Universidade de Sao Paulo
Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”

Efeito protetor da silica ativada na adaptacéo de Saccharomyces cerevisiae
em fermentacdes com altos teores alcodlicos

Matheus Ribeiro Barbosa Oliveira

Dissertacdo apresentada para obtenc¢do do titulo de Mestre
em Ciéncias. Area de concentracdo: Microbiologia
Agricola

Piracicaba
2020



Matheus Ribeiro Barbosa Oliveira
Bacharel em Biotecnologia

Efeito protetor da silica ativada na adaptacdo de Saccharomyces cerevisiae em

fermentac6es com altos teores alcodlicos
versdo revisada de acordo com a resolucdo CoPGr 6018 de 2011

Orientador:
Prof. Dr. LUIZ CARLOS BASSO

Dissertagdo apresentada para obtencdo do titulo de Mestre
em Ciéncias. Area de concentracdo: Microbiologia
Agricola

Piracicaba
2020



Dados Internacionais de Catalogacao na Publicacao
DIVISAO DE BIBLIOTECA — DIBD/ESALQ/USP

Oliveira, Matheus Ribeiro Barbosa

Efeito protetor da silica ativada na adaptagdo de Saccharomyces
cerevisiae em fermentagdes com altos teores alcodlicos/ Matheus Ribeiro
Barbosa Oliveira. - - versao revisada de acordo com a resolugdo CoPGr 6018
de 2011. - - Piracicaba, 2020.

89 p.

Dissertacédo (Mestrado) - - USP / Escola Superior de Agricultura “Luiz de
Queiroz”.

1. Estresse osmdtico 2. Ethanol Red® 3. Levedura 4. Reciclo celular 5. Y
904 1. Titulo



AGRADECIMENTOS
Agradeco a Deus, por me permitir realizar esse sonho.

Aos meus pais, Marcelo e Luciana, por sempre me apoiarem, incentivando-me a buscar meus

sonhos e nunca deixando de acreditar em mim.
A minha irm4 Clara pela amizade.
A toda minha familia, por acreditarem em mim e incentivarem meus estudos.

Ao Engenheiro Agronomo Dr. Horst Bremer Neto pelos ensinamentos, amizade e por incentivar

a buscar meus sonhos.
Ao orientador Prof. Dr. Luiz Carlos Basso pela orientagéo e ensinamentos.

Ao Prof. Dr. Antonio Sampaio Baptista, pelos ensinamentos, compreensdo, paciéncia e

conselhos que contribuiram para 0 meu crescimento profissional.

Ao pessoal do laboratério, em especial, Ana Paula, Ricardo, Tamires, Gabriela, Eric, Rubens,
Laysa, Bianca, Eduardo, Vitor Hugo, Maria Carolina, Helenilda, Layna, Rafael e Victor Alves,

gue me acolheram e ajudaram durante o curso de mestrado.

A todos os integrantes do grupo GTSBio pela ajuda e comprometimento.

A equipe técnica do laboratério, Pedrinho, Silvino e Rose, pela ajuda e ensinamentos.
A Usina Granelli pela concessdo do material utilizado nesse estudo.

A Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” e ao programa de Pés-Graduagio em

Microbiologia Agricola, pela oportunidade concedida.

A CAPES (Coordenagio de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior) pela bolsa de

estudos concedida.

A todos aqueles que de alguma maneira contribuiram com a realizacéo desse trabalho.



SUMARIO

RESUMO ...ttt sttt sttt ettt e e et se s b et e st ssesse st esesbeseseabesseneenessensan 7
YN S I 2 ¥ N O RS 8
LISTA DE FIGURAS ... .ottt ettt sttt se st s enesbe e eneesennan 9
LISTA DE TABELAS ...ttt ettt ettt tte e et e e st e e st e e s te e e s sae e e ssaeeennaeeennseeennns 12
1 INTRODUGAO ...ttt e es s s sas s ss e 13
2 OBUIETIVOS ...ttt sttt ettt ettt e st ss et e e eseste st eseesesbensenesseneas 15
3 REVISAO DE LITERATURA . ...ttt eee e ees et s s ees s een s eenesaees 17
3.1  Processo de producao do €tanOl .........c.cceevueeiiiieeiieiecee e 17
3.2 Fermentagdo alCOONICA. ... ..coveuiriiieiieieieeere e 18
3.3  Fermentacdo com alto teor alCOOIICO. .......cceeviiierieeeeeceee e 19
3.4 Fatores que afetam a fermentagao alcoOliCa.........ccevvreruerieirenieeeeeee e 20
3.4.1  Microrganismos CONtAMINANTES .........cceevveeeerreerieeeeseesreetesreesreeaesee e eaesreees 21
4.2 TEMPEIALUIA ...ttt ettt st sa et sbe et s sbe bt e esaeens 22
B PH e 23
344 PreSSA0 OSIMOLICA.......ccoverierierieriesiesieeteeieetetete e steste e sbeste et eeeeenaesbestesaessesseens 23
345 ELANON . 24

3.5 Metabdlito indicativo de estresse - GHCErOl..........coovereririninieeeeee e 26
3.6 Efeito da silica em MiCrorganiSmOS .........ccceeveeeerieriesesieseseeeeeeeeseesse e e e eseeseas 27
3.7  Adaptacdo da levedura em condicOes de ESLrESSE ......cccuevreervereereereeeesieeie e 29

4 RESULTADO E DISCUSSAO .......cmiuuirriireeeneeneeseessssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssaes 39

41 Artigo 1- FERMENTACOES COM ALTOS TEORES ALCOOLICOS
UTILIZANDO SACCHAROMYCES CEREVISIAE Y904 EM MEIO SUPLEMENTADO

COM SILICA ATIVADA ...ttt 39
RESUMO ..ottt s s s s ss s ses e 39
ABSTRACT ...ttt ettt et s s s s saeres 40
INTRODUGAO ..ottt se s sesanessans 41
MATERIAL E METODOS ......oooveieeeeeeeeeeeeeeeseee et saesaesaes s sssssss s sassass s sannens 42

Y0 01511 - (RO TRURSSSN 42

I L 01 (0 1RSI 42

Conducao dos ensaios de TErmMeNtaCa0.........ccvevereerierieseese et eeas 43



ViaDiidade CEIUIAT .........oeieeee ettt s 44
BIOMASSA CEIUIAN ...t sttt s sae e 44
Determinacgdo de acucares totais € gliCerol.........oovviiiieiieiecieeeeceee e 44
DeterminaGdo do TeOr AICOONICO. ......coueuiriieieieriee e e 45
Rendimento FErMENTAtIVO ........cocuoiiiirieiiere ettt et s 45
Produtividade de fErmMENtaCAD. ........ccuevuertirerieiert ettt 45
RESULTADOS E DISCUSSAOQ .....oooveeeveeeeeeeeeteetese et sesassae s sesseses s sessesas s sassssanens 46
ViaDIidade CEIUIAT ......c..ieeeeee ettt s 46
BIOMASSA CEIUIAT ...ttt st st eneas 48
Acucares redutores totais reSIAUAIS .........evrerrerieirerieieeriee ettt 51
(©] [ TT=] (0| SRS 52
BLIE=T0] =1 [odoTo ] T IO OO 54
Rendimento TErMENTALIVO .......ocveeiiiieiece et s 56
Produtividade de fermentaCao.........ccuecueeieiieiieeieseese ettt 58
CONCLUSAD. ...ttt ettt sttt 60
REFERENCIAS ..ottt sss sttt ss sttt ss st 60

4.2  ARTIGO 2 - EFEITO PROTETOR DA SILICA ATIVADA NA ADAPTACAO DE
SACCHAROMYCES CEREVISIAE ETHANOL RED® EM FERMENTACOES COM

ALTOS TEORES ALCOOLICOS ...ttt sesessessssas s sses s sessasssassanes 65
RESUMO ...ttt sttt sttt s e st e e e st e be b e e ebesbe e enesaenean 65
ABSTRACT ..ttt sttt st e et e s b e st et e s b e e e s e sseseseesessassesestenseneesensens 65
INTRODUGAO. ..ottt e st sa s s eessssnesseens 66
MATERIAL E METODOS. .....couieuimeereeeeeseeseessesseseseesssssessssssssssssssesssssssssssssssssssessesssesssssns 67

Local de realizaGao da PESOUISA......cueeverriertieieereeieeteseesteetesteesteeaesseesseesessaesseessesssesseensens 67

SUDSIIALO ...ttt ettt s b e bbbttt et b e bbb e reeas 67

TTATAMENTOS ...ttt ettt ettt e s ae e et e e s st e e be e saeeebeesaeeebeesaeeenne 68

Conducao dos ensaios de FErMENTACAD ........ccevveeeeereerieeieceer et 69

Viabiidade CEIUIAT .........oeieee e e 70

BIOMASSA CEIUIAT ...ttt bbb 71

Determinacgdo de agucares totais € GlCErol........coovveeiiieiiereeceseee e 71

Determinagdo do TeOr AICOOIICO.......cuevieiieieceee ettt eae s 71

RENAIMENTO TEIMEBNTALIVO ... eeenemneeeennenesennnnnn 72



Produtividade de fEermMeNntagao ..........ceeeeeieieriererereete e 72
RESULTADOS E DISCUSSAD ..ot isesisssss st s ssssssssssssssssssssssssssans 72
Viabilidade CEIUIAT .......c.ooieieee ettt s 72
BIOMASSA CEIUIAN.......eoeieieeeee ettt s nae e 75
ACUCAreS reAULOIES TOTAIS. ... ccueeveiiesieeieeiesteete st et te et e e et e s e e e b e e e e sreesteeaaesseeseessasseenes 76
(€] 1 TT=] o RSP UTURRPRRRN 77
TEOM AICOOTICO ...ttt s b e sttt et et et st besaeens 79
Rendimento fErMENTALIVO .....c..eovieieieeee e 81
Produtividade de fermentagao ..........ccueeeeiuieiieiieseeeeeee e 82
CONCLUSAO ..ottt sttt st 84
REFERENCIAS ...ttt sttt sttt sttt 84

B CONCLUSAOD ..ot e e et e s e e e e e s et e e e s e s e s as e e et e s e s es e e es e s eseseserennanene 89



RESUMO

Efeito protetor da silica ativada na adaptagdo de Saccharomyces cerevisiae em
fermentac6es com altos teores alcodlicos

A fermentagdo com alto teor alcoolico foi introduzida na industria cervejeira na década
de 80. Posteriormente, na década de 90, foi proposta a “Very High Gravity fermentation
(VHG)” na industria alcooleira. A VHG € uma tecnologia de fermentacdo com base na
tolerancia da levedura as altas concentragdes de etanol no meio. Esta tecnologia utiliza mostos
com concentragBes de aglicares redutores totais maiores do que 25 % (m v1), com a finalidade
de obter vinhos com teores alcodlicos maiores do que 15% (v v1). A fermentagdo com alto teor
alcodlico visa diminuir o volume de vinhaga, reduzir o consumo de energia, aumentar a
producdo de etanol por unidade de volume do biorreator. Por consequéncia, apresenta inumeras
vantagens técnicas, econdmicas e ambientais. Na busca por alternativas para aperfeigoar o
processo de producdo do etanol no pais o presente trabalho visa contribuir com o avanco do
setor sucroenergético, através de estudos sobre leveduras adaptadas e aptas para serem
empregadas na fermentacdo com alto teor alcéolico. O objetivo deste trabalho foi investigar o
efeito da silica ativada () sobre a levedura Saccharomyces cerevisiae em fermentacdes com
altos teores alcodlicos. Para tal, foram realizadas fermentaces com alto teor alcodlico
utilizando a levedura Saccharomyces cerevisiae, das linhagens Y 904 e Ethanol Red® em meios
suplementados com silica ). No estudo foi possivel concluir que a silica ) minimizou os
efeitos causados (reducdo de viabilidade e biomassa celular) pela alta concentracdo de etanol
no meio sobre a levedura Saccharomyces cerevisiae Y 904, porém a linhagem néo se adaptou
as condicdes de alto teor alcodlico com o decorrer dos 5 ciclos fermentativos. Ja no ensaio com
a levedura Saccharomyces cerevisiae Ethanol Red® a silica ©, nas concentragdes de 100 e 300
mg L%, proporcionou efeito protetor sobre as células das leveduras, sendo possivel a adaptacdo
da levedura em fermentacGes com altos teores alcodlicos. Ao longo dos 5 ciclos fermentativos,
as fermentagGes submetidas ao tratamento com silica ™ 300 mg L™ se destacaram dos demais
tratamentos apresentando viabilidade celular entre 77,5 a 81,5%, producdo de biomassa entre
8,1a10,0 g L%, rendimento de fermentagdo entre 90,0 a 95,3 % e produtividade fermentativa
entre 7,3 a 10,9 mL L™ h 1. Conclui-se que a silica ativada ), pode contribuir com o aumento
da tolerancia de leveduras da espécie Saccharomyces cerevisiae em fermentacGes com altos
teores alcoolicos. Contudo, a resposta aos efeitos positivos da silica ativada dependem das
linhagens de leveduras que sdo utilizadas.

Palavras-chaves: Estresse osmético, Ethanol Red®, Levedura,Reciclo celular, Y 904



ABSTRACT

Protective effect of activated silica on the adaptation of Saccharomyces cerevisiae in very

high gravity fermentation

High alcohol fermentation was introduced in the beer industry in the 1980s. Later, in
the 1990s, “Very High Gravity Fermentation (VHG)” was proposed in the alcohol industry.
VHG is a fermentation technology based on the tolerance of yeast to high concentrations of
ethanol. This technology uses wort with concentrations of total reducing sugars greater than
25% (m v1), in order to obtain wines with alcoholic contents above 15% (v v'). Very High
Gravity Fermentation aims to decrease the volume of vinasse, reduce energy consumption,
increase ethanol production per unit volume of the bioreactor. Consequently, it has numerous
technical, economic and environmental advantages. In the search for alternatives to improve
the ethanol production process in the country, the present work aims to contribute to the
advancement of the sugar-energy sector, contributing to studies on adapted and suitable yeasts
to be used Very High Gravity Fermentation. The purpose of this work was to carry out a study
on the effect of activated silica ™ on the yeast Saccharomyces cerevisiae in fermentations with
high alcoholic levels. Thus, Very High Gravity Fermentation were carried out using the yeast
Saccharomyces cerevisiae, strain Y 904 and Ethanol Red® in medium supplemented with silica
™), In the study, it was possible to conclude that the silica ¢ minimized the effects caused
(reduction of viability and cell biomass) by the high concentration of ethanol in the medium on
the yeast Saccharomyces cerevisiae Y 904, however the strain did not adapt to the conditions
of high alcohol content over the course of the 5 fermentative cycles. In the study with the yeast
Saccharomyces cerevisiae Ethanol Red®, silica ™) with the following concentrations 100 and
300 mg L provided a protective effect on yeast, allowing the adaptation of yeast in Very High
Gravity Fermentation. Over the 5 fermentative cycles, the fermentations submitted to the
treatment with silica™ 300 mg L™ stood out from the other treatments presenting cell viability
between 77,5 to 81,5%, biomass production between 8.1 to 10.0 g L™, yield between 90.0 to
95.3% and fermentative productivity between 7.3 to 10.9 mL L h. In conclusion, silica ¢
can contribute to the increased tolerance of yeasts of the species Saccharomyces cerevisiae in
very high gravity fermentation. However, the response to the positive effects of silica *)
depends on the yeast strains that are used.

Keywords: Osmotic stress, Ethanol Red®, Yeast, Cell recycling, Y 904
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1 INTRODUCAO

O Brasil é o maior produtor de cana-de-agucar e segundo maior produtor de etanol no
mundo. O que torna o pais um dos principais produtores e exportadores de etanol é a presenca
de grandes areas cultivaveis, assim como o clima favoravel. De acordo com a Unido da indUstria
de cana de acglcar (UNICA, 2020), foram produzidos no Brasil na safra de 2019/20 642,67
milhGes de toneladas de cana-de-acUcar e 35,95 bilhdes de litros de etanol.

O processamento da cana-de-acUcar para obtencdo de alcool gera varios subprodutos ou
residuos, como por exemplo: 0 bagaco, a torta de filtro e a vinhaca. O aproveitamento destes
residuos atua diretamente na reducdo do custo do produto final, representando um importante
passo para aumentar a eficiéncia global da usina (CASTRO, 2013).

A vinhaca é um residuo utilizado na fertirrigacdo nas lavouras de cana-de-agucar das
usinas, visto que, as suas caracteristicas fisico-quimicas, a condiciona ser empregada como
fertilizante. No entanto, a vinhaga pode apresentar alto poder poluidor, uma vez que, apresenta
elevada carga de matéria organica e elevada concentracéo de sais e acidos organicos (CORTEZ,
2014). Em geral, para cada litro de etanol produzido sdo gerados até 14 litros de vinhaca
(ORTEGON et al., 2016). Sendo assim, é possivel estimar que na safra 2019/20 foram
produzidos aproximadamente 503 bilhdes de litros de vinhaga no Brasil.

A fermentacdo com alto teor alcodlico é uma tecnologia que visa diminuir o volume de
vinhaca, aumentar a producao de etanol e apresenta inimeras vantagens técnicas, econémicas
e ambientais. Os principais beneficios observados da fermentacdo com altos teores alcoolicos
com reciclo celular na producéo de etanol sdo: a redugédo do volume de vinhaga, economia com
transporte da mesma até as areas de fertirrigacdo, economia de energia (vapor) que pode ser
empregada para cogeracdo de energia elétrica, economia de insumos (&cido sulfirico e
antibacterianos), economia de agua circulando no processo e redu¢do do nimero de centrifugas
(THOMAS et al., 1996; AMORIN et al., 2010).

Na busca por alternativas para aperfeicoar o processo de producgéo de etanol no pais, esta
pesquisa teve por objetivo contribuir com o0 avanco do setor sucroenergético, atraves de estudos
sobre leveduras adaptadas e aptas para serem empregadas na fermentacdo com alto teor

alcodlico.
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2 OBJETIVOS

Investigar a adaptacdo da levedura Saccharomyces cerevisiae, linhagensY904 e Ethanol
Red®, para realizar fermentages com altos teores alcoolicos;

Verificar o efeito protetor da silica ativada na adaptacdo de leveduras as fermentacGes
com altos teores alcoolicos;

Investigar o rendimento e a produtividade de fermentacdes alcodlicas, conduzidas com o
uso das leveduras Y904 e Ethanol Red® adaptadas as fermentacdes com alto teor de aglicar no

mosto.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Processo de producéo do etanol

Nos ultimos anos tém ocorrido alteracdes climaticas ao redor do mundo, sendo que, 0
principal motivo dessas mudancas climaticas esta ligado a emissdo de gases de efeito estufa na
atmosfera através da queima de combustiveis fésseis (ROCHA; BUCKERIDGE, 2009). Uma
alternativa para minimizar os efeitos ambientais desses poluentes e a0 mesmo tempo aumentar
a producdo de energia no pais é a utilizagdo dos biocombustiveis (HAHN-HAGERDAL et al.,
2006). O etanol é um dos principais biocombustiveis que se destaca no cenario econdémico
mundial. Este biocombustivel se caracteriza por ser um produto renovavel e economicamente
viavel, sendo produzido através da fermentacdo de materiais organicos (principalmente cana-
de-agtcar e milho (CARDONA; SANCHEZ, 2007; ARGUESO et al., 2009). O etanol ¢
empregado no Brasil como combustivel automotivo de duas maneiras: como etanol hidratado
em veiculos a alcool ou Flex-Fuel (hidratado), ou como etanol anidro onde é misturado com a
gasolina (CARDOSO, 2006).

O processo de producdo do etanol é iniciado com a recepcdo e moagem da cana-de-
acucar, onde o caldo é separado do bagaco (fibras). No pais, a extracdo do caldo é realizada a
partir da extracdo do caldo sobre pressdo de rolos, montados em conjuntos com quatro a sete
sucessivos ternos de moenda. O caldo é tratado quimicamente (caleagem), aquecido e
decantado, onde as impurezas sdo retiradas. Em seguida o caldo é evaporado para que a
concentracdo de acucar seja ajustada e este € misturado com o melago o que origina 0 mosto
que sera fermentado. Na dorna de fermentacdo, 0 mosto € adicionado junto com as leveduras
(Saccharomyces cerevisiae), para dar inicio a fermentacdo, a qual dura em média entre 8-12
horas, onde o produto final é o vinho a uma concentracdo entre 7% a 10% de alcool
(BNDES/CGEE, 2008).

No Brasil, o processo de fermentacdo mais utilizado é o Melle-Boinot, no qual as
leveduras séo recuperadas mediante a centrifugacdo e tratadas para serem reutilizadas no
processo fermentativo. Enquanto, o vinho é enviado para destilaria, onde o etanol é recuperado
na forma hidratada com 96° GL. O etanol hidratado é enviado para a coluna de desidratacéo,
onde o ciclohexano ¢ adicionado e o produto final é o etanol anidro 99,7° GL (BNDES/CGEE,

2008). A producdo de etanol a partir de cana-de-agucar pode ser ilustrada na Figura 1.
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Figura 1. Fluxograma da producdo de etanol nas usinas de cana-de-agucar.

3.2 Fermentacao alcodlica

A fermentacdo alcodlica ocorre no interior de microrganismos capazes de converterem
acucares em etanol, através de uma série de reacdes bioguimicas. A levedura mais comumente
utilizada na fermentacéo alcodlica € a Saccharomyces cerevisiae (ZHAO; BAI, 2009). Entre os
acucares fermentesciveis pelas leveduras estdo os monossacarideos glicose, frutose, manose e
galactose, bem como os dissacarideos maltose e sacarose e o0s trissacarideos rafinose e
maltotriose (RUSSELL, 2003). A principal via metabdlica envolvida na producéo do etanol em
leveduras € a via glicolitica, em que para cada molécula de glicose metabolizada, duas
moléculas de piruvato séo produzidas no citoplasma da célula (BAI et al., 2008). As leveduras
sdo microrganismos anaerobios facultativos, ou seja, sdo capazes de crescerem na presenca ou
na auséncia de oxigénio. Na presenca de oxigénio e baixa concentragdo de agucar, pouco ou
nenhum etanol é produzido e a levedura segue a fosforilagdo oxidativa (respiracdo aerdbia),
utilizando o oxigénio como aceptor final de elétrons. Entretanto, na auséncia de oxigénio

(anaerobiose) ou alta concentracdo de glicose, o etanol é o principal produto final. A levedura
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Saccharomyces cerevisiae pode, portanto, alternar da respiracdo para fermentacdo alcoodlica.
Em condicgdes anaerdbias o piruvato é reduzido a etanol com a liberagcdo de CO,. Teoricamente,
pode ser obtido até 51,1 g de etanol e 48,9 g de CO., em relacéo a 1 Mol de glicose metabolizado
e ainda séo produzidos na glicdlise dois moles de ATP (adenosina trifosfato), usados para a
manutencdo energética das células. Segundo alguns pesquisadores (LIMA; BASSO;
AMORIM, 2001) as condi¢des 6timas de trabalho para a Saccharomyces cerevisiae sdo:
temperatura na faixa de 26-35°C, com média de 30°C; pH entre 4 e 5. Além disso, sdo altamente

toleraveis ao produto formado.

Ao final da fermentacdo sdo formados alguns subprodutos, tais como glicerol, acidos
organicos e alcoois superiores. Esses sdao produzidos em pequena quantidade em relacdo a
quantidade de etanol. A producdo desses subprodutos, bem como o crescimento e manutengéo
celular, direciona intermediérios da via glicolitica para as vias metabdlicas correspondentes,
diminuindo a producdo de etanol. (INGLEDEW, 1999). O glicerol é um subproduto da
fermentacdo alcodlica, com o papel de manter o balanco redox no citosol da célula,
especialmente em condigdes anaerdbias, compensando reacdes celulares que produzem NADH
(VAN DIJKEN; SCHEFFERS, 1986).

3.3 Fermentacao com alto teor alcodlico

A fermentacdo com alto teor alcodlico foi introduzida na industria cervejeira na década
de 80 (THOMAS et al., 1996). Posteriormente, na década de 90, foi proposta a “Very High
Gravity fermentation (VHG)” na industria alcooleira. A VHG é uma tecnologia de fermentacéo
com base na tolerancia da levedura as altas concentracdes de etanol. Esta tecnologia utiliza
mostos com concentragdes de aglicares redutores totais maiores do que 25 % (m m™), com a
finalidade de obter vinhos com teores alcodlicos maiores que 15% (v v') (NUANPENG et al.,
2011; SRIDEE et al., 2011).

A integridade das células das leveduras é afetada quando submetida a alta tensdo de
osmolaridade no inicio da fermentacdo, cujos niveis de acucar estdo elevados no meio. As
leveduras também sofrem com os efeitos proporcionados pelos altos teores de etanol no final
da fermentacdo. Estes estresses osmoticos ocorridos durante a fermentacdo com alto teor
alcoolico reduzem o crescimento e aumenta a perda de viabilidade celular. O éxito da
fermentagdo VHG, depende da capacidade da levedura em se adaptar as condiges de alta

concentracdo de acucar e alta concentragdo de etanol, sendo assim, é necessario compreender
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0s mecanismos de adaptacdo da levedura as condi¢des desfavoraveis (PULIGUNDLA et al.,
2011; THOMAS, 1994). Diversos estudos tém sido realizados a fim de minimizar os estresses
ao qual as leveduras sdo submetidas evitando assim fermentacGes incompletas e lentas. Desta
forma, os agentes osmoprotetores como: ergosterol, &cido oleico, 6leos vegetais, leite em pd
desnatado, quitina, polissacarideos e suplementacdo de micélio fingico foram estudados e tém
demonstrado promover beneficios a levedura (REDDY; REDDY, 2005).

A fermentacao com alto teor alcoolico desperta grande interesse econdmico e ambiental.
O grande atrativo por esta tecnologia consiste na reducdo dos custos na producao de etanol,
sendo possivel destacar: reducdo com os custos de médo de obra e energia por litro de etanol
produzido, o menor consumo de &gua na destilacdo, reducdo na sobrevivéncia e proliferagdo de
contaminantes, etc (THOMAS et al., 1996). De acordo com PULIGUNDLA et al. (2011), 30%
dos custos do processo de producdo do etanol se encontra na destilacdo. Apesar de todas as
vantagens destacadas, o processo fermentativo com alto teor alcodlico apresenta alguns
desafios a serem superados. Estes sdo: as leveduras disponiveis no mercado apresentam
limitada toleréncia as altas concentracdes de etanol, 0s severos estresses impostos na VHG,
devido a forte inibicdo do etanol durante o estagio de producdo (BASSO et al., 2003, BAI et al,
2004).

3.4 Fatores que afetam a fermentacdo alcodlica

Durante a fermentacdo alguns fatores podem afetar a fermentacdo alcodlica como:
microrganismos contaminantes, temperatura, pH, presssao osmotica e etanol (BAl et al., 2008).

Os efeitos que afetam a fermentacao alcodlica podem ser observados na Figura 2.
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Figura 2. Principais fatores que podem afetara levedura durante a fermentacdo com alto teor
alcodlico.

3.4.1 Microrganismos contaminantes

A presenca de microrganismos de diversas espécies de bactérias e fungos é algo ja
evidenciado desde o crescimento da cana-de-agUcar no campo até a chegada na industria.
(ALTHERTUM et al., 1984).

A contaminacdo por microrganismos é algo inegavel na industria, sendo que as
contaminagdes encontradas no caldo fermentativo s&o oriundas da falta de cuidados assépticos
nas diversas etapas deste processo. E possivel destacar algumas etapas como: a colheita, o
transporte, a entrega e 0 processamento da cana-de-actcar (SOLOMON, 2009). Dentre os
géneros de bactérias mais comumente encontradas sdo: Flavobacterium, Xanthomonas,
Pseudomonas, Enterobacter, Erwinia, Leuconostoc, Bacillus, Lactobacillus e
Corynebacterium. Ja os fungos mais comuns encontrados sdo: Candida, Saccharomyces,
Torula e Pichia (GALLO, 1989).

A presenca de microrganismos contaminantes no processo fermentativo proporciona
uma serie de problemas para a industria como: o consumo do substrato (aglcares, compostos

nitrogenados); liberacdo de diversos metabdlitos tdxicos para a levedura e a inducdo da
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floculacéo das leveduras; reducdo da eficiéncia fermentativa e menor producdo de etanol.
(BASSO et al., 2011).

Para minimizar os efeitos dos microrganismos contaminantes encontrados no processo
fermentativo algumas medidas podem ser adotadas: maior controle asséptico dos processos de
colheita, transporte e moagem da cana-de-agucar; maior rigor no controle da &gua utilizada no
processo; controle de fatores como temperatura, pH no mosto, utilizagdo de antibidticos e
antisséepticos e utilizacdo de linhagens mais competitivas que as leveduras selvagens.
(CECCATO-ANTONINI; SILVA, 1998; LIMA; BASSO; AMORIM, 2001).

3.4.2 Temperatura

A temperatura é um fator importante a ser controlado durante a fermentacéo alcodlica,
uma vez que, essa pode afetar o crescimento celular e as atividades metabolicas da levedura.
Assim como todos 0s microrganismos, a levedura possui temperatura minima, étima e maxima
de crescimento. Sendo assim, para que haja a conversdo do agucar em etanol é necessario que
a fermentacéo seja conduzida na faixa de temperatura ideal de trabalho da levedura (WALKER,
1998). De acordo com LIMA; BASSO; AMORIM, (2001) as condicdes de temperaturas 6timas
de trabalho para a Saccharomyces cerevisiae séo na faixa de 26-35°C

Na fermentacdo alcodlica é de interesse da usina que as leveduras possam trabalhar
em temperaturas mais elevadas (acima de 35°C) com sucesso, a fim de diminuir o custo de
producédo. As vantagens de realizar o processo fermentativo em alta temperatura sdo: redugéo
nos custos de resfriamento e a facil recuperacdo do etanol (SREE et al.,2000). No entanto, as
fermentac@es alcoolicas conduzidas em temperaturas acima de 35°C favorecem o crescimento
celular das bactérias contaminantes e também proporcionam reduc¢édo na viabilidade celular da
levedura (TORIJA et al., 2003). As alteracdes observadas na levedura devido ao efeito das altas
temperaturas sdo desnaturacdo de proteinas, aumento do influxo de prétons, aumento do teor
de proteinas de choque-térmico (HSPS), acumulo de trealose e dos niveis de ergosterol nas
membranas (ATTFIELD, 1987; ALDIGUIER et al., 2004; DOGAN et al., 2014).

Estudos mostraram que a condugéo da fermentacdo em elevadas concentragdes de
etanol e altas temperaturas proporciona um sinergismo entre esses dois fatores que potencializa
o efeito estressante sobre a levedura (ALDIGUIER et al., 2004; DOGAN et al., 2014). Desta

maneira, em fermentacdo com alto teor alcodlico é necessario diminuir a temperatura (30°C)
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para evitar a queda da viabilidade celular e manter os niveis de producéo elevados (LALUCE
et al. 2009; BARBOSA, 2013).

343 pH

A concentracdo de H presente no meio fermentativo influencia principalmente a
permeabilidade da membrana plasmatica para alguns nutrientes essenciais as leveduras, sendo
assim, é necessario controlar o valor do pH do mosto (ZABED et al., 2014). De acordo com
LIMA; BASSO; AMORIM, (2001), a faixa de pH dos mostos industriais se encontram entre
4,5 a 5,5. Na industria, ¢ comum realizar o tratamento acido durante o reciclo celular, com o
objetivo de eliminar microrganismos contaminantes. No entanto, o tratamento acido provoca
lixiviagdo de nutrientes tais como, N, P e K da levedura e proporciona a acidificacdo
citoplasmatica celular (LIMA; BASSO; AMORIM, 2001). Para minimizar o efeito da alta
concentracdo de H* intracelular, a levedura precisa gastar mais energia (ATP) para bombear o

H* para o meio extracelular (BAl et al., 2008).

Outro fator que potencializa a acidificacdo intracelular na levedura, é a presenca de
acidos organicos fracos no meio (acético, latico, piravico e succinico). Quando o pH do meio
fermentativo é baixo, os acidos organicos adquirem uma forma protonada que permitem estes
atravessarem a membrana plasmatica com maior facilidade. Dentro do citoplasma da levedura
o0s acidos organicos se dissociam liberando prétons e anions acidificando a célula. A levedura
pode liberar os acidos organicos para o exterior celular a custo de ATP, no entanto, os anions
podem reassociar com 0s protons no meio extracelular e difundir na membrana plasmatica
novamente. 1sso proporciona um gasto dispendioso de energia para manter a homeostase celular
(ORW et al., 2011).

3.4.4 Pressdo osmotica

O fendmeno de osmose € a passagem espontanea de um solvente de um meio menos
concentrado para outro mais concentrado, através de uma membrana semipermeavel, até atingir
o equilibrio. A pressao osmotica é a pressao que deve ser aplicada no sistema para evitar o fluxo
do solvente puro. (JOHN et al., 2012).
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O efeito do estresse osmatico ocorre na membrana plasmatica e atua diretamente sobre
0 equilibrio homeostatico da levedura. Em ambiente com alta osmolaridade, a levedura tende a
perder 4gua para o meio, levando a um processo de desidratacao celular (MAGER; SIDERIUS,
2002). Para minimizar esse efeito, a levedura bloqueia o crescimento celular e aumenta a
producdo de glicerol no citoplasma. Os principais efeitos do aumento da pressdo osmética sobre
a levedura é a diminuicgéo da sua viabilidade celular e reducéo de tamanho da célula (PARMAR
etal., 2011).

O estresse osmotico pode ainda ser potencializado por altas temperaturas e etanol,
atuando de forma sinérgica sobre a membrana plasmaética da levedura. A alta pressdo osmotica
do meio pode também aumentar a toxicidade do &cido latico, que inibe o crescimento da
Saccharomyces cerevisiae (GRAVES et al., 2006).

Uma maneira para ampliar a captacdo de nutrientes essenciais e fortalecer a resposta ao
estresse osmatico de acordo com diversos estudos € a suplementacdo do meio com diversos
materiais particulados, tais como: ergosterol, Oleos insaturados e fontes nitrogenadas
(THOMAS et al.,1994; PARMAR et al., 2011).

3.4.5 Etanol

O etanol é um agente que pode causar efeitos toxicos sobre as células das leveduras
quando presente em altas concentracbes (ANSANAY-GALEOTE et al., 2001). Quando a
levedura é exposta a este estresse 0 seu estado fisiologico é alterado (ALEXANDRE;
CHARPENTIER, 1998). Os efeitos que a alta concentracdo de etanol causam na levedura

podem ser observados na Figura 3.
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Figura 3. Principais efeitos causados na levedura Saccharomyces cerevisiae devido alta
concentracdo de etanol no meio. O etanol diminui o pH citosolico, sendo assim, a levedura
aumenta a expressdao dos genes Pmal e Pma2, que codificam a enzima ATPase, no qual, é
responsavel por equilibrar o pH interno usando ATP. A deplecdo do nivel de ATP inibe a
atividade metabdlica na célula. A alta concentracdo de etanol induz o acimulo de ROS no
citoplasma, causando danos ao DNA. O etanol também €é responsavel por desnaturar as
principais enzimas da via glicolitica (piruvato quinase e hexoquinase) causando reducédo da
atividade metabdlica na levedura.

Fonte: DOGAN et al., 2014(Adaptado).

Inicialmente, o etanol forma pontes de hidrogénio com os grupos polares dos
fosfolipidios presentes na membrana, afetando a tensao superficial na interface lipidica-agua,
induzindo a desidratacao da célula (ARATONO et al., 1997). Essas alteracdes nos fosfolipidios
e nos acidos graxos insaturados interfere na integridade da membrana e promove o0 aumento na
permeabilidade e fluidez de alguns ions (principalmente H"). Como consequéncia, ocorre a
dissipacdo do gradiente eletroquimico através da membrana diminuindo o pH intracelular
(BAYROCK; INGLEDEW, 2001). Ocorrendo a acidificagdo no interior da célula, a levedura
busca minimizar esse efeito aumentando os niveis de expressdo dos genes PMAL e PMA2 que
codificam a ATPase. Essa enzima auxilia no transporte de protons atraves da membrana

vacuolar consumindo ATP, de modo a neutralizar o meio intraceluar (STEVENS;
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FORGAC,1998; INOUE et al., 2005). Devido ao gasto ATP para manter a homeostase da

membrana plasmética a atividade metabolica na célula serd reduzida (DOGAN et al., 2014).

Quando presente em altas concentragdes na célula, o etanol causa alteragdes
conformacionais nas proteinas, promovendo a desnaturacao e disfungéo das principais enzimas
da via glicolitica (piruvato quinase e hexoquinase), causando reducdo da atividade
metabdlicana levedura (MILLAR et al., 1982; MA,; LIU, 2010).

Outro efeito do etanol na levedura observado por DU; TAKAGI (2007) foi 0 aumento
de espécies reativas de oxigénio (ROS) intracelular durante a exposicdo ao estresse do etanol.
As células deficientes de enzimas antioxidantes sao incapazes de manter a baixa concentracdo
de espécies reativas de oxigénio (ROS) causando danos ao DNA, lipidios e proteinas
(AUESUKAREE et al., 2009).

3.5 Metabolito indicativo de estresse - Glicerol

O glicerol é um metabdlito produzido por muitos microrganismos (bacteérias, leveduras,
fungos e algas), sendo esse responsavel por balancear a pressdo osmotica das células no
ambiente (TAHERZADEH et al., 2002). Na fermentacéo alcoolica a Saccharomyces cerevisiae
converte o acucar em etanol e CO2, no entanto, alguns subprodutos sdo formados, sendo o
glicerol o principal deles (ARRUDA, 2007). O acimulo de glicerol é uma resposta ao estresse
osmotico sobre a levedura. Em condicdes anaerdbicas, o0 metabolismo da levedura sintetiza o
glicerol para manter o balango redox no interior das células. Esse fato ocorre, pois, as condi¢des
estressantes do meio proporcionam um excesso de NADH na célula, sendo assim o NADH é
reoxidado a NAD" através da formacdo do glicerol (BASSO et al., 1996; WANG et al., 2001).
A regeneracdo do NAD* através da formacdo do glicerol acontece, uma vez que, a quantidade
NAD" regenerado na producdo de etanol ndo é suficiente para atender as necessidades da
levedura (WANG et al., 2001).

Os principais fatores que influenciam o aumento da producédo de glicerol pela célula
sdo: a linhagem de levedura; a concentracéo de inoculo; pH; concentracéo de sulfito; fonte de

nitrogénio; aeracdo; concentracdo de aglcar e concentragdo de etanol (GUTIERREZ, 1991).

O glicerol é um composto que pode ser acumulado na levedura, pois ndo apresenta efeito

toxico ou inibitério nas células do microrganismo. No entanto, o aumento da formacéo de
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glicerol esté ligado a diminuicdo da producéo de etanol, uma vez que, o glicerol é produzido na
mesma via bioquimica que o etanol, proporcionando uma reducéo na eficiéncia fermentativa
(BASSO et al., 1996).

Diversos autores mostraram que o glicerol atua na levedura, de forma, a conferir um
efeito de protecéo celular (ERASMUS et al., 2003; LI et al., 2009). Situagdes de alto estresse
osmatico leva a desidratacao celular e colapso da membrana plasmaética, sendo assim a levedura
aumenta a producdo de glicerol para aumentar a sobrevivéncia e proliferacdo celular
(PULIGUNDLA et., 2011).

3.6 Efeito da silica em microrganismos

Silica refere-se aos compostos de dioxido de silicio (SiO2) que podem ser encontrados
nas formas de silicas cristalinas, silicas vitreas e silicas amorfas. A silica amorfa pode ser
encontrada na natureza como silica biogénica e silica ndo biogénica (HEANEY; BANFIELD,
1993)

A silica ndo biogénica e formada como vidro vulcanico a partir do magma. Enquanto, a
silica de origem bioldgica é produzida por diatomaceas, radiolarios e esponjas que assimilam a
silica dissolvida em &gua para formar suas estruturas. No fundo do mar os esqueletos de
diatomaceas solidificam e formam dep0ésitos de terra diatomacea que sdo encontrados em
argilas e bentonita (ROSS et al., 1993; RABOVSKY, 1995).

A silica biogénica também é sintetizada por uma variedade de plantas, como por
exemplo: cana-de-agucar, capim-canario, trigo e arroz. Sendo gue, esta pode ser encontrada na
forma de fibras ou espiculas. No entanto, o teor de silica € maior em gramineas podendo
corresponder a 20% do peso seco. Nos vegetais a silificagdo interna ocorre para proporcionar
integridade estrutural e protecdo contra patdgenos e insetos. (HEANEY; BANFIELD, 1993).
A silica biogénica vegetal € incorporada ao solo através da queima ou deterioracéo da planta,

podendo apresentar no solo concentracdes de 1 a 3%. (NEWMAN, 1986)

Na industria a silica amorfa € empregada como agente antiaglomerante e como um
excipiente em farmacos para varias preparacoes de drogas e vitaminas. Essa pode ser utilizada

também para retencdo de volateis, microencapsulacdo, agente de disperséo, clarificacdo de
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bebidas, controle de viscosidade, agente antiespumante e modificador de massa (VILLOTA,
HAWKE, 1986).

A silica ® é encontrada no mercado como um pé mineral de di6xido de silicio
micronizado. Esta € um mineral 100% natural, altamente puro, ao qual é utilizado para ajudar
a potencializar as trocas ibnicas entre a agua e substancias (CERESCO NUTRITION, 2020).
DECAUX (2017) reporta que a adicéo de silica™) na ragio de porcos aumenta o potencial ibnico
de &gua no sistema digestivo, aumentando a absorcdo de célcio e fésforo. Enquanto TRAN, et
al (2015) verificaram que a adicdo de silica*® na alimentacdo de aves aumenta absorcdo de NH4

e reduz a volatizagdo de NHa.

Alguns autores relataram o possivel meio de atuacdo de compostos derivados do silicio
sobre microrganismos. UMAMAHESWARI et al. (2016) reportaram que o silicio pode atuar,
quando adsorvido no microrganismo, formando um composto que age como uma espécie de
membrana semipermeavel muito semelhante as membranas formadas por compostos organicos,
permitindo a passagem de algumas substancias e impedindo a passagem de outras substancias.
Por outro lado, WEINZIERL et al. (2009) mostraram que o composto tetraetilortossilicato pode
se ligar, quando em contato, com a superficie celular da levedura Saccharomyces cerevisiae.
Essa interacdo eletrostatica de carga e grupos polarizados de polissacarideos, proteinas e
lipidios presentes na superficie celular e as moléculas de acido silicico em solu¢do podem
explicar o crescimento celular em condic¢Ges adversas. Estudos mostraram que &cido silicico e
outros compostos contendo silicio promovem o crescimento de Pseudomonas stutzeri sob
condicdes oligotroficas, uma vez que, compostos de silicio podem auxiliar na absorcaode
amonia e CO; da atmosfera, permitindo assim que as bactérias fixem o CO., utilizando energia
obtida a partir da oxidacdo do aménio (UMAMAHESWARI et al., 2016).

No entanto, outros autores mostraram que adicionando materiais particulados na
fermentacao, estes contribuiram com o desempenho fermentativo da levedura. THOMAS et al.
(1994) reportaram que materiais particulados como aluminio e terra diatomacea podem servir
como locais de nucleacdo para a formacao de bolhas de CO2, que podem minimizar os efeitos
inibitdrios no crescimento da levedura. Uma vez que, a supersaturacdo do meio com CO; tem
demonstrado afetar a captacdo de certos aminoacidos e carboidratos por parte das leveduras.
Em estudos realizados para melhorar a qualidade do vinhos GROAT; OUGH (1978) mostraram
que a adicao de terra diatoméacea e agitacdo em mostos clarificados provocam um aumento na

taxa de fermentacdo. Como consequéncia, foi possivel obter um vinho inicial de melhor
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qualidade apos a fermentacao.

3.7 Adaptacao da levedura em condigdes de estresse

Na industria sucroalcooleira as leveduras sdo empregadas em condi¢Bes altamente
estressantes nos processos fermentativos. Tendo em vista essas condi¢cdes adversas, as usinas
necessitam cada vez mais de linhagens de leveduras robustas para realizar o processo
fermentativo com alta eficiéncia (SILVA-FILHO et al., 2005).

As leveduras necessitam apresentar resisténcia a maltiplos fatores estressantes como:
altas temperaturas; baixo pH, alta concentracdo de agucar; alta concentracdo de etanol e o
reciclo celular (MUSSATO et al., 2010). As células podem ser expostas as combinacoes
simultanea ou sequenciais dos diferentes tipos de estresses durante o ciclo fermentativo. E
importante destacar que o metabolismo entre linhagens de Saccharomyces cerevisiae sdao bem
distintas, desta maneira cada linhagem apresenta um comportamento apropriado nas condic¢oes
fermentativas (ATTFIELD, 1997; SILVA-FILHO et al., 2005).

Uma maneira de obter a levedura resistente aos estresses encontrados na fermentagéo
com alto teor alcoolico é realizar a adaptacdo da levedura. A adaptacao tem como base o cultivo
sucessivo da levedura em concentracdes crescentes de um composto toxico ou fator de estresse
(SAUER, 2001).

A adaptacdo pode ser realizada de trés maneiras: A primeira consiste em selecionar
coldnias mais adaptadas as condi¢Bes crescentes de compostos toéxicos em placas de Petri. Na
segunda maneira a levedura é submetida a fermentacao por batelada e ao término do processo,
a levedura é separada do vinho e inoculada em um novo mosto mais concentrado. Enquanto, a
terceira maneira é realizada a fermentacéo continua, sendo empregada a alimentagdo do mosto
com concentragdes crescentes (HAHN-HAGERDAL et al., 2006).

Durante o processo de adaptacéo a levedura ajusta sua atividade metabdlica levando a
expressao de fendtipos desejaveis para suportar os efeitos estressantes para permanecer no meio
por um longo periodo (ZHAO; BAI, 2009). De acordo com PEREIRA et al. (2012), a adaptacéo
da levedura as altas concentragdes de etanol no meio permite prevenir a redugéo da viabilidade
celular, aumentar a producdo de biomassa, e promover aumento dos teores de glicerol e trealose

produzidos pela levedura.
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4 RESULTADO E DISCUSSAO

Os resultados e discussao dessa dissertacdo sdo apresentados em artigos.

Para verificar o efeito da silica ativada sobre fungos, especialmente em Saccharomyces
cerevisiae, foi realizado um estudo apresentado no artigo 1 (Fermentacfes com altos teores
alcodlicos utilizando Saccharomyces cerevisiae Y904 em meio suplementado com silica *).
Esse artigo mostra que a silica ativada, presente no meio fermentativo, minimiza os efeitos
estressantes que a fermentacao com alto teor alcodlico proporciona sobre a levedura, permitindo
ter reflexos positivos na fermentacdo. Porém, a levedura utilizada Saccharomyces cerevisiae Y
904 ndo se adaptou as condicdes de alto teor alcodlico com o decorrer dos ciclos fermentativos.
Desta forma, foi realizado um novo estudo apresentado no artigo 2 (Efeito protetor da silica
ativada na adaptaco de Saccharomyces cerevisiae Ethanol Red® em fermentagGes com altos
teores alcodlicos) utilizando condi¢bes experimentais semelhantes, porém empregando uma
linhagem mais robusta como a Saccharomyces cerevisiae Ethanol Red®. Neste estudo, foi
demonstrado que a levedura Saccharomyces cerevisiae Ethanol Red® foi capaz de se adaptar as
fermentagBes com altos teores alcodlicos e a silica ) em concentrages de 100 e 300 mg L

apresentou efeito protetor sobre a levedura.

41 Artigo 1- FERMENTACOES COM ALTOS TEORES ALCOOLICOS
UTILIZANDO SACCHAROMYCES CEREVISIAE Y94 EM MEIO
SUPLEMENTADO COM SILICA ATIVADA

RESUMO

A fermentacdo com alto teor alcodlico (“Very High Gravity VHG”) ¢ uma tecnologia
que utiliza mostos com concentragdes de aglcares maiores que 25 %, com a finalidade de obter
vinhos com teores alcoolicos, maiores que 15%. Quando a levedura é exposta ao alto teor
alcodlico o seu estado fisiologico é alterado. O etanol altera os fosfolipidios e acidos graxos
insaturados presentes na membrana celular, promovendo o aumento na permeabilidade e
fluidez de ions H* ocasionando a desidratacdo celular. Desta maneira, a silica pode ser uma
alternativa para minimizar os efeitos estressantes causados pelo alto teor de alcool na levedura.
O objetivo do trabalho foi verificar o efeito da silica ativada na fermentagdo com alto teor
alcoolico, utilizando a Saccharomyces cerevisiae, linhagem Y 904. Para tal, foi conduzido um
experimento com trés tratamentos: T1- Mosto controle sem suplementacéo de silica ™; T2-
Mosto com suplementagio de silica®™ 100 mg L e T3- Mosto com suplementacéo de silica )
300 mg L. O mosto esterilizado foi obtido a partir de xarope, com concentragdo inicial de
181,9 g L™t de ART. Para iniciar a fermentagdo foram inoculadas 3% ( m v) de Saccharomyces
cerevisiae, Y904, desidratadas vivas, em Erlenmeyers de 500 mL contendo 200 mL de mosto
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estéril. A fermentacdo foi realizada sob agita¢do (120 rpm) e temperatura (30°C) constantes.
Apds o fim da fermentacdo, o vinho foi centrifugado sob 3925 g por 10 minutos para separar o
levedo do sobrenadante, sendo o levedo utilizado no préximo ciclo fermentativo. Ao todo foram
realizados 5 ciclos fermentativos, onde 0os mostos apresentaram as seguintes concentragdes de
ART (181,9; 198,1; 219,6, 239,5 e 260,5 ART g L%). Em conclusao, a silica® (100 e 300 mg
L) minimiza o efeito causado pela alta concentracdo de etanol no meio sobre a levedura,
permitindo ter reflexos positivos sobre a fermentacdo. Porém, a levedura Saccharomyces
cerevisiae, Y 904, ndo consegue se adaptar as condicGes de alto teor alcodlico, obtendo assim
baixa viabilidade e biomassa celular.

Palavras-chave: Biomassa, Etanol, estresse osmatico, levedura

ABSTRACT
High alcohol fermentations using Saccharomyces cerevisiae Y904 in medium

supplemented with activated silica

Very high gravity fermentation (“Very High Gravity VHG”) that uses wort with sugar
concentrations greater than 25%, in order to obtain wines with alcoholic contents, greater than
15%. When yeast is exposed to a high alcohol content, its physiological state is changed.
Ethanol alters phospholipids and unsaturated fatty acids present in the cell membrane,
promoting an increase in the permeability and fluidity of the H* ions, causing cellular
dehydration. Thus, silica appears as an alternative to minimize the stressful effects caused by
the alcohol content in yeast. The purpose of this work was to verify the effect of activated silica
in fermentation with high alcohol content, using Saccharomyces cerevisiae, strain Y 904. In
summary, three treatments were performed in this experiment: Control wort without silica
supplementation; T2- Wort with silica ) 100 mg L™ supplementation and T3- Wort with silica
) 300 mg L™ supplementation. The sterilized wort used was obtained from the syrup, with an
initial concentration of 181,9 g L of ART. To initiate the fermentation, 3% (m v-1) of
Saccharomyces cerevisiae Y904, active dry yeast, were inoculated in 500 mL Erlenmeyers
containing 200 ml of sterile wort. The Fermentation was carried out under constant agitation
(120 rpm) and temperature (30 °C). After the fermentation was finished, the wine was
centrifuged under 3925 g for 10 minutes to separate the yeast from the supernatant, the yeast
being used in the next fermentation cycle. Overall, 5 fermentative cycles were carried out, with
the following wort concentration (181,9; 198,1; 219,6, 239,5 and 260,5 g L"*of ART). The silica
™) supplementation (100 and 300 mg L) minimize the effect caused by the high concentration
of ethanol in the yeast medium, allowing positive reflexes on the fermentation. However, the
yeast Saccharomyces cerevisiae, Y 904, is unable to adapt to the conditions of high alcohol
content, thus obtaining low viability and cell biomass.

Keywords: Biomass; ethanol, osmotic stress, yeast
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INTRODUCAO

Nos ultimos anos, a demanda energética mundial por fontes renovaveis como
alternativas ao uso de combustiveis fosseis tem se apresentado como uma forma promissora
para reduzir a emissdo dos gases do efeito estufa. No Brasil as principais fontes de energia
renovavel sdo as biomassas, sendo a mais utilizada a cana-de-actcar. (MORAES et al., 2017).

O Brasil é o maior produtor de cana-de-acgUcar e segundo maior produtor de etanol no
mundo. O que torna o pais um dos principais produtores e exportadores de etanol é a presenca
de grandes areas cultivaveis, assim como o clima favoravel (UNICA, 2020). O processamento
da cana-de-acUcar para obtencdo de alcool gera varios subprodutos ou residuos, como por
exemplo: o bagaco, a torta de filtro e a vinhaca. (CASTRO, 2013). A vinhaca é empregada
como fertilizante nas areas agricolas no entorno das usinas. No entanto, essa pode apresentar
alto poder poluidor, pois apresenta elevada carga de matéria organica e elevada concentracao
de sais e acidos organicos (BARBOSA et al., 2012).

A fermentacdo com alto teor alcodlico (“Very High Gravity VHG”) ¢ uma tecnologia
que pode reduzir o volume de vinhaca produzido pela metade (THOMAS et al., 1996). A VHG
utiliza mostos com mais de 25 % de agUcares totais com a finalidade de obter vinhos com teores
alcodlicos maiores que 15%. (BAYROCK; INGLEDEW, 2001). A levedura Saccharomyces
cerevisiae para ser empregada na fermentacdo com alto teor alcodlico deve responder as
condicdes de estresse e se adaptar aos fatores ambientais através do ajuste de suas atividades
metabdlicas (ZHAO; BAI, 2009).

A silica surge como uma alternativa para minimizar os efeitos estressantes apresentados
no meio fermentativo. Sendo que, a silica € um composto com mais de 98% de diéxido de
silicio (SiO2) e quando submetida a um tratamento eletromagnético torna-se ativada (silica )
(DECAUX, 2017). A silica vem sendo utilizada para gerar efeito protetor aos microrganismos
por reduzir o estresse oxidativo, aumentar o oxigénio dissolvido e aumentar a absorcdo de
amonia (THOMAS et al., 1994; UMAMAHESWARI, et al., 2016).

O objetivo do trabalho foi verificar o efeito da silica ativada na fermentagdo com alto
teor alcoolico, utilizando a Saccharomyces cerevisiae, linhagem Y 904,
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MATERIAL E METODOS

Substrato

O preparo do mosto foi realizado a partir de xarope de cana-de-agucar como mateéria-
prima obtido de uma usina de acUcar e alcool da regido de Piracicaba/SP. Em um galdo de 5 L
o xarope foi diluido em &gua destilada até atingir a concentracdo de agUcar redutor total (ART)
de 261,2 g L e o volume de 4 L. O xarope diluido foi clarificado através da adicéo de 10,0 g
L* de fosfato de s6dio monobasico (NaH,PO4.H.0). Em seguida, em autoclave, o material foi
aquecido até 121 °C, sob 1 atm e mantido sob estas condi¢fes por 15 minutos. O xarope diluido
foi resfriado e mantido em repouso por 48 horas, para decantar os col6ides em suspensdo. Apds
0 repouso, o sobrenadante do xarope diluido foi sifonado e acondicionado em um galdo de vidro
de 5 L. A concentracdo de agucares redutores totais (ART) foi ajustada, com adi¢cdo de agua
destilada, até 260,5 ART g L. Para preparar os mostos de cada ciclo fermentativo, o xarope
foi suplementado com 100 mg L™ de uréia e posteriormente diluido com agua destilada até
atingir a concentracéo de aglcar desejada (181,9; 198,1; 219,6 e 239,5 ART g L). Em seguida,
0s mostos foram esterilizados em autoclave sob temperatura de 121 °C, durante 20 minutos e
sob 1 atm (BRAGA, 2006).

Tratamentos

Foram realizados neste experimento trés tratamentos conforme descrito na Tabela 1, cada
tratamento teve 4 repetices em cada ciclo fermentativo.
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Tabela 1. Descricdo dos tratamentos realizados quanto a concentragdo de aglcar, concentracao
de uréia suplementada e tratamentos aplicados durante os 5 ciclos fermentativos
no experimento.

Ureia
Tratamentos Ciclo fermentativo Aclcar (g L)
(mg L)

Controle (T1)

Silica ™) 100 mg LY(T2) 1° Ciclo 181,9 100

Silica ™ 300 mg L™ (T3)

Controle (T1)

Silica ) 100 mg LY(T2) 2° Ciclo 198,1 100

Silica ) 300 mg L (T3)

Controle (T1)

Silica ) 100 mg LX(T?2) 3° Ciclo 219,6 100

Silica ) 300 mg L (T3)

Controle (T1)

Silica® 100 mg LY(T2) 4° Ciclo 239,5 100

Silica ) 300 mg L (T3)

Controle (T1)

Silica® 100 mg L'Y(T2) 5° Ciclo 260,5 100

Silica ) 300 mg L (T3)

Conducéo dos ensaios de fermentagdo

Para dar inicio a fermentacdo foram inoculadas 3% (massa seca) de Saccharomyces
cerevisiae Y904 (AB Brasil) em Erlenmeyers de 500 mL contendo 200 mL de mosto estéril,
com 181,9 g ART L7 e seus respectivos tratamentos conforme a Tabela 1. A fermentago foi
conduzida em shaker, marca Infors HT®, modelo minitron, sob agitacdo (120 rpm) e
temperatura (30°C) constantes. Ao término do processo fermentativo, o vinho foi centrifugado

sob 3925 g por 10 minutos, utilizando uma centrifuga refrigerada Marca Thermo Scientific®
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modelo Sorvall ST 40R, para separar o levedo do sobrenadante. O vinho delevedurado foi
armazenado em recipientes de plastico de 200 mL para posterior analises fisico-quimicas e as
leveduras foram reutilizadas em novo ciclo. Ao todo foram realizados 5 ciclos fermentativos
(COPERSUCAR,1987).

Viabilidade celular

A analise de viabilidade celular foi determinada através da coloracdo diferencial das
células em solucdo de azul de metileno 0,1%. Para essa andlise, as amostras de leveduras foram
diluidas 20 vezes, acondicionada em camara de Neubauer e visualizadas em microscopio
Optico, marca Nikon®, Modelo E 200. As células de leveduras visualizadas vivas
apresentavam-se incolores e as células mortas eram visualizadas coradas com o azul de

metileno, conforme metodologia descrito por PIERCE (1970).

Biomassa celular

Ao fim de cada ciclo fermentativo foi determinado o volume do vinho presente no reator
com o auxilio de uma proveta graduada de 500 mL. Em seguida, a amostra foi submetida a
centrifugacdo sob 3925 g por 10 minutos. Apds a centrifugacdo, o volume do sobrenadante foi
medido em uma proveta graduada de 500 mL e por diferenca foi determinado o volume de
creme de levedura. A partir desses dados do volume de creme de leveduras foi estimada a
concentracdo de leveduras (gramas de matéria seca por litro de vinho) de acordo coma
metodologia descrita por KOSHIMIZU et al (1982).

Determinacdo de agUcares totais e glicerol

As concentracdes de glicose, frutose, sacarose e glicerol presentes nos mostos e nos
vinhos, durante os ciclos fermentativos, foram determinadas utilizando um cromatografo de
fons, modelo 1C 930, da marca Metrohnm®. Para essas analises, foi utilizado o seguinte sistema
cromatografico: coluna cromatografica, modelo Metrosep Carb 1 — 150/4.0; detector

amperométrico; solugdo de eluente de hidroxido de sddio 200 mM e o fluxo de 1,0 mL min™.
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A temperatura da coluna foi mantidaem 35 °C (EITH et al.; 2006). As amostras foram diluidas
e filtradas em unidades filtrantes Durapore de 0,45um. Para cada analise foram injetados 0,25

pL da amostra e o tempo da corrida cromatografica foi de 9 minutos.

Determinagéo do Teor Alcodlico

Para determinar o teor alcodlico foram coletados 25 mL do vinho sem a levedura de cada
unidade experimental. Esse volume foi transferido para a celula de alimentacdo de um
destilador para alcool, Modelo TE-010 (marca Tecnal®) e destilado por arraste em vapor,
recolhendo-se 25 mL do destilado, em baldo volumétrico. As amostras dos destilados foram
analisadas quanto ao teor alcodlico em um densimetro marca Schimidt Haensch®, modelo EDM
5000 em temperatura de trabalho de 20 °C com desvio de 0,1°C (ZAGO et al.; 1996).

Rendimento fermentativo

O caélculo do rendimento fermentativo foi realizado com base na estequiometria da
fermentacdo alcodlica, na qual o rendimento de 100% ocorre quando ha a formacéo de 51,11 g
(64,75 mL) de etanol a partir da fermentacdo de 100g de agucares redutores totais. Assim, o
rendimento fermentativo foi calculado de acordo com a Equagdo 4 (INSTITUTO DE
PESQUISAS TECNOLOGICAS — IPT, 1990).

B g de etanol no vinho
g de ART no mosto x 0,5111

RF x 100

(Eq. 1)

Produtividade de fermentacéo

A produtividade foi calculada com base na concentracdo alcodlica do vinho ao final da
fermentacdo e no tempo de fermentacdo. A produtividade de fermentacdo (PF) foi calculada
por meio da Equacéo 5 (INSTITUTO DE PESQUISAS TECNOLOGICAS — IPT, 1990).
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_ Concentragio de etanol no vinho (g LY

Tempo de fermentacao (h)

(Ea. 2)

RESULTADOS E DISCUSSAO

Viabilidade celular

Avaliando a viabilidade celular das leveduras submetidas ao tratamento controle,
durante os 5 ciclos fermentativos, foi possivel observar que a viabilidade celular das leveduras
submetidas ao Tratamento controle (T1) aumentou de 74,0 % para 81,3 % durante o primeiro
ciclo fermentativo. Sendo que, isso indicou aumento de 7,3% da viabilidade celular. No entanto,
a viabilidade celular da levedura decaiu, & medida que, a concentracdo de agtcar no mosto foi
aumentando. Dessa maneira, a reducao da viabilidade celular de um ciclo fermentativo para o
outro foi de: 17,4% do final do 1° para o 2° ciclo; 5,9% do 2° para o 3° ciclo; 8,3% do 3° para o

4° ciclo e 9,2% do 4° para o 5° ciclo (Figura 4).
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Figura 4. Viabilidade celular das leveduras Y 904 submetidas aos tratamentos controle, silica
100 mg L e silica 300 mg L* ao longo de 5 ciclos fermentativos com diferentes
concentracdes de acucar. Letras mailsculas iguais ndo diferem entre si dentre as
concentragdes de agucar de mesmo tratamento e letras minusculas iguais ndo diferem
entre si dentre os tratamentos de mesma concentracao de acucar pelo teste Tukey ao
nivel de 5% de significancia (p<0,05).



47

Comportamento similar foram encontrados nas leveduras submetidas ao tratamento
Silica 100 mgL™ (T2). Sendo que, do inicio do 1° ciclo (74,0%) até o final do 1° ciclo (80,1%)
houve aumento da viabilidade celular de 6,1%. Enquanto, a partir do segundo ciclo fermentativo
a viabilidade celular das leveduras também decaiu com o aumento da concentracdo de agucar
no mosto. Desse modo, a reducdo da viabilidade celular de um ciclo fermentativo para o outro
foi de: 13,9% do final do 1° para o 2° ciclo; 6,0% do 2° para o 3° ciclo; 0,9%do 3° para o 4°

ciclo e 15,3% do 4° para o 5° ciclo.

Por outro lado, as leveduras submetidas ao tratamento Silica ) 300 mg L™ (T3)
apresentaram aumento na viabilidade celular do inicio do 1° ciclo (74,0%) até o final do 1° ciclo
(81,9%), isso representou aumento de 7,9 % da viabilidade celular inicial. Enquanto, no final
do 2° ciclo foi encontrada reducédo na viabilidade celular de 16,8 % em relagdo ao 1° ciclo. No
entanto, ao término do 3° ciclo foi verificado aumento na viabilidade celular (70,9%) de 5,8%,
0 que ndo foi verificado nos demais tratamento. Contudo, ao final do 4° ciclo as leveduras
apresentaram reducéo na viabilidade celular de 15,6% em relacéo ao 3° ciclo. Assim como, no

final do 5° ciclo houve reducao da viabilidade celular de 11,9% em relacdo ao 4° ciclo.

Dessa maneira, foi possivel observar que a viabilidade celular decaiu com o passar dos
ciclos fermentativos, isso s6 ndo aconteceu do 2° ciclo ao 3° ciclo do tratamento com Silica )
300 mgLt. BAYROCK; INGLEDEW (2001) e TONOLI (2017), utilizando a levedura
Saccharomyces cerevisiae Y904 em mostos contendo 50-280 g L™ de sacarose verificaram que
a viabilidade celular da levedura diminuiu com o0 aumento da concentragdo de agucar no meio
ao longo de 9 ciclos fermentativos. 1sso mostra que a levedura Saccharomyces cerevisiae Y904
consegue realizar a fermentacdo alcoolica em condicbes de estresses, porém nao € capaz de
manter alta viabilidade durante os reciclos celulares. Uma vez que, o estresse que a levedura é
submetida supera a capacidade de adaptacdo das células e muitas delas ndo toleram a condicéao
imposta e morrem (SIDERIUS; MAGER, 2002).

Analisando os efeitos dos tratamentos ao longo dos 5 ciclos fermentativos foi possivel
verificar que, ao término do 1° ciclo de fermentacdo as leveduras submetidas aos 3 tratamentos
ndo apresentaram diferencas significativas (p<0,05) entre si. Assim como, no final do 2° ciclo
fermentativo, as leveduras cultivadas nas condi¢cGes dos 3 tratamentos também néo
apresentaram diferencas significativas (p<0,05) entre si. No entanto, ao término do 3° ciclo de
fermentacgdo, as leveduras submetidas as condi¢Ges do tratamento T3 apresentaram a maior

viabilidade celular (70,9 %) entre todos os tratamentos. Sendo que, o tratamento T3 promoveu
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aumento na viabilidade celular de 12,9% em relagdo ao T1 e de 10,7 % ao T2. Contudo, ao final
do 4° ciclo fermentativo as leveduras submetidas ao tratamento T2 apresentaram a maior
viabilidade celular (59,3 %) entre todos os tratamentos. Desse modo, o tratamento T2 ocasionou
aumento na viabilidade celular de 9,6 % em relagcdo ao T1 e 4,0 % ao T3. Enquanto, o
tratamento T3 (55,3%) proporcionou aumento na viabilidade celular de 5,6% em relagdo ao T1.
Todavia, ao término do 5° ciclo fermentativo as leveduras cultivadas nas condi¢bes do
tratamento T2 apresentaram a maior viabilidade celular (44,0%) entre todos os tratamentos.
Consequentemente, o tratamento T2 possibilitou 0 aumento da viabilidade celular de 3,5 % em
relagdo ao T1. Porém, ndo houve diferenca estatistica entre os tratamentos T2 e T3. No entanto,

o tratamento T3 (43,4%) promoveu aumento na viabilidade celular de 3,4 % em relacdo ao T1.

Dessa forma, foi possivel observar que durante os 1°, 2° e 3°ciclos fermentativos o
tratamento com Silica ) 300 mg L™ (T3) promoveu 0 maior aumento na viabilidade celular
entre os tratamentos, enquanto nos 4° e 5° ciclos fermentativos o tratamento com Silica ) 100
mg L (T2) proporcionou o maior aumento na viabilidade celular entre os tratamentos. Em
todos os ciclos fermentativos o tratamento com Silica ® 300 mg L™ (T3) ofereceu condicdes
que permitiram observar maiores viabilidades celulares das leveduras do que a condicdo de
estudo controle (Tratamento T1). O aumento da viabilidade celular proporcionado pela silica
™) pode ser explicado pela atuacdo da mesma sobre o potencial i6nico da levedura. Uma vez
que, o etanol interfere na integridade da membrana celular e promove o aumento na
permeabilidade e fluidez de alguns ions, levando a dissipacdo do potencial eletroquimico e,
posteriormente, acidificacdo intracelular e vacuolar (DECAUX, 2017; VAN UDEN, 1985).

Biomassa celular

No inicio dos ensaios de fermentacdo, inicio do 1° ciclo, todos os tratamentos iniciaram
com a mesma concentracdo de biomassa de leveduras (6 g L™). As leveduras expostas as
condi¢cdes do tratamento controle quando submetidas aos mostos com concentraces de
acucares de 198,1 g L*; 2196 g L; 239,59 L e 260,5 g L™ de ART ndo conseguiram se
adaptar as condigOes de estresse ao meio (alta concentragéo de etanol), o que resultou na
reducao da biomassa celular. Desse modo, foi possivel observar que as leveduras apresentaram,
respectivamente, reducdo na biomassa celular de 3,89 L?; 1,29 L™ 0,79 L e 0,6g L em

relacdo ao ciclo anterior (Figura 5).
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Figura 5. Biomassa celular das leveduras Y 904 submetidas aos tratamentos controle, silica ™
100 mg L e silica ® 300 mg L™ ao longo de 5 ciclos fermentativos com diferentes
concentracdes de acUcar. Letras maidsculas iguais ndo diferem entre si dentre as concentracées
de aglcar de mesmo tratamento e letras mindsculas iguais ndo diferem entre si dentre os
tratamentos de mesma concentracao de acucar pelo teste Tukey ao nivel de 5% de significancia
(p<0,05).

Enquanto, as leveduras submetidas as condigbes do tratamento Silica ®) 100 mg L™
também néo se se adaptaram ao meio, de forma a aumentar sua biomassa celular. Sendo assim,
foi observado que as leveduras submetidas aos mostos com concentracdes de acucar de 198,1
gL?; 219,6 g Lt e 260,5 g L'de ART; apresentaram, respectivamente, redugio na biomassa
celular de 6,2,g L™%; 1,99 L e 0,6 g L™ em relagéo ao ciclo anterior. Todavia, no 4° ciclo as
leveduras submetidas a fermentagdo com mosto de 239,5 g L de ART nédo apresentaram
reducdo na biomassa e celular, isso significou que a Silica ® 100 mg L™ pode ter minimizado

os efeitos estressantes presentes no meio fermentativo.

Comportamento semelhante foi observado nas leveduras submetidas as condigdes do
tratamento Silica ¢ 300 mg L. No qual, foi observado que as leveduras expostas as condices
de fermentagGes em mostos com concentrages de aglicares de 198,1 g L1 219,6 g L™ e 260,5
g L apresentaram, respectivamente, reducdo na biomassa celular de 6,2g L™%; 1,3g L e 1,29
L. Contudo, também foi verificado que no 4° ciclo as leveduras foram submetidas a
fermentag&o com mosto de 239,5 g L™t de ART e no final do processo ndo apresentaram reducéo

de biomassa celular.
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Desta forma, foi possivel observar que durante o 1° ciclo fermentativo de todos os
tratamentos a producdo de biomassa final aumentou em relacéo a biomassa inicial. No entanto,
quando as leveduras foram submetidas ao reciclo celular, as biomassas celulares de todos os
tratamentos foram reduzidas. Contudo, isso s6 ndo aconteceu e do 3° ciclo ao 4° ciclo dos
tratamentos com Silica ® 100 mg L™ * e Silica ) 300 mg L™.De acordo com BASSO et al.
(2011), é estimado que durante o reciclo celular de fermentacdo a biomassa da levedura
aumente de 5 a 10% em relacdo a sua biomassa inicial, sendo que, isso ndo foi observado no
presente trabalho. Isso pode ser devido a linhagem da levedura néo ter a capacidade de se
adaptar ao meio que apresenta condi¢des adversas. No entanto, leveduras de linhagens mais
robustas como a Saccharomyces cerevisiae PE-2 e CAT-1 se adaptam e conseguem aumentar
a proliferacao celular como mostrado nos trabalhos de FURLAN (2012) e VITOR, (2014).

Analisando os efeitos dos tratamentos sobre as leveduras ao longo dos ciclos
fermentativos, foi possivel observar que no 1° ciclo fermentativo os tratamentos T2 e T3
promoveram, respectivamente, aumento na formacéo de biomassa de 31,0% em relacéo ao T1.
Assim como, no 2° ciclo fermentativo os tratamentos T2 e T3 proporcionaram, respectivamente,
aumento na formacdo de 11,3 % em relacdo ao T1. No entanto, no 3° ciclo de fermentacédo o
tratamento T3 proporcionou aumento na producdo de biomassa de 12,0% em relagéo ao Tl e
T2. Comportamento semelhante foi observado do tratamento T3 sobre as leveduras no 4° ciclo
de fermentacédo, no qual, o T3 conferiu aumento na formacéo de biomassa de 30,2% em relagédo
ao T1e 12,0 % ao T2. Enquanto, o tratamento T2 promoveu aumento na producéo de biomassa
de 16,3% em relacdo ao T1. Contudo, no 5° ciclo fermentativo os tratamentos T2 e T3

conferiram aumento na formagé&o de biomassa de 18,9 % em relagdo ao T1.

Todavia, foi possivel observar que durante os 5 ciclos fermentativos o tratamento com
Silica™ 300 mg L* apresentou concentracio de biomassa maior do que o tratamento controle.
Isso mostra que a Silica ™ pode atenuar os efeitos do etanol presente no meio. O etanol pode
causar a alteracdo e aumentar a fluidez da membrana celular da levedura. Como consequéncia,
ocorre a dissipacdo do gradiente eletroquimico atraves da membrana plasmatica diminuindo o
pH intracelular (BAYROCK; INGLEDEW, 2001). Para minimizar os efeitos do etanol sobre
a levedura alguns materiais particulados podem auxiliar na protecao do estresse osmético. (HU,
etal., 2003; BAFRNCOVA et al., 1999; THOMAS et al., 1994). Assim como, a adi¢ao de silica
no mosto pode reduzir o estresse osmotico sobre a célula da levedura. WEINZIERL et al. (2009)
mostraram que o composto (tetraetil ortossilicato) contendo silica, podem interagir se ligando

a superficie celular da levedura Saccharomyces cerevisiae. Dessa forma, é possivel inferir que
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a silica realizou interacéo eletrostatica com os grupos polarizados de polissacarideos, proteinas
e lipidios presentes na superficie celular da levedura, de modo, a minimizar a reducdo de

biomassa celular durante os ciclos fermenativos.

Acucares redutores totais residuais

Para conduzir os ensaios todos os tratamentos comecaram as fermentacGes com a
mesma concentracdo de agucar. As concentracdes iniciais de aglcar presente nos mostos em
cada ciclo foram: 1° ciclo 181,9 g L%; 2° ciclo 198,1 g L™%; 3° ciclo 219,6 g L%; 4° ciclo 239,5 g
Lte5°ciclo 260,5 g L de ART. Apds o fim de cada ciclo fermentativo foi possivel verificar
gue em todos os tratamentos todo o agucar disponivel do meio foi consumido (Figura 6). Apesar
de ter encontrado condicGes de estresse osmotico em todos os tratamentos durante os ciclos
fermentativos, a levedura foi capaz de converter o aglcar em etanol, glicerol e COa.
LAOPAIBOON et al (2009) verificou que levedura Saccharomyces cerevisiae NPO1 em mostos
contendo 236-336 g Lt de glicose e com suplementacéo de nitrogénio consumiu todo o aglcar.
Enquanto, CRUZ (2016) utilizando a levedura Saccharomyces cerevisiae Y904 em mosto com
240 g L™ de glicose observou todo o consumo de aglicar presente. Sendo assim, os resultados
obtidos em todos os tratamentos ao longo dos ciclos fermentativos no presente trabalho sdo

similares aos encontrados na literatura.
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Figura 6. AcgUcares redutores totais residuais presente no vinho das fermentagdes submetidas
aos tratamentos controle, silica ) 100 mg L™ e silica ® 300 mg L™ ao longo de 5 ciclos
fermentativos com diferentes concentracBes de acucar. Letras maiusculas iguais ndo diferem
entre si dentre as concentracOes de acucar de mesmo tratamento e letras mindsculas iguais nao
diferem entre si dentre os tratamentos de mesma concentracdo de agucar pelo teste Tukey ao
nivel de 5% de significancia (p<0,05).

Glicerol

As leveduras submetidas ao tratamento controle apresentaram varia¢do na producéo de
glicerol do 1° ao 5° ciclo de 11,19 a 14,24 g L%, Essa variacéo representou aumento de 27,2%
do teor de glicerol total produzido pelas leveduras. Enquanto, as leveduras submetidas ao
tratamento Silica ) 100 mg L™ apresentaram variacdo na concentracdo de glicerol do 1° ao 5°
ciclo de 10,52 a 14,129 L. Essa variagdo significou aumento de 34,2% do teor de glicerol total
produzido pelas leveduras. No entanto, as leveduras submetidas ao tratamento Silica ) 300 mg
L apresentaram variacdo na concentracéo de glicerol do 1° ao 5° ciclo de 10,76 a 13,92 g L.
Essa variacdo representou aumento de 29,4% do teor de glicerol total produzido pelas leveduras
(Figura 7).
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Figura 7. Glicerol produzido pelas leveduras Y904 submetidas aos tratamentos controle, silica
100 mg L™ e silica ™ 300 mg L™ ao longo de 5 ciclos fermentativos com diferentes
concentracOes de acUcar. Letras maiusculas iguais ndo diferem entre si dentre as concentracdes
de acucar de mesmo tratamento e letras minusculas iguais ndo diferem entre si dentre os
tratamentos de mesma concentracdo de acucar pelo teste Tukey ao nivel de 5% de significancia
(p<0,05).

No entanto, foi possivel observar que em todos os tratamentos a producao de glicerol
aumentou de um ciclo para o outro, isso s6 ndao aconteceu do 1° ciclo ao 2° ciclo do tratamento
controle. Também foi possivel verificar que apds o fim de cada ciclo fermentativo ndo houve
diferengas significativas (p<0,05) entre os tratamentos quanto a formacao de glicerol, o que ndo
era esperado. O trabalho esperava que na presenca da silica ) a producdo de glicerol fosse
menor, uma vez que, a silica reduziu o efeito do etanol sobre a levedura aumentando a
viabilidade e biomassa celular. Assim como, REDDY; REDDY, 2005 observaram adi¢éo de
materiais particulados aos meios de fermentacdo reduziram a producdo de glicerol pela
levedura.

A presencga de elevados teores de etanol no meio proporciona estresse osmotico as
células de leveduras, de modo a ocasionar a desidratacdo celular (MA; LIU, 2010). Desta
maneira, a levedura aumenta a producédo de glicerol para minimizar o efeito estressante e com
isS0 manter sua sobrevivéncia e proliferagdo celular (NEVOIGT; STAHL, 1997;
PULIGUNDLA et al., 2011). Tal que, FURLAN (2012) utilizando diversas cepas de
Saccharomyces cerevisiae em mosto com concentracao de etanol de 8-15% observou aumento

de 0,5 a 1,0% do teor de glicerol produzido pelas leveduras durante 7 ciclos fermentativos. Isto
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é devido ao fato de leveduras mais robustas serem capazes de manter alta viabilidade celular e
pequena producdo de glicerol em condi¢bes adversas (GUTIERREZ, 1991). No entanto,
utilizando a mesma linhagem do presente trabalho (Saccharomyces cerevisiae Y904) TONOLI
(2017) observou que em mostos com concentracdo de aglicar de 50-280g L™ o aumento da
producio de glicerol de 6 a 14g L™ ao longo de 9 ciclos fermentativos.

Teor alcodlico

As fermentacOes realizadas sob as condic¢des do tratamento controle (T1) apresentaram
variacdes no teor alcodlico do 1° ao 5° ciclo de 9,6 a 15,9%. Enquanto, as fermentagdes
realizadas sob as condigdes do tratamento com silica ) 100 mg L™ (T2) apresentaram variacoes
no teor alcoolico do 1° ao 5° ciclo de 10,9 a 16,0%. Comportamento semelhante na producéo
de etanol também foram observados nas fermentacOes realizadas sob as condigdes do
tratamento silica ® 300 mg L™ (T3). No qual, foram verificados variagdes no teor alcodlico do
1° ao 5° ciclo de 10,9 a 15,9 % (Figura 8). Desta forma, possivel observar em todos os
tratamentos que o teor alcodlico produzido pelas leveduras aumentou no decorrer dos ciclos

fermentativos, uma vez que, a concentracao de agUcar aumentou em cada ciclo celular.

Analisando os efeitos dos tratamentos sobre a producéo de etanol pelas leveduras ao
longo dos ciclos fermentativos, foi possivel observar que durante os 5 ciclos fermentativos ndo

houve diferenca estatistica (p<0,05) entre os 3 tratamentos.
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Figura 8. Teor alcodlico produzido pelas leveduras Y 904 submetidas aos tratamentos controle,
silica ® 100 mg L e silica ® 300 mg L™ ao longo de 5 ciclos fermentativos com diferentes
concentracdes de acUcar. Letras maidsculas iguais ndo diferem entre si dentre as concentracées
de aglcar de mesmo tratamento e letras mindsculas iguais ndo diferem entre si dentre os
tratamentos de mesma concentracao de aclcar pelo teste Tukey ao nivel de 5% de significancia
(p<0,05).

Em fermentacdes com altos teores alcodlicos (VHG) as células da levedura sdo expostas
as mais diversas condicdes de estresses ambientais. Sendo que, o principal fator que
proporciona o estresse osmético na levedura é alta concentracdo de etanol produzido pela
propria levedura, quando se conduz fermentacBes com elevada concentracdo de aclcar no
mosto (SRICHUWONG et al., 2009; THOMAS et al., 1994). A alta concentracéo de etanol
promove efeito toxico na levedura, resultando em perda de viabilidade celular, crescimento e

desempenho de fermentacdo da levedura (WANG et al., 2007)

Investigando o teor alcodlico produzido pelas leveduras ao longo dos 5 ciclos
fermentativos, foi possivel observar que o teor alcodlico encontrado neste trabalho foi maior
gue o encontrado no trabalho de REDDY; REDDY (2005). No qual, os autores observaram que
empregando a levedura Saccharomyces cerevisiae em mosto contendo 300 g L™ de glicose sem
suplementacao de nutrientes produziu 11 % v v'ide etanol, enquanto que em meio suplementado
com Dolichos biflorusa producdo foi de 14%v vl No entanto, os resultados dos teores

alcoolicos do presente estudo foram similares aos encontrados do trabalho de CRUZ (2016).
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Sendo que, CRUZ (2016) utilizando Saccharomyces cerevisiae Y904 em mosto contendo 240

g Lde sacarose verificou o teor alcodlico de 14 % v v'_.

Rendimento fermentativo

Analisando o rendimento fermentativo de cada tratamento ao longo dos ciclos
fermentativos, foi possivel observar que a leveduras empregadas ao tratamento controle
apresentaram aumento no rendimento durante os ciclos fermentativos, enquanto as leveduras
empregadas aos tratamentos com concentracéo de silica ) 100 mg L™e 300 mg L™ mantiveram
o rendimento similares apds os ciclos fermentativos. Essa diferenca pode ser explicada, uma
vez que, as leveduras submetidas aos tratamentos com concentragdo de silica ™ 100 mg L™ e

300 mg L™ ja apresentaram altos rendimentos fermentativos desde o fim do 1° ciclo.

Analisando o efeito dos tratamentos ao longo dos ciclos fermentativos, foi possivel
observar que apds o final do 1° ciclo o tratamento T2 (92,8%) promoveu aumento no rendimento
fermentativo de 11,3% em relacdo ao T1, no entanto, ndo houve diferenca significativa (p<0,05)
quanto ao T3. Porém, foi verificado que o tratamento T3 (92,5%) proporcionou aumento de
rendimento de 11,0% em relacdo ao T1. Contudo, ao término do 2° ciclo o tratamento T3
provocou aumento no rendimento fermentativo (88,6%), de 2,4% em relagéo ao T1 e 1,9% ao
T2. Assim como, no 3° ciclo o tratamento T3 (95,1%), promoveu aumento de 10,1% em relagéo
ao T1, contudo, ndo apresentou diferenca significativa (p<0,05) quanto ao T2. Comportamento
similar foi observado no 4° ciclo, no qual, o tratamento T3 (93,9%), ocasionou aumento no
rendimento de 3,9% em relacéo ao T1 e ndo apresentou diferenca significativa (p<0,05) quanto
ao T2. Todavia ao término do 5° ciclo ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos
(p<0,05).
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Figura 9. Rendimento fermentativo das leveduras Y 904 submetidas aos tratamentos controle,
silica™ 100 mg L e silica 300 mg L™ ao longo de 5 ciclos fermentativos com diferentes
concentracdes de acUcar. Letras maidsculas iguais ndo diferem entre si dentre as concentracées
de aglcar de mesmo tratamento e letras mindsculas iguais ndo diferem entre si dentre os
tratamentos de mesma concentracao de aclcar pelo teste Tukey ao nivel de 5% de significancia
(p<0,05).

Ao longo dos 5 ciclos fermentativos foi possivel observar que os tratamentos com Silica
) 100 mg Le Silica ¢) 300 mg L™ promoveram rendimentos fermentativos maiores do que
tratamento controle. Os resultados obtidos de rendimento em todos os tratamentos ao longo dos
1°, 2° e 5° ciclos fermentativos sdo similares aos encontrado na literatura. CRUZ (2019)
utilizando Saccharomyces cerevisiae Y904 em mosto com 300 g L™ obteve rendimento
fermentativo na faixa de 88-92%. Enquanto, ZHANG et al. (2019) empregando Saccharomyces
cerevisiae Y-1 em mosto com 30% de agUcares redutores totais alcancou 90% de rendimento
fermentativo. Assim como, FURLAN (2012) utilizando diversas cepas de leveduras em mostos
com 250 g L de ART obteve rendimento fermentativo na faixa de 82-90%. Contudo, nos 3° e
4 ° ciclos foram observados que os tratamentos Silica ) 100 mg L™ e Silica ¢) 300 mg L™*
proporcionaram rendimentos fermentativos maiores do que aqueles normalmente encontrados
na literatura.

A presenca da silica, principalmente nos 4 primeiros ciclos fermentativos, mostrou-se
ser um fator importante para aumentar o rendimento fermentativo, no entanto o efeito positivo

provocado sobre a levedura com o passar dos ciclos fermentativos foi diminuindo. Isso pode ser
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explicado pela levedura Y 904 ser uma linhagem que ndo suporta muitos reciclos celulares,

assim como, nao se adapta muito bem as condi¢des adversas (BASSO et al., 2008).

Produtividade de fermentacéo

12,0

99 99
100 47 mim
8,0

6,0

93 93

4,0
2,0

0,0
181,9 198,1 219,6 239,5 260,5

Concentracdo de acticar no mosto (g L)

Produtividade de fermentacgéo
(mL L1.h-1)

mControle  mSilica 100 mg L' = Silica 300 mg L

Figura 10. Produtividade de fermentacdo das leveduras Y 904 submetidas aos tratamentos
controle, silica ) 100 mg L* e silica ® 300 mg L™ ao longo de 5 ciclos fermentativos com
diferentes concentracbes de acucar. Letras maiusculas iguais ndo diferem entre si dentre as
concentracdes de aclcar de mesmo tratamento e letras minusculas iguais ndo diferem entre si
dentre os tratamentos de mesma concentracdo de acglcar pelo teste Tukey ao nivel de 5% de
significancia (p<0,05).

As produtividades fermentativas de todos os tratamentos apresentaram variagdes durante
os ciclos fermentativos, porém a partir do 3° ciclo as produtividades comecaram cair em todos
os tratamentos até o final do 5° ciclo (Figura 10). Isso pode ser explicado pelo aumento do teor
alcodlico no meio, que proporcionou condi¢des adversas para a levedura, causando diminuicao
da viabilidade e biomassa celular. Esse efeito do alto teor alcodlico (15% v v!) sobre a
viabilidade celular da levedura também foi observado na literatura. (BAl et al., 2004; REDDY;
REDDY, 2006).

Analisando o efeito dos tratamentos ao longo dos ciclos fermentativos, foi possivel
verificar que ap6s o fim do 1° ciclo, os tratamentos T2 e T3 promoveram, respectivamente, a

maior produtividade fermentativa (9,9mL L™h) entre os tratamentos, tal que, isso significou



59

aumento de 13,8% em relagdo ao T1. Contudo, no final do 2° ciclo, ndo houve diferenga
significativa (p<0,05) entre os tratamentos. Enquanto, ao término do 3° ciclo foi observado que
o tratamento T3 conferiu a maior produtividade fermentativa (10,7 mL L™ h™) entre os
tratamentos, sendo que, isso representou aumento de 18,9 % em relagcdo ao T1, porém nédo
representou diferenca significativa (p<0,05) em relacdo ao T2. Contudo, foi verificado que o
tratamento T2 (10,5 mL L*h) proporcionou aumento na produtividade de 16,7% em relagéo
ao T1. Enquanto, no final do 4° ciclo os tratamentos T2 e T3 (9,3mL L™ h*!) promoveram
aumento na produtividade de 10,7% em relagdo ao T1. Comportamento similar foi observado
ao término do 5° ciclo, no qual, os tratamentos T2 e T3 (7,6 mL L™ h™) proporcionaram aumento

na produtividade de 5,5 % em relacdo ao T1.

Os tratamentos com silica ) 100 mg L™ e silica ® 300 mg L™ promoveram aumento na
produtividade fermentativa em relacdo ao tratamento controle ao longo dos 5 ciclos
fermentativos. Vale ressaltar a importancia da silica ® em reduzir o efeito das altas

concentragdes de etanol do meio aumentando a produtividade fermentativa.

Os resultados obtidos nas produtividades fermentativas neste trabalho, em todos os
tratamentos, durante os 5 ciclos fermentativos séo superiores a alguns resultados encontrados
na literatura. Como por exemplo, CRUZ (2019) utilizou a levedura Saccharomyces cerevisiae
Y904 em mosto com 300 g L de ART e obteve produtividades fermentativas na faixa de 1,77-
3,20 mL Lt hl. Assim como, JOANNIS-CASSAN et al. (2014) empregaram a levedura
Saccharomyces cerevisiae C-10 em fermentacdes contendo 300 g Lde ART e obtiveram
produtividades fermentativas entre 1,5 a 2,3mL L*h™. Essas diferencas observadas podem ser
explicadas pelo fato da levedura utilizada no presente trabalho ter sido adaptada gradualmente

aos altos teores alcodlicos.

Contudo, a produtividade fermentativa de todos os tratamentos apds os 5 ciclos
fermentativos ficou abaixo da observada por LI et al. (2009) que empregando Saccharomyces
cerevisiae ATCC 4126 obteve apds 10 ciclos produtividade fermentativa de 10,62 mL L™ h?
em mostos com 320 g L* de ART. Isso pode ser explicado pela linhagem utilizada na literatura
ser uma linhagem mais robusta e consequentemente apta a suportar melhor as condicdes

adversas.
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CONCLUSAO

A silica ® em concentracdes de 100 e 300 mg L™ reduziram os efeitos causados pela
alta concentracdo de etanol no meio sobre a levedura, permitindo ter reflexos positivos na
fermentacdo. Porém, a levedura Saccharomyces cerevisiae Y 904 ndo consegue se adaptar as
condigdes de alto teor alcodlico, obtendo assim baixa viabilidade e biomassa celular. Ao longo
dos 5 ciclos fermentativos, o tratamento com silica ) 300 mg L™ apresentou maior viabilidade
celular, biomassa, rendimento e produtividade fermentativa quando comparado com 0s

tratamentos controle e silica ® 100 mg L.
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4.2 ARTIGO2-EFEITO PROTETOR DA SILICA ATIVADA NA ADAPTACAO DE
SACCHAROMYCES CEREVISIAE ETHANOL RED® EM FERMENTACOES
COM ALTOS TEORES ALCOOLICOS

RESUMO

A fermentag@o com alto teor alcodlico (“Very High Gravity VHG”) é uma tecnologia
que pode proporcionar reducdo de custos e aumento na producdo de etanol (biocombustivel)
podendo contribuir com as metas do RenovaBio. O RenovaBio é um programa de politica
publica do Brasil para ampliar a participagdo dos biocombustiveis na matriz energética
brasileira, visando contribuir com a mitigacéo das emissdes de gases de efeito estufa (GEE). A
VHG tem como caracteristica importante a tolerancia da levedura as altas concentracGes de
etanol durante a fermentacgdo. Essa tecnologia pode reduzir até pela metade o volume de vinhaca
produzida, além disso, apresenta inUmeras vantagens técnicas, econémicas e ambientais. O
objetivo do trabalho foi verificar o potencial de efeito protetor da silica sobre as leveduras em
fermentacdes com alto teor alcodlico, utilizando a Saccharomyces cerevisiae, linhagem Ethanol
Red®. Para tal, foi conduzido um experimento com trés tratamentos: T1- Mosto controle sem
suplementaco de silica ™®; T2- Mosto com suplementacéo de silica ) 100 mg L™ e T3- Mosto
com suplementac&o de silica ) 300 mg L. O mosto esterilizado foi obtido a partir de xarope,
com concentragdo inicial de 261,2 g L de ART. As fermentagGes foram realizadas em
Erlenmeyers de 500 mL, contendo 200 mL de mosto e inoculados com 3% (massa seca) da
levedura Saccharomyces cerevisiae, linhagem Ethanol Red®. Para a conducéo da fermentac&o,
os Erlenmeyers, contendo os mostos e as leveduras, foram incubados em shaker, sob agitacao
de 120 rpm, em temperatura de 30°C. Ao todo foram realizados 5 ciclos fermentativos, onde os
mostos apresentaram as seguintes concentraces de ART (182,2; 199,5; 221,2; 241,1; e 261,2
g L. Ao longo dos 5 ciclos fermentativos, as fermentacdes submetidas ao tratamento com
silica ® 300 mg L se destacaram dos demais tratamentos apresentando viabilidade celular
entre 77,5 a 81,5%, producéo de biomassa entre 8,1 a 10,0 g L™, rendimento entre 90,0 a 95,3
% e produtividade fermentativa entre 7,3 a 10,9 mL L2 h 1. Em conclus&o, a silica ® (100 e
300 mg L) apresenta efeito protetor sobre a levedura, permitindo ter reflexos positivos na
fermentacdo. A levedura Saccharomyces cerevisiae, linhagem Ethanol Red®, apresenta
habilidade de realizar fermentacdes sob condicdes de alto teor alcoolico.

Palavras-chave: Etanol; levedura; reciclo celular; suplementacéo.

ABSTRACT
Protective effect of silica in the adaptation of Saccharomyces cerevisiae Ethanol Red® in
Very High Gravity fermentation

The Very High Gravity fermentation (VHG) is a technology that can reduce costs and
increase ethanol production (biofuel) and can contribute to RenovaBio's goals. RenovaBio is a
public policy program in Brazil to expand the participation of biofuels in the Brazilian energy
matrix, aiming to contribute to the mitigation of greenhouse gas (GHG) emissions. The
important characteristic of VHG is the tolerance of yeast to high concentrations of ethanol. This
technology can reduce by half the volume of vinasse produced, in addition, it has numerous
technical, economic and environmental advantages. The purpose of this work was to verify the
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potential protective effect of silica on yeasts in fermentations with high alcohol content, using
Saccharomyces cerevisiae, strain Ethanol Red®. In summary three treatments were performed
in this experiment: T1- Control wort without silica ™ supplementation; T2- Wort with silica ™
100 mg L™ supplementation and T3- Wort with silica ™ 300 mg L™ supplementation. The
sterilized wort used obtained from the syrup, with an initial concentration of 182.2 g L™ of
ART. Fermentation was carried out in Erlenmeyer’s of 500 mL, containing 200 mL of sterile
wort and inoculated 3% (dry mass) of the yeast Saccharomyces cerevisiae strain Ethanol Red®.
To conduct the fermentation, the Erlenmeyers were incubated in shaker, under agitation of 120
rpm, at a temperature of 30°C. 5 fermentative cycles were carried out, with the following wort
concentration (182.2; 182.2; 199.5; 221.2; 241.1; and 261.2 g L1). Over the 5 fermentative
cycles, the fermentations submitted to the treatment with silica™ 300 mg L? stood out from
the other treatments presenting cell viability between 77,5 to 81,5%, biomass production
between 8.1 to 10.0 g L, yield between 90.0 to 95.3% and fermentative productivity between
7.310 10.9 mL L h. In conclusion, silica ®) (100 and 300 mg L) has a protective effect on
yeast, allowing positive reflections in fermentation. The yeast Saccharomyces cerevisiae, strain
Ethanol Red®, has the ability to carry out fermentations under conditions of high alcohol
content.

Keywords: Ethanol; yeast strain; cell recycling; supplementation.

INTRODUCAO

No Brasil, em dezembro de 2017, foi aprovado o RenovaBio, que € um Decreto Lei que
define diretrizes para a Politica brasileira de biocombustiveis, instituida pela Lei n°
13.576/2017. O programa tem como objetivo estabelecer metas anuais de descarbonizacdo para
0 setor de combustiveis, de forma a incentivar o aumento e producdo de biocombustiveis na

matriz energética de transportes do pais (ANP, 2020).

A fermentacdo com alto teor alcodlico (“Very High Gravity - VHG”) é uma tecnologia
que pode contribuir com esta politica nacional por meio de alternativas para aperfeicoar o
processo de producdo do etanol nas usinas. A VHG tem como caracteristica importante a
tolerancia da levedura as altas concentracdes de etanol. Essa tecnologia utiliza mostos com
concentragdes de acgucares redutores totais maiores do que 25 %, com a finalidade de obter
vinhos com teores alcoolicos maiores que 15% e reduzir até pela metade o volume de vinhaca
produzida (NUANPENG et al., 2011; SRIDEE et al., 2011).

A vinhaca é um residuo utilizado nas areas agricolas das usinas, que pode apresentar
alto poder poluidor, uma vez que, as suas caracteristicas fisico-quimicas Ihe permitem ser
utilizada como fertilizante (CORTEZ, 2014). E possivel também destacar outras vantagens da

fermentacao com alto teor alcodlico como a economia com o transporte da vinhaca até as areas
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de fertirrigacdo, economia de energia (vapor) que pode ser empregada para cogeracdo de
energia elétrica, economia de insumos (acido sulfirico e antibacterianos), economia de agua

circulando no processo e reducdo do numero de centrifugas (AMORIN, et al., 2010).

Estudos tem mostrado que o ponto chave para o sucesso da fermentacdo com alto teor
alcodlico esta ligado com a capacidade da levedura em se adaptar as condicOes de estresse (altas
concentragfes de acucar, mudancas de temperatura, risco de contaminacdo e altas
concentracdes de etanol). Desta maneira, € possivel desenvolver novas abordagens para
construir cepas robustas com melhor tolerancia ao estresse e melhorar desempenho da
fermentac&o alcoolica (BAI et al., 2004;BAl et al., 2008). A silica surge como uma alternativa,
uma vez que, estudos mostraram que compostos a base de silicio estimularam o crescimento
celular de alguns microrganismos em condicGes estressantes. (UMAMAHESWARI, et al.,
2016).

A silica € um composto com mais de 98% de dioxido de silicio (SiO2) e quando
submetida a um tratamento eletromagnético torna-se ativada (silica ). Devido a composicéo e
organizacdo tetraédrica das moléculas de didxido de silicio, a silica ) tem a capacidade de
armazenar grande quantidade de informac6es em sua superficie (DECAUX, 2017). Por isso,
em condicBes estressantes € utilizada para auxiliar na absor¢cdo de amonia e CO. de
microrganismos. (UMAMAHESWARI, et al., 2016).

O objetivo do trabalho foi verificar o efeito da silica ativada na fermentacdo com alto
teor alcoolico, utilizando a Saccharomyces cerevisiae, linhagem Ethanol Red®, para aumentar

a tolerancia dessas leveduras ao estresse alcodlico.

MATERIAL E METODOS

Local de realizacdo da pesquisa

O estudo foi executado no Departamento de Agroindustria, Alimentos e Nutrigdo
ESALQ/USP.

Substrato

O xarope de cana-de-agucar foi utilizado como matéria-prima para a obtencdo do mosto.

Esse produto foi obtido de usina na regido de Piracicaba/SP. Inicialmente, em um galédo de 5 L
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o xarope foi diluido em &gua destilada até atingir a concentracdo de agUcar redutor total (ART)
de 261,2 g L'e o volume de 4 L. O xarope diluido foi clarificado através da adi¢io de10,0 g L-
! de fosfato de sddio monobasico (NaH2PO4.H,0). Em seguida, em autoclave o material foi
aquecido até 121 °C, sob 1 atm e mantido sob estas condi¢des por 15 minutos.

O xarope diluido foi resfriado e mantido em repouso por 48 horas, para decantar 0s
coloides em suspensdo. ApOs 0 repouso, 0 sobrenadante do xarope diluido foi sifonado e
acondicionado em um galdo de vidro de 5 L. A concentracao de agucares redutores totais (ART)
foi ajustada, com adicdo de agua destilada, até 261,2 ART g L%, Para preparar os mostos de
cada ciclo fermentativo, o xarope foi suplementado com 100 mg L™ de uréia e posteriormente
diluido com agua destilada até atingir a concentracao de acUcar desejada (182,2; 199,5; 221,2
e 241,1 ART g L™?). Em seguida, os mostos foram esterilizados em autoclave sob temperatura
de 121 °C, durante 20 minutos e sob 1 atm (BRAGA, 2006).

Tratamentos

Os tratamentos avaliados consistiram em considerar 0 aumento da concentragdo de
acucares nos substratos, em ciclos fermentativos sucessivos, utilizado o reciclo celular e a
adicdo de silica ativada aos mostos com diferentes concentracées de ART. Os tratamentos e

ciclos fermentativos realizados sdo apresentados na Tabela 5.
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Tabela 2. Descri¢do dos tratamentos realizados quanto a concentracdo de agUcar,
concentracdo de uréia suplementada e tratamentos aplicados durante os 5 ciclos
fermentativos no experimento.

Ureia
Tratamentos Ciclo fermentativo Aclcar (g L)
(mg L)

Controle (T1)

Silica ) 100 mg L(T2) 1° Ciclo 182,2 100

Silica 300 mg L™ (T3)

Controle (T1)

Silica® 100 mg LX(T2) 2° Ciclo 199,5 100

Silica Y300 mg L (T3)

Controle (T1)

Silica 100 ®'mg L(T2) 3° Ciclo 221,2 100

Silica 300 ' mg L™ (T3)

Controle (T1)

Silica ) 100 mg LY(T2) 4° Ciclo 241,2 100

Silica Y300 mg L (T3)

Controle (T1)

Silica 100 mg LY(T2) 5° Ciclo 261,2 100

Silica Y300 mg L (T3)

Conducéo dos ensaios de fermentacdo

Para a conducdo da fermentacdo foram utilizados Erlenmeyers de 500 mL como
biorreatores. Nestes biorreatores foram adicionados 200 mL de mostos previamente preparados,
conforme descrito na Tabela 2, e inoculados com a adicdo de 6 gramas de leveduras, de
Saccharomyces cerevisiae, linhagem Ethanol Red® (Lesaffre). As fermentagbes foram
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conduzidas em shaker, modelo Minitron, marca Infors HT®, sob agitacdo de 120 rpm e
temperatura de 30 °C = 1 °C. O monitoriamento da conducéo da fermentacgéo foi realizado em
intervalos de 60 minutos, através da avaliacdo da massa de CO> desprendida nesse intervalo. A
determinacdo do despredimento de CO: foi realizada utilizando uma balanga semi-analitica
(0,001g), Modelo BL 3200HL, marca Shimadzu. O término das fermentacGes foi definido
como sendo 0 momento da fermentacdo no qual a variacdo da massa de CO> desprendida era

menor do que 0,5 g em 2 horas de processo.

Logo apds o término da fermentacdo, o vinho bruto foi centrifugado, sob 3925 g, por 10
minutos, utilizando uma centrifuga refrigerada modelo Sorvall ST 40R,Marca Thermo
Scientific®, para separar as leveduras do vinho. Apés a centrifugacio, os sobrenadantes (vinho
delevedurado) foram transferidos para frascos plasticos de 200 mL, previamente identificado e
armazenados em freezer, sob temperatura de —20°C +2, para posteriormente ser caracterizados
através das anélises fisico-quimicas. Por outro lado, o material sedimentado (as leveduras) foi
utilizado em outro ciclo fermentativo por 4 reciclos fermentativos, conforme metodologia
descrita por (COPERSUCAR (1987).

Viabilidade celular

A analise de viabilidade celular foi determinada através da coloracdo diferencial das
células em solucédo de azul de metileno 0,1%. Essa analise consistiu em retirar uma aliquota de
1 mL de mosto/vinho com leveduras, diluir 20 vezes, homogeneizar com 0 mesmo volume da
solucdo de azul de metileno. Em seguida, foram adicionados 100 pL dessa suspensdo de
células-corante em uma camara de Neubauer e apds cobri-la com a laminula, essa foi observada
com o auxilio de microscopio 6ptico, Modelo E 200, marca Nikon®. Segundo a metodologia
descrita por Pierce (1970) as células incolores foram consideradas vivas e as células coradas

com o azul de metileno, por ndo conseguirem eliminar o corante foram consideradas mortas.
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Biomassa celular

Para determinar a biomassa celular, foi medido ap6s a fermentacéo do vinho presente no
reator com o auxilio de uma proveta graduada de 500 mL. Em sequéncia, a amostra foi
submetida a centrifugacdo sob 3925 g por 10 minutos. Apos o fim dessa etapa, o volume do
sobrenadante foi medido em uma proveta graduada de 500 mL e por diferenca foi determinado
0 volume de creme de levedura. A partir desses dados do volume de creme de leveduras foi
estimada a concentracdo de leveduras (gramas de matéria seca por litro de vinho) de acordo
com a metodologia descrita por KOSHIMIZU et al (1982).

Determinacdo de acUcares totais e glicerol

As concentracOes de glicose, frutose, sacarose e glicerol presentes no mosto e no vinho,
durante os ciclos fermentativos, foram determinadas utilizando um cromatégrafo de ions,
modelo IC 930, da marca Metrohm®. Para essas analises foi utilizado seguinte sistema
cromatografico: coluna cromatografica, modelo Metrosep Carb 1 — 150/4.0; detector
amperométrico; solucdo de eluente preparada foi o hidréxido de s6dio 200 mM e o fluxo de 1,0
mL mint. A temperatura da coluna foi mantida em 35 °C (EITH et al.; 2006). As amostras
foram diluidas e filtradas em unidades filtrantes Durapore de 0,45um. Para cada analise foram

injetados 0,25 pL da amostra e o tempo de corrida de 9 minutos.

Determinagéo do Teor Alcodlico

Foram coletados 25 mL do vinho delevedurado de cada unidade experimental. Esse
volume foi transferido para a célula de alimentacdo de um destilador para &lcool, Modelo TE-
010 (marca Tecnal) e destilado por arraste em vapor, recolhendo-se 25 mL do destilado, em
baldo volumetrico. As amostras dos destilados foram analisadas quanto ao teor alcoolico em
um densimetro marca Schimidt Haensch, modelo EDM 5000 em temperatura de trabalho de 20
°C com desvio de 0,1°C (ZAGO et al., 1996).
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Rendimento fermentativo

O calculo do rendimento fermentativo foi realizado com base na estequiometria da
fermentacdo alcoolica, em que o rendimento de 100% ocorre quando ha formacéo de 51,11 g
(64,75 mL) de etanol a partir de 100g de agUcares redutores totais. Assim, o rendimento
fermentativo foi calculado de acordo com a Equacdo 4 (INSTITUTO DE PESQUISAS
TECNOLOGICAS — IPT, 1990).

g de etanol no vinho

RF =
g de ART no mosto x 0,5111

x 100

(Ea. 4)

Produtividade de fermentacéo

A produtividade foi calculada com base na concentracdo alcodlica do vinho ao final da
fermentacdo e no tempo de fermentacdo. A produtividade de fermentacdo (PF) foi calculada
por meio da Equacéo 5 (INSTITUTO DE PESQUISAS TECNOLOGICAS — IPT, 1990).

PR — Concentracio de etanol no vinho (g L™1)

Tempo de fermentacao (h)

(Eq. 5)

RESULTADOS E DISCUSSAO

Viabilidade celular

Ao longo dos 5 ciclos fermentativos as leveduras submetidas aos tratamentos controle
(T1), Tratamento silica ¢ 100 mg L™* (T2) e Tratamento silica ¢) 300 mg L* (T3)
demonstraram, respectivamente, aumento nas viabilidades celulares médias de 9,5%, 9,2% e

15% (Figura 11). Isso indica que a linhagem da levedura Ethanol Red®, apresentou capacidade
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fisiologica para se adaptar as condi¢bes de cultivo, em batelada simples, com o aumento
gradativo dos teores de aglicares no mosto de 182,2 g L™ até 261,2 g L™ durante 5 ciclos
fermentativos. De fato, cada linhagem da levedura Saccharomyces cerevisiae apresenta
capacidade genética especifica para tolerar altas concentragdes de etanol. Uma vez que, durante
as condicOes de estresses as leveduras expressam diversos genes que codificam proteinas
envolvidas em varios processos celulares (BENITEZ et al., 1983; ROSSIGNOL.; 2003).

90,0
' 80,0 81,5 80,0
<800 Y 75 113738 78'4 713750, 73403 745742
70,0 650650650 :
h DIl Aa D h
182,2 182,2 199,5 2212 2411 261,2

Concentracédo de acticar no mosto (g L)
mControle  mSilica 100 mg L' mSilica 300 mg L'

Figura 11. Viabilidade celular das leveduras Ethanol Red® submetidas aos tratamentos
controle, silica ) 100 mg L e silica ) 300 mg L™ ao longo de 5 ciclos fermentativos com
diferentes concentracBes de acucar. Letras maiusculas iguais ndo diferem entre si dentre as
concentracdes de aclcar de mesmo tratamento e letras minusculas iguais ndo diferem entre si
dentre os tratamentos de mesma concentracdao de agUcar pelo teste Tukey ao nivel de 5% de
significancia (p<0,05).

Entretanto, analisando o efeito dos tratamentos empregados sobre as leveduras ao longo
dos 5 ciclos fermentativos, através da analise da comparacdo das médias (teste estatistico
(p<0,05)), foi possivel verificar o aumento médio da viabilidade celular das leveduras
submetidas ao tratamento T3 foi maior do que aqueles das leveduras submetidas ao T1 e T2.
As diferencas verificadas entre as células de leveduras que ndo receberam a silica ativada e
aquelas submetidas ao T3 talvez possam ser explicadas pelo fato de a silica ™ ter sido adsorvida
na parede celular das leveduras. De modo que, a silica ® pode ter atuado na regulacio da

homeostase das celulas, contribuindo para reduzir os efeitos causados pelas altas concentracdes
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de acUcares iniciais das fermentagbes e a altas concentragdes de etanol no final das
fermentacdes. Isto porque, segundo (SIDERIUS; MAGER, 2002), a exposicao das células de
leveduras a alta osmolaridade no meio, pode proporcionar nas células o decréscimo de agua

intracelular, levando a perda de turgor e, consequentemente, a reducéo do crescimento celular.

Uma possivel explicacdo para a silica ativada eletronicamente poder ter potencializado o
aumento da viabilidade celular pode estar relacionada com a interacdo da mesma com a
levedura. Uma vez que, a parede celular da levedura é composta por uma camada dupla de
polissacarideos, formados particularmente B-glucanos alcalinos insoluveis, B-glucanos
alcalinos sollveis, manoproteinas e quitina. No entanto, a composi¢do da parede celular esta
sujeita a variagdes consideraveis de acordo com as condi¢des de crescimento. (FELDMANN,
2012). As diferentes polaridades e a natureza hidrofilica ou hidrofobica dos polimeros dessa
parede definem a capacidade da levedura de reter ou adsorver diferentes moléculas. (MORATA
2003). Sabe-se que as células de levedura se ligam a diferentes moléculas, como micotoxinas e
ions metélicos, através de estruturas de ligacdo complexas na superficie da parede celular
(SHETTY; JESPERSEN, 2006). BRASSER, et al (2008) reportaram que 0s materiais de
silicato podem ser adsorvidos na superficie da célula e interagir com ions, de modo que, pode
alterar a afinidade da célula por esses ions alterando significativamente o crescimento e a
viabilidade celular de microrganismos. Comportamento semelhante das células de leveduras
também foi observado por WEINZIERL, et al 2009, quando utilizando o composto tetraetil
ortossilicato no substrato verificaram que aderiram na superficie da parede celular da levedura

Saccharomyces cerevisiae.

No entanto, as viabilidades celulares encontradas nos tratamentos ao longo dos 5 ciclos
no presente trabalho sdo similares a alguns trabalhos. Uma vez que, ZHAO et al. (2009)
utilizando a levedura Saccharomyces cerevisiae, linhagem SPSC01 em fermentacdo com a
concentragdo de glicose no mosto de 245 g L™ e suplementagéo de zinco (0,01, 0,05e 0,1 g L
1) obtiveram viabilidade celular de 50,9-72,5%. Enquanto, LI et al. (2009) utilizando
Saccharomyces cerevisiae ATCC 4126 em mostos com concentragédo de agucar de 250-320 g
L verificaram viabilidade celular de 78-97%.
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Biomassa celular

Inicialmente para realizar a primeira fermentacdo (1° ciclo) todos os tratamentos (T1,
T2 e T3) partiram da mesma concentracao de biomassa celular de 6 g. Sendo que, no final dos
5 ciclos fermentativos as biomassas celulares das leveduras submetidas aos tratamentos
controle, tratamento silica ™ 100 mg L e o tratamento silica ) 300 mg L aumentaram,
respectivamente, em média de 3,4 g L, 4,09 L e 4,09 L (Figura 12). No entanto, os
tratamentos T1, T2 e T3 apresentaram aumento médio da biomassa celular de um ciclo
fermentativo para o outro de, respectivamente, 9,4%,11,0% e 11,3%. Isso indica que a
concentracdo de etanol no meio ndo impediu as células da levedura de se multiplicarem, ou
seja, realizando a adaptacéo da levedura em altos teores alcoolicos foi possivel minimizar os
efeitos do etanol sobre a multiplicacdo da levedura Ethanol Red. Os resultados encontrados
neste trabalho s&o similares aos encontrados por BASSO, et al (2011), onde, de acordo com 0s
autores € estimado que durante um ciclo de fermentacdo a biomassa da levedura aumente de 5

a 10% em relacdo a sua biomassa inicial.
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Figura 12. Biomassa celular das leveduras Ethanol Red® submetidas aos tratamentos controle,
silica ) 100 mg L™ e silica ® 300 mg L ao longo de 5 ciclos fermentativos com diferentes
concentragOes de agucar. Letras mailsculas iguais ndo diferem entre si dentre as concentracfes
de acucar de mesmo tratamento e letras minusculas iguais ndo diferem entre si dentre os
tratamentos de mesma concentragdo de agucar pelo teste Tukey ao nivel de 5% de significancia
(p<0,05).
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Entretanto, analisando o efeito dos tratamentos empregados sobre as leveduras ao longo
dos 5 ciclos fermentativos, através da analise da comparacdo das médias (teste estatistico
(p<0,05)), foi possivel verificar o aumento médio da biomassa celular das leveduras submetidas
ao tratamento T3 foi maior do que aqueles das leveduras submetidas ao T1 e T2. Isso mostra
que a adicdo de silica ) no meio fermentativo auxilia na protecdo da célula da levedura, de
modo, a aumentar a biomassa celular durante a fermentacdo com alto teor alcodlico. De fato,
na fermentacdo com alto teor alcoodlico a levedura requer fontes nitrogenadas disponiveis no
meio, sendo que, a adicdo de materiais particulados e nutrientes aumentam a eficiéncia da
multiplicagdo celular (THOMAS et al .,1990; LEKKAS et al., 2007). Dessa forma, efeitos
semelhantes foram observados no crescimento outros microrganismos em condi¢fes adversas
como verificados por UMAMAHESWARI, et al. (2016), no qual, mostraram que acido silicico
e outros compostos contendo silicio promovem o crescimento bacteriano sob condicoes
oligotrdficas, visto que, compostos de silicio podem absorver aménia e CO. da atmosfera,
permitindo assim que as bactérias fixem o CO, utilizando energia obtida a partir da oxidagéo
do amdnio. Apesar de, ndo se ter muitas informag6es do mecanismo de atuacédo da silica sobre
as células da levedura, é possivel inferir que que essa interacdo pode possibilitar a melhor
assimilagdo de uréia pela levedura e também auxilar na liberagdo de CO> para 0 meio. Uma vez
que, materiais de silicio podem ser adsorvidos na superficie da célula e interagir com ions, de
modo que, pode alterar a afinidade da célula por esses ions alterando significativamente o
crescimento celular (BRASSER et al.,2008).

Acucares redutores totais

Inicialmente todos os tratamentos comegaram as fermentagbes com a mesma
concentracdo de aglcar. As concentracdes iniciais de agucar presente nos mostos em cada ciclo
foram: 1° ciclo 182,2 g L*; 2° ciclo 199, 5 g L™; 3% ciclo 211,2 g Lt; 4°ciclo 241,1 g Lt e
5ciclo 261,2 g L™ de ART. Apos o fim de cada ciclo fermentativo, foi possivel verificar que
em todos os tratamentos todo o acUcar disponivel do meio foi consumido e convertido em
produto (Figural3). Isso indica que fermentagdo foi realizada até o final sendo o agucar
convertido em etanol, glicerol e CO2. Os valores obtidos neste trabalho véo ao encontro com o
que alguns autores da literatura observaram em seus respectivos trabalhos. Sendo que,
FURLAN (2012), realizou fermentagcbes com reciclo celular utilizando linhagens de

Saccharomyces cerevisiae (PE-2 e uma biodiversidade de linhagens coletadas de destilarias)
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em meio contendo concentragdo de 15 a 25% de ART inicial. Nesse estudo foi verificado que
0 consumo de todo o acucar pelas leveduras que se adaptaram as condicBes estressantes.
BARBOSA (2013) realizou fermentagdes utilizando linhagens de Saccharomyces cerevisiae
(PE-2, CAT-1 e Ethanol Red®) em meio contendo concentragio 30% de sacarose e verificou o

consumo de todo o agucar pelas leveduras.
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Figura 13. Acucares redutores totais residuais presente no vinho das fermentacdes submetidas
aos tratamentos controle, silica ® 100 mg L™ e silica ® 300 mg L ao longo de 5 ciclos
fermentativos com diferentes concentraces de acUcar. Letras maidsculas iguais ndo diferem
entre si dentre as concentrac@es de aclcar de mesmo tratamento e letras mindsculas iguais ndo
diferem entre si dentre os tratamentos de mesma concentracdo de agucar pelo teste Tukey ao
nivel de 5% de significancia (p<0,05).

Glicerol

Analisando as concentragdes de glicerol presente nos vinhos ap6s os ciclos
fermentativos (Figura 14), foi possivel observar pelos resultados obtidos no experimento em
que as leveduras submetidas aos tratamentos controle, silica® 100 mg L e silica™ 300 mg L
! apresentaram aumento na producido de glicerol a partir do terceiro ciclo fermentativo.
Contudo, esse aumento observado foi minimizado conforme as concentragbes de agucar no
substrato foram elevadas. 1sso mostra que a linhagem da levedura € capaz de tolerar os estresses
proporcionados pela alta concentracdo de agucar e etanol no meio. De fato, a capacidade de

crescimento e fermentacdo em diferentes concentracOes de etanol e agucar variaram de uma
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linhagem para outra (BENITEZ et al.,1983). Sendo que, uma forma da linhagem de levedura
se adaptar as essas condicOes estressantes do meio é aumentar a producdo de glicerol
(ERASMUS et al., 2003; GUO et al., 2011).
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Figura 14. Glicerol produzido pelas leveduras Ethanol Red® submetidas aos tratamentos
controle, silica ™) 100 mg L™ e silica ®) 300 mg L™ ao longo de 5 ciclos fermentativos com
diferentes concentracdes de acUcar. Letras maiusculas iguais ndo diferem entre si dentre as
concentracdes de aclcar de mesmo tratamento e letras mindsculas iguais ndo diferem entre si
dentre os tratamentos de mesma concentracao de acUcar pelo teste Tukey ao nivel de 5% de
significancia (p<0,05).

De acordo com BASSO et al (2011) em fermentagdes alcodlicas é estimado que 5-8%
do aclcar metabolizado pela levedura seja convertido em glicerol. Sendo assim, partindo do
consumo total dos acgUcares durante o processo fermentativo, os mostos dos ciclos (1° ao 5°)
com 182,2; 199,5; 221,2; 241,1 e 261,2 g Lt de ART teriam, respectivamente, a producio de
glicerol estimada na faixade 9,1a 14,6 gL™;10,0a16,0gL™*;11,1a17,7gL?;12a19,3g L
1:13,1a20,9 g L. Deste modo € possivel observar que os valores do 1° ao 4° ciclo de todos os
tratamentos estdo na faixa descrita por BASSO et al (2011). J& no 5° ciclo os resultados de
glicerol obtido em todos os tratamentos foram abaixo do esperado pela literatura. Uma hipdtese
para tal situacao, € a levedura ter sido adaptada gradualmente ao acréscimo de aglicar no mosto
e consequentemente a levedura ndo necessitou de aumentar a producéo de glicerol para se
adaptar ao meio com alto teor alcodlico. Uma vez que, a exposi¢do ao estresse osmatico faz
com que a levedura aumente a producédo de glicerol de modo a minimizar este efeito toxico a
celula (ATTFIELD, 1997).
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Investigando os efeitos dos tratamentos sobre as leveduras ao longo de cada ciclo
fermentativo foi possivel verificar que, ndo houve diferenca significativa (p<0,05) entre 0s
tratamentos quanto a formacéo de glicerol. No entanto, esse resultado ndo era esperado pelo
presente trabalho, uma vez que, a silica ) proporcionou aumento na viabilidade e biomassa
celular. Assim como, alguns autores observaram que adi¢cdo de materiais particulados aos meios

de fermentacdo reduziram a producéo de glicerol pela levedura (REDDY; REDDY, 2005).

Teor alcoblico

Os teores alcodlicos presentes nos vinhos apés o fim de cada ciclo fermentativo podem
ser observados na Figura 15. Analisando o teor alcodlico produzido pelas leveduras submetidas
aos tratamentos controle, silica ® 100 mg L e silica ) 300 mg L ao longo dos 5 ciclos
fermentativos, foi possivel observar que o teor alcodlico produzido pelas leveduras aumentou,
a medida que, a concentracdo de agucar no mosto foi elevada. O teor alcoolico encontrado nos
vinhos do 1° ao 5° ciclo dos tratamentos controle, silica ¢ 100 mg L™ e silica™ 300 mg L™
aumentaram, respectivamente, em 6,0%, 4,9% e 5,2%. De fato, alguns autores utilizando
linhagens diferentes de leveduras observaram o aumento do teor alcodlico na adaptacdo da
levedura as altas concentra¢des de acucar (VITOR, 2014; TONOLLI, 2017).
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Figura 15. Teor alcodlico produzido pelas leveduras Ethanol Red® submetidas aos tratamentos
controle, silica ™ 100 mg L™ e silica ®) 300 mg L™ ao longo de 5 ciclos fermentativos com
diferentes concentracdes de acUcar. Letras maiusculas iguais ndo diferem entre si dentre as
concentracdes de aclcar de mesmo tratamento e letras mindsculas iguais ndo diferem entre si
dentre os tratamentos de mesma concentracao de agucar pelo teste Tukey ao nivel de 5% de
significancia (p<0,05).

No entanto, os resultados (15,7-16,2% v v obtidos no presente trabalho demonstraram
teores alcodlicos maiores do que os descritos na literatura, uma vez que , VITOR (2014)
adaptou a levedura PE-2 em condi¢Bes crescentes de aglcar (95-241 g L) e obteve apds a
adaptacdo 12 % v v! de teor alcodlico. Enquanto, TONOLI (2017) adaptou as linhagens
MYCOFERM C22 e Y904 em concentragdes de aclcar de 50-280 g Le alcancou teores de
13-14% v v'de etanol. Contudo, essa diferenca encontrada pode ser explicada devido a

utilizacdo de linhagens diferentes de leveduras.

Por outro lado, CRUZ (2019) realizou fermentacdes utilizando linhagens de
Saccharomyces cerevisiae Ethanol Red® em meio contendo concentracio de 300 g L™ de
sacarose e temperatura de 30°C e obteve teor alcodlico médio de 16% (v vt). Em concentragoes
mais baixas de agucar (261,2 g L) o presente trabalho encontrou valores similares, isso pode
indicar que a levedura empregada nas condi¢des do presente trabalho apresentou maior
habilidade em converter agtcar em etanol. Uma hipdtese, para tal, é o fato de a levedura ter

sido adaptada gradualmente ao aumento da concentracdo de etanol no meio.

Investigando os efeitos dos tratamentos sobre a levedura ao longo de cada ciclo

fermentativo foi possivel observar que, ap6s o final do 1° ciclo os vinhos provenientes das
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fermentagbes (182,2 g L de ART) submetidas aos tratamentos T2 e T3 promoveram,
respectivamente, aumento no teor alcoolico de 1,3% em relacdo ao T1. No entanto, nos demais
ciclos fermentativos ndo houve diferenga estatistica (p<0,05) entre os tratamentos. Dessa
maneira, é possivel verificar que adi¢ao da silica™ no mosto ndo apresenta efeito negativo sobre

a levedura em relagéo a producdo de etanol.

Rendimento fermentativo

Analisando os rendimentos fermentativos obtidos ao longo dos 5 ciclos fermentativos é
possivel verificar que, 0s ensaios empregando o tratamento controle apresentaram rendimento
fermentativo entre 82,3 a 89,1%. Enquanto os ensaios empregando o tratamento silica ) 100
mg L apresentaram rendimento fermentativo entre 88,1 a 94,9%. Entretanto, 0s ensaios
empregando o tratamento silica ™) 300 mg Lt apresentaram rendimento fermentativo entre 90,0
a 95,3% (Figura 16).

95,3 94,9 94,6
100,0 93,0 92,8 6. 93,7 89 1 |
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Rendimento fermentativo

182,2 199,5 221,2 241,1 261,2
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Figura 16. Rendimento fermentativo das leveduras Ethanol Red® submetidas aos tratamentos
controle, silica ™) 100 mg L e silica ™ 300 mg L™ ao longo de 5 ciclos fermentativos com
diferentes concentracBes de acucar. Letras mailsculas iguais ndo diferem entre si dentre as
concentragfes de agucar de mesmo tratamento e letras mindsculas iguais ndo diferem entre si
dentre os tratamentos de mesma concentracdo de acgUcar pelo teste Tukey ao nivel de 5% de
significancia (p<0,05).
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Contudo, comparando os resultados obtidos com a literatura, todos os tratamentos
apresentaram rendimentos fermentativos similares aos encontrados na literatura, uma vez que,
KAWA-RYGIELSKA; PIETRZAK (2014) inocularam a levedura Saccharomyces cerevisiae
Ethanol Red em mostos contendo de 360 g L™ de ART e suplementagdo de 30 g L de extrato

de levedura e obtiveram rendimentos fermentativos entre 68 a 88%.

Assim como, CERQUEIRA (2013) realizou fermentacdo com alto teor alcodlico com 6
ciclos utilizando as leveduras PE-2 e CAT-1. Ap0s o 6° ciclo foi obtido no mosto de 25° Brix
rendimento de 88,1% para a PE-2 e 94,7% para CAT-1. Enquanto, no mosto de 30° Brix foi
alcancado rendimento de 96,0% para a PE-2 e 79,7% para CAT-1.

Resultados semelhantes também foram encontrados por JOANNIS-CASSAN et al.
(2014) no qual, empregaram a levedura Saccharomyces cerevisiae C-10 em substrato contendo
300 g L de ART e atingiram rendimentos fermentativos entre 76-88%. De mesmo modo que,
CRUZ (2019) obteve rendimento de 89,4-93,3% em fermentacido com mosto de 300 g L™ de

ART utilizando a levedura Ethanol Red®.

Investigando os efeitos dos tratamentos sobre as leveduras em cada ciclo fermentativo
foi possivel verificar que, os tratamentos com silica ) (T2 e principalmente T3) apresentaram
maior rendimento fermentativo em relacdo ao controle em todos os ciclos. Isso pode ser
explicado por a silica atuar no aumento da viabilidade e biomassa celular minimizando assim o
estresse osmatico sobre a levedura. O que resultou em aumento no rendimento fermentativo

principalmente nos 1°, 2° e 3° ciclos.

Produtividade de fermentacéo

Na Figura 17, é possivel verificar as produtividades fermentativas encontradas nas
fermentacgOes realizadas sob as condi¢Oes de tratamentos avaliados em todos os 5 ciclos
fermentativos. As produtividades fermentativas nos ensaios do tratamento controle variaram
entre 6,5a 9,5 mL Lt h™. Enquanto, as produtividades fermentativas nos ensaios do tratamento
silica ™ 100 mg L variaram entre 7,3 a 10,9 mL L* h'. Assim como, as produtividades das

fermentacdes nos ensaios do tratamento Silica ) 300 mg L™ variaram entre 7,32 10,9 mL L™ h-
1
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Figura 17. Produtividade de fermentacio das leveduras Ethanol Red® submetidas aos
tratamentos controle, silica ¢ 100 mg L™ e silica ¢ 300 mg L™ ao longo de 5 ciclos
fermentativos com diferentes concentraces de acUcar. Letras maidsculas iguais ndo diferem
entre si dentre as concentrac@es de actcar de mesmo tratamento e letras mindsculas iguais ndo
diferem entre si dentre os tratamentos de mesma concentracdo de aglcar pelo teste Tukey ao
nivel de 5% de significancia (p<0,05).

LI et al. (2009) obtiveram em mostos com concentragdo de aglcar de 250-320 g L
produtividades fermentativas em torno de 6,87-11,35 mL L. h?' durante 9 ciclos de
fermentacdo. Enquanto, FERRARI (2013) alcancou produtividades fermentativas de 6,6-7,7 mL
L ht em mosto com concentragdo de aglicar de 207-224 g L. Os resultados obtidos neste
presente trabalho quando comparado com outros ensaios fermentativos realizados na literatura,
apresentaram em todos os tratamentos ao longo dos 5 ciclos produtividades fermentativas

similares aos encontrados na literatura.

Por outro lado, ZHANG et al. (2019) empregando a levedura Saccharomyces cerevisiae
Y-1 em mosto de 300 g L'* de ART alcancou produtividade fermentativa de 4,21 mL L h2.
Enquanto, CRUZ (2019), utilizando levedura Ethanol Red® em mosto de 300 g L™ de agticar a
atingiu produtividade fermentativa média de 3,2 mL L™ h-1. Esses valores sdo abaixo do que 0s
resultados encontrados no presente trabalho. Tal diferenca pode ser explicada pela adaptacéo
gradual da levedura aos altos teores alcodlicos, assim como devida a presenca da silica ) que

minimizaram os efeitos estressantes presentes no meio sob a levedura.

Avaliando os efeitos dos tratamentos sobre a levedura ao longo de cada ciclo

fermentativo foi possivel observar que, o tratamento silica ™ 300 mg L™ apresentou a maior
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produtividade ao longo dos 5 ciclos fermentativos, ressaltando assim a importancia da silica ™

Como um osmoprotetor na fermentagéo

CONCLUSAO

Em conclusdo, a silica ) nas concentragdes de 100 e 300 mg L™ apresentou efeito
protetor aos efeitos toxicos do alto teor alcodlico no meio para levedura Saccharomyces
cerevisiae, linhagem Ethanol Red®, permitindo ter reflexos positivos na fermentagio. Uma vez
que, a presenca da silica ) (100 e 300 mg L) aumentou a viabilidade celular; a producéo de

biomassa; o rendimento e a produtividade da fermentacéo.

A concentracdo da silica ) adicionada ao mosto influenciou nos parametros
fermentativos, sendo assim, ao longo dos 5 ciclos fermentativos, as leveduras submetidas ao
tratamento com silica ® 300 mg L™ apresentaram maior viabilidade celular, biomassa,
rendimento e produtividade fermentativa quando comparado com os tratamentos controle e
silica ) 100 mg L.
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5 CONCLUSAO

Em conclusdo, a levedura Saccharomyces cerevisiae, linhagem Y904, ndo se adaptou as
condicdes de fermentacdo com alto teor alcodlico, enquanto a Saccharomyces cerevisiae
Ethanol Red® se adaptou. Foi possivel verificar que a silica ativada, nas concentragdes de 100
e 300 mg L, exerceu efeito protetor sobre a levedura Ethanol Red®, possibilitando a levedura
obter durante os ciclos fermentativos alta viabilidade celular, aumento na concentragcdo de
biomassa, aumento da producdo de etanol, aumento do rendimento e da produtividade

fermentativa.



