,0 g.L™%. J& nas
fermentacdes com a levedura S. cerevisiae PE-2, esses compostos foram

adicionados na concentracéo de 0,1 g.L™%.

4.5, Condicdes de fermentacéao

Para a levedura de panificacdo, inicialmente foi realizado um estudo para
conhecer o perfil da fermentacao alcodlica pela levedura de panificacdo (consumo
de glicose, producédo de etanol, de massa celular, de glicerol e de acido acético)
sem adicao dos compostos modelo. O experimento foi conduzido em triplicata, em
frascos erlenmeyer de 125 mL, contendo 50 mL do meio de cultura, tampados
com rolha de algodao envolta em gaze. Utilizaram-se trés erlenmeyers para cada
tempo de amostragem. Os frascos foram colocados em um agitador orbital, com
agitacdo de 100 rpm, a 30°C, por 9 h. As amostras foram retiradas no tempo
inicial e nos tempos de 2, 4, 6, 8 e 9 h. Duas aliquotas de 10 mL foram retiradas
de cada erlenmeyer, transferidas para tubos de centrifuga (imersos em banho de
gelo), centrifugadas a 3000 rpm, por 7 minutos. O sobrenadante foi separado e
novamente centrifugado para retirada total da massa celular. Por fim, separou-se
0 novo sobrenadante, que foi adicionado ao primeiro. Esse liquido foi guardado a
—18°C para posterior andlise de glicose, glicerol, acido acétido e etanol por
cromatografia liguida. A massa de células da levedura que ficou no tubo foi
ressuspensa com agua destilada, agitada no vortex e, apds nova centrifugacao,
dispensou-se o sobrenadante, ressuspendeu-se novamente a levedura, que foi
guardada sob refrigeracédo (4°C) para posterior avaliagdo da massa de ceélulas. O
meio que restou no erlenmeyer (cerca de 30 mL) teve seu valor de pH
determinado e foi descartado.

Os experimentos com adi¢cdo individual dos compostos fendlicos foram
realizados nas mesmas condi¢gbes, sempre acompanhados de um teste controle
(sem adicdo do composto fenodlico). A adicdo dos compostos ocorreu nas
concentracdes de 0,6 e 1,0 gL e foram coletadas amostras para analises
apenas no tempo inicial e apos 6 h de fermentacéo.
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Para cada grupo de ensaios de fermentagédo, preparou-se o meio de
fermentacdo (com e sem adicdo do composto fendlico), ajustou-se o pH entre 4,5
e 5,0, utilizando-se uma solugcdo de &cido sulfirico 6,0 mol.L™, inoculou-se a
levedura e completou-se o volume para 1,0 L. ApOs esse procedimento, uma
aliqguota de 50 mL foi transferida para cada erlenmeyer de 125 mL (em triplicata).
Dessa forma, como sera mostrado no Capitulo 5, o valor do pH inicial foi 0 mesmo
para as trés amostras do tempo inicial de cada teste.

Para a levedura S. cerevisiae PE-2, o procedimento experimental foi similar
ao relatado para a levedura de panificacdo. Porém, no caso da levedura
S. cerevisiae PE-2, a manipulacdo da levedura foi realizada em ambiente estéril e
o pH inicial ajustado entre 5,5 e 6,0. Os ensaios foram realizados em triplicata
(trés erlenmeyers para cada tempo de amostragem), em frascos erlenmeyer de
125 mL, contendo 50 mL do meio de cultura, tampados com rolha de algodé&o
envolta em gaze, em agitador orbital (100 rpm, 30°C). As amostras foram
retiradas nos tempos 0, 2, 4, 6, 7 e 8 h. A adicdo dos compostos ocorreu na

concentracdo de 0,1 g.L™.

4.6. Experimentos sem adicao da levedura S. cerevisiae PE-2

Para controle de uma possivel interacdo dos componentes do meio de
fermentacdo com os compostos fendlicos, foram realizados experimentos sem
inoculacdo da levedura S. cerevisiae PE-2, utlizando-se o0 mesmo meio
semidefinido contendo 180 g.L™ de glicose anidra; extrato de levedura 2,5 g.L™%;
ureia 0,6 gL K,HPO, 0,87 g.L" MgSO4.7H,O0 0,49 g.L™*: ZnS0,47H,0
0,029 g.L™%:; MnS0O4.H,0 0,017 g.L™*. Preparou-se 2 L do meio e ajustou-se o pH
entre 5,5 e 6,0. Esse meio foi transferido para 8 balées volumétricos de 200 mL,
contendo separadamente massa suficiente de cada um dos compostos fendlicos
para atingir a concentracéo de 0,1 g.L™. Ap6s afericédo dos balbes utilizando-se o
meio semidefinido, esses foram transferidos para erlenmeyers de 250 mL,
tampados com papel aluminio e autoclavados (0,5 atm, 10 min).

Em ambiente asséptico, coletaram-se as amostras do tempo inicial em
triplicata para cada sistema. O volume de 50 mL foi transferido para erlenmeyers

de 125 mL, em triplicata, para os meios com cada um dos compostos modelo.
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Esses erlenmeyers foram tampados com rolha de algoddo envolto em gaze
(previamente autoclavados).

Os ensaios foram realizados em triplicata, em agitador orbital (100 rpm,
30°C) por 6 h, retirando-se amostras de 10 mL de cada erlenmeyer no tempo final.
Para esses ensaios, foram realizadas andlises das amostras dos tempos 0 e 6 h
para identificagdo e quantificacdo dos compostos fendlicos utilizados e possiveis

produtos de degradacao.

4.7. Métodos analiticos

4.7.1. Determinacé&o da concentracao celular

O primeiro método de determinacdo do crescimento microbiano consistiu
na leitura da absorbancia de uma suspensao de células, a 600 nm (densidade
Otica), em um espectrofotbmetro HALO DB-20 UV-VIS, feixe duplo, da marca
Dynamica. Essa leitura foi correlacionada a concentracdo da suspensao
utilizando-se curvas de calibragcédo. A curva de calibracdo relaciona a absorbancia,
a 600 nm, & concentracdo (g.L™!) em base seca, da suspensdo de células. Todas
as curvas realizadas sao mostradas no Apéndice A.

Para a determinacédo dessas curvas de calibragcéo, realizou-se o seguinte
procedimento: 3 pesa-filtros foram colocados em estufa a 105°C / 24 h; apés 24 h,
foram transferidos para um dessecador, onde permaneceram por cerca de 1 h
para resfriarem. (O dessecador foi mantido fechado sob vacuo). Pesaram-se 0s
pesa-filtros em balanca analitica com precisdo de 0,0001 g e anotaram-se as
massas, levando-os novamente ao dessecador. Preparou-se uma suspensao de
levedura, adicionando-se cerca de 3 g da mesma a um baldo volumétrico de
50 mL, que foi avolumado com agua destilada; 3 amostras de 10 mL foram
colocadas nos pesa-filtros, que foram mantidos em estufa, a 60°C, por 24 h e, em
seguida, a 105°C por 3 h. Retiraram-se 0s pesa-filtros com a massa de levedura,
deixando-os resfriarem no dessecador por cerca de 1 h. Determinaram-se as
massas em balanca analitica. Repetiu-se esse procedimento

estufa/dessecador/balanca até obter-se massa constante. A partir dos valores das
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massas obtidas, determinou-se o0 peso seco de levedura na suspensdo-mae,
calculando-se sua concentracdo em base seca. Paralelamente a esse
procedimento, a suspensdo-méae foi diluida, calculando-se posteriormente as
concentracbes com base na determinacdo do seu peso-seco. As absorbancias,
na frequéncia de 600 nm, foram determinadas para as suspensfes diluidas,
construindo-se uma curva de calibracdo. Esse procedimento foi realizado para
cada lote de levedura comprado e as curvas de calibracdo sado apresentadas no
Apéndice A. Essas curvas serviram de referéncia para acompanhar o crescimento
microbiano durante os experimentos de fermentacdo. Esse método foi utilizado
para as duas cepas.

Para a levedura de panificacao, foi realizada a determinacédo do peso-seco
para todas as amostras, além da leitura da densidade 6ética. Determinaram-se 0s
pesos-secos das amostras em triplicata retiradas nos tempos 0 h e 6 h. Nos casos
em que foi realizada a cinética de crescimento da levedura, o peso-seco foi

determinado para todas as amostras coletadas.

4.7.2. Determinacdo da concentracdo de glicose, glicerol, acido

acético e etanol

Glicose, glicerol, acido acético e etanol foram quantificados por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). As amostras foram previamente
diluidas em &gua destilada. As amostras dos tempos 0 a 4 h foram diluidas na
razdo de 1:50 e as amostras dos tempos 6 a 9 h foram diluidas na razéo de 1:25.
Depois, as solucdes diluidas foram filtradas com filtro 0,45 um (Sartorius) e
extraidas em cartuchos de extracdo soélida Sep-Pak C18 (Waters) para retirada
dos compostos fendlicos. Uma amostra de 20 pL foi injetada no cromatografo
liquido (Waters 600,TSP Spectra System, Waters, Milford, MA, USA), equipado
com uma coluna Biorad Aminex HPX-87H (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules,
CA, USA) e com um detector de indice de refracdo (Waters 2414). A temperatura
da coluna foi mantida em 45°C e a do detector em 35°C. As amostras foram
eluidas com fluxo de 0,6 mL.min™, utilizando-se uma solucdo aquosa de &cido
sulfarico 0,005 mol.L™* como fase mével, preparada com &gua deionizada e

filtrada, sendo desgaseificada antes da utlizacdo, por um equipamento de
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ultrassom marca Microsonic modelo SX-50. As curvas de calibracdo sao
apresentadas no Apéndice A.

Para as andlises das fermentacdes realizadas com a levedura S. cerevisiae
PE-2, utilizou-se outro cromatografo, cujo uso foi gentilmente concedido pelo Prof.
Dr. André Ferraz, do Laboratério de Quimica da Madeira da Escola de Engenharia
de Lorena — EEL-USP. Esse cromatégrafo, apesar de ser da mesma marca

(Waters), era do modelo 1515, com injecdo manual das amostras.

4.7.3. Determinacao do pH

O pH foi medido utilizando-se o aparelho da marca Tecnal, modelo
TEC-3MP, previamente calibrado com solugbes-padrédo de pH=4 e pH =7, da
mesma marca. Antes e entre cada medida, o eletrodo foi lavado com agua
destilada e secado com papel macio. O pH inicial foi medido antes de se distribuir
50 mL do meio de fermentagéo nos erlenmeyers de 125 mL. Por este motivo, o
tempo inicial tem apenas uma medida de pH. Para as amostras do tempo de 6 h

de fermentacéo, a medida do pH ocorreu em triplicata.

4.7.4. Determinacado da concentracdo dos compostos fendlicos e

dos possiveis produtos de bioconverséo

As analises para identificacdo e quantificacdo dos compostos modelo
utiizados e para a identificacdo dos seus provaveis produtos de
biotransformacao, foram realizadas no equipamento cujo uso foi gentilmente
concedido, com acompanhamento técnico especializado, pela Prof. Dra. Maria
Valnice Boldrin Zanoni, do Instituto de Quimica da Universidade Paulista Julio de
Mesquita Filho — UNESP, no campus da cidade de Araraquara / SP.

As andlises foram realizadas utilizando-se os seguintes equipamentos e
condigdes.

As amostras foram preparadas com diluicdo de 1:10. Uma aliquota de

1,0 mL foi diluida em agua deionizada em um baldo de 10 mL.
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As amostras dos padrdes foram preparadas conforme consta no Apéndice
A, no qual também estéo as curvas de calibracdo obtidas.

Para a separacdo dos compostos, utilizou-se a cromatografia liquida de
alta eficiéncia, com o cromatografo da marca Agilent 1200 Series, equipado com
um amostrador automatico Autosampler 1200 Series, detector DAD 1260, bomba
quaternaria 1200 e forno para coluna 1200. A coluna cromatogréafica utilizada foi
da marca Kinetex C18 Phenomenex (150 x 4.6 mm) com diametro de poro de
5 um. As amostras foram eluidas com a mistura Agua com 0,1% de Acido
Formico e Acetonitrila na propor¢do de 89:11 (v/v). A andlise foi realizada no
modo isocratico de eluicdo, com tempo de andlise em média 20 min. O volume de
injec&o foi de 10 L, com fluxo de 0,8 mL.min™.

As substéancias fenolicas avaliadas neste trabalho foram identificadas e
quantificadas por espectrometria de massas. O espectrometro de massas
utilizado foi o 3200 QTRAP (quadrupdlo — ion trap linear), da marca AB SCiex. A
ionizagao por eletrospray (Turbo lon Spray) foi realizada nos modos negativo e
positivo. Os parametros da fonte de ionizagdo no modo negativo foram: lon Spray:
-4500 V, Curtain Gas:15 psi, Temperatura: 550°C, Gas 1: 45psi, Gas 2: 45psi,
Interface heater: ON. Modo de varredura de ions: m/z 50 — 300. Os parametros da
fonte de ionizacdo no modo positivo foram: lon Spray: 5500 V, Curtain Gas:15 psi,
Temperatura: 550°C, Gas 1: 45psi, Gas 2: 45psi, Interface heater: ON. Modo de
varredura de ions: m/z 50 — 300.

Foi realizada a otimizacdo das condicbes de operacdo para cada

composto, sendo os resultados dessa otimizacao apresentados no item 5.2.2.

4.8. Determinag&o dos parametros fermentativos

Os resultados das fermentacdes de glicose a etanol utilizando-se
Saccharomyces cerevisiae foram avaliados quanto consumo de glicose e glicose
residual (g), fator de conversdo de glicose em etanol, Y eys (g.g° glicose),
concentracdo de etanol (g.L ™), produtividade volumétrica de etanol, Qp (g.L"h?Y,
desvio de glicose para glicerol, Y gicerors (9.9 glicose), desvio de glicose para
acido acético, Y sc.acsticoss (g.g'1 glicose), crescimento microbiano (g.L'l), fator de

conversdo de glicose em células, Y ys (g.g™ glicose).
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4.8.1. Célculo dos parametros fermentativos

e Para o fator de conversdo de glicose a etanol, Y eys,
(g etanol . g™ glicose consumida), utilizou-se a equacéo 4.1.
AP Pf_Pi
Yet/s T 7255, @.1)
[
Onde:

Pi = concentracéo inicial de etanol;
Pt = concentracéao final de etanal,
Si = concentracgao inicial de glicose;
St = concentracao final de glicose.

e Para o calculo do fator de conversdo de glicose em células, Y s ,
(9.9 glicose consumida), utilizou-se a equacao 4.2.
B AX Xf - Xi

AS S, -S.
f i

(4.2)

x/s

Onde:

Xi = concentragéo inicial de biomassa,;
X¢ = concentracéo final de biomassa;
Si = concentracgao inicial de glicose;
St = concentracao final de glicose.

e Para o calculo da eficiéncia de conversao de glicose em etanol, ou

rendimento percentual de etanol, Y,, (%), utilizou-se a equacéo 4.3.

Y
Yet (%): et/S calculado %100% (43)

et/S tesrico

Onde:

Y (%) = eficiéncia de conversédo de glicose em etanol, expressa a razéo

entre fator de conversdo de glicose em etanol calculado experimentalmente e o
fator de converséo tedrico;

Y = fator de conversdo de glicose em etanol calculado
et/S calculado

experimentalmente;

2molx46 g.mol™

Y = ewnol__0,511 , valor tedrico ara a
et/Sesico  1molx180g. Mol gicose P

fermentacao de glicose a etanol.
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e Para o calculo da produtividade volumétrica de etanol, Qp, (g.Lh™Y,
utilizou-se a equacao 4.4:
_ap_ PR R

P At tf_ti

Q

(4.4)

Onde:
QP = produtividade volumétrica de etanol;

Pi = concentracéo inicial de etanol;

P: = concentragcdo maxima de etanol;

t; = tempo inicial da fermentacao, ou seja, t; = 0;

ti = tempo no qual a concentracao de etanol € maxima.

e Para o célculo dos desvios de glicose para os subprodutos glicerol e
acido acético, Y pss, (9.9 glicose consumida), utilizou-se a equacéo
4.5:

AP PR
Pls AS S; -,

f (4.5)

A
e gllcerollslsendo:

Quando o subproduto P € o glicerol, calcula-s
Pi = concentracéo inicial de glicerol;

P: = concentracgao final de glicerol;

Si = concentracdo inicial de glicose;

St = concentragao final de glicose.

Y. »
Quando o subproduto P é o acido acético, calcula-se ac. acet|co/S’

sendo:
P; = concentracéo inicial de acido acético;
P: = concentracéo final de &cido acético;
Si = concentracao inicial de glicose;
St = concentragao final de glicose.

4.8.2. Célculo dos desvios-padréao

O rendimento dos produtos formados é calculado a partir de valores
médios com seu desvio padrdo. Assim, para o céalculo do desvio padrédo dos
rendimentos, faz-se necessario considerar a propagacdo de erro
(Baccan et al., 2001). Esse calculo foi realizado para todos os rendimentos

calculados.
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Sejam:

R = Rendimento do produto de fermentagéo ou da biomassa;
AP = variacdo da concentracao final e inicial deste produto;
P; = concentragao inicial do produto;

P: = concentracgéo final do produto;

AS = variacdo da concentracao final e inicial de glicose;

Ssap = desvio padréao de AP;

sas = desvio padrao de AS e,

Sr = desvio padréo do rendimento R.

O desvio de AP , s p € calculado pela equacéo 4.6:

Sap =i\/52 (concentracio final produto)+s?(concentragio inicial produto)

(4.6)

O desvio de AS, s, € calculado pela equacéo 4.7:

Sas =i\/s2 (concentracio final glicose )+s?(concentracio inicial glicose)

(4.7)

O desvio em relacao ao rendimento, sg é calculado pela equacéo 4.8:

2 2
_ sap " (sas
Sp =% (AP) +<AS) * K (4.8)
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5. Resultados e discussao

Na primeira parte deste capitulo, sdo apresentados os resultados relativos
aos experimentos com a levedura de panificacdo S. cerevisiae (item 5.1),

Encontramos na literatura trabalhos que descrevem a acdo de diversos
compostos que inibem o processo fermentativo por S. cerevisiae. Nos trabalhos
citados na revisdo, as concentracées de aclcares variaram de 20 — 100 g.L™ e as
de inéculo de 0,16 -9,0 g.L™. Nossa intencdo foi utilizar concentracdes de
acucares e de inoculo proximas as utilizadas pelas usinas de acucar e alcool no
Brasil, que correspondem a valores maiores do que os utilizados naqueles
trabalhos.

Assim, os testes com a levedura S. cerevisiae de panificagdo foram
realizados com concentracdes de glicose em torno de 180 g.L™ e de inéculo de
20 g.L! (base seca).

Paralelamente ao controle, adicionaram-se individualmente, ao meio de
cultura, os compostos fendlicos derivados da lignina (Sigma Aldrich), encontrados
no hidrolisado hemicelulésico e no bagaco de cana: p-hidroxibenzaldeido [6],
vanilina [7], siringaldeido [8], &cido p-hidroxibenzoico [9], &cido vanilico [10], &cido
siringico [11], acido cumarico [12] e acido ferulico [13], cujas férmulas estruturais
estdo identificadas conforme o numero citado, nas paginas 34 e 35. Esses
compostos foram inseridos no meio fermentativo, nas concentracdes de 0,6 e de
1,0g.L™

Na segunda parte deste capitulo, apresentamos os resultados relativos aos
experimentos com a levedura S. cerevisiae PE-2 (item 5.2). Diferentemente dos
anteriores, esses experimentos foram realizados em ambiente estéril, com
concentracdes de glicose em torno de 160 g.L™ e de inéculo de 20 g.L™ (base
seca). Os mesmos compostos fendlicos foram inseridos no meio fermentativo, na
concentracdo de 0,1g.L™. Avaliou-se a variagdo da concentracdo desses
compostos fendlicos no meio fermentativo, identificando-se alguns dos produtos
de bioconversao desses compostos pela levedura S. cerevisiae PE-2.

Em seguida, os resultados sao discutidos um em relagdo ao outro e em

relacdo aos estudos ja relatados na literatura.
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5.1. Experimentos de fermentacdo de glicose a etanol

utilizando a levedura de panificagdo Saccharomyces cerevisiae

5.1.1. Perfil fermentativo para a levedura de panificagcdo, sem

adicdo dos compostos fendlicos

Os resultados para o perfil fermentativo de glicose a etanol pela levedura S.
cerevisiae de panificacdo, sem adicdo dos compostos fendlicos, sdo mostrados
na Figura 5.1.

O pH decresceu rapidamente, passando de 5,0 para 2,98 £ 0,08 em 2 h e
para 2,71 £ 0,03 em 4 h, mantendo-se praticamente constante de 4 a 6 h apos o
inicio da fermentacdo. A partir de 6 h, como mostrado na Figura 5.1 (b), a
qguantidade de glicose era muito pequena. Assim, apds 0 consumo da glicose, o
pH se elevou um pouco. Apds a acentuada queda nas duas primeiras horas de
fermentacdo, pode-se afirmar que o pH praticamente se manteve constante até o
final do processo.

A diminuicdo do pH era esperada e pode ser explicada devido ao uso do
sulfato de aménio, (NH,4).SO,4, como uma das fontes de nitrogénio. No meio de
fermentacdo, o ion aménio reage com a agua, formando aménia e o ion hidrénio,
como representado na Equacdo 5.1. O consumo da ambnia durante a
fermentacdo desloca o equilibrio para formacdo dos produtos, tornando o meio
mais 4cido.

NHjaq) + H20 = NHs(q) + Hs0* (5.1)

(aq)
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(@)

(b)

(c)

Figura 5.1 — Cinética da fermentag&o alcodlica de glicose pela levedura S. cerevisiae de
panificagdo, na auséncia dos compostos modelo. (a) crescimento microbiano (¢) e pH (+),
(b) producéo de etanol (e) e consumo de glicose (A); (c) producao de glicerol (m).
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A formacdo de &cido acético poderia também explicar a queda do pH.
Porém, em nosso experimento, a quantidade de &cido acético ficou abaixo do
limite de deteccdo para quase todas as amostras. Apenas uma amostra, coletada
apos 6 h de fermentacao, apresentou uma pequena guantidade deste subproduto,
na concentracdo de 0,5 g.L™ (0,3% de converséo da glicose). Essa concentracdo
corresponde a 0,0083 mol.L™ de &cido acético.

A Figura 5.1(a) mostra ainda o crescimento da levedura durante a
fermentacdo. Nesta fermentacao, iniciou-se com a concentracdo de células, em
base seca, de 19,9+ 0,6 g.L* e, no tempo de 6 h, essa concentracéo foi de
28 + 1 g.L™, um aumento de 40 + 2 % em relacdo & massa inicial de células. Para
o tempo de 8 h, o valor da biomassa se mostrou menor, porém dentro do erro
experimental.

Apesar de se usar um anti-espumante para a realizacdo da fermentacgéo,
ocorreu um pouco de espuma no meio fermentativo, o que dificultou a coleta das
amostras, implicando em desvios relativamente altos para os dados de biomassa
e, especialmente para o tempo de 4 h, quando a fermentacdo ainda esta bastante
intensa. Todos os valores apresentaram desvios maiores que nos outros tempos
de coleta de amostras.

A Figura 5.1(b) mostra as variagcdes das concentracfes de glicose e de
etanol no processo fermentativo da levedura de panificacdo. Observa-se que, com
apenas 6 h de fermentacéo, a levedura consumiu toda a glicose do meio e atingiu
a maxima concentracdo de etanol. Esse dado serviu de referéncia para os
calculos dos parametros de fermentacdo (item 4.8), que foram entdo efetuados
para o tempo de 6 h de fermentacdo em todos os experimentos realizados.

A Tabela 5.1 contém os resultados dos parametros de fermentacdo deste

experimento.
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Tabela 5.1- Resultados da glicose residual em massa e percentual, da concentracdo de
etanol, dos rendimentos dos produtos (massa de células, glicerol, &cido
acético e etanol) em relacdo a glicose consumida e da produtividade
volumétrica de etanol. Valores calculados para o tempo de 6 h de
fermentacéo, para o teste inicial sem adicdo dos compostos modelo.

Valores obtidos para o experimento sem

Parédmetros de fermentagéo e
adicdo dos compostos modelo

Glicose residual (g) 0,9+£0,3
Glicose residual (%) 0,5+0,2 %
Concentracao de etanol (g.L™) 64,4 +0,5
Produtividade volumétrica - Q, (g.L"".h™) 10,73 + 0,08
Fator de conversao de g{icose em células Y, 0.046 + 0.007
(9.97) DR
Desvio de glicose para glicerol Y gjicers (g.g'l) 0,0514 + 0,0002
Desvio de glicose para écl:ido aCetico Y e, acsticols 0.003*
(9.97) ’
Fator de conversédo de gllicose em etanol Yegys 0366 + 0.003
(9.97) R
Eficiéncia de converséo de glicose em etanol 718+ 06 %

(% tedrico)

*Apenas uma amostra da triplicata teve a quantidade de acido acético detectada, por isso
nao é apresentado o desvio neste caso.

O fator de conversao de glicose em etanol foi de 71,6 + 0,8 % em relacao
ao rendimento tedrico. Esse valor € bem menor do obtido por Basso et al. (2008).
Esses autores obtiveram um rendimento para a levedura de panificacdo da ordem
de 88 + 1%, utilizando um meio contendo 200 g.L™ de aclcares (sacarose, glicose
e frutose, valor convertido em glicose equivalente), que foi adicionado em trés
porcdes iguais espacadas por 1,5 h apds a adicdo da suspensédo de células, cuja
concentracédo foi de 33% (m/v) em base Umida e temperatura de 33°C. O valor é
uma média obtida apos 5 ciclos de fermentagcdo, nos quais a levedura era
reaproveitada na batelada seguinte, apos lavagem com &acido sulfurico (pH =5;
1 h) e centrifugacédo. Larsson et al.. (2000) obtiveram um rendimento de 79 + 2%
em condicBes bastante diferenciadas. Eles iniciaram a fermentacéo com 0,16 g.L™
de células e 20 g.L ! de glicose, em meio sintético. A fermentacéo foi analisada
por 24h, e a produtividade, calculada para 8 h de fermentacdo, foi de
0,67 +0,09 g.L 2.h™. O baixo valor da produtividade, comparado com nosso
experimento, pode ser explicado pelo baixo valor da concentracao inicial de

levedura, que resulta em um tempo elevado de fermentacdo. Nos testes
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posteriores, como serd mostrado, conseguiu-se melhorar o fator de converséo de

glicose em etanol dos nossos experimentos.

5.1.2. Testes de fermentacdo com a levedura S. cerevisiae de

panificacdo, com adicdo dos compostos modelo

Os proximos itens trazem os resultados para os testes de fermentacdo com

a adicdo dos compostos fendlicos.

5.1.2.1. Avaliagéo da variagédo do pH

O pH inicial foi ajustado para o meio antes da distribuicdo do volume de
50 mL nos erlenmeyers e, por isso, o valor do pH inicial representa uma uUnica
medida. O pH final foi medido em cada erlenmeyer da triplicata e o resultado é a
média desses valores. A Tabela 5.2 mostra todos os valores de pH dos tempos
inicial e apds 6 h de fermentacédo, assim como a varia¢ao do pH.

O pH inicial foi ajustado entre 4,5+0,1 e 5,0+ 0,1. Em todos os testes
realizados, o valor do pH decresceu em relacdo ao inicial. O menor valor de pH
final encontrado foi de 3,33+0,09 para o controle que acompanhou o0s
experimentos com adicdo do p-hidroxibenzaldeido. O maior valor de pH final foi
de 3,85 + 0,08 para o teste com adicdo de 1,0 g.L™* de &cido fertlico. As causas
da diminuicao do pH ja foram discutidas no item 5.1.1 e a adicdo dos compostos
modelo ndo mostrou alteracdo significativa em relacdo as fermentacbes sem
adicdo dos compostos modelo, como pode ser analisado pela coluna “Variagéo do
pH” da Tabela 5.2.
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Tabela 5.2 - Valores do pH para os testes Controle e respectivos testes com adicdo dos
compostos modelo nas concentracées de 0,6 e 1,0 g.L™.

Concentracédo do o pH apés 6h Variag&o do
Compostos modelo composto modelo pH inicial de
(g.Lh fermentagéo pH

0,0 4,51 3,33+ 0,09 -1,18 £ 0,09
p-hidroxibenzaldeido 0,6 4,48 3,50 + 0,02 - 0,98 + 0,02
1,0 4,46 3,38 + 0,04 - 1,08 £ 0,04

0,0 4,61 35+0,1 -1,1+0,1
vanilina 0,6 4,59 3,59 + 0,04 -1,00 + 0,04
1,0 4,51 3,61+0,04 -0,90+0,04
0,0 4,51 3,43+ 0,02 - 1,08 £ 0,02
siringaldeido 0,6 4,49 3,54 + 0,05 - 0,95 + 0,05
1,0 4,55 3,65 + 0,06 - 0,90 £ 0,06
o 0,0 4,55 3,43+ 0,04 -1,12+0,04

p-hidrgfilggnzoico 0.6 4,49 3401 -11z01
1,0 4,51 3,56 + 0,06 - 0,95+ 0,06
0,0 4,57 3,48 + 0,07 - 1,09 + 0,07
acido vanilico 0,6 4,59 3,58 = 0,06 -1,01 + 0,06
1,0 4,49 3,70 + 0,08 - 0,79 £ 0,08
0,0 4,55 3,44 + 0,05 -1,11 £ 0,05
acido siringico 0,6 4,49 3,56 + 0,04 -0,93+£0,04
1,0 4,45 3,50 + 0,02 -0,95+0,02
0,0 4,63 3,61 + 0,05 - 1,02 £ 0,05

acido cumarico 0,6 4,53 3,6+0,1 -09+0,1
1,0 4,45 3,60 + 0,05 - 0,85+ 0,05
0,0 4,51 3,46 + 0,02 -1,05+ 0,02
acido ferulico 0,6 4,47 3,68 + 0,03 -0,79+£ 0,03
1,0 4,53 3,85+ 0,08 - 0,68 £ 0,08

5.1.2.2. Fermentacao alcodlica pela levedura de panificacéo,
com adicdo de p-hidroxibenzaldeido nas concentracdes
de06e1,0g.L"

A Tabela 5.3 mostra os resultados experimentais dos parametros

calculados para avaliar as fermentacdes para os experimentos sem e com adi¢ao

de p-hidroxibenzaldeido nas concentracées de 0,6 e 1,0 g.L™.



64

Tabela 5.3 - Resultados para o0s experimentos sem e com adicdo de
p-hidroxibenzaldeido nas concentracdes de 0,6 g.L" e 1,0 g.L™. Valores
referentes a glicose residual em massa e percentual; a concentracdo de
etanol; aos rendimentos de massa celular, de glicerol, de &cido acético e de
etanol, em relacdo a massa de glicose consumida; e a produtividade
volumétrica de etanol. Resultados apds 6 h de fermentacéo.

Concentragéo de p-hidroxibenzaldeido (g . L™)

Parametros de fermentacéao

0,0 0,6 1,0
Glicose residual (g) 27+ 6 41 +3 34+£2
Glicose residual (%) 15+3 22+1 19+1
Concentracéo de etanol (g.L'l) 60,2 £ 0,5 59+3 594
P“’d““V'da(‘;el_‘_’lor']‘?{;‘e"'ca " Qp 10,03+0,09 9,8+0,5 9,940,7
Fator de converséo de glicose em
células — Yys 0,04 £ 0,01 0,045 £ 0,005 0,040 £ 0,007

(g-g-lqlicose)
Desvio de glicose para glicerol -
Yg”lcer,s 0,046 + 0,005 0,048 £ 0,003 0,048 £+ 0,003
(g- g- qlicose)
Desvio de glicose para acido acético -
Yéc_?cé,,s 0,0052 + 0,0003  0,0060 + 0,0003 0,0058 + 0,0004
(g g qlicose)
Fator de converséo de glicose em
etanoll— Yevs 0,39 £ 0,02 0,41+ 0,02 0,39+ 0,03
(g 9 qlicose)
Eficiéncia de converséao de glicose em

etanol (% teorico) 76+2 80 +2 77 +3

A adicdo do p-hidroxibenzaldeido ao meio fermentativo dificultou um pouco
0 consumo do substrato pela levedura, o que pode ser observado pela glicose
residual percentual um pouco mais elevada que no controle.

Comparando-se os testes sem e com adicdo de p-hidroxibenzaldeido,
percebeu-se que 0s parametros pouco se alteraram. Concluiu-se que a adicao
deste composto, nas concentracbes estudadas, nao alterou os parametros
avaliados, dados os desvios-padrdo associados aos mesmos. O Unico parametro
que foi levemente alterado foi o desvio de glicose para a producdo de &cido
acético no experimento com 0,6 g.L" de p-hidroxibenzaldeido, sendo esse
aumento de 15 + 8 %.

Esses dados sdo importantes porque se pode concluir que o
p-hidroxibenzaldeido n&o é inibidor, por si s6, da fermentacdo alcoodlica pela

levedura de S. cerevisiae de panificacdo e n&do seria obstaculo em uma
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fermentacdo utilizando-se um hidrolisado celulésico que contenha o

p-hidroxibenzaldeido nas concentracdes estudadas.

5.1.2.3. Fermentacéo alcoolica pela levedura de panificacéo,
com adicdo de vanilina nas concentracdes de 0,6 e 1,0
g.L?

A Tabela 5.4 mostra o0s resultados experimentais dos parametros
calculados para avaliar as fermentacdes para um teste controle e dois testes com

adicdo de vanilina nas concentraces de 0,6 e 1,0 g.L™.

Tabela 5.4 — Resultados para os experimentos sem e com adicdo de vanilina nas
concentragdes de 0,6 g.L.™ e 1,0 g.L™". Valores referentes a glicose residual
em massa e percentual; a concentragdo de etanol; aos rendimentos de
massa celular, de glicerol, de acido acético e de etanol, em relagdo a massa
de glicose consumida; e a produtividade volumétrica de etanol. Resultados
apos 6 h de fermentagéo.

Concentracéo de vanilina (g . L'l)

Parametros de fermentacéao

0,0 0,6 1,0
Glicose residual (g) 2+1 20£1 293
Glicose residual (%) 1,1+0,6 10,8+ 0,6 15+2
Concentracao de etanol (g.L™) 78+ 1 68 + 2 67 +3
Produt|V|dza(geL\/loLl_Jlr;1etr|ca -Qp 13,0402 113404 112404
Fator de converséo de glicose em
células — Yys 0,040 + 0,004 0,037 + 0,004 0,050 + 0,004

(g-g-lqlicose)
Desvio de glicose plara glicerol - Ygjicers
(g 9 qlicose)
Desvio de glicose para acido acético -
Yéc,fcét,s 0,0049 + 0,0004 0,0061 +0,0003 0,0065 + 0,0008
(g 9 qlicose)
Fator de converséo de glicose em
etanoll- Yeus 0,42 £ 0,01 0,40 £ 0,02 0,42 £ 0,02
(g g qlicose)
Eficiéncia de conversado de glicose em
etanol (% tedrico)

0,046 + 0,004 0,046 + 0,002 0,048 + 0,003

82zx1 79+2 82+2

A adicao de vanilina ao meio de fermentagcé&o dificultou o consumo de
glicose pela levedura, visto que a glicose residual percentual aumentou

relativamente ao controle para ambas as concentracoes.
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A concentragdo de etanol diminuiu 13+3% e 14+5% para as
concentracdes de vanilina de 0,6 e 1,0g.L", respectivamente, com queda
equivalente na produtividade volumeétrica.

O fator de conversdo de glicose em células aumentou 25+ 14 %
relativamente ao controle, para a concentracdo de 1,0 g.L™.

O desvio de glicose para acido acético aumentou para ambas as
concentracfes, sendo um aumento de 25+10% e de 33+18 % para as
concentracdes de vanilina de 0,6 e 1,0 g.L™, respectivamente.

O fator de conversdo de glicose em etanol e o desvio de glicose para a
producédo de glicerol, porém, ndo se alteraram.

Concluiu-se que a presenca da vanilina fez com que a levedura de
panificacdo S. cerevisiae fosse menos eficiente no consumo de glicose,
provocando uma queda na produtividade volumétrica de etanol e um significativo
aumento no desvio de glicose para a producdo de acido acético, indicativos de

seu efeito inibitorio sobre a fermentacao alcodlica.

5.1.2.4. Fermentacédo alcodlica pela levedura de panificacéo,
com adicdo de siringaldeido nas concentracfes de 0,6 e
1,0g.L*

Os resultados na Tabela 5.5 mostraram que, em sua maioria, 0S
pardmetros fermentativos foram mais afetados quando se adicionou o
siringaldeido na concentracdo de 0,6 g.L™* do que quando se adicionou este
composto na concentracdo de 1,0 g.L™. Esse efeito foi observado apenas para

este composto dentre os 8 estudados neste trabalho.
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Tabela 5.5 — Resultados para os experimentos sem e com adi¢do de siringaldeido nas
concentracdes de 0,6 g.L™" e 1,0 g.L™. Valores referentes a glicose residual
em massa e percentual; a concentracdo de etanol; aos rendimentos de
massa celular, de glicerol, de acido acético e de etanol, em rela¢do a massa
de glicose consumida; e a produtividade volumétrica de etanol. Resultados
apos 6 h de fermentacao.

Concentracéo de siringaldeido (g . L'l)

Parametros de fermentacéo

0,0 0,6 1,0
Glicose residual (g) 8+£2 27+ 3 32+2
Glicose residual (%) 45+0,8 14+2 17,3+0,9
Concentracéo de etanol (g.L'l) 65,8+ 0,4 53+1 601
Pmd““V'da(‘;el_‘.’lor']‘f{;‘e”'ca " Q 10,97 + 0,06 8,9+0,2 10,00,
Fator de converséo de glicose em
células — Yys 0,045 £ 0,002 0,037 £ 0,005 0,047 £ 0,008

(g-g_lqlicose)
Desvio de glicose para glicerol -
Yg”lcer,s 0,0458 + 0,0009 0,047 £ 0,002 0,045 £ 0,001
(g- g_ qlicose)
Desvio de glicose para acido acético -
Yéc_fcét,s 0,00518 + 0,00008 0,0061 + 0,0004 0,0058 £ 0,0003
(9 g qlicose)
Fator de conversao de glicose em
etanoll- Yeus 0,371 £ 0,005 0,34 +0,01 0,390 + 0,009
(9 9 qlicose)
Eficiéncia de converséo de glicose em

etanol (% te6rico) 72,8+0,9 66 + 2 76+ 2

A glicose residual percentual aumentou para ambas as concentracfes de
siringaldeido no meio fermentativo.

A concentracdo e a produtividade volumétrica de etanol diminuiram
20+2% e 9+2%, para as concentracdes de siringaldeido 0,6 e 1,0 g.L™,
respectivamente.

A variacao observada para o fator de converséo de glicose em células ficou
muito pequena quando se leva em consideracdo a margem de erro dada pelo
desvio padréo.

O desvio de glicose para &cido acético elevou-se um pouco em relacdo ao
controle, sendo um aumento de 18 £ 8 % e de 12 + 6 % para as concentracdes de
0,6 e de 1,0 g.L, respectivamente, efeitos que podem ser considerados iguais,
dado a propagacéo de erro considerada no célculo dos mesmos.

Apesar da quantidade de acido acético produzida ser pequena frente a

guantidade de etanol, o aumento da producéo de acido acético é muito prejudicial
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ao processo industrial. Em uma dorna de 1,0 x 10°L de mosto, com uma
concentracdo de 180 g.L™ de aclcares fermentesciveis, perder-se-iam cerca de
165 kg de acucar (considerando o aumento de 18% no desvio de glicose para
acido acético) como desvio de rota para o acido ao invés do etanol.

Ja o fator de conversdo de glicose em etanol, apesar de ter diminuido
8 + 3% para 0 experimento com 0,6 g.L™" de siringaldeido, teve uma pequena
elevacdo de 5 + 3 % quando a concentracdo foi de 1,0 g.L™.

Uma explicacédo para que o aumento da concentracdo de siringaldeido nédo
afetasse igualmente todos os parametros ndo pode ser avaliado com os dados
levantados neste estudo. Porém, fica evidente que a adicdo de siringaldeido
exerce um efeito inibitério relativo ao consumo de glicose, com consequente
gueda na produtividade volumétrica de etanol.

O aumento do desvio de glicose para a producdo de acido acético, nas
fermentacdes em presenca de aldeidos, sera discutido juntamente com os dados
do perfil fermentativo da levedura S. cerevisiae PE-2 no item 5.2.4.

5.1.2.5. Fermentacédo alcodlica pela levedura de panificacéo,
com adicdo de acido p-hidroxibenzoico nas

concentragdes de 0,6 e 1,0g.L™

A adicéo do &cido p-hidroxibenzoico ndo provocou alteracdes significativas
nos parametros avaliados. Esse resultado também foi obtido quando se adicionou
o p-hidroxibenzaldeido ao meio fermentativo. Os resultados para os experimentos

sem e com adicdo deste composto estdo na Tabela 5.6.
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Tabela 5.6 — Resultados para os experimentos sem e com adicdo de &cido
p-hidroxibenzoico nas concentracdes de 0,6 g.L* e 1,0 g.L . Valores
referentes a glicose residual em massa e percentual; a concentracdo de
etanol; aos rendimentos de massa celular, de glicerol, de &cido acético e de
etanol, em relacdo a massa de glicose consumida; e a produtividade
volumétrica de etanol. Resultados apés 6 h de fermentacgéo.

Concentrag&o de acido p-hidroxibenzoico (g . L™)

Parametros de fermentacéo

0,0 0,6 1,0
Glicose residual (g) 14+ 4 11+6 14 +3
Glicose residual (%) 812 6+3 71
Concentracéo de etanol (g.L'l) 68+1 67 +4 66,2+0,8
Pmd““V'da(‘;el_‘.’lor']‘f{;‘e”'ca " Q 11,3+0,2 11,106 11,0£0,1
Fator de converséo de glicose em
células — Yys 0,038 £ 0,007 0,041 + 0,003 0,043 £ 0,002

(g-g_lqlicose)
Desvio de glicose para glicerol -
Yg”lcer/s 0,047 £ 0,002 0,046 + 0,003 0,043 £ 0,002
(g g qlicose)
Desvio de glicose para acido acético -
Yéc_fcét,s 0,0055 + 0,0001  0,0050 £ 0,0004 0,0049 + 0,0002
(g g qlicose)
Fator de conversao de glicose em
etanoll- Yeus 0,39 £ 0,02 0,38 £ 0,03 0,378 £ 0,009
(9 9 qlicose)
Eficiéncia de conversao de glicose em

etanol (% tedrico) oz 67+4 742+0,9

Concluiu-se, portanto, que a adicdo do acido p-hidroxibenzoico ao meio
fermentativo ndo inibiu a fermentacdo de glicose a etanol pela levedura
S. cerevisiae de panificacdo, resultado importante para a utilizacdo de

hidrolisados celulésicos que contenham esse composto.

5.1.2.6. Fermentacao alcodlica pela levedura de panificagéo,
com adicéo de &cido vanilico nas concentracfes de 0,6 e
1,0g.L*

Os resultados da fermentacdo na presenca do acido vanilico (Tabela 5.7)
mostraram que a glicose residual percentual aumentou significativamente, sendo
0s aumentos de 47 + 27 % e 181 + 41 % para os testes com 0,6 e 1,0 g.L™* de

acido vanilico, respectivamente.
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Tabela 5.7 — Resultados para os experimentos sem e com adi¢do de acido vanilico nas
concentracdes de 0,6 g.L™" e 1,0 g.L™. Valores referentes a glicose residual
em massa e percentual; a concentracdo de etanol; aos rendimentos de
massa celular, de glicerol, de acido acético e de etanol, em relacdo a massa
de glicose consumida; e a produtividade volumétrica de etanol. Resultados
apos 6 h de fermentacéo.

Concentragéo de &cido vanilico (g . L™

Parametros de fermentacéao

0,0 0,6 1,0
Glicose residual (g) 21+4 31+4 57+4
Glicose residual (%) 11+2 16+2 312
Concentracéo de etanol (g.L'l) 68+3 59+2 48 + 2
P oy oo~ @ 11,3£05 9,9+0,3 7,904
Fator de converséao de glicose em
células — Yys 0,039 + 0,004 0,041 £ 0,004 0,035 £ 0,005

(g-g-lqlicose)
Desvio de glicose para glicerol -
Yg”lcer,s 0,048 + 0,003 0,047 + 0,002 0,053 + 0,005
(g g qlicose)
Desvio de glicose para acido acético -

Yéc_?cé,,s 0,0060 + 0,0003 0,0059 + 0,0002 0,0073 = 0,0004
(g 9 qlicose)
Fator de converséo de glicose em
etanol - Yeys 0,40 + 0,02 0,37 £ 0,02 0,37 £ 0,03

-1
. . (g 9 qlicose) .
Eficiéncia de converséao de glicose em

etanol (% tedrico) 92 72+ 2 72+3

Observou-se, ainda, uma diminuicdo significativa na producédo de etanol
pela levedura de panificacdo e em sua produtividade volumétrica. A concentracdo
e a produtividade volumétrica de etanol diminuiram 13 £ 5 % quando se adicionou
o acido vanilico na concentragéo de 0,6 g.L™, e 29 + 5 %, para esse composto a
1,0 g.L ™.

A excecdo do desvio de glicose para acido acético, quando se adicionou o
acido vanilico 1,0 g.L™, as variacdes nos valores dos demais parametros estdo
dentro dos limites dados pelos desvios padrdo das amostras em triplicata, nas
concentracdes e nas condi¢gdes nas quais os experimentos foram realizados.

O aumento do desvio de glicose para acido acético foi de 22 +8 %
relativamente ao controle para o acido vanilico a 1,0 g.L™. O desvio de agicar
para a producdo de acido acético, conforme foi analisado anteriormente (item

5.1.2.4), é indesejavel para o processo industrial.
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Concluiu-se que a adicdo de acido vanilico provocou um efeito inibitorio na
fermentacdo alcodlica pela levedura S. cerevisiae, diminuindo o consumo de
glicose, a producao e a produtividade volumétrica de etanol. O desvio de glicose
para acido acético aumentou quando o acido vanilico foi adicionado ao meio na

concentracéo de 1,0 g.L™.

5.1.2.7. Fermentacao alcodlica pela levedura de panificacéo,
com adicdo de acido siringico nas concentragfes de 0,6
e1,0g.L™

Os resultados experimentais das fermentacdes sem e com adicdo de acido

siringico nas concentracdes de 0,6 e 1,0 g.L™ sdo mostrados na Tabela 5.8.

Tabela 5.8 — Resultados para os experimentos sem e com adi¢cao de acido siringico nas
concentracdes de 0,6 g.L™" e 1,0 g.L™. Valores referentes a glicose residual
em massa e percentual; & concentracdo de etanol; aos rendimentos de
massa celular, de glicerol, de acido acético e de etanol, em relagdo a massa
de glicose consumida; e a produtividade volumétrica de etanol. Resultados
apos 6 h de fermentacéo.

Concentracdo de acido siringico (g . L™

Parametros de fermentacéo

0,0 0,6 1,0
Glicose residual (g) 12+3 9+3 20,13 £ 0,06
Glicose residual (%) 6+1 5+2 10,93 + 0,03
Concentracéo de etanol (g.L"l) 67 £2 68 +2 62+1
Pmd““V'da(‘;eL‘_’lor']‘f{;‘e”'ca " Q 11,1+0,3 11,3+0,3 10,4+0,2
Fator de converséo de glicose em
célulals - Yys 0,036 + 0,004 0,030 £ 0,001 0,018 + 0,003
(gg qlicose)
Desvio de glicose para glicerol -
Yg”fer,s 0,047 + 0,002 0,046 + 0,002 0,0466 + 0,0009
(g g qlicose)
Desvio de glicose para acido acético -
Y ac.aces 0,0056 + 0,0002  0,0055 + 0,0003 0,0056 + 0,0003
(9 g qlicose)
Fator de converséo de glicose em
etanoll- Yevs 0,38 £ 0,01 0,38 £ 0,01 0,379 £ 0,009
o (g g qlicgse) :
Eficiéncia de conversédo de glicose em 75 42 75+ 1 743+009

etanol (% tedrico)
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Correlacionando-se a concentracdo de etanol e a quantidade de glicose
residual, percebeu-se que no meio com adicéo de 1,0 g.L™! de Acido siringico, a
producdo de etanol e a produtividade volumétrica de etanol foram reduzidas em
8 £ 3 % relativas ao controle, enquanto a glicose residual percentual aumentou
em 82 £ 22 %.

A adi¢do do &cido siringico diminuiu o fator de conversao de glicose para a
producdo de células. Na concentracdo de 0,6 g.L™ de &cido siringico no meio
fermentativo, o efeito foi pequeno. Porém, na concentracdo de 1,0 gL? a
presenca do &cido siringico provocou uma queda acentuada nesse fator, que
diminuiu 50 + 15 % relativamente ao controle.

Os desvios de glicose para a producéo de glicerol e de acido acético e o
fator de conversédo de glicose em etanol, porém, mantiveram-se inalterados.

Concluiu-se que a dificuldade para consumir a glicose resultou em
diminuicdo no crescimento de células e na producdo de etanol em 6 h de
fermentacdo. Consequentemente, a produtividade volumétrica de etanol

decresceu.

5.1.2.8. Fermentacdo alcodlica pela levedura de panificacao,
com adicdo de acido cumarico nas concentracdes de 0,6
el10g.L"

A adicdo de acido cumérico ao meio fermentativo, nas concentragfes de
0,6 e de 1,0g.L™", provocou um efeito inibitério significativo na fermentacéo
alcodlica pela levedura S. cerevisiae de panificacdo, como pode ser analisado a
partir dos dados na Tabela 5.9.

A dificuldade no consumo de glicose gerou uma glicose residual percentual
elevada para as duas concentracées avaliadas. Com 0,6 g.L™ de &cido cumarico
no meio fermentativo, a glicose apos 6 h de fermentacao foi cerca de 2 a 3 vezes
maior (+ 188 + 71 %) que no controle e para a concentracéo de 1,0 g.L™ foi cerca
de 3 a 4 vezes maior (+ 298 £+ 105 %).

A producéo de etanol ap6s 6 h de fermentacéo decresceu com a presenca

desse composto, sendo 22 + 3 % e 31 =1 % menor que a producéo do controle,
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respectivamente, para as concentracdes de 0,6 e 1,0 g.L™t. A produtividade

volumétrica, dessa forma, também decresceu nas mesmas proporcoes.

Tabela 5.9 — Resultados para os experimentos sem e com adicdo de acido cumarico nas
concentragdes de 0,6 g.L™" e 1,0 g.L™". Valores referentes a glicose residual
em massa e percentual; a concentragdo de etanol; aos rendimentos de
massa celular, de glicerol, de acido acético e de etanol, em relacdo a massa
de glicose consumida; e a produtividade volumétrica de etanol. Resultados
apos 6 h de fermentagéo.

Pardmetros de fermentacéo

Concentracdo de acido cumarico (g . L™)

0,0 0,6 1,0

Glicose residual (g) 165 489+ 0,1 68,5+0,8

Glicose residual (%) 9+3 25,92 £ 0,07 358+04

Concentracao de etanol (g.L™) 68,2 + 0,7 53+2 47,0+ 0,6

Produt|V|degeL\_/10rI]L_Jlr)netrlca -Qp 114401 88403 78401

Fator de converséo de glicose em
célulals - Yys 0,059 £ 0,004 0,030 £ 0,009 0,026 £ 0,005
(gg qlicose)
Desvio de glicose para glicerol -

Y giicerss 0,048 £ 0,002 0,055 + 0,003 0,063 £ 0,005

-1

(9 g qlicose)

Desvio de glicose para acido acético -

Yéc.fcétls
(g g qlicose)
Fator de converséao de glicose em

etanol - Yeys
(g g_lqlicose)

Eficiéncia de conversédo de glicose em

etanol (% tedrico)

0,0063 + 0,0001

0,40+0,01

781

0,0062 + 0,0004

0,38 £ 0,01

74+1

0,0061 + 0,0001

0,38 £ 0,02

752

A adicdo de acido cumarico, em ambas as concentrac¢des, diminuiu o fator

de conversdo de glicose em células. Analisando-se os desvios padrédo dessas

medidas, pode-se dizer que o efeito foi semelhante, ndo se alterando com o

aumento da concentracao do acido cumarico (-49 £ 17 % e - 56 £ 12 %).

O desvio de glicose para a producédo de glicerol ocorreu em maior extensao

na fermentacdo em presenca de 1,0 g.L™ de &cido cumarico (+ 31 + 11 %).

O fator de conversao de glicose em etanol e o desvio de glicose para a

producdo de &acido acético permaneceram inalterados, dentro dos limites dos

desvios das amostras.

Concluiu-se que o acido cumarico exerceu forte efeito inibitério no consumo

de glicose, na producdo de etanol, na produtividade volumétrica de etanol e no

fator de conversdo de glicose em células, nesse caso, sendo mais significativo
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quando adicionado na concentracéo de 1,0 g.L™. A presenca do acido cumarico,
porém, ndo afetou fator de conversdo de glicose em etanol e nem o valor do

desvio de glicose para a producédo de acido acético.

5.1.2.9. Fermentacédo alcodlica pela levedura de panificacéo,
com adicado de acido ferulico nas concentracdes de 0,6 e
1,0g.L™

O dltimo composto avaliado foi o acido ferdlico, cujos resultados dos
paradmetros fermentativos estdo na Tabela 5.10. Dentre todos os compostos
avaliados, foi 0 que se mostrou de maior carater inibitério a fermentacdo de

glicose a etanol pela S. cerevisiae de panificacao.

Tabela 5.10 — Resultados para os experimentos sem e com adi¢do de acido ferulico nas
concentracdes de 0,6 g.L™" e 1,0 g.L™". Valores referentes a glicose residual
em massa e percentual; & concentracdo de etanol; aos rendimentos de
massa celular, de glicerol, de acido acético e de etanol, em relacdo a massa
de glicose consumida; e a produtividade volumétrica de etanol. Resultados
apos 6 h de fermentacéo.

Concentragéo de &cido ferdlico (g . L™)

Parametros de fermentacéo

0,0 0,6 1,0
Glicose residual (g) 15,0+ 0,8 95+ 2 128 + 5
Glicose residual (%) 8,1+0,4 51,1+0,9 70+3
Concentracéo de etanol (g.L'l) 66+1 34,8+0,5 22+2
Pr°d”t""d""(geL‘.’ﬂ']L.‘{)“e"'ca " Qp 11,0+ 0,2 5,80 + 0,09 37403
Fator de converséao de glicose em
célulals - Yys 0,052 + 0,004 0,044 £ 0,008 0,026 + 0,006
(gg qlicose)
Desvio de glicose para glicerol -
Yg“lcer,s 0,046 £ 0,002 0,068 + 0,004 0,08 £ 0,01
(g g qlicose)
Desvio de glicose para acido acético -
Yéc.lacétls 0,0055 + 0,0001 0,008* ND
(g 9 qlicose)
Fator de converséo de glicose em
etanoll- Yevs 0,386 + 0,009 0,38 £ 0,02 0,39 £ 0,05
— (g- g- qlicgse) ;
Eficiéncia de conversao de glicose em 757+ 0,9 7549 774+5

etanol (% tedrico)

ND = néo detectado na leitura do CLAE.
* |eitura detectada em apenas uma amostra.
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A glicose residual foi muito elevada para os experimentos com adi¢cao de
acido ferdlico. Relativamente ao controle, a glicose residual foi cerca de 6 vezes
maior no experimento com 0,6 g.L" e de 8 a 9 vezes maior na concentracdo de
1,0g.L™

A concentracdo de etanol apdés 6 h de fermentacdo e sua produtividade
volumétrica decresceram 47 + 2 % e 67 £ 4 % para as concentracdes de 0,6 e 1,0
g.L™, comparadas ao controle.

O fator de conversao de glicose em células mostrou um decréscimo com o
aumento da concentracdo de acido ferulico, sendo efetivamente significativo para
a fermentacdo com 1,0 g.L™" de &cido ferdlico, com decréscimo de 50 + 14 %
relativo ao controle.

O desvio de glicose para glicerol aumentou 48 £ 10 % e 74 + 22 % relativo
ao controle para as fermentacdes com 0,6 e 1,0g.L" de &cido ferdlico,
respectivamente.

O fator de conversdo de glicose em etanol, porém, ndo sofreu alteracao
significativa. Pode-se concluir que a utilizacdo da glicose pela levedura priorizou a
obtencao de energia, visto que a producao de etanol se manteve para a massa de
glicose consumida.

O A&4cido acético ndo foi detectado em 5 das 9 amostras, o0 que
impossibilitou a analise do desvio de glicose para &cido acético nesses
experimentos.

Concluiu-se que a adicdo de acido ferulico, em ambas as concentracdes,
inibiu 0 consumo de glicose e aumentou o desvio de glicose para a producdo de
glicerol. A producéo de etanol apos 6 h de fermentacéo caiu, fazendo com que a
produtividade volumétrica decrescesse na mesma propor¢cdo. O fator de
conversado de glicose em células também foi afetado negativamente, em especial
para a concentracdo de 1,0 g.L™" de &cido ferdlico. A adicdo de &cido ferdlico,

porém, nao inibiu o fator de conversao de glicose em etanol.
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5.1.2.10.Comparacdo dos resultados para os parametros de

fermentacdo dos 8 compostos fendlicos testados

A Tabela 5.11 mostra os resultados para os parametros de fermentacéo,
comparativamente aos seus respectivos controles, para facilitar a andlise do
comportamento de cada parametro relativo aos oito compostos fendlicos testados.

A partir dessa tabela, é importante ressaltar alguns resultados. Para todos
0S compostos investigados, nenhum inibiu o fator de conversdo de glicose em
etanol. Alguns, porém, diminuiram o fator de converséo de glicose em células ou
até mesmo aumentaram seu valor. Esse resultado esta de acordo com a
literatura, como sera discutido na préxima parte deste capitulo, que os inibidores
afetam mais o fator de conversdo de glicose em células do que o fator de
converséo de glicose em etanol.

Outro resultado importante que € ressaltado pela Tabela 5.11 € de que os
parametros que sao funcao do tempo, como o consumo de glicose (avaliado pela
glicose residual) e a produtividade volumétrica de etanol, sdo mais afetados do
gue os fatores de conversdo e os desvios para os subprodutos. Porém, no caso
das fermentacbes na presenca dos aldeidos (p-hidroxibenzaldeido, vanilina e

siringaldeido), o desvio de glicose para acido acético aumentou.



Tabela 5.11 — Resumo dos resultados para a comparagéo dos valores dos parametros de fermentacéo relativos a cada controle. Os valores
mostrados indicam a variacdo percentual do valor em comparacdo com o controle. Todos os célculos foram realizados para o
tempo de 6 h de fermentagéo com a levedura S. cerevisiae de panificagao.

Variacdo dos parametros de avaliagdo das fermentacdes relativamente ao controle de cada experimento

Rendimento de Concentragao Glicose
Concentragéo (9.9" de glicose) @L7e residual
Composto modelo (g.LY produtividade (% da glicose
' Massa de células Glicerol Acido acético Etanol volumétrica de inicial)
etanol (g.L".h™)
) : , 06 s e +15+8% @ e s e
p-hidroxibenzaldeido
1,0 e e s e s
. 06 e e +25+£10% @ -----eeee-- -13+3% + 881+ 487 %
Vanilina
1,0 +25+14% e +33+£18% @ ----eeee- -14+5 % +1264 £ 715 %
. . 06 0 s e +18+8% -8+3% -20+2 % +211+61%
Siringaldeido
1.0 e e +12+6% +5+3% -9+2% + 284 +57%
o ) , , 0,6 s s s s s
Acido p-hidroxibenzoico
1,0 e e s e s
. - 0,6 s e -13+5% +47 £ 27 %
Acido vanilico
1.0 e e 22+£8% - -29+5% +181+41%
o L 06 s s s s s
Acido siringico
1,0 -50215% e s -8+3% +82+22%
. L. 0,6 -49+17 % +13+8% e e -22+3% +188+ 71 %
Acido cumarico
1,0 -56 +12 % +31+11 % e -31+1% +298 + 105 %
o . 06 0 e +48+10% e e -47+2% + 531+ 29 %
Acido ferulico
1,0 -50+14 % +74+£22% W e e -67+x4% + 764 £ 53 %

------------ indica que ndo houve variagéo significativa.
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5.2. Experimentos de fermentacdo de glicose a etanol,

utilizando a levedura Saccharomyces cerevisiae PE-2

Nesta segunda parte deste capitulo, sdo apresentados os resultados para a
o perfil fermentativo da levedura Saccharomyces cerevisiae PE-2, sem e com
adicdo dos compostos modelo.

Primeiramente, serdo apresentados os resultados dos parametros de
operacdo do espectrdmetro de massas, otimizados para cada composto fendlico
em estudo.

Em seguida, apresentar-se-d0 os resultados dos ensaios realizados para
verificar se ha alguma transformacdo dos compostos fendlicos quando
submetidos ao meio fermentativo, porém sem a presenca da levedura (sem
inocular).

Nas fermentagbes de glicose a etanol utlizando-se a levedura
Saccharomyces cerevisiae PE-2, além dos parametros apresentados no item 4.8,
avaliou-se também a variacdo da concentracdo dos compostos fendlicos. Esses
resultados sdo apresentados separadamente para cada composto.

Para cada experimento, ao qual se adicionaram os compostos fendlicos,
serdo mostrados os resultados da identificacdo dos produtos de biotransformacéo

dos mesmos. Alguns desses produtos puderam também ser quantificados.

5.2.1. ldentificagcéao dos compostos fendlicos nos
cromatogramas de ions totais pelos seus espectros de

massas

Os resultados dos parametros otimizados para a deteccdo dos compostos
modelo, por espectrometria de massas a partir das solu¢bes padrédo, séo

apresentados na Tabela 5.12.
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Tabela 5.12 — Condi¢des otimizadas para identificacdo dos compostos modelo por
espectrometria de massas.

Declustering Entrance Cell entrance
Composto _

Potential (V) potential (V) Potential (V)
p-hidroxibenzaldeido - 50 -35 -12
Vanilina -25 -6,0 -12
Siringaldeido -35 -3,0 -12
Acido p-hidroxibenzoico -30 -6,0 -8
Acido vanilico - 30 -7,5 - 10
Acido siringico -35 -8,5 -10
Acido cumaérico - 30 - 6,5 -8
Acido ferulico -30 -7,0 - 14

A partir dessas condi¢cdes otimizadas, os compostos foram identificados
nos cromatogramas de ions, no modo negativo de ionizacdo, com m/z referente

ao ion [M-H] °, apresentando os tempos de retencdo conforme Tabela 5.13.

Tabela 5.13 — Valores da massa molar dos compostos modelo, do m/z referente ao seu
ion [M-H] = no modo negativo de ionizacdo e seus respectivos tempos de

retencao.

Composto Mag.sri(;?_?)lar m/z Tempo(c:]ﬁr:)etengéo
p-hidroxibenzaldeido 122,0 120,9 8,8
Vanilina 152,0 151,1 11,7
Siringaldeido 182,1 181,0 14,1
Acido p-hidroxibenzoico 138,8 137,2 6,0
Acido vanilico 168,0 167,2 7,5
Acido siringico 198,1 196,9 8,2
Acido cumarico 164,0 163,0 14,0

Acido ferulico 194,1 192,9 19,3
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5.2.2. Avaliacdo dos ensaios com o0s compostos fendlicos
(individualmente) no meio fermentativo, sem adicdo da

levedura S. cerevisiae PE-2

Os resultados dos ensaios realizados conforme descrito no item 4.6 para
verificar se algum dos compostos fendlicos reage com o meio fermentativo sdo
apresentados na Figura 5.2. Para a vanilina, apresentam-se os resultados em
termos de é&rea do cromatograma de ions totais. Os valores se referem a

concentracgéo inicial e apos 6 h de ensaio.

0,140 - %137 0,126
— 0,120 - 01020108 1o 0,109 0,110 0,111 (108
! "¥970,094 0,096

20,100 - 0052 o

3 0,080 -
(8]

0,060 -
0,040 -
0,020 - oh
0,000 T T T T T T ! 6h

0,101

Concentra

Figura 5.2— Concentracdes inicial e final (6 h) dos compostos modelo no meio de
fermentacdo sem adicdo da levedura Saccharomyces cerevisiae PE-2.

A partir da Figura 5.2, pode-se concluir que a diferenca entre as
concentracfes inicial e final, para todos os 7 compostos foi minima. Para a
vanilina, a area inicial foi 6,6326.10 e a final 7,1935.10’. Considerou-se aqui um
erro experimental estimado em 10%.

Essa inferéncia decorre da andlise dos cromatogramas de ions totais, apés
6 h de experimento. Nesses cromatogramas, nado se observou outro pico
significativo, aléem do composto de referéncia e daqueles que se apresentam em
todos os cromatogramas, referentes as diversas substancias presentes no meio

de fermentacdo. Os cromatogramas de ions totais (TIC), de ion extraido (XIC)® e

3 Optou-se pela sigla XIC, ao invés de EIC, devido as legendas dos cromatogramas

fornecidas pelo equipamento utilizado.
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0 espectro de massas para o tempo de amostragem de 6 h, sem adicdo da
levedura, podem ser conferidos no Apéndice B.

5.2.3. Perfil da fermentacao pela levedura S. cerevisiae PE-2, sem

adicdo dos compostos modelo

Os resultados para o perfil da fermentacdo alcodlica de glicose pela
levedura S. cerevisiae PE-2, sem adicdo dos compostos modelo, sdo mostrados
na Figura 5.3.

Na Figura 5.3 (a), observou-se que o pH decresceu rapidamente, passando
de 6,0 para 4,26 + 0,02 ap6s 2 h, mantendo-se praticamente constante a partir
desse tempo, pois o valor maximo atingido apdés 8 h de fermentacao foi igual a
4,48 + 0,01, apenas 5% maior do que o minimo atingido ap6s 2 h. No caso dos
experimentos com a levedura PE-2, uma das fontes de nitrogénio utilizadas foi a
ureia € ndo o (NH4),SO,4. Assim, a diminuicdo do pH pode ser melhor explicada
pela formacao de acido acético como um dos subprodutos de fermentacao.

A Figura 5.3 (a) mostra, ainda, o0 crescimento microbiano durante a
fermentacdo. A massa inicial foi de 22,95+0,02g.L", aumentando para
31,00+ 0,06 g.L* ap6s 6h. A partir desse tempo, manteve-se praticamente
constante. O aumento observado foi de 35,1 + 0,4% em relacdo a massa celular
inicial.

A Figura 5.3 (b) mostra a variagdo da concentragéo de glicose e de etanol.
Assim como o0 crescimento microbiano, os valores se tornaram praticamente
constantes a partir de 6 h de fermentag¢éo, com o consumo total da glicose.

Avaliaram-se também o perfil da formagéo dos subprodutos glicerol e acido
acético e os resultados sdo apresentados na Figura 5.3 (c). A formacéao de glicerol
foi intensa até 4 h de fermentacéo e a partir desse ponto, a concentracdo desse
subproduto torna-se praticamente constante. A formacéo de &cido acético foi mais
intensa apenas nas duas primeiras horas da fermentacdo. Apés 4 h sofreu uma
ligeira queda, voltando ao valor obtido apos 2 h de fermentagdo ao final do

processo.
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Figura 5.3 - Perfil da fermentagéo alcodlica de glicose pela levedura S. cerevisiae PE-2,
na auséncia dos compostos modelo. (a) crescimento microbiano (¢) e pH (+), (b)
producéao de etanol (e) e consumo de glicose (A); (c) produgéo de glicerol (m) e de acido
acético (x-tracejado).
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Os valores de referéncia dos parametros de fermentacado sdo mostrados na
Tabela 5.14.

Tabela 5.14— Resultados da glicose residual em massa e percentual, da concentracédo de
etanol, dos rendimentos dos produtos (massa de células, glicerol, acido
acético e etanol) em relagdo a glicose consumida e da produtividade
volumétrica de etanol. Valores calculados para o tempo de 6h de
fermentacgéo, para o teste inicial sem adigdo dos compostos modelo.

Valores obtidos para o experimento sem

Parametros de fermentacéo .
adicdo dos compostos modelo

Glicose residual (g) 0,7+£0,2
Glicose residual (%) 0,4 £0,1 %
Concentracéo de etanol (g.L'l) 68+1
Produtividade volumétrica - Q, (g.L™".h™) 11,4+0,2
Fator de conversao de glicose em células Yy 0.0522 + 0 0005
(9.97) ’ B
Desvio de glicose para glicerol Y gjicers (g.g'l) 0,041 + 0,002
Desvio de glicose para écl:ido aCetico Yyc. aceticols 0.0033 + 0.0004
(9.9) ’ o
Fator de conversédo de gllicose em etanol Yeys 0.441 + 0.006
(9.9) T
Eficiéncia de conversédo de glicose em etanol (% 86.3 + 0.6 %
tedrico) o

A eficiéncia de conversdo de glicose em etanol, 86,3 £0,6% do
rendimento tedrico, foi menor que o obtido por Basso et al. (2008). Entretanto, foi
maior do que o obtido com a levedura de panificacdo, cuja eficiéncia de
conversao de glicose em etanol, apés 6 h de fermentacao, foi de 71,6%.

Basso et al. (2008) obtiveram um rendimento para a levedura S. cerevisiae
PE-2 da ordem de 92 +1 %. Eles utilizaram um meio contendo 200 g.L™ de
agucares (sacarose, glicose e frutose, valor convertido em glicose equivalente).
Os acucares foram adicionados em trés porcdes iguais, espacadas por 1,5 h,
apos a adicao da suspenséao de células, cuja concentracao inicial foi de 33% (m/v)
em base Umida e temperatura de 33°C. O valor foi uma média obtida apés 5
ciclos de fermentacdo, nos quais a levedura era reaproveitada na batelada

seguinte, apds lavagem com acido sulfurico (pH = 5; 1 h) e centrifugacéo.
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5.2.4. Perfil da fermentacéo alcodlica pela levedura S. cerevisiae
PE-2, com adicdo de p-hidroxibenzaldeido na concentracao
de0,1g.L™

O estudo do perfil fermentativo de glicose a etanol pela levedura S.
cerevisiae PE-2, sem e com adi¢do de p-hidroxibenzaldeido, pode ser analisada a
partir das curvas da Figura 5.4.

Os dois meios iniciaram com pH =5,5. ApGs 2 h de fermentacao, observou-
se uma queda neste valor, nos dois testes, sendo esta um pouco mais acentuada
para o teste controle. Apos 4 h de fermentacéo, pode-se considerar que o pH dos
dois testes permaneceu praticamente constante (Figura 5.4 (a)).

O crescimento celular mostrou-se diferente, durante todo o experimento,
para os dois testes realizados (Figura 5.4 (a)). A massa inicial de células do teste
controle foi ligeiramente maior e o crescimento até 7 h de fermentacdo seguiu um
comportamento praticamente linear, ou seja, uma taxa de crescimento constante,
estabilizando-se a partir desse instante.

O crescimento celular do teste com 0,1g.L" de p-hidroxibenzaldeido
apresentou uma taxa maior até 2 h de fermentacao e, a partir desse instante, uma
taxa menor em relacdo as duas primeiras horas e também em relacdo ao
controle. A massa de células aumentou até o ultimo tempo de amostragem.

A Figura 5.4 (b) mostra que a glicose foi totalmente consumida apds 8 h
nos dois testes. E provavel que a adicdo de 0,1 g.L™" de p-hidroxibenzaldeido
provocou um aumento do consumo de glicose para produzir massa de células nas
duas primeiras horas, conforme foi analisado a partir da Figura 5.4 (a). Ap6s 2 h,
a maior taxa de consumo de glicose resultou em maior taxa de producédo de
etanol, mas ndo de massa de células, cujo aumento foi mais lento no restante do
processo fermentativo do que nas duas primeiras horas.

A formacéo de glicerol, Figura 5.4 (c), foi muito semelhante nos dois testes.
Para o acido acético, porém, observou-se que ocorreu um abrupto aumento de
acido aceético logo apos 2 h de fermentacdo. Esse dado sera, mais a frente
(Figura 5.6), correlacionado com a bioconverséo do p-hidroxibenzaldeido.
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Figura 5.4 - Perfil da fermentacdo alcodlica de glicose pela levedura S. cerevisiae PE-2,
na auséncia (tracejado) e presenca de 0,1 g.L* de p-hidroxibenzaldeido; (a)
crescimento microbiano (¢) e pH (+), (b) produgao de etanol (e) e consumo de glicose
(A); (c) producao de glicerol (m) e de acido acético (x).

A Tabela 5.15 mostra os resultados experimentais dos parametros
calculados para avaliar as fermentacdes para os testes controle e com adicdo de

p-hidroxibenzaldeido na concentracdo de 0,1 g.L™. Analisando-se o valor da
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glicose residual, pode-se dizer que esse substrato foi totalmente consumido apds
8 h de fermentacédo e a producdo maxima de etanol ocorreu nesse tempo. Assim,

os parametros foram calculados para 8 h de processo.

Tabela 5.15 — Resultados para os experimentos sem e com adicdo de 0,1 g.L" de
p-hidroxibenzaldeido. Valores referentes a glicose residual em massa e
percentual; a concentracdo de etanol; a produtividade volumétrica de
etanol; aos rendimentos de massa celular, de glicerol, de acido acético e de
etanol, em relacdo a massa de glicose consumida. Resultados ap6s 8 h de

fermentacéo com a levedura S. cerevisiae PE-2.

Concentragédo p-hidroxibenzaldeido (g . L'l)

Parametros de fermentacéo

0,0 0,1
Glicose residual (g) 2+2 06+1
Glicose residual (%) 1+1% 0,4 +0,8%
Concentracao de etanol (g.L™) 69,9+ 0,2 65,9+0,3
Pmd”“V'da(‘;eL‘.’lor']‘?f;‘e”'ca " Qp 8,74 + 0,06 8,24 + 0,04
Fator de converséo de glicose em
célulaf, - Yys 0,046 + 0,002 0,044 + 0,002
(gg qlicose)
Desvio de glicose para glicerol -
Yg”lcer,s 0,047 £ 0,001 0,049 + 0,001
(g 9 qlicose)
Desvio de glicose para acido acético -
Y éc.acéts 0,0024 + 0,0001 0,0030 + 0,0001

(g g_lqlicose)
Fator de converséo de glicose em
etanoll— Yevs 0,43+0,01 0,427 £ 0,007
(g g qlicose)
Eficiéncia de conversao de glicose em

etanol (% tedrico) 836+09 83,8+0,7

Quanto a concentracdo de etanol e sua produtividade volumétrica, os
dados obtidos mostram que elas diminuiram 5,7% em relacdo ao controle. Essa
variacdo €é pequena e pode ser explicada pela pequena diferenca na
concentracdo inicial de glicose, que foi de 164 +3 e de 153+2g.L?, uma
diferenca de 11 g.L™*. Considerando-se o fator de conversdo de glicose a etanol
calculado de 0,43 g. g™, esperava-se uma diferenca de 4,73 g.L™ na concentracéo
final de etanol e encontrou-se uma diferenca de 4,0 g.L™.

A adicdo de p-hidroxibenzaldeido aumentou o desvio de glicose para a
producdo de acido acético em 25+ 6 % em relacdo ao controle. Apés 8 h de

fermentacdo, a concentracdo de acido acético foi de 0,38 + 0,02 e de 0,48 £ 0,02
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g.L? para o controle e para o ensaio com adicdo do p-hidroxibenzaldeido,
respectivamente.

Neste trabalho, avaliou-se a variacdo da concentracdo do
p-hidroxibenzaldeido durante a fermentacdo alcoodlica. Procurou-se identificar e
quantificar, também, seus provaveis produtos de biotconversdo: o 4&cido
p-hidroxibenzoico e o alcool p-hidroxibenzilico.

Durante o processo fermentativo, a levedura S. cerevisiae PE-2 foi capaz
de transformar o p-hidroxibenzaldeido muito rapidamente. A Figura 5.5 mostra o
consumo do p-hidroxibenzaldeido e formacdo do &cido p-hidroxibenzoico em

fungéo do tempo.
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Figura 5.5 — Concentracéo p-hidroxibenzaldeido (e) durante a fermentacéo alcodlica de
glicose pela levedura Saccharomyces cerevisiae PE-2 e formacdo do acido p-
hidroxibenzoico (x). Meio fermentativo preparado com adicdo de 0,1 g.L™ de p-
hidroxibenzaldeido.

A andlise quantitativa (modo negativo de ionizagdo) no tempo inicial
resultou no valor de concentracdo de 0,0951 g.L?. Em 2h de fermentacéo,
apesar de ainda ser detectado, o p-hidroxibenzaldeido estava presente no meio
fermentativo em quantidades traco, da ordem de 0,0008 g.L™.

Analisando-se o espectro de massas, detectou-se o seu produto de
oxidacao, o acido p-hidroxibenzoico, em m/z 137,2 e tempo de retencdo 6,0 min,

conforme o padréo analisado para este composto (Apéndice C).
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A quantidade do acido formada, porém, ndo corresponde a quantidade
consumida do aldeido correspondente.

Devido a possibilidade de reacdes de reducdo, sendo o principal produto
esperado o alcool p-hidroxibenzilico (124,1 g.mol™), realizaram-se analises no
modo positivo de ionizagdo. Nessas andlises, destacou-se a presenca de um
novo pico em 3,5 min, de m/z 107,1. O fragmento em m/z 107,1 é originado pela
eliminacdo de uma molécula de agua e consequente formacéo de um carbocation
benzilico, altamente estavel.

A Figura 5.6 mostra o cromatograma de ions totais (TIC) no modo positivo,
0 espectro de ion extraido (XIC) para o alcool p-hidroxibenzilico, com varredura
entre m/z 106 e 107,5 e o0 seu espectro de massas no tempo de 3,5 min. Os
espectros de ions fragmento do p-hidroxibenzaldeido e de seus produtos de
oxirreducdo sdo mostrados no Apéndice C.1.
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Figura 5.6 - TIC da amostra 14 (6 h de fermentagc&o) no modo positivo, XIC de m/z 107,1,
espectro de massas do pico em 3,5 min.

Dessa forma, a fermentacdo alcodlica de glicose pela Saccharomyces
cerevisiae PE-2, na presenc¢a do p-hidroxibenzaldeido, levou a formagéo tanto do
produto oxidado quanto do produto reduzido. Por ndo possuirmos o padrédo do
alcool formado, ndo pudemos quantifica-lo. Mas pode-se supor que, pela baixa

concentracéo do acido p-hidroxibenzoico formado (0,028 g.L™, cerca de 25% do
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rendimento tedrico), o alcool correspondente seja o principal produto da
bioconversdo do p-hidroxibenzaldeido por esta levedura, nas condicbes deste
estudo.

Correlacionando o perfil de bioconversdo do p-hidroxibenzaldeido (Figura
5.8) com o perfil de crescimento da levedura, (Figura 5.7(a)), é possivel notar que,
ao mesmo tempo em que a levedura transformava esse composto fendlico (2 h
iniciais), seu crescimento foi mais intenso, tendo sido maior para 0 meio com
adicdo de p-hidroxibenzaldeido do que para o controle.

Na Figura 5.7 (c), notou-se que a formagdo do &cido acético foi mais
intensa logo apds 2h, periodo no qual ocorreu a bioconversdo do p-
hidroxibenzaldeido (Figura 5.8). Segundo Liu (2011), as rea¢des de reducédo dos
aldeidos aromaticos pela S. cerevisiae ocorre pela acdo catalitica de enzimas
redutases, ndo especificas.

De modo geral, a atuagcdo de enzimas (redutases) ocorre com um cofator
especifico, NADH ou NADPH. Nas reacfes de reducdo dos aldeidos, porém,
essas enzimas se acoplam aos dois cofatores citados, ndo tendo demonstrado
forte preferéncia por um deles de forma especifica. A acdo dessas enzimas
aumenta a concentracao de acetaldeido no meio intracelular que, em presenca do
cofator oxidado NAD" (aceptor de elétrons), se transforma entdo em acido acético
(LIU et al., 2008 a; LIU; SAHA; SLININGER, 2008 b).

Pode-se concluir que o composto p-hidroxibenzaldeido, na concentracédo
de 0,1 g.L ™, ndo é inibidor da fermentacéo alcodlica pela S. cerevisiae PE-2 e que
esta € capaz de transforma-lo no meio fermentativo, formando tanto o produto
oxidado quanto o reduzido, que provavelmente é formado em maior quantidade.

Neste trabalho, para a S. cerevisiae de panificagdo, concluiu-se que o
p-hidroxibenzaldeido também né&o foi inibitério nas concentracbes estudadas, 0,6
e 1,0 g.L". Porém, para a concentracdo de 0,6 g.L, também se detectou uma
alteracdo do metabolismo da levedura, com um leve aumento do desvio de
glicose para acido acético.

Ando et al. (1986), em estudos de fermentagdo em meio sintético com a
levedura S. cerevisiae, estudaram varios compostos, dentre 0s quais alguns sao

comuns a este trabalho (p-hidroxibenzaldeido, vanilina, siringaldeido, &acido
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p-hidroxibenzoico, acido vanilico e acido siringico). A revisdo mais detalhada das
fermentacdes foi descrita no item 2.4.3.

Esses autores classificaram o p-hidroxibenzaldeido como um inibidor
moderado (comparado aos outros estudados), pois ele afetou o fator de
conversdo de glicose em etanol que, no controle, foi de 53% do rendimento
tedrico e, no experimento com este composto, foi de 15%.

Delgenes, Moletta e Navarro (1996) estudaram a influéncia de 6 compostos
derivados da degradacao da lignina, dentre eles o p-hidroxibenzaldeido, a vanilina
e o siringaldeido (comuns com este trabalho), na fermentacdo alcodlica de 4
micro-organismos. C. shehatae ATCC 22984 e P. stipitis NRRL Y 7124, espécies
fermentadoras de hexoses e pentoses, em meio sintético suplementado com
20 g.L™ de xilose; e S. cerevisiae CBS 1200 e Z. mobilis ATCC 10988, espécies
fermentadoras de hexoses, em meio sintético suplementado com 20 g.L™* de
glicose. Para estudar a influéncia dos 6 compostos sobre a fermentacéo alcodlica
desses micro-organismos, um controle foi realizado em cada caso. Para a
fermentacdo de glicose por S. cerevisiae, a produ¢cdo maxima de etanol no
controle ocorreu apdés 24 h de fermentagcdo. Nos meios suplementados com
p-hidroxibenzaldeido, este foi adicionado nas concentracbes de 0,5, 0,75 e
1,5 g.L™. Esses autores relataram o efeito inibitorio sobre o crescimento celular e
a producdo de etanol. Em valores percentuais em relacdo ao controle, 0s
resultados mostraram que o p-hidroxibenzaldeido foi inibitorio em todas as
concentracbes, sendo que o efeito mais pronunciado se deu em relacdo ao
crescimento microbiano e para a maior concentracéo do inibidor. Para 0,5 g.L™,
os valores do crescimento microbiano e da producdo de etanol, relativos ao
controle (100%), foram de 75 e 97%, respectivamente. Para a concentracao de
0,75 g.L™, foram de 47 e 63% e para a concentracdo de 1,0 g.L™, foram de 13 e
25%.

Esses resultados sdo muito diferentes dos obtidos neste trabalho. E
importante ressaltar que, apesar dos micro-organismos serem da espécie
S. cerevisiae, sao de linhagens diferentes. Somado a isso, a concentracéo inicial
de glicose naquele trabalho n&o foi a mesma, tendo sido muito menor do que a
utilizada no presente estudo. Quanto a concentracdo do inéculo, os autores ndo

foram claros, relatando que o in6culo correspondeu a 3% (v/v) do meio
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fermentativo, que ndo nos informa muito, ja que nao foi relatada a concentracéo
em massa, base seca, ou a contagem de células.

Em suma, os estudos tém mostrado que os resultados para a inibicdo sao
de dificil generalizacéo, sendo fortemente dependentes do micro-organismo, das
condi¢bes de fermentacao, do tipo e da concentracéo do potencial inibidor.

Delgenes, Moletta e Navarro (1996) também estudaram a variagdo da
concentragcdo de p-hidroxibenzaldeido nos meios estudados. Eles relataram que,
dentre 0os 4 micro-organismos estudados, apenas a S. cerevisiae CBS 1200 foi
capaz de assimilar de forma significativa o p-hidroxibenzaldeido, em todas as
concentracbes estudadas. Porém, o tempo de conversdo desse composto foi
elevado, sendo que na concentracdo de 1,5g.L™, ele foi completamente
consumido apds 30 h do inicio do processo. No presente estudo, a S. cerevisiae
PE-2 realizou a convers&o deste composto, na concentracdo de 0,1 g.L™!, em 2 h
de fermentacdo. No trabalho realizado pelos autores, porém, nao foi realizada a

identificacdo dos produtos de bioconversao.

5.2.5. Perfil da fermentagédo alcodlica pela levedura S. cerevisiae

PE-2, com adicdo de vanilina na concentracdo de 0,1 g.L™

O perfil da fermentacdo alcodlica pela S. cerevisiae PE-2 € mostrada na
Figura 5.7.

Na Figura 5.7 (a), o aumento de biomassa para o teste controle ocorreu até
6 h de fermentagdo, mantendo-se constante a partir desse momento. Para o teste
com 0,1 g.L™* de vanilina, o crescimento foi praticamente constante durante todo o
processo. Devida a diferenca na concentracao inicial de massa celular, as curvas,
apesar de apresentarem um comportamento semelhante, estdo distanciadas em

termos de valores absolutos de massa celular.
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Figura 5.7 - Perfil da fermentacao alcodlica de glicose pela levedura S. cerevisiae PE-2,
na auséncia (tracejado) e presenca de 0,1 g.L™! de vanilina; (a) crescimento microbiano
(#) e pH (+); (b) producédo de etanol (e) e consumo de glicose (A); (¢) producdo de
glicerol (m) e de acido acético (x).

Ainda na Figura 5.7 (a), a analise da variagdo do pH mostra novamente

que, apos 2 h de fermentacdo, o pH decresce acentuadamente, ndo mostrando
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variagdes importantes a partir desse momento. Para o teste com 0,1 g.L™" de
vanilina, entre 4 h e 6 h o pH ficou um pouco abaixo do pH do controle, elevando-
se em relacéo a este apds 7 h de processo.

Na Figura 5.7 (b), porém, foi significativa a reducdo da inclinacdo das
curvas de consumo de glicose e de producdo de etanol no experimento com
0,1 g.L™* de vanilina, no periodo de 2 a 6 h de fermentac&do. Esse comportamento
ird refletir na produtividade volumétrica de etanol, que € um parametro que
depende do tempo.

Na Figura 5.7 (c) notou-se que a producgéo de glicerol foi um pouco maior
nas duas primeiras horas de fermentacdo, comparada ao controle. Quanto a
formacdo de acido acético, os testes foram praticamente iguais até 2 h de
fermentacdo. A partir de 2 h, notou-se uma pequena elevacdo na formacao de
acido acético pela S. cerevisiae PE-2 na presenca de 0,1 g.L™ de vanilina.

Em seguida a andlise do perfil fermentativo, calcularam-se os parametros
de avaliacdo da fermentacao (Tabela 5.16).

Os parametros foram calculados para os tempos nos quais ocorreu a
producdo maxima de etanol, sendo apds 6 h para o controle e apds 8 h, no caso
do teste com 0,1 g.L™ de vanilina.

Nenhum dos rendimentos avaliados foi afetado pela presenca da vanilina
no meio fermentativo, considerando-se os desvios. Porém, observou-se que a
produtividade volumétrica de etanol foi bastante afetada, com diminuicdo de
23 £ 5 % relativamente ao controle. Em outras palavras, a presenga da vanilina,
apesar de nao inibir o crescimento microbiano e a formagédo de etanol, tornou-a
mais lenta.

A andlise dos cromatogramas de ions totais, seguida do cromatograma de
ion extraido, para as amostras do teste com a vanilina, mostrou que, ja na
amostra do tempo 0 h, ndo foi detectada a presenca de vanilina. Porém, ja no
tempo inicial de amostragem, detectaram-se os seus produtos de oxirreducao.

Pelo fato de a vanilina ter sido rapidamente transformada pela levedura,
pode-se dizer que a fermentacdo ndo ocorreu em presenca da vanilina, mas sim
de seus produtos de oxirreducédo. O lento crescimento nas 2 primeiras horas pode

ser relacionado a essa transformagéo da vanilina.



94

Tabela 5.16 — Resultados para os experimentos sem e com adicdo de 0,1¢g.L™" de
vanilina. Valores referentes a glicose residual em massa e percentual; a
concentracdo de etanol; a produtividade volumétrica de etanol; aos
rendimentos de massa celular, de glicerol, de &cido acético e de etanol, em
relacdo a massa de glicose consumida. Resultados para a fermentacdo
com a levedura S. cerevisiae PE-2, apés 6 h para o controle e ap6s 8 h
para o teste com de 0,1 g.L™" de vanilina.

Pardmetros de fermentacéo

Concentrag&o vanilina (g . L™

0,0 0,1
Glicose residual (g) 3+£3 04+7
Glicose residual (%) 2+2% 0,3+5%
Concentracao de etanol (g.L™) 67+3 69 +2
Produtividade vlolulmétrica -Qp 111405 86+03
(g.L' .h' ) L} - L L - 1
Fator de converséo de glicose em
células — Yys ,05 £ 0, ; 0,
'Ill Y 0,05 + 0,02 0,046 £ 0,004
(g-g- qlicose)
Desvio de glicose para glicerol -
Y giicer/s 0,042 + 0,003 0,046 + 0,002
(g g-lqlicose)
Desvio de glicose para acido acético -
Y éc.acéts 0,0036 + 0,0005 0,0040 + 0,0003
(g g-lqlicose)
Fator de conversédo de glicose em
etanoll— Yeus 0,43 £ 0,02 0,44 £ 0,03
(g g qlicose)
Eficiéncia de converséo de glicose em 85+ 2 86 + 3

etanol (% tedrico)

A varredura inicial no espectrometro de massas ocorreu no modo negativo

de ionizacdo e detectou a presenca do acido vanilico, a partir do pico de m/z

167,2 e tempo de retencdo 7,5 min, conforme o0 espectro de massas e

fragmentacao para este composto (Apéndice C.2). A Figura 5.8 mostra a variagao

da concentracdo do acido vanilico durante a fermentacéo.
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Figura 5.8 — Aumento da concentracdo de &cido vanilico (x) durante a fermentagéo
alcodlica de glicose pela levedura Saccharomyces cerevisiae PE-2. Meio fermentativo
preparado com adic&o de 0,1 g.L™ de vanilina.

O aumento da concentracédo desse acido foi rapido nas duas horas iniciais,
mantendo-se relativamente constante de 2 a 6 h de fermentacdo e aumentando
novamente até 8 h, dltimo tempo de amostragem. Nesse periodo de 4 horas,
pode-se correlacionar a presenca do acido vanilico a baixa taxa de consumo de
glicose e formacédo de etanol, comparadas ao controle, conforme discutido para a
na Figura 5.7 (b). A presenca do acido vanilico, mesmo em baixas concentracoes,
dificultou o consumo de glicose e formacao de etanol pela levedura S. cerevisiae
PE-2.

A quantidade méaxima de &cido vanilico formada, cerca de 0,020 g.L*,
corresponde a um consumo de 0,018 g.L™ de vanilina, ou seja, 18% da vanilina
inicial. A formacéo do produto de reducdao foi entdo investigada. Segundo De Wulf
et al. (1986), este seria o principal produto de bioconversdo da vanilina. A
discusséo feita no item 5.2.4 para a acao das redutases também justifica a busca
pelo produto de reducédo (LIU et al., 2008 a; LIU; SAHA; SLININGER, 2008 b;
LIU, 2011).

Realizaram-se analises no modo positivo de ionizacdo, em busca do
produto de redugdo da vanilina, o alcool vanilico, na forma de seu ion [M+H]".
Observou-se um novo pico em 4,3 min, com m/z 137,1. A detec¢do do ion m/z

137,1, ao invés de m/z 155,1, ocorreu devido a eliminacdo de agua e formacao do
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carbocation benzilico, altamente estavel (conforme discutido para a identificacédo
ao alcool p-hidroxibenzilico).

A Figura 5.9 mostra o cromatograma de ions (TIC) no modo positivo, o
espectro de ion extraido (XIC) para o alcool vanilico, com varredura entre 136 e
137,5 e 0 seu espectro de massas, para o tempo de retencdo de 4,3 min. Os
espectros de ions fragmento da vanilina e de seus produtos de oxirreducdo sédo

mostrados no Apéndice C.2.
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Figura 5.9 - TIC da amostra 30 (6 h de fermentacdo) no modo positivo, XIC de m/z 137,
espectro de massas da banda em 4,3 min.

Da mesma forma do ocorrido para o p-hidroxibenzaldeido, a fermentacdo
alcodlica de glicose pela Saccharomyces cerevisiae PE-2, na presenca da
vanilina, levou a formacédo tanto do produto oxidado quanto do produto reduzido.
Por ndo possuirmos o padrdo do alcool formado, ndo pudemos quantifica-lo. E
possivel, porém, que o 4&lcool vanilico seja o produto formado em maior
guantidade, pois o &cido vanilico correspondeu a 18% do rendimento tedrico a
partir da vanilina adicionada.

A vanilina nédo inibiu nem o crescimento da levedura e nem a producéo de
etanol, mas diminuiu a produtividade volumétrica de etanol, o que tornou o

processo global mais lento.
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Para a levedura S. cerevisiae de panificacdo estudada na primeira parte
deste trabalho, a vanilina provocou um efeito semelhante quanto a diminuicdo da
eficiéncia no consumo de glicose. A vanilina diminuiu a produtividade volumétrica
de etanol nas duas concentracdes estudadas (0,6 e 1,0 g.L™). Porém, ela também
afetou o fator de conversdo de glicose em células quando presente na
concentracdo mais alta e o desvio de glicose para acido acético para ambas as
concentracoes.

Delgenes, Moletta e Navarro (1996), em trabalho ja comentado na
discussdo dos resultados com o p-hidroxibenzaldeido (item 5.2.4) estudaram,
também, a acdo da vanilina na fermentacdo alcodlica das 4 espécies de
leveduras. Para a S. cerevisiae CBS 1200, eles relataram a inibicdo crescimento
microbiano e da producéo de etanol até para a menor concentracao utilizada. Ao
meio fermentativo suplementado com 20,0g.L' de glicose, os autores
adicionaram vanilina a 0,5, 1,0 e 2,0g.LY. O crescimento microbiano e a
producdo de etanol, em valores percentuais comparados ao controle (100%)
foram, para as trés concentracdes, respectivamente, (49% e 70%), (14% e 17%) e
para a maior concentracdo (9% e 11%). Esta levedura foi capaz de converter a
vanilina, o que ocorreu a uma taxa reduzida até 12 h de fermentacao,
aumentando um pouco e, a partir de 24 h, a bioconversdo da vanilina ocorreu
rapidamente, tendo sido completamente transformada apos 32 h do processo. Os
autores néo fizeram a identificacdo do produto de bioconverséo da vanilina, mas
citaram o trabalho de De Wulf et al. (1986), que mostra que o alcool vanilico é o
principal produto de bioconverséo da vanilina pela S. cerevisiae.

Ando et al. (1986) também estudaram a acdo da vanilina na fermentacéo
alcodlica por S. cerevisiae. A vanilina foi considerada um inibidor moderado, com
acao inibitéria mais baixa, inclusive, que a do p-hidroxibenzaldeido. Esse dado é
discordante do que encontramos no presente trabalho, no qual a vanilina foi mais
inibitéria que o p-hidroxibenzaldeido, alterando principalmente a produtividade
volumétrica de etanol. Ando et al. (1986) mediram a inibicdo em relacdo ao fator
de conversdo de glicose em etanol, que foi de 40% em relacdo ao rendimento
tedrico (o controle apresentado pelos autores obteve um rendimento de 53% do
rendimento tedrico). Eles também relataram que a fase lag em presenca de

vanilina foi de 22 h, enquanto que no controle foi de 18 h.



98

Larsson et al. (2000) utilizaram 20 compostos aromaticos (dentre eles a
vanilina e os &cido cumarico e ferulico, também estudados no presente trabalho)
em fermentacdes com 20,0 g.L™* de glicose e inéculo de 0,16 g.L ™, que foram
adicionados ao meio fermentativo nas concentracdes de 0,02, 0,2 e 1,0 g.L™> A
vanilina, nas duas concentracdes mais baixas, ndo afetou os parametros
fermentativos avaliados. Porém, na concentracdo de 1,0 g.L™!, observou-se uma
pequena queda na produtividade volumétrica de etanol, mas ainda dentro do
desvio-padrdo da fermentacdo controle. O fator de conversdo de glicose em
células, porém, foi afetado, passando de 0,076 + 0,003 g.g™* de glicose (controle)
para 0,054 g.g™ de glicose.

Em nosso trabalho, a presenca da vanilina na mesma concentracdo, na
fermentacdo com a levedura de panificacdo, ao invés de diminuir, aumentou o
rendimento da massa celular em 25 + 14 %. A produtividade de etanol também foi
afetada e na mesma proporcédo para as concentracdes de 0,6 e 1,0 g.L™, porém
com uma reducdo pequena, assim como observado por Larsson et al. (2000).
Para a levedura S. cerevisiae PE-2, a fermentagéo com 0,1 g.L™ de vanilina teve
afetada a produtividade volumétrica em maior extensao, devido a dificuldade para
0 consumo da glicose. A levedura de panificacdo, utilizada por esses autores, foi
capaz de converter a vanilina a alcool vanilico, assim como mostrado no presente

trabalho. Os autores, porém, ndo relataram a formacao do acido vanilico.

5.2.6. Perfil da fermentagédo alcoolica pela levedura S. cerevisiae
PE-2, com adicdo de siringaldeido na concentracdo de
01g.L"

O perfil da fermentacgéo alcodlica pela S. cerevisiae PE-2, na auséncia e na
presenca de 0,1 g.L™ de siringaldeido é mostrado na Figura 5.10.

Na Figura 5.10 (a), o crescimento microbiano foi mais intenso no controle,
tornando-se constante a partir de 6 h do inicio do processo. Para o experimento
com adicéo de 0,1 g.L™ de siringaldeido, esse crescimento é mais lento até 4 h,
tornando-se um pouco mais intenso de 4 a 6 h, e tem uma elevacdo abrupta de 6

a 7 h, quando entao torna-se constante.
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Figura 5.10 — Perfil da fermentacéo alcodlica de glicose pela levedura S. cerevisiae PE-2,
na auséncia (tracejado) e presenca de 0,1 g.L™* de siringaldeido. (a) crescimento
microbiano (¢) e pH (+); (b) produgdo de etanol (e) e consumo de glicose (A); (c)
producao de glicerol (m) e de acido acético (x).
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Ainda na Figura 5.10 (a), avaliou-se o comportamento do pH. A variagéo do
pH foi bastante semelhante entre o teste com 0,1 g.L™" de siringaldeido e seu
controle. Uma pequena diferenca ocorreu apos 6 h de fermentacéo, quando o pH
do controle aumentou um pouco e o do experimento com o composto fendlico se
manteve constante. O valor do pH para este teste foi ligeiramente menor durante
todo o experimento.

A producédo de etanol e o consumo de glicose, Figura 5.10 (b), obtiveram
um perfil praticamente idéntico para os dois testes, a ndo ser pela concentracao
de etanol no controle no tempo de 2 h, que foi baixa, provavelmente devido a ao
maior crescimento microbiano no mesmo periodo.

Quanto aos subprodutos glicerol e acido acético, Figura 5.10 (c), notou-se
gue ndo houve grande diferenca no comportamento entre os dois testes. Porém,
ocorreu um pequeno aumento na producdo, tanto de glicerol quanto de acido
acético, no teste com o siringaldeido, entre 7 e 8 h de fermentagéo, logo apos o
aumento abrupto de biomassa, entre 6 e 7 h, conforme Figura 5.10 (a).

A partir dos resultados experimentais, os parametros para avaliar as
fermentacées foram calculados para os testes controle e com adicéo de 0,1 g.L™
de siringaldeido. A producdo maxima de etanol ocorreu para o tempo de 8 h de
fermentacdo e, portanto, os valores calculados referem-se a esse tempo de
ensaio.

A Tabela 5.17 mostra os valores com seus respectivos desvios padrao.

A glicose residual percentual foi maior no teste com 0,1 g.L? de
siringaldeido. Ao se analisarem as curvas da Figura 5.13 (a) e (b), notou-se que o
crescimento microbiano praticamente cessou no tempo de 7 h. No entanto, a
producédo de etanol continuou aumentando apds 7 h, indicando que a fermentacao
se prolongou um pouco mais do que a ultima coleta de amostra.

A concentracao e a produtividade volumétrica de etanol ndo se alteraram.

A adicdo de siringaldeido ao meio fermentativo aumentou o desvio de
glicose para acido acético em 67 £ 12 %. Como comentado anteriormente, item
5.1.2.4, do ponto de vista industrial, esse desvio da massa do substrato torna-se
significativo devido a elevada escala do processo. Conforme ja discutido para o
p-hidroxibenzaldeido e para a vanilina, existe uma correlagéo entre a formacao de
acido acético e a bioconversdao pela levedura, do aldeido ao &lcool

correspondente.
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Tabela 5.17 — Resultados para os experimentos sem e com adicdo de 0,1g.L™" de
siringaldeido. Valores referentes a glicose residual em massa e percentual;
a concentracdo de etanol; a produtividade volumétrica de etanol e aos
rendimentos de massa celular, de glicerol, de &cido acético e de etanol, em
relacGo a massa de glicose consumida. Resultados apdés 8 h de
fermentacdo com a levedura S. cerevisiae PE-2.

Concentracéo siringaldeido (g . L™)

Parametros de fermentacéo

0,0 0,1
Glicose residual (g) 8,01 + 0,04 128+1
Glicose residual (%) 4,70 £ 0,03% 8+ 1%
Concentracéo de etanol (g.L'l) 66,6 £ 0,6 66,7 £ 0,8
Pmd““V'da(‘;el_‘.’lor']‘ﬂ;‘et”ca “Q 8,32 + 0,07 83+0,1
Fator de converséo de glicose em
células — Yys 0,042 £+ 0,004 0,044 + 0,002

(g-g_lqlicose)
Desvio de glicose para glicerol -

Yr_:]lilcer/S 0,0459 + 0,0002

(g g qlicose)

Desvio de glicose para acido acético -

Yac__fcét,s 0,0027 + 0,0002

(9 g qlicose)

Fator de conversao de glicose em

0,0470 + 0,0008

0,0045 + 0,0002

etanoll- Yeys 0,410 £ 0,004 0,44+ 0,01
A (g' g— qlicgse) }
Eficiéncia de conversao de glicose em 80,35 0.4 et

etanol (% tedrico)

O pequeno aumento do desvio de glicose para glicerol estd dentro da
margem de erro experimental.

O fator de converséo de glicose em etanol aumentou em 7 + 3 %. Apesar
de pequeno, é um indicio que de o siringaldeido ndo é inibidor da producéo de
etanol pela levedura S. cerevisiae PE-2.

Apé6s a avaliacdo dos parametros de fermentagdo, acompanhou-se a
variacdo da concentragdo do siringaldeido no meio fermentativo a partir dos
dados do espectrémetro de massas.

O siringaldeido foi detectado apenas no tempo inicial, nos modos negativo
e positivo de ionizacdo. Ele apresentou m/z 181,0 no modo negativo e m/z 183,2
no modo positivo, com tempo de retencdo de 14,1 min. A quantificacdo foi
realizada no modo positivo (conforme curva de calibracdo, Apéndice A). A

concentracdo inicial foi calculada em 0,07 g.L™, menor do que a concentracdo
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adicionada (0,1 g.L™"), indicando uma rapida biotransformacdo desse composto
pela S. cerevisiae PE-2.

Devido ao elevado consumo do siringaldeido, a investigacdo prosseguiu a
procura dos seus produtos de oxirreducao, acido siringico e alcool siringilico.

O acido siringico foi identificado no modo negativo de ionizacéo, a partir do
pico de m/z 196,9 e tempo de retencéo 8,2 min, conforme o espectro de massas e
fragmentacdo para este composto (Apéndice C.3). Porém, ele se formou em
pequenissima quantidade, com valor maximo medido, no tempo de 6 h, igual a
0,0039 g.L™. Isso corresponde a 2 x 10 mol. Assim, houve um consumo de
0,0036 g.L™ de siringaldeido, uma converséo de apenas 3,6%.

A Figura 5.11 mostra a concentracdo do &cido siringico em fun¢do do

tempo.
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Figura 5.11 - Concentracdo de &cido siringico formado (o) durante a fermentag&o
alcodlica de glicose pela levedura Saccharomyces cerevisiae PE-2. Meio fermentativo
preparado com adicédo de 0,1 g.L™ de siringaldeido.

Ja no modo positivo de ionizacao, foi possivel identificar o alcool siringilico
pelo pico do ion m/z 167,1 e tempo de retencédo de 4,8 min. A deteccdo do ion
m/z 167,1 corresponde, assim como para os alcodis p-hidroxibenzilico e vanilico,
ao correspondente carbocéation benzilico, que é altamente estavel, formado
devido a eliminacéo de dgua do carbono benzilico.

A Figura 5.12 mostra o cromatograma de ions totais (TIC) no modo
positivo, 0 espectro de ion extraido (XIC) para o alcool siringilico, com varredura
entre 166 e 167,5 e 0 seu espectro de massas, da banda de 4,8 min. O espectro
de ions fragmento do siringaldeido e de seus produtos de oxirredu¢do podem ser

vistos no Apéndice C.3.
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Como o produto de oxidacdo foi formado em pequena quantidade,
concluiu-se que o alcool siringilico, provavelmente, seja o principal produto de

biotransformacgé&o do siringaldeido pela levedura S. cerevisiae PE-2.
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Figura 5.12 - TIC da amostra 41 (2 h de fermentac&do) no modo positivo, XIC de m/z 167,
espectro de massas da banda em 4,8 min.

Além disso, a literatura mostra, conforme ja discutido para os dois primeiros
aldeidos deste trabalho, que os casos registrados de bioconversdo dos aldeidos
pela S. cerevisiae resultaram no produto de reducdo (De WULF et al., 1986;
LIU et al., 2008 a; LIU; SAHA; SLININGER, 2008 b; LIU, 2011; LARSSON et al.,
2000).

Para este composto ndo havia um padrdo para quantificacdo em unidade
de concentracdo (g.L ™). Assim, a Figura 5.16 mostra a area do cromatograma de

ions totais em funcéo do tempo.
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Figura 5.13 - Area do cromatograma em func&o do tempo, referente ao alcool siringilico
(+) formado durante a fermentacdo alcodlica de glicose pela levedura Saccharomyces
cerevisiae PE-2. Meio fermentativo preparado com adi¢do de 0,1 g.L™ de siringaldeido.

Apesar de néo ter sido detectado na amostra correspondente ao tempo de
4 h, percebeu-se que houve um aumento da concentracdo do &lcool siringilico,
sendo este aumento bem proeminente entre 7 e 8 h de fermentacéo.

Conforme discutido anteriormente, redutases ndo especificas catalisam as
reacdes de reducdo dos aldeidos presentes no meio fermentativo, aumentando a
concentracdo de acetaldeido, que forma entdo acido acético (LIU et al., 2008 a;
LIU; SAHA; SLININGER, 2008 b; LIU, 2011). Os resultados para a fermentacao
na presenca do siringaldeido, assim como foram os do p-hidroxibenzaldeido e da
vanilina, confirmam esses dados.

Neste trabalho, comparando os resultados pela levedura S. cerevisiae de
panificacdo com a cepa PE-2, a presenca do siringaldeido afetou mais a primeira.
Ha que se considerar, também, que as concentracfes utilizadas foram bem
maiores. Assim, o siringaldeido foi um inibidor moderado para a levedura de
panificacdo, diminuindo a produtividade volumétrica e deixando uma glicose
residual relativamente elevada. Para a cepa PE-2, o siringaldeido afetou apenas o
desvio de glicose para acido acético, efeito esse comum ao causado a levedura
de panificacdo. O aumento do desvio de glicose para acido acético ja foi
extensamente discutido neste trabalho.

Ando et al. (1986) estudaram a agéo do siringaldeido e o consideraram
como um inibidor moderado, menos inibitorio do que a vanilina, por exemplo.
Esse resultado, ao contrario do que ocorreu para o p-hidroxibenzaldeido, é

concordante com 0s nossos resultados. Em relagcdo ao controle, que obteve fator
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de conversdo de glicose em etanol equivalente a 53% do rendimento tedrico, o
meio com siringaldeido obteve 45%. A fase lag durou 22 h, porém o controle
utilizado teve uma fase lag de 18 h.

Delgenes, Moletta e Navarro (1996) estudaram a influéncia do siringaldeido
sobre a fermentacéo alcodlica de S. cerevisiae CBS 1200, nas concentracdes de
0,2, 0,75 e 1,0g.L™". Os resultados foram publicados em valores percentuais
relativos ao controle, para o crescimento microbiano e para a producéo de etanol.
Nesta ordem, para as trés concentracbfes do composto, os resultados foram,
(100% e 74%), (39% e 46%) e (19% e 33%). A levedura foi capaz de assimilar o
siringaldeido, mas os produtos da bioconversdo nao foram objeto de estudo
daquele trabalho.

A inibicdo relatada por Delgenes, Moletta e Navarro (1996) € muito alta
comparada aos nossos resultados e comparadas aos resultados por Ando et al.
(1986). Essa inibicdo ocorreu para duas cepas (C. shehatae ATCC 22984 e
P. stipitis NRRL Y 7124) fermentadoras de xilose também estudadas por eles,
mas foi menos acentuada do que para Z. mobilis ATCC 10988.

N&o ha uma variedade muito grande de trabalhos que estudem o efeito dos
derivados da lignina sobre a S. cerevisiae. Os estudos mais abundantes focam
nos hidrolisados hemicelulésicos e, portanto, nos organismos fermentadores de

xilose.

5.2.7. Perfil da fermentacédo alcoolica pela levedura S. cerevisiae
PE-2, com adicdo de &cido p-hidroxibenzoico na

concentragédo de 0,1 g.L™

O perfil da fermentacéo alcodlica de glicose pela levedura S. cerevisiae PE-
2 € mostrado na Figura 5.14.

A Figura 5.14 (a) mostra que a presenca de 0,1 g.L™ de &cido
p-hidroxibenzoico favoreceu o crescimento microbiano nas quatro primeiras horas
de fermentac&o.

Quanto ao pH, ele decresceu para ambos o0s testes apés 2 h de

fermentacdo. Para o controle, o pH se elevou um pouco apos 4 h. Para o teste
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com o acido p-hidroxibenzoico, observou-se um comportamento similar ao que foi
observado para a fermentacéo na presenca do p-hidroxibenzaldeido. Apesar de
decrescer em relacdo ao pH inicial, o pH desses testes, apos 2 h, teve um valor
maior que no teste controle. Esse valor se manteve praticamente constante até o
final da fermentacao.

Na Figura 5.14 (b), notou-se que nao ha diferencas marcantes para o perfil
de consumo de glicose e de formacao de etanol para os dois testes.

Na Figura 5.14 (c), o perfil da formacao de glicerol, assim como observado
para a de consumo de glicose e de formacao de etanol, ndo apresentou diferenca
entre os dois testes.

Ja para o perfil de formacdo do acido acético, cabe ressaltar que o acido
acético ndo foi detectado ap6s 2 h de fermentacdo para o teste com 0,1 g.L™* de
acido p-hidroxibenzoico. Isso também ocorreu para a fermentacao na presenca do
p-hidroxibenzaldeido e os valores mais elevados de pH, para os testes com esses
dois compostos em relacdo ao controle, podem ser atribuidos a formacao tardia

do acido acético na fermentacéo.
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Figura 5.14 - Perfil da fermentacédo alcodlica de glicose pela levedura S. cerevisiae PE-2,
na auséncia (tracejado) e presenca de 0,1 g.L* de &cido p-hidroxibenzoico. (a)
crescimento microbiano (¢) e pH (+); (b) producao de etanol (e) e consumo de glicose
(A); (c) produgéao de glicerol (m) e de acido acético (x).
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A Tabela 5.18 mostra os resultados experimentais dos parametros
calculados para avaliar as fermentacdes para os testes controle e com adi¢céo de
acido p-hidroxibenzoico na concentracdo de 0,1 g.L™, nos quais a producéo
maxima de etanol ocorreu para o tempo de 8 h de fermentacéo.

A levedura S. cerevisiae PE-2 consumiu toda a glicose em 8 h de
fermentacdo, independentemente da presenca ou auséncia do 4&cido
p-hidroxibenzoico.

Tabela 5.18 — Resultados para os experimentos sem e com adicdo de 0,1 g.L™" de acido
p-hidroxibenzoico. Valores referentes a glicose residual em massa e
percentual; a concentracdo de etanol; a produtividade volumétrica de etanol
e aos rendimentos de massa celular, de glicerol, de acido acético e de
etanol, em relagdo & massa de glicose consumida. Resultados apos 8 h de

fermentacdo com a levedura S. cerevisiae PE-2.

Concentragéo de acido p-hidroxibenzoico (g . L™)
Parametros de fermentacéo

0,0 0,1
Glicose residual (g) 2+2 0,7+2
Glicose residual (%) 1+1% 0,5+ 2%
Concentracao de etanol (g.L™) 69,9 +0,2 67+1
Produnwda(;lel_\_/lorI]l_Jlr)netrlca -Qp 874 + 0,06 83402
Fator de conversao de glicose em
células — Yy 0,046 + 0,002 0,049 + 0,002

(g-g-lqlicose)
Desvio de glicose para glicerol -
Yg”lce,,s 0,047 £ 0,001 0,050 £+ 0,001
(g 9 qlicose)
Desvio de glicose para acido acético -
Yéc,fcét,s 0,0024 + 0,0001 0,00255 + 0,00008
(g 9 qlicose)
Fator de converséo de glicose em
etanoll— Yeus 0,43 £ 0,01 0,43 £ 0,01
(g g qlicose)
Eficiéncia de conversao de glicose em

etanol (% tedrico) 836+09 85+1

Apdés 8 h do processo, a concentracdo de etanol e a produtividade
volumétrica de etanol praticamente néo se alteraram, observando-se um pequeno
decréscimo em relagédo ao controle, de 4 +2 %. A glicose foi completamente
consumida nos dois testes. Porém, sua concentracdo inicial foi um pouco maior
no teste controle, com uma diferenca de 9,5 g.L™, que resulta em uma diferenca,
a partir do fator de conversdo de glicose em etanol que foi calculado, de

(0,43 x9,5) = 4,1 g.L" na concentracdo de etanol. A diferenca apresentada na
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Tabela 5.18 esta dentro do esperado, considerando-se os desvios associados as
medidas.

Nenhum dos parametros calculados sofreu diferenca pela adicdo de
0,1 g.L™* de &cido p-hidroxibenzoico, considerando-se o erro dado pelo desvio
padrao das amostras.

Em seguida a analise dos parametros de fermentacado, avaliou-se como a
concentragdo do acido p-hidroxibenzoico variou durante o processo e se a
levedura em estudo provocou alguma alteracdo nessa substancia.

A Figura 5.15 mostra que a variagdo da concentracdo do acido

p-hidroxibenzoico durante a fermentacéo alcoolica foi minima.

0,030 -

Tempo / h

Figura 5.15 - Concentracdo de &cido p-hidroxibenzoico (o) durante a fermentagéo
alcodlica de glicose pela levedura Saccharomyces cerevisiae PE-2. Meio fermentativo
preparado com adicéo de 0,1 g.L™ de acido p-hidroxibenzoico.

Notou-se que esta concentracdo manteve-se praticamente constante
durante todo o experimento. A diferenca entre o maior (0,0925 g.L™:; 0 h) e o
menor (0,0813 g.L™; 4 h) valor detectado foi de 12% e entre o valor inicial e o
valor final (0,0857 g.L™; 8 h) foi de 7%.

Somado a isso, ndo foram identificados, nos cromatogramas, 0s ions
correspondentes aos possiveis produtos de reducao.

No modo de ioniza¢do negativo, ndo se detectou o ion correspondente ao

p-hidroxibenzaldeido (m/z 120,9) e tempo de retencdo 8,8 min. No modo de
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ionizacao positivo, ndo se detectou o ion m/z 107,1 e tempo de retencdo 3,5 min,
correspondente ao carbocétion benzilico que seria formado apoés a eliminacao de
agua do alcool p-hidroxibenzilico (produto provavel).

Esse resultado demonstra que a levedura S. cerevisiae PE-2 é capaz de
reduzir os aldeidos benzilicos, cujos principais produtos de biotransformacéo
foram os respectivos alcoois. Porém, pode-se verificar que a ela tem dificuldade
na reducédo da carboxila benzilica.

Assim como ocorreu para a fermentacdo com a levedura S. cerevisiae de
panificacdo, a adicdo do acido p-hidroxibenzoico ndo inibiu a fermentacao
alcoolica de glicose pela levedura S. cerevisiae PE-2, nas condicdes avaliadas.
Ele alterou um pouco o perfil do crescimento microbiano, aumentando a o
crescimento nas quatro primeiras horas e retardou a formacao de acido acético, o
gue tornou o pH final mais elevado que no teste controle. O resultado observado
para o pH neste experimento foi similar ao observado para o experimento com o
p-hidroxibenzaldeido. Concluiu-se ainda que, durante a fermentacéo, a levedura
S. cerevisiae PE-2 ndo foi capaz de provocar transformacdes no acido p-
hidroxibenzoico, cuja concentracdo se manteve constante durante o processo.

Ando et al (1986) também investigaram o efeito do acido p-hidroxibenzoico
na fermentacdo de glicose a etanol pela S. cerevisiae. Comparado ao controle
gue apresentou uma fase lag de 18 h e fator de conversao de glicose em etanol
de 53% do renimento tedrico, o experimento com 1,0 g.L* de &cido p-
hidroxibenzoico apresentou fase lag de 22 h e fator de conversédo de glicose em
etanol de 37%. Os autores consideraram esse composto como um inibidor
moderado.

N&o encontramos outros trabalhos que investigaram a acéo individual do
acido p-hidroxibenzoico em fermentacfes com a levedura S. cerevisiae. Porém, a
despeito da falta de outras referéncias, nossos resultados vém contribuir para
informar que, mesmo em concentracdes relativamente altas, como 0,6 e 1,0 g.L™,
esse composto ndo se mostrou inibitério para a S. cerevisiae e em uma
concentragcdo mais proxima do que se encontraria em um hidrolisado, a S.
cerevisiae PE-2 também néo sofreu inibicdo desse composto na concentracdo de
0,1¢g.L™

Palmqvist e Hahn-Hagerdal (2000) argumentaram que o acido

p-hidroxibenzoico € um bom composto modelo para o estudo de inibicdo de
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derivados da degradacao da lignina, visto que € um dos compostos formados em
maior quantidade nos hidrolisados de madeiras duras.

Em estudo anterior, Palmqgvist et al. (1999) argumentaram que 0 um
elevado valor de massa celular inicial (indculo grande) mascarou os resultados de
inibicdo por trés compostos utilizados por eles, para estudo de efeito individual e
combinado: o &cido acético, o furfural e o acido p-hidroxibenzoico. A concentracéo
de inéculo considerada grande foi de 3,7 g.L™.

No presente trabalho, estudamos o efeito inibitério dos compostos fendlicos
utilizando concentragbes de massa celular em torno de 20g.L™?, e nas
fermentacdes industriais brasileiras, os valores de concentragéo de massa celular
no inicio do processo fermentativo também sédo bastante elevados.

Assim, o pouco efeito inibitorio observado certamente também esta
associado ao tamanho de inéculo. Porém, mesmo assim, alguns compostos foram
bastante inibitorios para a levedura de panificacdo (4cidos cumarico e ferdlico,
principalmente) e para a cepa PE-2, serd mostrado adiante que alguns &cidos
foram inibitorios também.

Como acido p-hidroxibenzoico néo foi inibitério neste trabalho, discordamos
dos autores supracitados, quanto a escolha desse acido para representar o
conjunto dos compostos fendlicos para estudos de inibicdo. Além disso, diversos
autores, citados inclusive neste texto, mostram a estreita dependéncia dos efeitos
inibitérios em relacdo ao tipo de composto, sua concentracdo, as condicfes de

fermentacao e o micro-organismo utilizado.

5.2.8. Perfil da fermentacéo alcodlica pela levedura S. cerevisiae
PE-2, com adicdo de acido vanilico na concentragcdo de
0,1g.L*

Os resultados para os experimentos na presenca do &cido vanilico
mostraram que a fermentacdo alcodlica de glicose pela levedura S. cerevisiae
PE-2 foi bastante afetada.

A Figura 5.16 mostra as curvas que foram obtidas para a fermentacao.
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O crescimento microbiano, na presenca de 0,1 g.L™ de acido vanilico,
mostrou um comportamento bem distinto em relacdo ao controle (Figura 5.16 (b)).
O crescimento foi menor do inicio da fermentacdo até 6 h do processo, conforme
pode ser concluido pela menor inclinacdo da curva de crescimento no periodo
indicado. Apoés 6 h, pode-se inferir que a levedura se adaptou a presenca do acido
vanilico e, como a glicose presente no meio ainda fosse elevada (51,0 g.L ™), ela
apresentou um rapido crescimento entre 6 e 7 h.

O pH, assim como em todos os outros experimentos, declinou nas duas
primeiras horas de fermentacdo, mantendo-se com valores bem préximos ao
alcancado em 2 h, até o final do processo fermentativo. Isso ocorreu para 0s
testes sem e com a presenca do acido vanilico.

A Figura 5.16 (b) mostra que o perfil de consumo de glicose e de producéo
de etanol se alterou significativamente em relacdo ao controle. No controle, a
levedura consumiu a glicose mais rapidamente até 4 h de fermentacao,
apresentando uma rapida producdo de etanol no mesmo periodo. Apos 4 h, o
consumo de glicose e a producdo de etanol se tornaram mais lentos, até que,
apos 6 h, a glicose fosse totalmente consumida e a concentracdo maxima de
etanol atingida.

Com a presenca de 0,1 g.L™ de &cido vanilico no meio fermentativo, a taxa
de consumo de glicose e de producéo de etanol foram negativamente afetadas.
Apenas entre 6 h e 8 h de fermentacao, a taxa de producédo de etanol se elevou.
O perfil do consumo de glicose se manteve constante e a glicose nao foi

completamente consumida apos 8 h de fermentacao.
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Figura 5.16 - Perfil da fermentac&o alcodlica de glicose pela levedura S. cerevisiae PE-2,
na auséncia (tracejado) e presenca de 0,1 g.L* de &cido vanilico. (a) crescimento
microbiano (¢) e pH (+); (b) produgdo de etanol (e) e consumo de glicose (A); (c)
producao de glicerol (m) e de acido acético (x).
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Na Figura 5.16 (c) pode-se acompanhar a formacao de glicerol e de &cido
acético. Em massa, o maior desvio no consumo de glicose vai para a producao de
glicerol. Essa producao foi similar para os dois testes, a excecdo da amostra
analisada apos 7 h de fermentacdo, que apresentou um valor bem mais elevado
de glicerol para a fermentacdo no meio com 0,1 g.L™ de &cido vanilico.

A concentracdo do acido acético se elevou mais rapidamente no teste
controle nas duas primeiras horas do processo, mas 0 comportamento da
formacédo desse subproduto foi bem proximo para os dois testes, atingindo, ao
final de 8 h, praticamente a mesma concentragao.

A Tabela 5.19 mostra os resultados experimentais dos parametros
calculados para avaliar as fermentacdes para os testes controle e com adicéo de

acido vanilico na concentracdo de 0,1 g.L™.

Tabela 5.19 — Resultados para os experimentos sem e com adicdo de 0,1 g.L™ de acido
vanilico. Valores referentes a glicose residual em massa e percentual; a
concentracdo de etanol; a produtividade volumétrica de etanol e aos
rendimentos de massa celular, de glicerol, de &cido acético e de etanol, em
relacdo & massa de glicose consumida. Resultados apés 6 h de
fermentagé@o com a levedura S. cerevisiae PE-2 para o teste controle e apés
8 h para o teste com 0,1 g.L™* de &cido vanilico.

Concentragéo de 4cido vanilico (g . L™)

Parametros de fermentacéo

0,0 0,1

Glicose residual (g) 3+3 22+2

Glicose residual (%) 2+2% 13+ 1%
Concentracao de etanol (g.L™) 67+3 60 + 2
Produtividade \_/lolL_llmetrlca -Qp 111405 75403

(g.L".h7)
Fator de conversao de glicose em
células — Yys 0,05 + 0,02 0,064 + 0,002

(g-g-lqlicose)
Desvio de glicose para glicerol -
Yg”lce,,s 0,042 + 0,003 0,052 + 0,003
(g 9 qlicose)
Desvio de glicose para acido acético -
Yéc,fcét,s 0,0036 + 0,0005 0,0049 + 0,0005
(g 9 qlicose)
Fator de converséo de glicose em
etanoll— Yeus 0,43 £ 0,02 0,42 £ 0,02
(g g qlicose)
Eficiéncia de conversao de glicose em

etanol (% tedrico) 85+2 83+2
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A producdo maxima de etanol para o controle ocorreu apds 6 h de
fermentacdo e para o teste com 0,1 g.L™" &cido vanilico, ap6s 8 h. Assim, os
parametros foram calculados para os tempos de 6 h no caso do controle e de 8 h,
no caso do acido vanilico.

A glicose residual percentual pode ser considerada nula para o teste sem a
adicdo do &acido vanilico. A presenca desse composto, porém, retardou a
assimilacdo do substrato e, apés 8 h de fermentacao, ainda se detectou glicose
no meio fermentativo.

A concentracdo maxima de etanol s foi atingida apos 8 h de fermentacdo
e, mesmo assim, o valor foi menor que o alcancado pelo controle em apenas 6 h.
Dessa forma, a presenca de 0,1 g.L™" de &cido vanilico provocou uma queda
expressiva na produtividade volumétrica de etanol (- 32 £ 5 %).

O fator de conversédo de glicose em células ficou dentro dos limites do erro
experimental. Apesar de retardar o crescimento da levedura, o metabolismo da
mesma privilegiou a formacéo de células ap6s um periodo de adaptacdo. Como
pode ser visto na Figura 5.16 (a), a taxa de crescimento celular, apés 6 h de
fermentacao, se elevou de forma significativa.

Os desvios de glicose para a producdo dos subprodutos avaliados neste
trabalho, porém, sofreram aumento na presenca de &acido vanilico, indicando que
a levedura alterou seu metabolismo para lidar com a presenca desse acido.

A concentracdo de glicose permaneceu elevada por muito tempo, o que
pode ter contribuido para que o desvio de glicose para glicerol aumentasse em
24 £ 10 %.

JA o desvio de glicose para a producdo de acido acético aumentou
36 £ 20 %.

Quanto ao principal produto da fermentacéo de glicose pela S. cerevisiae
PE-2, o etanol, o fator de conversdo de glicose permaneceu inalterado pela
presenca de 0,1 g.L™ de &cido vanilico. Assim, a baixa producdo de etanol nas 6
primeiras horas, sugerindo um periodo de adaptacdo da levedura, foi
compensada pela elevada producéo de etanol apos 6 h de fermentacéo.

Apoés a avaliacdo do processo fermentativo, a investigacado centrou-se na

possibilidade de bioconversdo do acido vanilico pela S. cerevisiae PE-2.
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A partir da Figura 5.17, notou-se que a concentragdo de &cido vanilico
diminuiu pouco ao longo do experimento. A diferengca entre o maior
(0,0823 g.L*; 0 h) e o menor (0,0661 g.L™; 7 h) valor detectado foi de 19,7%. E

entre o valor inicial e o valor final (0,0712 g.L™; 8 h) foi de 13,5%.
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Figura 5.17 - Concentragdo de acido vanilico (o) durante a fermentacdo alcodlica de
glicose pela levedura Saccharomyces cerevisiae PE-2. Meio fermentativo preparado com
adicdo de 0,1 g.L™ de &cido vanilico.

Somado a isso, ndo foram identificados, nos cromatogramas, 0s ions
correspondentes aos possiveis produtos de reducdo, a vanilina e o alcool vanilico.

No modo de ionizacdo negativo, ndo se detectou o ion correspondente a
vanilina (m/z 151,1) e tempo de retengcdo 11,7 min. No modo de ionizagao
positivo, ndo se detectou o ion m/z 137 e tempo de retencéo 4,3 min, que seria
associado ao carbocéation benzilico formado pela eliminacao de 4gua pelo suposto
produto de reducdo, o alcool vanilico.

Esse resultado é coerente com o que foi observado para o &cido
p-hidroxibenzoico e demonstra que a levedura S. cerevisiae PE-2 é capaz de
reduzir os aldeidos benzilicos, cujos principais produtos de biotransformacao
foram os respectivos alcoois. Porém, pode-se verificar que ela ndo conseguiu
reduzir a carboxila benzilica.

Comparando os resultados para a S. cerevisiae PE-2 com o0s obtidos para
a levedura de panificacdo, é intrigante notar que o acido vanilico, mesmo em

concentracdo mais baixa, e atuando sobre uma levedura reconhecidamente mais
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resistente (BASSO et al, 1994; BASSO et al, 2008; AMORIM; LOPES, 2013), foi
significativamente mais inibitério do que no estudo com a levedura de panificagéo.
Para esta, a presenca de &cido vanilico nas concentracdes de 0,6 e 1,0 g.L*
provocou uma reducdo na produtividade volumétrica, devido a dificuldade de
assimilacdo do substrato, visto que a glicose residual foi elevada e, na
concentracéo de 1,0 g.L™, aumentou o desvio de glicose para &cido acético.

Para a S. cerevisiae PE-2, observou-se uma reducdo equivalente na
produtividade volumétrica de etanol, porém com apenas 0,1 g.L™ do fendlico.
Houve ainda um aumento no desvio de glicose para a formacao dos subprodutos
glicerol e &cido acético. Porém, para as duas linhagens de levedura, o acido
vanilico ndo inibiu nem o fator de converséo de glicose em células, nem o fator de
conversao de glicose em etanol.

Ando et al. (1996) estudaram o efeito do &cido vanilico (1,0 g.L™) e
reportaram um resultado semelhante ao que encontrou-se, neste trabalho, para a
levedura de panificagdo. Relativo ao controle, cuja fase lag foi de 18 h e o fator de
conversao de glicose em etanol foi de 53%, a presenca do acido vanilico alterou a
fase lag para 19 h e o o fator de conversédo de glicose em etanol foi de 52%, tendo

sido considerado pelos autores como um inibidor fraco.

5.2.9. Perfil da fermentacéo alcodlica pela levedura S. cerevisiae
PE-2, com adicdo de &cido siringico na concentracdo de
0,1g.L™

Assim como o acido vanilico, o &cido siringico afetou significativamente o
perfil da fermentacéo de glicose a etanol pela S. cerevisiae PE-2.

A Figura 5.18 mostra as curvas obtidas a partir dos dados experimentais.
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Figura 5.18 - Perfil da fermentacéo alcodlica de glicose pela levedura S. cerevisiae PE-2,
na auséncia (tracejado) e presenca de 0,1 g.L” de &cido siringico. (a) crescimento
microbiano (¢) e pH (+); (b) producéo de etanol (e) e consumo de glicose (A); (c)
producao de glicerol (m) e de acido acético (x).
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Na Figura 5.18 (a), observou-se que o pH manteve um padrdo de rapido
decréscimo apds 2 h. Esse comportamento pode ser observado para 0s testes
sem e com a adicdo de 0,1 g.L™ de acido siringico. Porém, no caso do controle,
ocorreu um pequeno aumento no pH apos 2 h de fermentacéo e, apos 4 h, o pH
se manteve constante. Para o teste com a presenca do &cido siringico, ocorreu
uma pequena diminuigdo no valor do pH, que pode ser considerado, entdo,
constante até o final da fermentacéo.

A concentracdo de massa celular inicial foi de 20,07 £ 0,08 para o teste
com 0,1 g.L™* de é&cido siringico e de 22 + 2 para o controle. Essa diferenca inicial
no valor da massa celular refletiu nas curvas de crescimento, que se mostraram
bem afastadas uma da outra. Analisando a inclinacdo das curvas, percebeu-se
que o crescimento microbiano foi afetado pela presenca de 0,1 g.L™" de &cido
siringico, nas quatro primeiras horas de fermentacdo. Apos 4 h, a inclinacdo da
curva de crescimento foi bastante similar a do controle, o que pode indicar ter sido
esse um periodo de adaptacdo da S. cerevisiae PE-2.

Na Figura 5.18 (b), as curvas do consumo de glicose e de formacédo de
etanol, para o controle, mostram que a levedura consumiu o substrato e formou
seu principal produto ap6s 6 h de fermentacdo, quando a glicose residual pode
ser considerada nula.

Para o teste com 0,1 g.L™" de &cido siringico, porém, esses perfis foram
fortemente afetados. Nas quatro primeiras horas, a taxa de consumo de glicose e
de formacdo de etanol foram bem menores que no controle, como ocorreu
também, conforme ja dito, para a formacdo de massa celular. A partir de 4 h, as
taxas de consumo de glicose e de formacdo de etanol se elevaram, tornando-se
maiores que as do controle. Esse fato pode ser explicado pela maior
concentracéo do substrato apds 4 h de processo.

Esse comportamento apresentado pelo consumo de glicose em fungéo do
tempo pode corroborar a hipétese de que a levedura demorou cerca de 4 h para
se adaptar a presenca do &cido siringico no meio fermentativo.

Outro dado importante a se considerar é que o consumo de glicose ficou
constante a partir de 6 h de fermentacdo e, apods 8 h (Ultima coleta de dados),
ainda havia glicose no meio. Pela extrapolacdo da curva de consumo de glicose a

partir da inclinacdo apresentada apos 6 h, percebeu-se que a produgdo méxima
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de etanol ainda seria atingida posteriormente, em torno de 10,5 h, quando a

glicose residual seria nula. A Figura 5.19 ilustra esse raciocinio.
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Figura 5.19 — Extrapolacéo da curva de consumo de glicose com a finalidade de estimar
o tempo final da fermentac&o para o teste com adi¢do de 0,1 g.L™ de &cido siringico.

A formacao de glicerol, como pode ser visto na Figura 5.18 (c), ndo sofreu
muita influéncia pela presenca do acido siringico, apesar da manutencdo das
altas concentracfes de glicose por um tempo mais elevado.

Na mesma figura, pode-se observar, porém, que ocorreu um pico de
producdo de acido acético ap6s 4 h de fermentacdo, o que explica a diminuicao
do pH registrada na Figura 5.18 (a).

Como a producdo maxima de etanol ocorreu apés 6 h de fermentacao para
0 controle, os parametros para avaliacdo da fermentacdo foram calculados para
esse tempo.

No caso do teste com 0,1 g.L™ de &cido siringico, a Gltima coleta de
amostra ocorreu apés 8 h de fermentacdo e, portanto, foi nesse tempo que se
registrou a producdo maxima de etanol, apesar de reconhecermos que essa
producédo provavelmente ocorreria apos 10,5 h, conforme discutido anteriormente.

Os parametros de fermentacdo, mostrados na Tabela 5.20, foram
calculados para 6 e 8 h de fermentag&o para os testes sem e com adi¢ao do acido

siringico, respectivamente.
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Tabela 5.20 — Resultados para os experimentos sem e com adi¢do de 0,1 g.L™" de &cido
siringico. Valores referentes a glicose residual em massa e percentual; a
concentracdo de etanol; a produtividade volumétrica de etanol e aos
rendimentos de massa celular, de glicerol, de &cido acético e de etanol, em
relacGo a massa de glicose consumida. Resultados apés 6 h de
fermentacdo com a levedura S. cerevisiae PE-2 para o teste controle e ap6s
8 h para o teste com 0,1 g.L™* de &cido siringico.

Concentracéo de acido siringico (g . L™

Pardmetros de fermentacéo

0,0 0,1
Glicose residual (g) 3+£3 31+2
Glicose residual (%) 2+2% 19+ 1%
Concentracao de etanol (g.L™) 67 +£3 58 + 2
Produnwda(:el_\_/lorllglr;]etnca - Qp 111405 73102
Fator de converséo de glicose em
célulals —Yys 0,05 + 0,02 0,036 £ 0,004
(gg qlicose)
Desvio de glicose para glicerol -
Yg”lcer,s 0,042 + 0,003 0,055 £ 0,002
(9 g- qlicose)
Desvio de glicose para acido acético -
Yéc_?cét,s 0,0036 + 0,0005 0,0052 + 0,0003
(g g qlicose)
Fator de conversao de glicose em
etanoll- Yeus 0,43 £ 0,02 0,46 £ 0,02
. . (9 g qlicsse) .
Eficiéncia de conversédo de glicose em 85 + 2 89 + 2

etanol (% tedrico)

A glicose residual percentual, como ja foi sinalizado neste texto, ainda
permaneceu elevada apds 8 h de fermentacdo, mostrando o efeito inibitorio do
acido siringico sobre o consumo do substrato pela S. cerevisiae PE-2.

A concentragdo de etanol, mesmo com duas horas a mais de fermentacao
relativamente ao controle, atingiu um valor 22 + 12 % menor.

O parametro que melhor refletiu o efeito inibitério do &cido siringico a
0,1 g.L™ foi a produtividade volumétrica de etanol, que passou de 11,1 +0,5 no
controle para 7,3+0,2g.L h? na presenca do inibidor, uma reducdo de
34 £5 %.

O fator de conversao de glicose em células e o fator de conversédo de
glicose em etanol, para os dois testes, mostrou valores aparentemente diferentes,
mas devido ao desvio padrdo associado a essas medidas, eles ndo podem ser

diferenciados.
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Ja o desvio de glicose para a produgcdo dos subprodutos aumentou em
relacdo ao controle. O aumento foi de 31+ 9 % para o desvio de glicose para
glicerol e de 44 £ 17 % para o desvio de glicose para acido acético.

Seguindo-se a avaliagcdo dos parametros de fermentacdo, realizou-se a
identificacdo e quantificacdo, por espectrometria de massas, do acido siringico
adicionado ao meio fermentativo. Procuraram-se também os provaveis produtos
de reducdo do acido siringico pela S. cerevisiae PE-2: siringaldeido e alcool
siringilico.

A Figura 5.20 mostra que a variacdo da concentracdo do &cido siringico
durante a fermentacao alcodlica foi minima.
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Figura 5.20 - Concentragdo de &cido siringico (O0) durante a fermentagédo alcodlica de
glicose pela levedura Saccharomyces cerevisiae PE-2. Meio fermentativo preparado com
adicdo de 0,1 g.L™ de &cido siringico.

Notou-se que essa concentracdo manteve-se praticamente constante
durante todo o experimento. A diferenga entre o maior valor detectado
(0,1038 g.L™; 2 h) e 0 menor (0,0878 g.L™*; 8 h), foi de 15%.

Somado a isso, ndo foram identificados, nos cromatogramas, 0s ions
correspondentes aos possiveis produtos de reducéo.

No modo de ionizagcédo negativo, ndo se detectou o ion correspondente ao
siringaldeido (m/z 181,0) e tempo de retengédo 14,1 min. No modo de ionizag&o
positivo, ndo se detectou o ion m/z 167 e tempo de retencdo 4,8 min, que seria
correspondente carbocation benzilico formado a partir da eliminacdo de agua pelo

alcool siringilico.
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Esse resultado foi obtido para todos os acidos aqui estudados que
apresentam carboxila benzilica: acidos p-hidroxibenzoico, vanilico e siringico.
Nenhum deles sofreu bioconversao na presenca da levedura S. cerevisiae PE-2.

Os resultados para a levedura de panificacdo mostraram que apenas na
concentracéo de 1,0 g.L™* o 4cido siringico se mostrou inibitério, diminuindo o fator
de conversdo de glicose em células em cerca de 50%, aumentando a glicose
residual e diminuindo um pouco a produtividade volumétrica.

Ando et al (1986) estudaram os efeitos do &cido siringico e, ao invés de
inibir, ele provocou um pequeno aumento nos parametros avaliados. A fase lag
caiu de 18 h (controle) para 17 h. O fator de converséo de glicose em etanol subiu
de 53% para 62%. Apesar de estarem dentro do erro experimental, é interessante
notar nos dados aqui apresentados (Tabela 5.20) que o fator de conversdo de
glicose em etanol tendeu a um aumento na presenca do acido siringico.

Klinke et al. (2003), ao identificarem compostos formados a partir do pré-
tratamento da palha de trigo por oxidacdo alcalina Umida (wet oxidation),
realizaram ensaios fermentativos com os compostos identificados, adicionando-os
individualmente ao meio, na presenca da levedura S. cerevisiae ATCC 9658. Os
acidos vanilico e siringico, juntamente com o &cido p-hidroxibenzoico, foram
considerados os menos inibitérios, tendo causado um efeito ligeiramente negativo

na produtividade volumétrica de etanol.

5.2.10. Perfila da fermentacdo alcodlica pela levedura
S. cerevisiae PE-2, com adicdo de acido cumarico na

concentragédo de 0,1 g.L™

Diferentemente dos acidos vanilico e siringico, o acido cumarico afetou
pouco a fermentacao alcodlica da S. cerevisiae PE-2.

A Figura 5.21 mostra o comportamento em funcdo do tempo, para a
fermentac&o, para os testes sem e com &cido cumarico 0,1 g.L™.

Na Figura 5.21 (a), observou-se que a presenca de acido cumarico no meio
fermentativo manteve o pH em valores mais elevados que os do controle, Porém,

os dois testes atingiram o mesmo valor de pH apos 6 h de fermentacao.
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Ainda nesta figura, uma caracteristica ndo observada antes aparece na
fermentacdo na presenca do acido cumarico. O crescimento microbiano foi bem
maior que o do controle. Notou-se que, mesmo partindo de um valor de biomassa
menor, atingiu-se um valor maior ao final. Esse dado ira refletir no valor do fator
de converséo de glicose em células que serd mostrado na Tabela 5.21.

Na Figura 5.21 (b), observou-se que o consumo de glicose e a producéo de
etanol foram constantes para o teste com 0,1 g.L™ de &cido cumarico. Ja para o
controle, ocorreu um aumento entre 2 e 4 h de fermentacdo, declinando
lentamente a partir desse instante.

O perfil de formacdo dos subprodutos glicerol e &cido acético foram
registradas na Figura 5.21 (c). Nao se observou diferenca significativa entre os

dois testes.



125

-
Y
~
St
=
=
5}
(5]
(3]
4.
[+
=)
=]
s ]
(33
1]
=]
=
5}
(5]
=]
(=]
(&)
(a)
180 - 80
L e b 70
oo 140 - 470 - 60 X
~ S i —
§ 120 - S L . %
= 100 - \I Pid 3
?o RS // B 40 o
o 80 - . R
ks < - 30 &
g 60 - _ .. =
bt /’ \\ -
g 40 - =7 ~. 20 §
(5] =7 RS
§ 20| = B--o TS - 10 8
o 27 T T e ey
0 T T T T T = O
0 1 2 3 4 5 6
Tempo / h
(b)
8 -2
=7 ] g
2 =
~6 8
o «
0 4 & 7
3 S u
S 3 Filhe
]
b= =
= 2 £
o o
S o
E 5
S S
0
Tempo / h
(c)

Figura 5.21 - Perfil da fermentacéo alcodlica de glicose pela levedura S. cerevisiae PE-2,
na auséncia (tracejado) e presenca de 0,1 g.L™ de acido cumérico. (a) crescimento
microbiano (¢) e pH (+); (b) produgdo de etanol (e) e consumo de glicose (A); (c)
producao de glicerol (m) e de acido acético (x).
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A Tabela 5.21 mostra os resultados experimentais dos parametros
calculados para avaliar as fermentacdes para os testes controle e com adi¢céo de
acido cumarico na concentracdo de 0,1 g.L, nos quais a producdo méxima de
etanol ocorreu apds de 6h de fermentacdo. Assim, os parametros foram

calculados para esse tempo.

Tabela 5.21 — Resultados para os experimentos sem e com adicdo de 0,1 g.L™ de acido
cumarico. Valores referentes a glicose residual em massa e percentual; a
concentracdo de etanol; a produtividade volumétrica de etanol e aos
rendimentos de massa celular, de glicerol, de &cido acético e de etanol, em

relacdo a massa de glicose consumida. Resultados apés 6 h de
fermentagdo com a levedura S. cerevisiae PE-2.

Concentracao de acido cumaérico (g . LY

Parédmetros de fermentacgéo

0,0 0,1
Glicose residual (g) 21 3+3
Glicose residual (%) 1+1 212
Concentracéo de etanol (g.L'l) 702 71+2
Produnwda(SeL\_/lorI]l_Jlr)netnca -Qp 11,6403 11,8403
Fator de converséao de glicose em
célulals - Yys 0,031 + 0,006 0,045 £ 0,001
(gg qlicose)
Desvio de glicose para glicerol -
Yg”lcer,s 0,040 + 0,005 0,042 £ 0,001
(g g qlicose)
Desvio de glicose para acido acético -
Y ac.acevs 0,0038 + 0,0008 0,0047 + 0,0006

(g g_lqlicose)
Fator de converséo de glicose em
etanoll— Yeus 0,43 £ 0,01 0,44 £ 0,02
(g 9 qlicose)
Eficiéncia de converséao de glicose em

etanol (% tedrico) 851 87 +2

Conforme também pode ser visto na Figura 5.21 (b), a glicose residual
apos 6 h de fermentacédo pode ser considerada nula. A concentracao de etanol e
a produtividade volumétrica de etanol foram bastante elevadas, tanto para o
controle quanto para o teste com 0,1 g.L™* de &cido cumarico. Para todos os
parametros avaliados, também ndo se observou qualquer diferenca significativa, a
nao ser pelo fator de converséo de glicose em células. Na Figura 5.21 (a), notou-
se que o aumento da massa celular foi bem maior para a fermentacdo a qual se
adicionou o acido cumarico. Assim, o fator de conversao de glicose em células

sofreu um aumento de 45 + 21 %.
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Ao se avaliar a variagdo da concentracdo do &cido cumarico no meio de

fermentacdo (Figura 5.22),

observou-se um decréscimo da concentracgéo,

mostrando que a levedura transformou esse composto.
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Figura 5.22 — Diminuigdo da concentracao de acido cumarico (O) durante a fermentagéo
alcoodlica de glicose pela levedura Saccharomyces cerevisiae PE-2. Meio fermentativo
preparado com adic&o de 0,1 g.L™ de &cido cumarico.

Os provaveis produtos sao os respectivos aldeidos e alcodis, produtos da

reducdo do acido.

Nos modos de ioniza¢do negativo e positivo, procuraram-se 0S picos que

poderiam corresponder aos produtos de reducdo. O aldeido cumarilico [29]

(148,2 g.mol™) poderia ser encontrado pelos fons [M-H]" no modo negativo ou

pelo fon [M+H]*. J4 o alcool cumarilico [30] (150,1 g.mol™), no modo positivo de

ionizacao, sofreria eliminacdo de agua, formando um carbocéation de m/z 133.

Esses ions, porém, ndo foram encontrados.

HO

[29]

HO
\©\/\/OH

[30]

Mathew, Abraham e Sudheesh (2007) relataram ter encontrado no sistema

final da fermentacéo alcoolica por Debaryomyces hansenii em presenca de acido
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feralico, um composto formado a partir da descarboxilacdo desse acido pelo
micro-organismo. Como a estrutura do acido cumarico é similar & do &cido
ferdlico, julgou-se que seria razoavel procurar por um composto que seria O
produto da descarboxilagdo do acido cumarico pela S. cerevisiae PE-2, 0 4-vinil-
hidroxibenzeno [31] (120,2 g.mol™) e o 4-etil-hidroxibenzeno [32] (122,2 g.mol™).

Q/\/H T.#-::"r*‘ T
HO™ ™~
HO |

[31] [32]

Encontrou-se o pico m/z 121,0 e tempo de retencdo 8,94 min, no modo
negativo de ionizacao, que poderia corresponder ao 4-etil-hidroxibenzeno. Porém,
0 mesmo pico foi encontrado no experimento controle, no qual ndo ocorreu a
inoculacao. Neste trabalho, néo foi realizada a fragmentacéo para identificacdo do
composto referente a esse pico.

Concluindo, a presenca de &acido cumérico afetou apenas o fator de
conversdo de glicose em células, que aumentou 45+21%. A levedura
S. cerevisiae PE-2 foi capaz de bioconverter o acido cumarico presente no meio,
porém neste trabalho nao foi possivel detectar os produtos dessa conversao.

Comparando com os resultados para a S. cerevisiae de panificacdo, o
acido cumarico exerceu um efeito inibitério severo para essa levedura, reduzindo
o fator de conversdo de glicose em células em cerca de 50% para das duas
concentracdes utilizadas (0,6 e 1,0 g.L™"). Com uma glicose residual elevada, a
levedura produziu mais glicerol, sofrendo uma queda significativa na
produtividade volumétrica de etanol, de 22 + 3 % e de 31 + 1%, respectivamente.
Como visto no paragrafo anterior, esses resultados contrastam com os obtidos
para a cepa PE-2.

Larsson et al. (2000) também estudaram os efeitos da presenca de &cido
cumarico (0,02; 0,2; 1,0 g.L™Y) na fermentacéo de glicose a etanol pela levedura
S. cerevisiae de panificagdo. (Os detalhes dos experimentos foram relatados no
item 2.3.3 da revisao bibliografica).

Na maior concentracdo estudada, 1,0 g.L™*, o 4cido cumarico reduziu a taxa
de crescimento e a produtividade volumétrica de etanol em cerca de 63%
relativamente ao controle. Na concentracdo de 0,2g.L?, tanto a taxa de
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crescimento quanto a produtividade foram afetados, mas a taxa de crescimento
sofreu a maior queda. Na concentracdo de 0,02 g.L™, o acido cumarico nao
alterou os valores dos parametros avaliados. Em todas as concentracdes, 0S
rendimentos de biomassa e de etanol, entretanto, permaneceram similares ao
controle, dentro dos limites do erro experimental.

Esses autores ndo informaram se ocorreu bioconversao do acido cumarico.

5.2.11. Perfil da fermentagdo alcoodlica pela levedura S.
cerevisiae PE-2, com adicdo de acido ferulico na

concentracédo de 0,1 g.L™

Assim como o acido cumarico, o acido ferulico afetou pouco a fermentacéo
alcodlica da S. cerevisiae PE-2.

A Figura 5.23 mostra as curvas da fermentacao, para os testes sem e com
acido ferdlico 0,1 g.L™.

Na Figura 5.23 (a), observou-se que a presenca de acido feralico no meio
fermentativo manteve o pH em valores mais elevados que os do controle, até
porque seu pH inicial foi ligeiramente mais alto. Porém, os dois testes atingiram o
mesmo valor de pH apoés 6 h de fermentacao.

Ainda nesta figura, assim como ocorreu na fermentacdo em presenca do
acido cumarico, o crescimento microbiano foi bem maior que o do controle. Notou-
se gque, mesmo partindo de um valor de biomassa menor, atinge-se um valor
maior ao final. Como ocorreu para o teste com o acido cumarico, esse dado ira
refletir no valor do fator de conversao de glicose em células, que serd mostrado
na Tabela 5.22.
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Figura 5.23 - Perfil da fermentacéo alcodlica de glicose pela levedura S. cerevisiae PE-2,
na auséncia (tracejado) e presenca de 0,1 g.L™* de &cido ferdlico. (a) crescimento
microbiano (¢) e pH (+); (b) producdo de etanol (e) e consumo de glicose (A); (c)

producao de glicerol (m) e de acido acético (x).

Na Figura 5.23 (b), comparando-se as inclinacdes das curvas que

representam o teste com 0,1 g.L™ do &cido fertlico com o controle, notou-se que
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o consumo de glicose e formacéo de etanol foi um pouco mais rapido do inicio até
2 h de processo. Apos 2 h, tornou-se um pouco mais lenta que a do controle e, de
apos 4 h até o final do processo, foi novamente mais intensa que o controle.

Comparando esse comportamento das duas primeiras horas com os dados
das curvas de formacao dos subprodutos, Figura 5.23 (c), notou-se que ocorreu
maior producgédo de glicerol e de acido acético. Comparando-se com os dados das
curvas da Figura 5.23 (a), também foi intensa a formacdo de massa celular nesse
mesmo periodo. Ao final do processo, porém, a Unica diferenca significativa foi na
producdo de massa celular.

A Tabela 5.22 mostra os resultados experimentais dos parametros
calculados para avaliar as fermentacfes para os testes controle e com adicéo de
0,1 g.L™ de &cido fertlico, nos quais a producdo maxima de etanol ocorreu para o
tempo de 6 h de fermentacdo. Assim, os parametros foram calculados para esse
tempo.

A (glicose residual pode ser considerada nula ao final de 6 h de
fermentacdo. E, como ocorreu para a fermentacdo na presenca de 0,1 g.L™ de
acido cumaérico, o Unico parametro que diferencia os dois testes foi o fator de
conversao de glicose em células.

Conforme foi analisado nas curvas de crescimento microbiano,
Figura 5.21 (a), o aumento da massa celular foi bem maior para a fermentacédo a
qual se adicionou o acido ferulico. A partir dos rendimentos do controle e o teste

com o acido ferulico, calculou-se um aumento de 81 + 26 %.
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Tabela 5.22 — Resultados para os experimentos sem e com adicdo de 0,1 g.L™ de acido
ferdlico. Valores referentes a glicose residual em massa e percentual; a
concentracdo de etanol; a produtividade volumétrica de etanol e aos
rendimentos de massa celular, de glicerol, de &cido acético e de etanol, em
relacdo a massa de (glicose consumida. Resultados apdés 6h de

fermentacdo com a levedura S. cerevisiae PE-2.

Concentragéo de &cido ferulico (g . L™)

Parametros de fermentacéo

0,0 0,1
Glicose residual (g) 2+1 1,24+0,05
Glicose residual (%) 1+1 0,78+0,03%
Concentracgéo de etanol (g.L'l) 702 69,4+0,2
Produtividade volumétrica - Q, 11.6+03 11.5640.03
(g.L.h™ 620, ,56+0,
Fator de converséao de glicose em células —
le,s 0,031 + 0,006 0,056+0,002
. . (g-g_ qlicose)_
Desvio de glicose plara glicerol - Ygjicens 0.040 + 0.005 0.041+0.001
. (g g qlicose,) . - ’ -7 ' -
Desvio de glicose para}lamdo acético - 0,0038 + 0,0008 0,0044+0,0002
Yéc.acétJS (g g qlicose)
Fator de conversédo de glicose em etanol - 043 +0.01 0.43+0 01
Yet/S (g g qlicose) ' - ' -
Eficiéncia de converséo de glicose em 85+ 1 84+1

etanol (% tedrico)

Ao se avaliar a variagdo da concentracdo do &cido ferdlico no meio de
fermentacdo (Figura 5.22), observou-se um decréscimo da concentracao,

mostrando que a levedura transformou esse composto.
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Figura 5.24 - Concentracdo de acido ferulico (O) durante a fermentacdo alcodlica de
glicose pela levedura Saccharomyces cerevisiae PE-2. Meio fermentativo preparado com
adicdo de 0,1 g.L™ de &cido ferdlico.
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J& na amostra inicial, notou-se que a concentracdo do acido ferulico foi
menor do que a concentracdo adicionada (0,1 g.L™"). Apdés 6 h de fermentacéo,
restaram apenas quantidades traco desse composto (0,0081 g.L™).

Os provaveis produtos sdo os respectivos aldeidos e alcodis, produtos da
reducdo do acido e, conforme encontrado por Mathew, Abraham e Sudheesh
(2007), seria possivel a formac¢do de um composto por descarboxilacdo do acido
ferdlico, o 4-vinilguaiacol [36].

Nos modos de ionizagdo negativo e positivo, procuraram-se 0S picos que
poderiam corresponder aos produtos de reducdo. O aldeido coniferilico [33]
(178,1 g.mol™) poderia ser encontrado pelos fons [M-H]' no modo negativo ou
pelo fon [M+H]". J& o &lcool coniferilico [34] (180,1 g.mol™), no modo positivo de
ionizacao, sofreria eliminacdo de agua, formando um carbocétion de m/z 163.

Esses ions, porém, ndo foram encontrados.

HO
H HO
= OH

O H;CO
[33] [34]
Como possiveis produtos da descarboxilacdo do acido ferulico, seriam
encontrados 0s  compostos  4-vinilguaiacol [35] (150,1 g.mol™) e o
4-etilguaiacol [36] (152,1 g.mol™).

HQCD - o

R ...

HaCO ~UH :
|
j@m Ho’l"u’;’J
HO

[35] [36]

Concluindo, a presenca de acido ferulico afetou apenas o fator de
conversdo de glicose em células, que aumentou 81+ 26 %. A levedura
S. cerevisiae PE-2 foi capaz de bioconverter o acido feralico presente no meio,
porém, neste trabalho, ndo foi possivel detectar os produtos dessa converséo.

Neste trabalho, para a levedura de panificacdo, o acido ferulico foi

altamente inibitorio. A elevada concentracdo residual de glicose provavelmente
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provocou um estresse osmotico muito grande no micro-organismo, que produziu
glicerol com rendimento de 48 a 74% superior ao controle, respectivamente para
as concentracdes de 0,6 e 1,0 g.L™. O fator de conversdo de glicose em células
foi reduzido em cerca de 50% para a concentracdo de 1,0 g.L™ . Para ambas,
porém, a produtividade volumétrica decresceu significativamente.

A influéncia da presenca de &cido ferulico na fermentacdo de glicose a
etanol pela levedura S. cerevisiae de panificacdo foi estudada por
Larsson et al. (2000). Esses autores investigaram fermentacdes contendo 0,02,
0,2 e 1,0 gL de &cido ferdlico. (Conforme informado no item anterior, 0s
detalhes dos experimentos foram relatados no item 2.3.3 da revisédo bibliogréafica).

Em todas as concentracfes estudadas, o fator de converséo de glicose em
etanol ndo foi afetado. Na menor concentracdo, nenhum dos parametros se
alterou. Com 0,2 g.L™* de &cido ferdlico, porém, ocorreu uma reducdo nos
parametros que dependem do tempo, que passaram a ter 0os seguintes valores
percentuais relativos ao controle: taxa de crescimento (64%) e produtividade
volumétrica de etanol (46%). Entretanto, também ocorreu um decréscimo do fator
de conversdo de glicose em células, cujo valor foi cerca de 83% do valor de
referéncia. Na concentracéo de 1,0 g.L™, o Acido ferdlico foi fortemente inibitério,
sendo o fator de conversdo de glicose em células apenas 10% do valor de
referéncia e a produtividade volumétrica, 20%.

Os resultados encontrados por Larsson et al. (2000) sdo em grande medida
coincidentes com 0s que encontramos para a levedura de panificacdo. Ja a cepa
PE-2 mostrou grande tolerancia a presenca do &cido ferdlico no meio
fermentativo, assimilando-o durante as 8 h do ensaio.

Para dar fechamento a este capitulo, apresentaremos a Tabela 5.23, uma
tabela resumo similar a construida para os resultados da levedura de panificacéo
(Tabela 5.11). A Tabela 5.23, portanto, resume 0s resultados das fermentacfes
de glicose a etanol pela levedura S. cerevisiae PE-2, na presenca dos oito
compostos fendlicos estudados, adicionados individualmente na concentragédo de
0,1 g.L™%. A partir dessa tabela, fica evidente que o fator de converséo de glicose
em etanol ndo foi afetado por nenhum dos oito compostos. O fator de converséo
de glicose em células, por sua vez, foi afetado apenas pelos acidos cumarico e
ferdlico e, mesmo assim, positivamente. Os parametros que dependem do tempo,

mais uma vez, foram os que sofreram maior variacao.
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Tabela 5.23 — Resumo dos resultados. Os valores mostrados indicam a variacao percentual do valor em comparacdo com o controle. Dados
para a levedura S. cerevisiae PE-2. Todos os compostos foram adicionados na concentragdo de 0,1 g.L™.

Variacdo dos parametros de avaliacdo das fermentacdes relativamente ao controle de cada experimento

1 ] Concentracéao Glicose
Bioconverséo Identificac&o (9.9" deglicose) (gLHe )
. - residual
Composto fendlico pela cepa dos produtos — produtividade (% da glicose
PE-2 formados Massa de Glicerol Acido Etanol volumétricade °929
células acético etanol (g.L™-h?) inicial)
Alcool
p-hidroxibenzaldeido SIM sle@UElee L S -3 o 17 U S —
Acido
p-hidroxibenzoico

Alcool vanilico
Vanilina SIM L mmmmmemmemee s e e -23+5% e

Acido vanilico

Alcool siringilico
Siringaldeido SIM e +67 12 %.  --eememeem e e

Acido siringico

Acido x

p-hidroxibenzoico NAG e e e s e
Acido vanilico NAO +24+10%. +36+20%  -------mmm- -32+5% = -
Acido siringico NAO +31+9% +44+17% - -34+5% -
Acido cumarico SIM N&o identificados  +45+ 21 %.  --------m-m= emmmemmeeen e s e
Acido ferulico SIM N&o identificados 81 £26 %. —mmmmmmmeem mmmmmeeeeen e s e

------------ Indica que n&o houve efeito significativo.
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6. Conclusao

Os resultados neste trabalho possibilitaram obter conclusbes acerca da
influéncia dos compostos fendlicos em relagdo a cada uma das leveduras
utilizadas na investigacdo. Possibilitou, ainda, concluir quais sdo os compostos
gue a levedura S. cerevisiae PE-2 é capaz de bioconverter, identificando alguns

dos produtos dessa converséo.

Efeitos inibitérios para a levedura S. cerevisiae de panificacdo:

. O p-hidroxibenzaldeido e o acido p-hidroxibenzoico ndo foram téxicos nas
duas concentracdes testadas: 0,6 e 1,0 g.L™; e o &cido siringico ndo foi

téxico na concentracdo de 0,6 g.L™.

. Os outros compostos que apresentaram efeitos inibitérios na fermentacao
de glicose a etanol foram: vanilina, siringaldeido, &cido vanilico, acido
sirfngico (1,0 g.L™"), acido cumarico e &cido fertlico. O principal efeito
inibitorio foi dificultar o consumo de glicose pela levedura, resultando em
valores de glicose residual percentual bem mais elevados que nos
respectivos controles, reduzindo a produtividade volumétrica de etanol.

. A vanilina, o siringaldeido e o &cido vanilico (1,0 g.L™") também provocaram

0 aumento do desvio de glicose para acido acético.
o A vanilina (1,0 g.L™") aumentou o fator de converséo de glicose em células.

. Os &cidos siringico e ferdlico (1,0 g.L ™) e o &cido cumarico (0,6 e 1,0 g.L ™)
também inibiram fortemente o crescimento microbiano (~50%), além de
aumentarem o desvio de glicose para glicerol. Os acidos cumarico e

ferulico foram os que apresentaram o maior efeito inibitorio.
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Efeitos inibitérios para a levedura S. cerevisiae PE-2:

Os compostos p-hidroxibenzaldeido, siringaldeido, acido p-hidroxibenzoico,
acido cumarico e éacido ferdlico nao apresentaram toxicidade na

concentracéo de 0,1 g.L™.

Na concentracdo testada (0,1 g.L™), a vanilina, o acido vanilico e o &cido
siringico provocaram a queda da produtividade volumétrica de etanol,

devido a dificuldade inicial em consumir o substrato.

Os acidos vanilico e siringico, porém, foram bastante inibitérios e, além de
dificultarem o consumo da glicose e reduzirem a produtividade volumétrica

de etanol, aumentaram os rendimentos de glicerol e acido acético.

Os &cidos cumaérico e ferulico ndo se mostraram inibitérios. Porém, eles
alteraram o0 metabolismo microbiano, ao provocarem um aumento

expressivo do rendimento celular (~ 45 e 80%).

Conclusdes sobre a bioconversdo dos compostos fendlicos pela

S. cerevisiae PE-2:

A levedura S. cerevisiae PE-2 nao foi capaz de realizar a bioconversao dos
acidos p-hidroxibenzoico, vanilico e siringico. Concluiu-se, portanto, que

essa levedura apresenta dificuldade em reduzir carboxila benzilica.

A bioconversédo dos aldeidos, porém, ocorreu muito rapidamente no meio.
O siringaldeido foi detectado apenas na amostra do tempo inicial e o
p-hidroxibenzaldeido foi quase totalmente convertido apdés 2h de
fermentacdo, restando apenas quantidades traco. Concluiu-se, portanto,
gue apesar de ndo conseguir reduzir a carboxila benzilica, a S. cerevisiae

PE-2 é muito eficiente em converter os aldeidos benzilicos.
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A bioconversdo dos aldeidos (p-hidroxibenzaldeido, vanilina e
siringaldeido) resultou em seus produtos de oxidacéo (acidos carboxilicos)

e de reducéo (alcodis).

Em relacdo ao rendimento tedrico a partir das quantidades adicionadas dos
aldeidos, o rendimento de formacgéo do 4cido p-hidroxibenzoico foi de 25%,
do acido vanilico foi de 18% e do &cido siringico foi de 3,6%. Os alcodis
formados foram identificados, mas nao quantificados. Portanto, visto que a
guantidade formada dos respectivos acidos foi muito pequena, infere-se
gue o principal produto de bioconverséo dos aldeidos sdo seus respectivos

alcoois.

A levedura S. cerevisiae PE-2 foi capaz de converter os acidos cumarico e
fertlico, mas neste trabalho ndo foram identificados seus produtos de

bioconversao.

Como conclusao geral, pode-se dizer que os compostos fendlicos afetaram
mais a produtividade volumétrica de etanol do que o fator de conversao de
glicose em células. O fator de conversdo de glicose em etanol ndo foi
afetado por nenhum dos compostos. Alguns provocaram um maior desvio
de glicose para a formacdo de glicerol e de &cido acético. Concluiu-se,
portanto, que a inibicdo dos processos fermentativos ndo depende apenas
da natureza do composto, mas também de sua concentracdo e do tipo de

micro-organismo utilizado.
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Apéndice A — Curvas de calibracéao

A.l — Curvas de calibracdo para a leitura da concentracdo de células, em
g.L?, para cada lote comprado da levedura de panificagdo, conforme
procedimento descrito no item 4.1.5.1.

Curva 1 — Utilizada apenas para operfil inicial da levedura.

Concentracéo da solucdo-méae = 19,2+0,4 g.L™* (desvio = 2%)

Tabela A.1 — Diluigbes da solucdo-mée, concentracdes dessas solucdes e leitura da
absorbancia, a 600 nm, para construcéo da curva de calibracdo 1.

Diluicéo Concentracdo — C (g.L™) Abs — A (600 nm)
1:500 0,04 0,119
1:250 0,08 0,235
1:200 0,10 0,299

1,5:250 0,12 0,335

1,5:200 0,14 0,413
1:100 0,19 0,551

1,5:100 0,29 0,794

Curva de calibracdo 1: C=0,3681.A-0,0072 R?=0,9972
0,35 -
y =0,3681x - 0,0072

031 R2 = 0,9972

o 0,25 -

~

o 0,2 -
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Figura A.1 — Curva de calibragéo para leitura das amostras do perfil inicial da levedura
S. cerevisiae de panificagéo.
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Curva 2 — Utilizada para os experimentos com 0S seguintes compostos e
respectivos controles: p-hidroxibenzaldeido, vanilina, siringaldeido, acido p-
hidroxibenzoico, a4cido vanilico e acido ferulico.

Concentracéo da solucdo-méae = 19,70+0,02 g.L™ (desvio = 0,1%)

Tabela A.2 — Diluicbes da solucdo-mae, concentracdes dessas solucdes e leitura da
absorbéancia, a 600 nm, para construcao da curva de calibracao 2.

Diluicéo Concentracédo - C (g.L'l) Abs — A (600 nm)

1:200 0,0985 0,335
1,5:200 0,1477 0,475

1:100 0,1970 0,613
1,5:100 0,2955 0,831

1:50 0,3940 1,012

Curva de calibracdo 2: C=0,435. A -0,0576 R%=0,9919

0,45 -+
y =0,435x - 0,0576

0,4 - R?=0,9919
« 0,35 -

L

g
o
w

0,25 A
0,2 -
0,15 A
0,1 -
0,05 -
0 T

Concentragdo /

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

Absorbancia (600 nm)

Figura A.2 — Curva de calibracdo para leitura das amostras de massa celular para os
experimentos com 0s seguintes compostos e respectivos controles: p-hidroxibenzaldeido,
vanilina, siringaldeido, &cido p-hidroxibenzoico, acido vanilico e &cido ferdlico, para a

levedura S. cerevisiae de panificagao.
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Curva 3 — Utilizada para os experimentos com o acido siringico e respectivo
controle.

Concentracéo da solucdo-mée = 19,25+0,09 g.L™ (desvio = 0,5%)

Tabela A.3 — Diluicbes da solucdo-mae, concentracdes dessas solucdes e leitura da
absorbancia, a 600 nm, para construcéo da curva de calibracéo 3.

Diluicéo Concentracdo — C (g.L™") Abs — A (600 nm)
1,25:200 0,1203 0,473
1,5:200 0,1444 0,559
1:100 0,1925 0,702
1,25:100 0,2406 0,832
1,5:100 0,2888 0,942
1,75:100 0,3369 1,068

Curva de calibracdo 3: C=0,368 . A - 0,0601 R?=0,9964

0,4

y =0,368x - 0,0601

0,35
R?=0,9964

o
w

0,25

N

’

0,15

Concentragdo / g.L!
o

0,1

0,05

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
Absorbancia (600 nm)

Figura A.3 — Curva de calibracdo para leitura das amostras de massa celular para os
experimentos com &cido siringico e respectivo controle, para a levedura S. cerevisiae de
panificacéo.
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Curva 4 — Utilizada para os experimentos com o acido cumarico e respectivo
controle.

Concentracéo da solucdo-méae = 17,8+0,3 g.L™* (desvio = 1,7%)

Tabela A.4 — Diluicbes da solucdo-méae, concentracdes dessas solucdes e leitura da
absorbancia, a 600 nm, para construcdo da curva de calibracéo 4.

Diluicéo Concentragdo — C (g.L™) Abs — A (600 nm)
1,5:200 0,1336 0,494

1:100 0,1781 0,646
1,25:100 0,2226 0,765
1,5:100 0,2671 0,890
1,75:100 0,3116 0,989

Curva de calibracédo 4: C =0,3588 . A —0,0489 R?=0,9948

0,35 ~
y =0,3588x - 0,0489

0,3 - R?=0,9948 2

Concentragdo / g.L?

0,05 -

0 T T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
Absorbancia (600 nm)

Figura A.4 — Curva de calibracdo para leitura das amostras de massa celular para os
experimentos com 4cido siringico e respectivo controle, para a levedura S. cerevisiae de
panificacéo.

A.2 - Curva de calibracdo para a leitura da concentracdo de células, em
g.L?, paraalevedura Saccharomyces cerevisiae PE-2.

Determinacdo da massa seca de levedura ap0s a propagacao.

Massa Umida apOs centrifugacdo em tubos tarados e descarte do

sobrenadante (quadruplicata) = 0,57 +0,04 g
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Tabela A.5. Valores utilizados para o célculo da biomassa seca, tanto da propagacao
guanto da solucdo-mae.

pesa- inicial final diferenca Média e desvio Finalidade da
filtros amostra
1 55,4419 55,5405 0,0986 0,0931+0,0049 em Concentragao
2 52,9996 53,0909 0,0913 10 mL final da
3 55,5793 55,6687 0,0894 9,3+0,5 g/L propagacéo
4 53,7129 53,7313 0,0184 0,0188+0,0006 em  Concentracdo da
5 53,7133 53,7318 0,0185 10 mL soluga-mée para
6 55,9151 55,9346 0,0195 1,88+0,06 g/L DO

Logo: (0,0931 g seca /0,57 g umida) x100=16,3% de massa seca.

Determinacéo da curva de calibracéao

Tabela A.6 — Diluicbes da solucdo-mae, concentracdes dessas solucbes e leitura da
absorbancia, a 600 nm, para construcéo da curva de calibracdo 5.

Diluicéo Abs — A (600 nm) Concentracéo (g.L'l)
1:50 0,115 0,0376
1,25:50 0,143 0,0470
1,5:50 0,171 0,0564
1,75:50 0,200 0,0658
2:50 0,229 0,0752

Curva de calibracdo de massa celular para a S. cerevisiae PE-2:
c =0,3298 . ABS - 0,0002 (R*=0,9999)

0,08 -
0,07 4 y=0,3298x - 0,0002
0,06 i Rz = 0,9999

., 0,05 -

-

. 0,04 -
bo

0,03 -

0,02 -

0,01 -

O T T T T 1
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25
Absorbancia (600 nm)

Concentragdo massa celular

Figura A.5 — Curva de calibracdo para leitura das amostras de massa celular para os
experimentos com a levedura S. cerevisiae PE-2.
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A.3 - Curvas de calibracdo para a leitura da concentracdo de glicose,
glicerol, acido acético e etanol.

Equipamento utilizado para as leituras dos experimentos com a
S. cerevisiae de panificacdo, conforme especificado no item 4.1.5.2.

Tempo de retencéao

Composto (min) Curva de calibracéo R?
Glicose 8,9 C = (Area + 4037,2) / 266442 0,9994
Glicerol 13,2 C = (4rea + 674,97) / 217914 0,9999

Acido acético 15,1 C = (area + 604,99) / 141069 0,9997
Etanol 21,4 c=(9,0x 10° x area) + 0,0048 0,9999

Equipamento utilizado para as leituras dos experimentos com a
S. cerevisiae PE-2, conforme especificado no item 4.2.5.2.

Tempo de
Composto retencao Curva de calibracéo R?
(min)
Glicose 9,0 C = (Area + 138073,09) / 13650215,95 0,9999
Glicerol 13,3 C = (area + 160575,11) / 11653448,53 0,9999
Acido acético 15,1 C = (area + 19011,31) / 6504534,2 0,9999
Etanol 21,4 c = (area + 61437,98) / 5471552,88 0,9999

A.4 — Curvas de calibracdo para a leitura da concentracdo dos compostos
fendlicos, conforme especificado no item 4.2.5.4.

p-hidroxibenzaldeido — Tempo de retencdo = 8,8 min

Faixa de linearidade
(9.1
0,000012 a 0,0012 C = (area+1x10°%/9x 10" 0,999

Curva de calibragao R?

0,0030 a 0,0152 C = (4rea- 1 x 10°%) / 3 x 10% 0,9808
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Siringaldeido — Tempo de retencédo = 14,1 min

Faixa de linearidade (g . L™ Curva de calibracdo R?

0,0012 a 0,0152 C = (4rea) / 2 x 10*° 0,99

Acido p-hidroxibenzoico — Tempo de retengéio = 6,0 min

Faixa de linearidade (g . L™ Curva de calibracdo R?
0,0012 a 0,0073 C = (4rea) x 4 x 10 0,9963
0,0049 a 0,0152 C = (4rea-3x10") /2 x 10*™ 0,9749

Acido vanilico — Tempo de retencéo = 7,5 min

Faixa de linearidade (g . L™) Curva de calibracéo R?

0,0012 a 0,0152 C = (4rea) / 5 x 10° 0,9988

Acido siringico — Tempo de retencéo = 8,2 min

Faixa de linearidade

(g.L™h
0,0012 a 0,0150 C = (4rea) x 2 x 10™*° 0,9984

Curva de calibracéo R?

Acido cumarico — Tempo de retencéo = 14,0 min

Faixa de linearidade (g.L™) Curva de calibracéo R?
0,0012 a 0,0072 C = (4rea-1x10") /3 x 10 0,997
0,0048 a 0,0150 C = (4rea-4x 10" /2 x 10 0,9944

Acido ferulico — Tempo de retencdo = 19,3 min

Faixa de linearidade (g . L™ Curva de calibragao R?

0,00012 a 0,0150 C=(4reax8x10™) -3x10° 0,9995
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Apéndice B - Cromatogramas de ions totais (TIC) e de ion

extraido (XIC) para os compostos modelo, apds 6 h nos ensaios

realizados sem adicao da levedura S. cerevisiae PE-2

B TIC of -Q1: from Sample 2 (Amostra_6) of Hidroxibenzaldeido.wiff (Turbo Spray), Smoothed

«»

2.3e8
2.0z8
P

1.568
=
1.0g8

5.0e7

B.1 - Composto modelo p-hidroxibenzaldeido

1.74

1.58
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2.0g71
1.577
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1.0e74

5.0e6 4
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120 to 121.5 Da from Sample 2 (Amostra_6) of Hidroxibenzaldeido.wiff (Turbo Spray), Smoothed

Max. 3.2e7 cps.

8.0

3.0
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5.0

6.0
Time, min

7.0

8.0

9.0

110

"l -Q1:8.210 to 9.567 min from Sample 2 (Amostra_6) of Hidroxibenzaldeido.wiff (Turbo Spray), Smoothed

»

6.7e5
6.0e5

5.0851
4.0e54
3.0e51
5
2.0e5-
1.0e5),
0.

120.9

Max. 6.7€5 cps.

.0
100

B TIC of -Q1: from Sample 2 (Amostra_22) of Vanilina.wiff (Turbo Spray), Smoothed

»

3.0e8
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©
2.0g8
1.5e81
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B.2 — Composto modelo vanilina

1.75

1.58

165
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260
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Max. 3.2e8 cps.
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70
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"W XIC of -Q1: 150 to 151.5 Da from Sample 2 (Amostra_22) of Vanilina.wiff (Turbo Spray), Smoothed

»
4.6e6
c
4.0e6
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3.066 |
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2.086*
1.0¢6
X
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11.73
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13.0 14.0

"W _Q1:11.651 to 11.892 min from Sample 2 (Amostra_22) of Vanilina.wiff (Turbo Spray), Subtracted < -Q1: 8.899 to 9.904 min from Sample 2 (...
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B.3 — Composto modelo siringaldeido

B TIC of -Q1: from Sample 2 (Amostra_38) of Siringaldeido.wiff (Turbo Spray), Smoothed
@
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©
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Max. 3.6e8 cps.

10 2’0 30 40 50 6.0 70 80 90
Time, min

"W XIC of -Q1: 180 to 181.5 Da from Sample 2 (Amostra_38) of Siringaldeido.wiff (Turbo Spray), Smoothed
@

7.0e6
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2.0e6
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"W _QI:14.024 to 14.451 min from Sample 2 (Amostra_38) of Siringaldeido.wiff (Turbo Spray), Subtracted < -Q1: 13.096 to 13.598 min from Sa...

»

1.5e5 180.9
=

1.085

<=
5.0e4

L.

0.0 -+

Max. 1.5e5 cps.

L " L
120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230
m/z, Da

B.4 — Composto modelo acido p-hidroxibenzoico

B TIC of -Q1: from Sample 2 (Amostra_52) of Hidroxibenzoico.wiff (Turbo Spray), Smoothed
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W XIC of -Q1: 136 to 137.5 Da from Sample 2 (Amostra_52) of Hidroxibenzoico.wiff (Turbo Spray), Smoothed
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B.5 — Composto modelo 4cido vanilico

B TIC of -Q1: from Sample 2 (Amostra_68) of Acido_vanilico.wiff (Turbo Spray)
2
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B.6 — Composto modelo &cido siringico

B TIC of -Q1: from Sample 2 (Amostra_84) of Acido_siringico.wiff (Turbo Spray)
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B.7 — Composto modelo &cido cumarico

B TIC of -Q1: from Sample 2 (Amostra_100) of Acido_cumarico.wiff (Turbo Spray) Max. 2.4e8 cps.
2468% 1.74
2.0e8
1.0e8
1.58 273 14.44
0.0%
0 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170
c Time, min
"W XIC of -Q1: 162 to 163.5 Da from Sample 2 (Amostra_100) of Acido_cumarico.wiff (Turbo Spray), Smoothed Max. 1.2e7 cps.
123¢75 1444
1.00e7
5.00e6
174 15.71
261 :
0.00% T /‘L/\ T T T T T T T T T T T T 7 T T
10 20 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 10.0 11.0 12.0 13.0 14.0 15.0 16.0 17.0
c Time, min
T Qu 15,4565 to 16.007 min from Sample 2 (Amostra_100) of Acido_cumarico.wiff (Turbo Spray), Subtracted < -Q1: 13.046 to 13.598 min from... Max. 1.2e5 cps.
[} 163.0
1.00e5
5.00e4.
0.00+ T T i T sty T Tt t oy T T T T T T T T ]
120 125 130 135 140 145 150 155 160 165 170 175 180 185 190 195 200 205 210 215 220
- m/z, Da
"W _Q1:14.200 to 14.802 min from Sample 2 (Amostra_100) of Acido_cumarico.wiff (Turbo Spray), Subtracted < -Q1: 13.046 to 13.598 min from... Max. 7.9e5 cps.
7.9¢5° 163.1
6.0e5
4.0e5
2.0e5

%00 s 1o 18 e ts 10 1 w0 165 1o 15 e s 180 15 20 25 20 25 20
m/z, Da

Observacgéo: o acido cumarico apresentou dois picos consecutivos (14,4 e

15,7 min), que ao serem analisados, revelaram o mesmo m/z. Concluiu-se que

esse composto estava presente na forma de seus isbmeros cis e trans.
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B.8 — Composto modelo 4cido feralico

B TIC of -Q1: from Sample 2 (Amostra_114) of Acido_ferulico.wiff (Turbo Spray) Max. 3.2e8 cps.
o 174
3.0e8
2.0e8:
1.0e8 222
156, L2.73
0.0 T 7 7 T 7 7 T 7 7 7 7
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22
c Time, min
"W XIC of -Q1: 192 to 193.5 Da from Sample 2 (Amostra_114) of Acido_ferulico.wiff (Turbo Spray), Smoothed Max. 3.8e6 cps.
38062 19.36
175
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0.0% 7 T T T T T T T T T 7
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22
c Time, min
T 18.987 to 19.920 min from Sample 2 (Amostra_114) of Acido_ferulico.wiff (Turbo Spray), Subtracted < -Q1: 16.820 to 17.874 min from S... Max. 2.1€5 cps.
o 193.0
2.0e5
1.0e5°
1338 1492 178 1938
007 VLN , A , , , : , , ; ; ; , ; ‘
120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
c m/z, Da
"W Q1 21,003 to 21.755 min from Sample 2 (Amostra_114) of Acido_ferulico.wiff (Turbo Spray), Subtracted < -Q1: 16.820 to 17.874 min from S... Max. 6.4e4 cps.
o 192.9
6.0e4
4.0e4
2.0e4 134.0
0.0 st pned Wb i P i .“...\|..A R B VS N —e A . N . .
120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300

m/z, Da

Observacédo: o acido ferulico apresentou dois picos consecutivos (19,36 e

21,33 min), que ao serem analisados, revelaram o0 mesmo m/z. Concluiu-se que

esse composto estava presente na forma de seus isémeros cis e trans.
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Apéndice C — Espectro de massas dos ions fragmento para os
compostos modelo e para os produtos da biotransformagéo no

meio fermentativo

C.1 - Composto modelo p-hidroxibenzaldeido

B _MS2 (121.00) CE (-35): Exp 2, 8.560 to 10.000 min from Sample 21 (Amostra_9_MS... Max. 1.4e5 cps.
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B +)1S2 (107.00): 3.475 to 3.703 min from Sample 11 (Amostra_14) of Hidroxibenzaldeido_pos.wiff (Turbo Spray), Centroided Max. 9.5e4 cps

[

9.5¢4 ml C

c
8.0e4
(]
6.0¢4

4.0e44511 65.1
911

31 551 630 1071

\ I L a0 051, |
8 s e 6 70 75 8 & @ % w0 105 10 15 120 15 1%

m/z, Da

2.0e44

Figura C.1 — Espectro de massas para o p-hidrobenzaldeido (m/z 121,0) adicionado ao
meio - A; seu produto de oxidag&o &cido p-hidroxibenzoico (m/z 136,8) — B; seu produto
de reducéo alcool p-hidroxibenzilico, apds eliminacdo de agua e formacao do carbocation
benzilico (m/z 107,1), lido no modo positivo de ionizagao.
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C.2 — Composto modelo vanilina
B _MS2 (151.00) CE (-25): Exp 1, 11.457 to 12.295 min from Sample 9 (Amostra_22_M...
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-MS2 (167.00) CE (-25): Exp 2, 7.186 to 7.990 min from Sample 10 (Amostra_30_MS...
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W +1S2 (137.00) CE (40): 4.157 to 4599 min from Sample 11 (Amostra_30) of Vaniina_pos.wiff (Turbo Spray), Centroided
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Figura C.2 - Espectro de massas para a vanilina (m/z 151), amostra controle sem
levedura, tempo 6 h - A; seu produto de oxidacdo acido vanilico (m/z 167), amostra de
fermentacgédo, tempo 6 h — B; seu produto de reducéo alcool vanilico, apds perda de agua
para estabilizagdo do ion (m/z 137), lido no modo positivo de ionizagdo, amostra de

fermentacéo, tempo 6 h - C.
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C.3 — Composto modelo siringaldeido

H -MS2 (181.00) CE (-25): Exp 1, 13.964 to 14.671 min from Sample 10 (Amostra_40_M... Max. 3.9e4 cps.
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H _MS2 (197.00) CE (-25): Exp 2, 8.114 to 8.619 min from Sample 11 (Amostra_43 M... Max. 3037.5 cps.
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B +MS2 (167.00) CE (25): Exp 3, 4.461 to 5.219 min from Sample 19 (Amostra_40_MS2... Max. 7.5e4 cps.
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Figura C.3 - Espectro de massas para siringaldeido (m/z 181), amostra de fermentacéo,
tempo O h - A; seu produto de oxidagdo &cido siringico (m/z 197), amostra de
fermentagdo, tempo 6 h — B; seu produto de reducdo alcool siringilico, ap6s perda de
agua para estabilizagéo do ion (m/z 167), lido no modo positivo de ionizagdo, amostra de
fermentacéo, tempo 0 h — C.
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C.4 — Composto modelo acido p-hidroxibenzoico
B _MS2 (137.00) CE (-25): 5.796 to 6.700 min from Sample 19 (Amostra_53) of Hidroxib... Max. 7.4e5 cps.
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Figura C.4 - Espectro de massas para o acido p-hidroxibenzoico (m/z 131), amostra de
fermentagéo, tempo 0 h. N&o foram encontrados produtos de biotransformacéo.

C.5 - Composto modelo &cido vanilico
B -MS2 (167.00) CE (-25): 7.353 to 7.889 min from Sample 19 (Amostra_71) of Acido_v... Max. 1.1e5 cps.
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Figura C.5 - Espectro de massas para o0 acido vanilico (m/z 167), amostra de
fermentacédo, tempo 0 h. Nao foram encontrados produtos de biotransformacéo.



C.6 — Composto modelo acido siringico

B _-MS2 (197.00) CE (-25): 8.157 to 8.627 min from Sample 19 (Amostra_86_MS2) of Ac...
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Figura C.6 - Espectro de massas para o acido siringico (m/z 197), amostra de
fermentacéo, tempo 0 h. Nado foram encontrados produtos de biotransformacéao.

C.7 — Composto modelo acido cumarico

B -MS2 (163.00) CE (-25): 15.461 to 16.131 min from Sample 17 (Amostra_101_MS2) o...
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Figura C.7 - Espectro de massas para o acido cumarico (m/z 163), amostra de
fermentacédo, tempo 0 h. N&do foram encontrados produtos de biotransformacéao.
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C.8 — Composto modelo acido ferulico

B -MS2 (193.00) CE (-25): 20.822 to 21.966 min from Sample 17 (Amostra_116_MS2) o... Max. 2.5e4 cps.

2504 134.0

2.4e4+
2.2e4+
2.0e4+
1.8e4-
1.6e4+
1.4e4+

1.2e4+

Intensity, cps

1.0e4-
8000.0+

6000.0 193.0

178.0
4000.0+

2000.0- 117.0 149.1

oor 83.0 | 136.8
50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240
m/z, Da

Figura C.8 - Espectro de massas para o &cido ferdlico (m/z 193), amostra de
fermentagéo, tempo 0 h. N&o foram encontrados produtos de biotransformacéo.



