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A principal meta deste trabalho foi a de realizar estudos com leveduras
industriais brasileiras utilizadas em usinas, na tentativa de viabilizar o emprego da
Tecnologia de Fermentacdo de Mostos com Altos Teores de Acucares
Fermenteciveis, na producédo de etanol combustivel. Inicialmente, foram realizados
experimentos para obtencédo de informacdes relativas as linhagens, na fermentacéao
de sacarose, maltose e glicose, em meios contendo uma base nitrogenada e
suplementado com fontes de nitrogénio com diferentes complexidades estruturais.
Os estudos mostraram que as linhagens industriais apresentam diferentes perfis de
crescimento nos meios suplementados com diferentes fontes de nitrogénio, que
variaram de um simples sal de aménio, a um hidrolisado acido de proteinas
(casaminoacidos) e hidrolisado enzimatico de proteinas (peptona). Entretanto, a
maior capacidade de acumulo de biomassa pode n&o ter um reflexo direto na
capacidade de utilizacdo de acucares e a consequente producédo de etanol pelas
leveduras industriais. Além da natureza estrutural da fonte de nitrogénio e do tipo de
acucar, a presenca do oxigénio, em maior quantidade nos cultivos agitados,
interferiu sobremaneira no desempenho fermentativo das leveduras industriais, e até
no acumulo de trealose. No geral, foi a suplementacdo com peptona que propiciou
maior producdo de biomassa, preservacdo da viabilidade celular e consumo mais
eficiente da fonte de carbono, em cultivos agitados e néo agitados. Os estudos com
alta densidade celular tiveram como objetivo definir condicbes experimentais para a
conducdo da Fermentacdo de Mosto com Altos Teores de Acucares
Fermentesciveis, e que pudessem propiciar ao final do processo a completa
utilizacdo da sacarose, associada & preservacao da viabilidade celular do micro-
organismo, para que pudesse ser utilizado em ciclos fermentativos sucessivos.
Estudos mostraram que a completa utilizacdo de aclUcar e preservacao da
viabilidade celular, em meios suplementados com extrato de levedura e peptona, so
ocorre nos meios contendo sacarose 22 e 25% (p/v). Em meios mais concentrados
(30% (p/v), a completa utilizacdo da sacarose so6 foi observada em mosto industrial a
base de caldo de cana, suplementado com 2% (p/v) de peptona. Os resultados
descritos nesta tese indicam que as linhagens industriais de leveduras apresentam
demandas diferenciadas com relacdo a fontes de nitrogénio com graus de
complexidade estrutural variados, e que € possivel a fermentacdo de mostos com
altos teores de acuUcares, desde que encontradas as condi¢cdes adequadas de

conducéo do processo fermentativo.
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Abstract



In this work studies with Brazilian yeast for ethanol production were conducted
in order to verify the possibility of utilization of brazilian yeasts for ethanol production
in an industrial process known as Very High Gravity Sucrose Fermentation
Technology, to produce wine with high ethanol contends. This technology has the
advantage to reduce production costs by increasing fermentation yields. Initially,
studies were conducted with sucrose, maltose and glucose fermetation in medium
containing YNB, supplemented with a nitrogen source varying from a single
ammonium salt (ammonium sulfate) to free amino acids (casamino acids) and
peptides (peptone). Data suggest that yeast strains vary in their response to nitrogen
source complex structure, kind of sugar and to oxygen availabity. In general, under
peptone supplementation all strains, in shaking and static conditions, showed higher
biomass accumulation, efficient sugar utilization and yeast viability was preserved.
Sugar utilization by industrial strains not always was directly correlated with higher
biomass accumulation. Trehalose accumulation was also influenced by the structural
complexity of nitrogen sources, the kind of sugar and the presence of oxygen.
Studies with high cell density were conducted to define experimental parameters for
Very High Gravity Sucrose Fermentation, in order to induce at the end of process full
sugar exhaustion together cell viability preservation. Complete sucrose utilization
was detected only in media with 22 and 25% (w/v) sucrose. In the presence of higher
sucrose contends (30% (w/v)), total sucrose exhaustion was obtained in a sugar
cane based medium, supplemented with 2% (w/v) peptone. The results described in
this thesis suggest that industrial yeasts show differing nitrogen demand, and the
utilization of Very High Gravity Sucrose Fermentation technology could be carried
only after finding the appropriated nutritional and fermentation conditions
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Figuras

1. Células de Saccharomyces cerevisiae em reproducao por brotamento.

2. Producéo de biomassa, viabilidade celular, pH e consumo de acucar por S.
cerevisiae (RED) durante crescimento agitado em 25 mL de meio YNB
contendo 1% (p/v) de peptona, casaminoacidos ou sulfato de aménio, e 22%
(p/v) de Sacarose.

3. Células de Saccharomyces cerevisiae RED apoés cultivo em meio YNB
contendo Sacarose 22 % (p/v), no inicio da fermentacao, suplementado com 1
% (p/v) de peptona, casaminoacidos ou sulfato de aménio.

4. Producéo de biomassa, viabilidade celular, pH e consumo de acucar por S.
cerevisiae (BG) durante crescimento agitado em 25 mL de meio YNB
contendo 1% (p/v) de peptona, casaminoacidos ou sulfato de amonio, e 22%
(p/v) de Sacarose.

5. Producéo de biomassa, viabilidade celular, pH e consumo de acgucar por S.
cerevisiae (CAT) durante crescimento agitado em 25 mL de meio YNB
contendo 1% (p/v) de peptona, casaminoacidos ou sulfato de amoénio, e 22%
(p/v) de Sacarose.

6. Producéo de biomassa, viabilidade celular, pH e consumo de agucar por S.
cerevisiae (SA) durante crescimento agitado em 25 mL de meio YNB
contendo 1% (p/v) de peptona, casaminoacidos ou sulfato de amonio, e 22%
(p/v) de Sacarose.

7. Células de Saccharomyces cerevisiae SA apds cultivo em meio YNB
contendo Sacarose 22 % (p/v), no inicio da fermentacédo, suplementado com 1
% (p/v) de peptona, casaminoacidos ou sulfato de amonio.

8. Producao de trealose por S. cerevisiae RED Star, BG, CAT e SA durante
crescimento agitado em 25 mL de meio YNB contendo 1% (p/v) de peptona,
casaminoacidos ou sulfato de amdnio e 22% (p/v) de Sacarose.

9. Produgéo de biomassa, viabilidade celular, pH e consumo de agucar por S.
cerevisiae (RED) durante crescimento ndo agitado em 35 mL de meio YNB
contendo 1% (p/v) de peptona, casaminoacidos ou sulfato de amoénio, e 22%
(p/v) de Sacarose.

10. Células de Saccharomyces cerevisiae RED ap0s cultivo em meio YNB
contendo Sacarose 22 % (p/v), no inicio da fermentacao, suplementado com 1
% (p/v) de peptona, casaminoacidos ou sulfato de amonio.

11. Producéo de biomassa, viabilidade celular, pH e consumo de acgucar por
S. cerevisiae (BG) durante crescimento ndo agitado em 35 mL de meio YNB
contendo 1% (p/v) de peptona, casaminoacidos ou sulfato de aménio, e 22%
(p/v) de Sacarose.
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12. Producao de biomassa, viabilidade celular, pH e consumo de acgucar por
S. cerevisiae (CAT) durante crescimento ndo agitado em 35 mL de meio YNB
contendo 1% (p/v) de peptona, casaminoacidos ou sulfato de amoénio , e 22%
(p/v) de Sacarose.

13. Producéao de biomassa, viabilidade celular, pH e consumo de acgucar por
S. cerevisiae (SA) durante crescimento ndo agitado em 35 mL de meio YNB
contendo 1% (p/v) de peptona, casaminoacidos ou sulfato de amonio, e 22%
(p/v) de Sacarose.

14. Células de Saccharomyces cerevisiae SA apés cultivo em meio YNB
contendo Sacarose 22 % (p/v), no inicio da fermentacao, suplementado com 1
% (p/v) de peptona, casaminoacidos ou sulfato de amonio.

15. Producdo de trealose por S. cerevisiae RED, BG, CAT e SA durante
crescimento ndo agitado em 35 mL de meio YNB contendo 1% (p/v) de
peptona, casaminoacidos ou sulfato de amonio e 22% (p/v) de Sacarose.

16. Producgéo de trealose por S. cerevisiae RED, BG, CAT e SA durante 4 h
de crescimento agitado em 50 mL meio contendo 1% (p/v) de peptona, 1%
(p/v) de extrato de levedo, 2% (p/v) de Sacarose e 10% (v/v) de etanol para
analise do estresse osmotico.

17 Producéo de trealose por S. cerevisiae RED Star, BG, CAT e SA durante 4
h de crescimento agitado em 50 mL meio contendo 1% (p/v) de peptona, 1%
(p/v) de extrato de levedo, e 2% (p/v) de Sacarose para analise do estresse
osmotico em meio sem etanol.

18. Producédo de biomassa e consumo de acucar por S. cerevisiae RED, BG,
CAT e SA durante crescimento agitado e nao agitado em 25 mL de meio YNB
contendo 1% (p/v) de peptona, casaminoacidos ou sulfato de aménio e 10%
(p/v) de Maltose.

19. Producao de biomassa, viabilidade celular, pH e consumo de acgucar por
S. cerevisiae (RED - adaptada em maltose) durante crescimento agitado em
25 mL de meio YNB contendo 1% (p/v) de peptona, casaminoacidos ou
sulfato de amoénio e 10% (p/v) de Maltose.

20. Producado de biomassa, viabilidade celular, pH e consumo de acgucar por
S. cerevisiae (SA - adaptada em maltose) durante crescimento agitado em 25
mL de meio YNB contendo 1% (p/v) de peptona, casaminoacidos ou sulfato
de amonio e 10% (p/v) de Maltose.

21. Producdo de biomassa, viabilidade celular, pH e consumo de acgucar por
S. cerevisiae (PE - adaptada em maltose) durante crescimento agitado em 25
mL de meio YNB contendo 1% (p/v) de peptona, casaminoacidos ou sulfato
de amonio e 10% (p/v) de Maltose.

22. Producao de trealose por S. cerevisiae (ap0s adaptacdo em maltose) RED
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Star, SA e PE durante crescimento agitado em 25 mL de meio YNB contendo
1% (p/v) de peptona, casaminoacidos ou sulfato de aménio e 10% (p/v) de
Maltose.

23. Producdo de biomassa, viabilidade celular, pH e consumo de acgucar por
S. cerevisiae (RED - adaptada em maltose) durante crescimento ndo agitado
em 35 mL de meio YNB contendo 1% (p/v) de peptona, casaminoacidos ou
sulfato de amoénio e 10% (p/v) de Maltose.

24. Producdo de biomassa, viabilidade celular, pH e consumo de acguUcar por
S. cerevisiae (SA - adaptada em maltose) durante crescimento ndao agitado
em 35 mL de meio YNB contendo 1% (p/v) de peptona, casaminoacidos ou
sulfato de amoénio e 10% (p/v) de Maltose.

25. Producdo de biomassa, viabilidade celular, pH e consumo de acguUcar por
S. cerevisiae (PE - adaptada em maltose) durante crescimento ndao agitado
em 35 mL de meio YNB contendo 1% (p/v) de peptona, casaminoacidos ou
sulfato de amoénio e 10% (p/v) de Maltose.

26. Producao de trealose por S. cerevisiae (ap0s adaptacdo em maltose) RED
Star, SA e PE durante crescimento agitado em 35 mL de meio YNB contendo
1% (p/v) de peptona, casaminoacidos ou sulfato de aménio e 10% (p/v) de
Maltose.

27. Producdo de biomassa, viabilidade celular, pH e consumo de acgucar por
S. cerevisiae RED 1° Ciclo e RED 2° Ciclo durante 10 h de crescimento
agitado em 25 mL de meio contendo 1% (p/v) de peptona, 1% (p/v) de extrato
de levedo e 22% (p/v) de Sacarose.

28. Producao de biomassa, viabilidade celular, pH e consumo de acucar por
S. cerevisiae SA 1° Ciclo e SA 2° Ciclo durante 10 h de crescimento agitado
em 25 mL de meio contendo 1% (p/v) de peptona, 1% (p/v) de extrato de
levedo e 22% (p/v) de Sacarose.

29. Producao de biomassa, viabilidade celular, pH e consumo de acgucar por
S. cerevisiae RED 1° Ciclo e RED 2° Ciclo durante 10 h de crescimento em 25
mL de meio contendo 1% (p/v) de peptona, 1% (p/v) de extrato de levedo e
22% (p/v) de Sacarose.

30. Producao de biomassa, viabilidade celular, pH e consumo de acgucar por
S. cerevisiae SA 1° Ciclo e SA 2° Ciclo durante 10 h de crescimento em 25 mL
de meio contendo 1% (p/v) de peptona, 1% (p/v) de extrato de levedo e 22%
(p/v) de Sacarose.

31. Producao de biomassa, viabilidade celular, pH e consumo de acgucar por
S. cerevisiae RED 1° Ciclo, RED 2° Ciclo e RED 3° Ciclo durante 10 h de
crescimento agitado em 25 mL de meio contendo 1% (p/v) de peptona, 1%
(p/v) de extrato de levedo e 25% (p/v) de Sacarose.

32. Producao de biomassa, viabilidade celular, pH e consumo de acgucar por
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S. cerevisiae SA 1° Ciclo, SA 2° Ciclo e SA 3° Ciclo durante 10 h de
crescimento agitado em 25 mL de meio contendo 1% (p/v) de peptona, 1%
(p/v) de extrato de levedo e 25% (p/v) de Sacarose.

33. Producao de biomassa, viabilidade celular, pH e consumo de acgucar por
S. cerevisiae RED 1° Ciclo, RED 2° Ciclo e RED 3° Ciclo durante 10 h de
crescimento em 25 mL de meio contendo 1% (p/v) de peptona, 1% (p/v) de
extrato de levedo e 25% (p/v) de Sacarose.

34. Producao de biomassa, viabilidade celular, pH e consumo de acgucar por
S. cerevisiae SA 1° Ciclo, SA 2° Ciclo e SA 3° Ciclo durante 10 h de
crescimento em 25 mL de meio contendo 1% (p/v) de peptona, 1% (p/v) de
extrato de levedo e 25% (p/v) de Sacarose.

35. Producédo de biomassa, viabilidade celular e consumo de acgucar por S.
cerevisiae RED 1° Ciclo, RED 2° Ciclo e RED 3° Ciclo durante 13 h de
crescimento agitado cultivado em batelada alimentada por pulso em meio
contendo 1% (p/v) de peptona, 1% (p/v) de extrato de levedo e 30% (p/v) de
Sacarose.
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Tabelas

1. Producdo de biomassa, viabilidade celular, pH, consumo de acucar e
producéo de trealose por S. cerevisiae (RED, BG, CAT e SA), durante 20 h de
crescimento agitado em 50 mL meio contendo 1% (p/v) de peptona, 1% (p/v)
de extrato de levedo e 10% (p/v) de Sacarose para utilizacdo como inoculo.

2. Producédo de biomassa, viabilidade celular, pH, consumo de acucar e
producédo de trealose por S. cerevisiae (RED, BG, CAT e SA) durante 4 h de
crescimento agitado em 50 mL meio contendo 1% (p/v) de peptona, 1% (p/v)
de extrato de levedo, 2% (p/v) de Sacarose e 10% (v/v) de etanol para analise
do estresse etandlico.

3. Producédo de biomassa, viabilidade celular, pH, consumo de acucar e
producédo de trealose por S. cerevisiae (RED, BG, CAT e SA) durante 4 h de
crescimento agitado em 50 mL meio contendo 1% (p/v) de peptona, 1% (p/v)
de extrato de levedo, e 2% (p/v) de Sacarose para analise do estresse
etanolico em meio sem etanol.

4. Producdo de biomassa, viabilidade celular e consumo de acgucar por S
cerevisiae (RED, SA e PE) durante 40 e 65 horas de cultivo em 25 mL (agitado
e 35 mL (n&o agitado) meio contendo Glicose 20% (p/v) e 1% (p/v) de peptona
casaminoacidos ou sulfato de amonio.

5. Producao de biomassa, viabilidade celular, pH e consumo de agucar por S.
cerevisiae (RED e SA) durante 20 h de crescimento agitado em 50 mL meio
contendo 1% (p/v) de peptona, 1% (p/v) de extrato de levedo e 10% (p/v) de
Sacarose para utilizacdo como inoculo.

6. Producdo de biomassa, viabilidade celular, pH, consumo de agucar por S.
cerevisiae (RED e SA) apos 10 h de crescimento agitado cultivada em
batelada alimentada por pulso em meio contendo 1% (p/v) de peptona, 1%
(p/v) de extrato de levedo e 30% (p/v) de Sacarose.

7. Producdo de biomassa, viabilidade celular e consumo de acucar por S.
cerevisiae SA e VIN 13 durante 13 h de crescimento agitado cultivado em
batelada alimentada por pulso em meio contendo 1% (p/v) de peptona, 1%
(p/v) de extrato de levedo e 30% (p/v) de Sacarose.

8. Producdo de biomassa, viabilidade celular e consumo de agucar por S.
cerevisiae RED, SA e VIN 13 durante 18 h de crescimento agitado cultivado
em batelada alimentada por pulso em meio contendo 1% (p/v) de peptona, 1%
(p/v) de extrato de levedo e 30% (p/v) de Sacarose.

9. Producédo de biomassa (A) e viabilidade celular (B) de S. cerevisiae RED,
SA e VIN 13 durante 13 h de crescimento agitado cultivado em batelada
alimentada por pulso em meio contendo 1% (p/v) de peptona, 1% (p/v) de
extrato de levedo e 30% (p/v) de Sacarose.
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10. Producéo de biomassa, e viabilidade celular, consumo de agucar e
producédo de etanol por S. cerevisiae RED, SA e VIN 13 durante 21 h de
crescimento agitado cultivado em batelada alimentada por pulso em meio
contendo 1% (p/v) de peptona, 1% (p/v) de extrato de levedo e 30% (p/v) de
Sacarose.

11. Producéo de biomassa, viabilidade celular e consumo de acgucar por S.
cerevisiae RED, SA e PE durante 15 h de crescimento agitado cultivado em
batelada alimentada por pulso em mosto contendo 30% (p/v) de Sacarose
sem suplementacdo, suplementado com 1 ou 2% (p/v) de peptona.
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Abreviaturas

atm - atmosfera.

DNS - &cido 3,5-dinitrosalicilico.
g - gramas.

h - horas.

M - molar.

mg - miligramas.

min - minutos.

mL - mililitros.

nm - nandémetros.

rpm - rotagdes por minuto.

YPD - meio contendo extrato de levedo, peptona e glicose.
YNB - base nitrogenada.

ML - microlitros.
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1. INTRODUCAO

1.1. O etanol no Brasil

A historia do maior programa de substituicdo de petréleo por energia de
biomassa implantado no mundo, em escala nacional, comegou em 1975, quando o
governo brasileiro decidiu estimular a producdo de etanol combustivel no pais, para
tanto, recomendava que se atentasse a dois fatores: a abertura de mercado e a
valorizagcao do preco do produto. Pressionado pela extraordinaria elevacao do preco
do petréleo no Oriente Médio, que, até entdo, garantia o abastecimento interno, o
governo langou o Programa Nacional do Alcool, cujo objetivo era produzir, até o final
dos anos de 1970, cerca de trés bilhdes de litros de etanol, para fins industriais,
comerciais e para a adi¢cdo a gasolina, com concentracao inicial de 10 - 15 % (v/v)
(AMORIM, 2005).

No contexto histérico, principalmente nas décadas de 1970 e no inicio dos
anos de 1980, em decorréncia das crises do petroleo e energética, o periodo foi
marcado pelo surgimento do etanol como uma fonte de combustivel renovavel
atrativa (BASSO et al., 2008), também sendo uma alternativa na substituicdo de
combustiveis de origem fossil (IKEGAMAI et al., 2000; XUE et al., 2008). Outros
fatores foram a escassez e 0 seu alto custo e juros internacionais. Por isso, em
meados dos anos 80, o Proalcool foi considerado prioritario, tragcando-se, entdo, uma
meta de producdo mais ambiciosa, cujo objetivo seria produzir 10,7 bilhGes de litros
de etanol, a ser alcangada em 1985. Foi também, incentivada a utilizacdo em escala
comercial de veiculos movidos exclusivamente a etanol hidratado, produzidos ou
convertidos para tal finalidade (AMORIM, 2005; BASSO et al., 2008).

Entre 1982 e 1986, o Proalcool viveu sua fase aurea, com grandes estimulos
para atender as duas linhas de demanda existentes: alcool hidratado para o carro
movido exclusivamente a este combustivel, e anidro, para ser misturado a gasolina.
Dessa forma, o Proalcool se tornou o maior programa energético do mundo com a
utilizacdo de um combustivel liquido alternativo e renovavel, nao poluente,
implantado em larga escala que possibilitou economia de mais de 141 bilhdes de
dolares em dividas para o pais desde sua implantacdo. O programa comecou a

mostrar novas vantagens, como a criagcdo de desenvolvimento regional, dando
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sustentabilidade econdmica ao interior do pais, sendo um dos poucos programas
qgue possibilitou que a riqueza gerada, desde o cultivo da matéria prima até o
produto final, permanecesse dentro do proprio municipio, gerando emprego e renda.
Além do aspecto econdmico e social, verificou-se a importancia do ganho ambiental,
decorrente do uso do etanol combustivel, na esteira da diminuicdo da poluicdo das
grandes cidades, portanto, a finalidade do Proalcool acabou sendo estratégica,
resolvendo o problema energético e favorecendo a economia nacional e o
desenvolvimento social (AMORIM, 2005).

Hoje o alcool é reconhecido mundialmente pelas suas vantagens ambientais,
sociais e econdmicas e o0s paises do primeiro mundo estdo interessados nessa
tecnologia (GOLDEMBERG, 2007). Apesar do desenvolvimento do setor
sucroalcooleiro, o processo de producdo de etanol carece de aperfeicoamentos,
entre 0s quais destacam-se a excessiva producao de vinhacga, o principal residuo do
setor sucroalcooleiro, decorrente de processos de fermentacdo de baixo teor
alcodlico, além do uso intensivo de antibidticos, devido ao nivel de contaminantes
microbiologicos e de sélidos insoltveis no mosto de fermentagéo.

O processo de producdo de etanol combustivel praticado pelas Usinas
brasileiras apresenta teor alcodlico abaixo do desejado. O tratamento do fermento
praticado nas usinas previamente ao reciclo, se inicia na centrifugacdo do vinho para
recuperacdo das leveduras Saccharomyces cerevisiae (figura 1). Nesta etapa
ocorre, sem duavida, uma importante retirada de compostos metabdlicos inibidores
guimicos e microbioldgicos, porém com eficiéncia limitada porque depende do
estado de agregacao das células. Quando floculadas, a eficiéncia de eliminacédo de
inibidores € menor e consequentemente grande parte se recicla ao processo. O
creme de levedura concentrado é diluido com agua e acidificado com &cido sulfarico
sob agitacdo por um periodo em torno de duas horas em pH que varia entre 2,3 e
3,2 (AMORIM, 2005). A justificativa para esse procedimento € a desfloculagcdo do
fermento e morte das bactérias contaminantes oriundas do meio de cultura utilizado
gue nado foi esterilizado, e que acabam por competir com as leveduras pelos
nutrientes do meio (GRAVES et al., 2007). A desfloculacdo de fato ocorre por se
tratar de um fenébmeno de parede, entretanto as bactérias contaminantes da
fermentacdo sdo resistentes a pHs muito baixos. Assim, muitos dos agentes

microbianos sao reciclados para a fermentacdo e essa pratica, portanto, tende a
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acumular as causas do problema a cada ciclo do processo (SANTOS;
YOKOYA,1991).

Figura 1: Células de Saccharomyces cerevisiae em reproducdo por brotamento. Fonte:
Saccharomyces cerevisiae. Disponivel em
(www.bibliotecadeciencias.sp.gov.br/wordpress/?p=789), acesso em 16 de dezembro de
2011).

Um importante campo de pesquisa em fermentacdo alcodlica é a busca por
novas linhagens de leveduras com alta tolerancia a temperatura e etanol, e capazes
de produzir vinhos fermentados de alta concentracédo alcodlica bem como identificar
os fatores relacionados a condicao atual de processo que impedem a conducéo do
processo de fermentacdo no limite da alcool tolerancia das leveduras industriais. A
conjugacao desses fatores numa linhagem de levedura seria bastante atrativa na
medida que produziria reducdo no consumo de agua de resfriamento, reducao no
volume de vinhaca além de reducdo de consumo de energia na destilaria como um
todo.

Fermentacbes com teor alcodlico elevado podem ser conseguidas através da
utilizacdo de mostos mais concentrados em acucares totais. Este processo é
conhecido como Tecnologia de Fermentacdo de Mosto com Altos Teores de
Acucares Fermentesciveis (Very High Gravity Fermentation Technology), e refere-se
a um processo que envolve a preparacdo de mosto de fermentacdo contendo
acucares acima de 30% (p/v) (CASEY et al., 1984) e o objetivo principal é produzir
niveis de etanol acima de 15% (v/v) (LI, 2009). A introducéo da fermentacdo com
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altos teores de acucares, em escala industrial, ainda apresenta problemas que
devem ser contornados, e os de mais dificeis solucBes sao os relativos a tolerancia
limitada das leveduras industriais ao etanol, principalmente em temperaturas ao
redor de 35° C, e os induzidos pela pressdo osmoética (D°AMORE; STEWART, 1986;
JONES; INGLEDEW, 1994). Estudos conduzidos em escala de laboratorio
mostraram ser possivel a producao de até 21% (v/v) de etanol na fermentacdo de
mosto de macerado de trigo com 38% (p/v) de solidos dissolvidos (THOMAS;
INGLEDEW, 1992). Entretanto estes altos teores de etanol s6 foram obtidos em
temperaturas em torno de 20° C, e ap6s um longo tempo de fermentacdo e
consideravel perda de viabilidade celular (JONES; INGLEDEW, 1994; THOMAS et
al., 1994). Existe um fenbmeno de sinergia sobre a viabilidade celular induzido pelo
alto teor de etanol e aumento da temperatura de fermentagdo. Assim, em
temperaturas mais altas observam-se fermentacfes com teores maximos de etanol
em torno de 12 e 13% (v/v), com um tempo de fermentacdo de 30 horas
(ALFENORE et al., 2002, ALDIGUIER et al., 2004).

Existem poucos estudos com linhagens industriais utilizadas em processos
fermentativos industriais brasileiros. Recentemente, dois artigos relataram
experimentos com linhagens brasileiras em fermentacdo em meios com glicose
como fonte de carbono na concentracdo de 28-35% (p/v), complementado com
xarope de milho e uréia e alguns ions metéalicos (PEREIRA et al. 2010), no qual foi
possivel a obtencdo de vinhos com até 19% (v/v) de etanol (PEREIRA et. al.,
2011a). Outro estudo, no mesmo laboratorio, descreveu experimentos com até 15
reciclo de células, na fermentacdo de mostos concentrados, com a producéo de 17%
(v/v) de etanol (PEREIRA et. al., 2011b). Apesar de se trabalhar com mostos
concentrados e da obtencao de teores elevados de etanol, as condi¢cdes de estudos
sdo muito diferentes daquelas utilizadas no processo industrial de producdo de
etanol combustivel no Brasil, com o tempo de fermentacdo variando de 30 até 60
horas, entre ciclos, e a viabilidade celular variando constantemente, e em alguns

ciclos atingido o valor de 27% de células viaveis.

Apesar destes fatores desfavoraveis a obtencdo de altos teores de etanol e
com o interesse renovado de se aumentar a producdo de etanol combustivel,
recentemente, novos estudos de fermentacdo de mostos com altos teores de

acucares foram descritos. Alper e outros (2006), utilizaram uma abordagem
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chamada de Global Transcription Machinery Engineering (QTME), na tentativa de
alteracdo de aspectos que apresentam caracteristicas multigénicas, como é o caso
da tolerancia de leveduras a pressdo osmotica e ao etanol, para melhorar a
eficiéncia do processo de producdo de etanol combustivel. Estes estudos indicam a
atualidade da tematica de melhoria dos processos de obtencédo de etanol
combustivel em mostos concentrados e 0 objetivo € a obtencdo de altos teores
alcodlicos. O novo impulso induzido na industria do alcool combustivel recoloca a
busca de inovacgdes para resolver a questdo do aumento da eficiéncia do processo
como forma de reduzir a quantidade de vinhaca e a utilizagcdo de antibidticos. Por
esses e outros motivos, a tendéncia atual das industrias sucroalcooleiras é de se
transformar em complexos energéticos que, além do etanol e do agucar, possam
fabricar racdo animal, fertilizantes e ainda gerar energia elétrica a partir do bagaco
de cana, e com isso reduzir ainda mais os residuos industriais e aumentar os lucros
da empresas (AMORIM, 2005).

1.2. Processos fermentativos utilizados na producéo de etanol

Quando se pensa em executar um processo fermentativo, normalmente se
imagina preparar um meio de cultura que seja adequado a nutricdo e
desenvolvimento do micro-organismo, bem como ao acumulo do produto desejado;
colocar o meio de cultura em um biorreator; adicionar o micro-organismo
responsavel pelo processo biolégico e aguardar que o processo ocorra. Depois de
determinado tempo de fermentacéo retira-se o caldo fermentado e recuperam-se 0s
produtos desejados (SCHMIDELL, 2001).

As fermentacdes podem ser realizadas de varias maneiras, dependendo do
produto que se deseja obter, e da condicdo necessaria para o cultivo do micro-
organismo, e sao mais comumente realizadas pelas usinas produtoras de etanol no
Brasil pelos processos descontinuos, descontinuo alimentado e continuo, cada um
possuindo caracteristicas peculiares.

O mais importante nesse processo € que 0 acucar contido no mosto se
transforme em etanol e seja totalmente consumido apdés a fermentacdo. Depois
dessa etapa, o mosto fermentado, entdo denominado “vinho” é conduzido a

destilacdo, onde, através de varias colunas serd alternadamente aquecido e
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condensado, separando-se todos os produtos e proporcionando a obtencédo de
vérios tipos de etanol: etanol cru, etilico hidratado, etilico anidro, etanol fino, neutro e
outros (AMORIM, 2005).

1.2.1. Fermentacao descontinua

Também conhecida como fermentacdo em batelada, seu modo de operacao
pode ser descrito assim: uma solucdo nutriente é adicionada no fermentador
juntamente com 0 micro-organismo e incubada, de modo a permitir que a
fermentacéo ocorra sob condi¢cdes desejadas. No decorrer do processo fermentativo
nada € adicionado, exceto oxigénio, no caso de processos aerobicos, antiespumante
e acido ou base para controle de pH. Nesse tipo de fermentacdo o volume
permanece constante. Terminada a fermentacéo, descarrega-se a dorna e 0 meio

fermentado segue para os tratamentos finais (SCHMIDELL, 2001).

1.2.2. Fermentag&o descontinua alimentada

Varios processos fermentativos tém sido desenvolvidos em funcdo de
diferentes aplicacbes. Um desses, que tem importancia tanto em escala industrial
como em nivel de pesquisa, € 0 processo descontinuo alimentado, ou batelada
alimentada. Basicamente, esse processo € caracterizado como uma técnica em
processos microbianos, onde um ou mais nutrientes séo adicionados ao fermentador
durante o cultivo, e ao atingir o volume desejado, permanecem até o final da
fermentacdo. Em alguns casos, 0s nutrientes sdo adicionados gradualmente
(SCHMIDELL, 2001).

1.2.3. Fermentacao continua

Esse tipo de processo caracteriza-se por possuir uma alimentacdo continua
de meio de cultura e uma determinada vazao constante, sendo o volume de reacéo
mantido constante através da retirada continua de caldo fermentado. Pode conter
apenas um ou também multiplos estagios (SCHMIDELL, 2001). O processo de

fermentacdo continua normalmente tem inicio em um processo descontinuo, ou
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seja, carrega-se inicialmente o reator com meio de cultura, procede-se a inoculagéo
do micro-organismo responsavel pela conversdo, e ap6s um periodo de tempo
inicia-se a alimentacdo de meio de cultura e retirada do caldo, dando-se inicio ao
processo continuo (SCHMIDELL, 2001). Vale lembrar que nas fermentacdes
industriais responsaveis pela producdo de etanol combustivel em larga escala, o

micro-organismo mais utilizado € o fungo leveduriforme Saccharomyces cerevisiae.

1.3. Saccharomyces cerevisiae

O reino dos fungos é um dos mais numerosos, sdo organismos unicelulares,
de vida livre e algumas espécies sdo importantes devido a sua grande
biodiversidade no planeta. Por isso ha um enorme potencial a ser explorado nesses
micro-organismos que possuem uma das mais fascinantes e importantes
propriedades, que é a habilidade de converter substratos em produtos de interesse
biotecnologico (OSTERGAARD et al., 2000). E neste universo estdo inseridas as
leveduras as quais representa aproximadamente 700 espécies descritas, sendo que
somente algumas tém sido bem caracterizadas, fazendo com que este grupo de
micro-organismos seja qualitativamente e economicamente importante nos
processos industriais.

Os fungos leveduriformes, do género Saccharomyces cerevisiae, sao
organismos eucariotos unicelulares extremamente versateis no seu metabolismo,
gue se reproduzem por esporos e brotamento (GOFFEAU et al., 1996). As linhagens
de leveduras da espécie Saccharomyces sao tradicionalmente utilizadas na indastria
de etanol combustivel, panificacdo e na producéo de bebidas alcodlicas (BADOTTI,
2008), e seu metabolismo produz etanol, uma substancia quimica com enorme
potencial de ser utilizado como biocombustivel, para substituir os combustiveis
fosseis, em virtude de seu aspecto ndo renovavel (ALFENORE et al., 2002;
PHISALAPHONG et al., 2006). Estima-se que mais de dois bilhdes de toneladas de
leveduras sdo produzidas anualmente, somente para a industria de panificacéo,
fazendo deste micro-organismo um dos mais importantes produtos biotecnolégicos.
Outras aplicacbes de leveduras incluem a producdo de enzimas, nucleotideos,
vitaminas, glicoproteinas, coenzimas, acidos nucléicos, lipideos e outros aditivos
alimentares (BADOTTI et al., 2008).
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Com o advento das novas técnicas de engenharia genética as leveduras
foram transformadas e utilizadas como produtoras de proteinas heterdlogas
(incluindo vacinas e outros compostos terapéuticos). Recentemente, a combinacgao
entre 0 grande entendimento relativo a sua fisiologia e o fato de o genoma das
leveduras terem sido sequenciado e identificadas suas funcdes génicas, com a
utilizacdo das técnicas de engenharia metabodlica, a levedura Saccharomyces
cerevisiae esta sendo utilizada como veiculo celular para melhorar a eficiéncia de
conversao de substratos em produtos de interesse biotecnoldgico (BADOTTI et al.,
2008; OSTERGAARD et al., 2000).

As leveduras, além da sua importancia industrial, séo utilizadas como modelo
de células eucaridticas. Esta escolha se deve em grande parte a quantidade de
conhecimento ja acumulado relativo a sua fisiologia, bioquimica e genética. Além
disso, apresentam varias caracteristicas interessantes: sdo organismos unicelulares,
facilmente manipulaveis, ndo patogénicos, capazes de crescer em varias fontes de
carbono e de fornecer grande quantidade de células em um tempo relativamente
curto. Por serem células eucarioticas as leveduras sao as mais adequadas aos
estudos de processos bioldgicos peculiares aos organismos eucarioticos.

O trabalho experimental descrito neste trabalho foi realizado com linhagens
industriais de Saccharomyces cerevisiae utilizadas na industria de producédo de
etanol combustivel pelas usinas, e uma linhagem produtora de vinho utilizada em
alguns experimentos para se comparar o comportamento fermentativo destas
diferentes linhagens, nas mesmas condi¢cdes de cultivo. Apesar de as linhagens
serem utilizadas em diferentes processos industriais, os estudos foram realizados
com o objetivo de se identificar as diferencas metabdlicas no processo fermentativo,
guanto a producédo de biomassa, consumo de nutrientes, viabilidade celular e outros
parametros fermentativos analisados, pressuposto que apresentam caracteristicas
geneéticas diferentes, portanto, possibilitando a obtencdo de dados que auxiliem no
melhor entendimento do seu metabolismo e fisiologia, como forma de aprimorar o

processo fermentativo.
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1.3.1. Utilizac&o de nutrientes por Saccharomyces cerevisiae

Em todos os processos industriais em que se utliza a levedura
Saccharomyces cerevisiae 0s meios devem conter necessariamente uma fonte de
nitrogénio, uma fonte de carbono, além de sais e vitaminas (HORAK, 1997). Por
esse motivo, 0s principais nutrientes utilizados por células de Saccharomyces
cerevisiae, quanto a quantidade, sdo carbono e nitrogénio. Isto implica que os fluxos
de carbono e nitrogénio tanto quanto suas interacfes constituem parametros
importantes na regulagdo do crescimento celular. A coordenagédo dos fluxos de
carbono e nitrogénio pode ser regulada na assimilacdo ou no metabolismo,
dependendo das condicGes de crescimento e da natureza da fonte de carbono e
nitrogénio (TER SCHURE et al., 1995; HORAK, 1997, SCHNEPER et al., 2004).

Para selecionar os nutrientes necessarios a serem utilizados, as leveduras
desenvolveram mecanismos celulares nos quais sdo desencadeados por eventos de
regulagdo conhecidos como repressao catabdlica induzida pelo carbono (“Carbon
catabolite repression”) ou pelo nitrogénio (“Nitrogen catabolite repression”), e estes
imp6em a levedura uma seqiéncia ordenada de utilizacdo de fontes de carbono e
de nitrogénio. Além destas vias de regulacdo, existem outras de sinalizacdo e de
sensoriamento de nutrientes em leveduras, além ainda, de ocorrer a integracédo de
varias vias de regulacdo envolvendo aquelas descritas para o carbono e outras para
0 nitrogénio, criando um quadro complexo de regulacéo e sinalizacdo (GANCEDO;
FLORES, 2004; SCHNEPER et al., 2004).

1.3.1.1. Fontes de carbono

Os principais compostos utilizados como fonte de carbono séo os
monossacarideos (glicose, frutose e galactose) ou dissacarideos (maltose e
sacarose). Quando a levedura é cultivada em um meio contendo uma mistura de
glicose e outros acucares como sacarose, maltose ou galactose, o metabolismo é
diauxico, isto é, glicose € preferencialmente utilizada, enquanto que 0s outros
acucares somente serdo metabolizados apdés a exaustdo da glicose. Este
comportamento diauxico ocorre devido ao fendmeno de repressdo catabolica, ou
represséao exercida pela glicose (DYNESEN et al., 1998; GANCEDO, 1998). Além da
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glicose, outros agucares fermentesciveis como a frutose e manose também
desencadeiam o processo de repressdo catabdlica. Na levedura Saccharomyces
cerevisiae, a repressao pela glicose regula a expressao dos genes envolvidos com a
produgdo de enzimas necessarias para o metabolismo da sacarose, maltose e
galactose, e também das enzimas da gliconeogénese e da cadeia respiratoria
(DYNESEN et al., 1998). Em leveduras, a regulacdo das enzimas submetidas ao
controle da repressao catabodlica € complexa e além do controle da expressao
génica, envolve também o fendmeno de inativacdo catabdlica e o nivel da atividade
enzimatica (HOLZER, 1976; GANCEDO, 1998).

Apesar de serem objetos de exaustiva investigacdo, os mecanismos através
dos quais ocorre a repressdo catabolica e outros processos de sinalizacdo e
regulacao celular ndo estao totalmente elucidados. Os estudos mostram que as vias
de regulacdo sdo complexas, envolvem um conjunto consideravel de genes e de
elementos protéicos que atuam como elementos ativadores e repressores. Além da
complexidade das vias que atuam na sinalizacdo, sensoriamento e regulacdo do
metabolismo do carbono, estdo sendo descritos novos estudos que indicam para a
possivel integracdo de varios sistemas de sinalizacdo e regulacdo, inclusive
envolvendo a participacdo de elementos das vias do carbono na regulacdo da
utilizacao de fontes nitrogenadas (SCHNEPER et al., 2004; PETER et al., 2006).

1.3.1.2. Fontes de nitrogénio

A maioria dos trabalhos realizados sobre o metabolismo de nitrogénio em
micro-organismos utiliza um meio minimo com composi¢cao conhecida, e um unico
composto nitrogenado (LARGE, 1986). Outros estudos utilizam meios complexos,
complementados com diferentes tipos de extratos. O consumo de compostos
nitrogenados mais complexos, como proteinas, por Saccharomyces cerevisiae sO
ocorrem se forem hidrolizadas para posterior utilizacdo na forma de aminoacidos
simples, dipeptideos ou tripeptideos.

O nitrogénio assimilavel é identificado como um nutriente essencial para
completar o processo fermentativo de forma eficiente (VILANOVA et al., 2007), pois
0 nitrogénio é um elemento essencial encontrado em quase todas as

macromoléculas dos organismos vivos. As principais fontes de nitrogénio
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assimilaveis por leveduras sdo aminoacidos, ion amoénio e pequenos peptideos
(VILANOVA et al., 2007). Tal habilidade requer permeases para o transporte desses
compostos e enzimas para a geracdo de amoénio pelo seu metabolismo (IRAQUI et
al.,, 1999; MAGASANIK; KAISER, 2002). Mais de 20 sistemas de transporte
especificos medeiam o transporte ativo de aminoacidos pela membrana plasméatica
de Saccharomyces cerevisiae, e varias permeases foram caracterizadas
geneticamente (JAUNIAUX; GRENSON, 1990). Cada transportador €& especifico
para um ou alguns L-aminoacidos e sua sintese esta geralmente relacionada com a
constituicio da membrana. Além dos sistemas especificos, Saccharomyces
cerevisiae possui um sistema de transporte geral de aminoacido, o transportador
Gap (“general amino acid permease”), codificado pelo gene GAP1. Essa permease
apresenta elevada especificidade para o transporte de substratos, incluindo a
maioria do L- e D- isobmeros de aminoacidos basicos, neutros e acidos (JAUNIAUX;
GRENSON, 1990; HORAK, 1997).

ApOs o transporte, as fontes de nitrogénio sao rapidamente acumuladas
pelas leveduras na fase inicial da fermentagéo, onde sdo necessarios aminoacidos
para a sintese de proteinas e producédo de biomassa, enquanto que 0 excesso &
armazenado em vacuolos celulares, e utilizados quando necessarios na sintese de
biomoléculas microbianas. A insuficiéncia de compostos nitrogenados no meio de
cultura pode provocar baixa producéo de biomassa, afetar o processo fermentativo e
a conclusao do mesmo (BELTRAN et al., 2005; VILANOVA et al., 2007). Entretanto,
nem todas as fontes de nitrogénio propiciam crescimento igualmente eficiente: a
glutamina juntamente com o glutamato, o amonio e asparagina sao considerados
fontes primarias de nitrogénio, e por isso utilizados preferencialmente nas reacdes
de biossintese (IRAQUI et al. 1999). Quando estas fontes primarias estédo limitadas
ou proximas da exaustdo, o organismo pode expressar seletivamente genes cujos
produtos permitem utilizar outras fontes de nitrogénio secundarias, incluindo outros
aminoécidos, peptideos (HORAK, 1997). A utilizagdo de aminoacidos como fonte de
nitrogénio envolve inicialmente seu transporte para interior da célula, onde pode ser
utilizado diretamente na sintese de proteinas ou doando seu derivado a-cetoacido
apos a desaminacao enzimatica para outros processos metabolicos (MAGASANIK,
1992). O glutamato, glutamina e amoénio desempenham fungbes essenciais no
metabolismo central de nitrogénio (TER SCHURE et al., 2000).
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Os sistemas de transporte de peptideos intactos estdo presentes em
bactérias, fungos, plantas, tecidos de mamiferos e leveduras. Esse transporte é um
processo bioquimico especifico em que peptideos pequenos (com menos de 6
aminoacidos) passam através da membrana plasmatica por transporte ativo
(STEINER et al., 1994). Esse transporte de pequenos peptideos contendo de 2 a 5
residuos de aminoacidos também séo utilizados por Saccharomyces cerevisiae, e
estes sao transportados via dois sistemas de transportes: sistema transportador PTR
(Peptide Transport), onde sao transportados dipeptideos e tripeptideos e sistema
transportador OPT (OligoPeptide Transport), onde sdo transportados oligopeptideos
contendo de 4 a 5 aminoacidos (WILES et al., 2006).

1.3.2. Carboidrato de reserva

Durante a fermentacdo as leveduras sdo submetidas a varias condi¢cdes de
estresse, como o induzido por altas concentracdes de aclcar (estresse osmotico) ou
induzidos por altas concentragbes de etanol. Juntamente com estes, outras formas
de estresse como o nutricional e térmico podem afetar negativamente o
desempenho das leveduras. Uma forma de compensar estas condicbes
desfavoraveis e a capacidade das leveduras em produzir carboidratos de reserva
como a trealose e o glicogénio, que desempenham funcdo protetora e de reserva
energética (CSONKA, 1989).

A trealose é um dissacarideo ndo redutor composto por duas moléculas de
glicose unidas por ligagdes do tipo a-1,1, e € estd presente em vertebrados,
leveduras, outros fungos e plantas (GANCEDO; FLORES, 2004). No caso de
leveduras, € muito comum em ambos 0 estagio vegetativo e reprodutivo. Na
estrutura vegetativa é encontrada juntamente com o glicogénio (HOHMANN;
MAGER, 1997). Isto também ¢é atribuido para as estruturas reprodutivas, mas neste
caso a trealose esta presente em maiores quantidades do que o outro carboidrato de
reserva (FRANCOIS; PARROU, 2001).

Na reproducgéo celular em fermentagbes contendo fontes de carbono como a
glicose e a frutose, apos a utilizacdo do acgucar fermentescivel, o glicogénio
acumulado apresenta-se em concentracdes maximas no periodo diauxico. Em

contraste, a trealose s6 comeca a se acumular no periodo diauxico e quando as
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células entram na fase estacionaria em periodos de caréncias nutricionais. Durante
a fase estacionaria a trealose é degrada lentamente e seu desaparecimento é
acompanhado pela perda de viabilidade celular. No geral, a sintese e acumulo de
glicogénio e trealose estdo associados a limitacédo nutricional (HOHMANN; MAGER,
1997). A sintese de trealose, € particularmente, muito intensa durante o processo de
diferenciacdo celular e periodos de jejum em Saccharomyces cerevisiae . Sua
funcdo esta diretamente relacionada aos processos de protecdo das estruturas
celulares contra agentes desestabilizadores devido ao estresse e agentes
desnaturantes. Em muitos casos, € observado altos niveis de trealose em periodos
em que ha necessidade de manutencdo das funcbes proteicas e das funcdes
desempenhadas pela membrana celular (SAMPEDRO; URIBE, 2004).

Também tem sido explorado em diversas aplicacdes biotecnologicas como:
aumento da tolerancia ao etanol em leveduras utilizadas em processos de
fermentacéo alcodlica, crioprotecdo, mantendo viaveis culturas de células de Daricus
carota (cenoura) e Nicotina tabacun (tabaco) ap0s congelamento, conservacao de

enzimas de restri¢cao, lipossomos liofilizados.
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2. OBJETIVOS

O objetivo principal deste trabalho foi o de realizar estudos com leveduras industriais
brasileiras na tentativa de viabilizar o emprego da Tecnologia de Fermentacédo de
Mostos com Altos Teores de Acucares Fermenteciveis, na producdo de etanol

combustivel.

Como obijetivos especificos o trabalho experimental foi desenvolvido com dois

tipos de abordagens, com baixa e alta densidade celular:

1. Estudos com baixa densidade celular para obtencédo de informacdes relativas
as propriedades fisioldgicas das linhagens industriais produtoras de etanol em

estudos realizados com e sem agitacao.

2. Os estudos com alta densidade celular para a fermentacdo de mosto com
altos teores de acucares fermentesciveis em estudos realizados com e sem

agitacao.
3. Fermentac&o com alta densidade celular utilizando mosto industrial a base de

caldo de cana contendo alto teor de sacarose, com e sem suplementacao

nutricional.
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3. MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi desenvolvido no Departamento de Bioquimica e Tecnologia
Quimica do Instituto de Quimica de Araraquara da Universidade Estadual Paulista -
UNESP.

3.1. Micro-organismos utilizados

No presente estudo foram utilizadas linhagens industriais de levedura
Saccharomyces cerevisiae BG (Usina da Barra Grande), CAT (Usina de Catanduva),
SA (Usina de Santa Adélia) e PE (Usina da Pedra) isoladas em diferentes Usinas de
producéo de etanol combustivel. A linhagem Saccharomyces cerevisiae Etanol Red®
também foi utlizada, gentiimente doada pela empresa Fermentis/Lasaffre. Foi
utilizada a linhagem VIN 13 em alguns experimentos, utilizada na producéao de vinho.

Também foi utilizado o fungo Humicola grisea para produzir a enzima trealase.

3.2. Meios de cultivo

3.2.1. Meios para manutencdo da cultura, de rejuvenescimento e preparo do

indculo

As culturas estoques foram mantidas em meio YPD contendo 1,0% (p/v) de
extrato de levedo, 2,0% (p/v) de peptona, 2,0% (p/v) de glicose e 2,0% (p/v) de agar.
Apo6s o preparo da solugéo, o meio foi dissolvido por aquecimento, distribuido em
tubos de ensaio e esterilizados em autoclave por 20 minutos a 120° C e 1 atm. Apos
a esterilizacéo, os tubos foram mantidos inclinados até a solidificacéo.

As células leveduriformes foram rejuvenescidas em meio YPD, inicialmente
sendo incubadas por 48 horas a 30° C e posteriormente armazenadas a 4° C, sendo
utilizadas por um periodo maximo de 10 dias.

O ind6culo foi preparado a partir de leveduras coletadas da superficie da
cultura rejuvenescida com alca de platina flambada e transferidas para tubos de
ensaio contendo agua destilada esterilizada, a fim de se obter uma concentragéao

final de 0,025 mg de células/mL.
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Alguns experimentos foram realizados utilizando-se células adaptadas em
meio YPMal contendo 1,0% (p/v) de extrato de levedo, 2,0% (p/v) de peptona, 2,0%
(p/v) de maltose e 2,0% (p/v) de agar. A células foram adaptadas realizando-se trés
sucessivos cultivos em meio YPMal, cada um por um periodo de 48 horas a 30°C.

ApoOs a adaptacéo, as células foram utilizadas nos experimentos.

3.2.2. Meios utilizados nos estudos do efeito da complexidade estrutural da

fonte de nitrogénio no metabolismo de leveduras

O meio de cultura utilizado no estudo do efeito da complexidade estrutural da
fonte de nitrogénio no metabolismo das leveduras foi preparado em duas partes,
onde em uma parte continha YNB sem aminoacidos e sem sulfato de amdnio, e uma
fonte de nitrogénio e na outra parte continha a fonte de carbono. As fontes de
nitrogénio utilizadas foram: preparacées comerciais de hidrolisados enzimaticos de
proteinas (Peptona), hidrolisados acidos de proteinas (Casaminoacidos) e sulfato de
amonio [(NH4)2SO4].

O crescimento foi realizado em Erlenmeyer de 125 mL com o volume de meio
de 35 mL (sem agitacdo) e 25 mL (com agitacdo - 200 rpm), sendo incubados a 30°
C+l.

3.2.2.1. Crescimento em sacarose

Para a obtencdo do meio de cultura completo, foram adicionadas
assepticamente quantidades adequadas do meio contendo YNB e uma fonte de
nitrogénio e do meio contendo a fonte de carbono de modo a apresentar 0,17% (p/v)
de YNB, 1,0% (p/v) da fonte de nitrogénio e 22% (p/v) da fonte de carbono.

Como fonte de carbono foi utilizada a sacarose por ser a fonte de carbono

presente no caldo de cana utilizada na producéo de etanol no Brasil pelas usinas.

3.2.2.2. Crescimento em maltose ou glicose

Para a obtencdo do meio de cultura completo, foram adicionadas

assepticamente quantidades adequadas do meio contendo YNB e uma fonte de
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nitrogénio e do meio contendo a fonte de carbono de modo a apresentar 0,17% (p/v)
de YNB, 1,0% (p/v) da fonte de nitrogénio e a fonte de carbono (maltose 10% (p/v)
ou glicose 20% (p/v).

3.2.3. Meios utilizados nos experimentos com alta densidade celular

3.2.3.1. Preparo do ino6culo

O inoculo foi preparado conforme o item 3.2.1 seguido do crescimento celular
em Erlenmeyer de 250 mL, contendo 50 mL de meio com 1,0% (p/v) de extrato de
levedo, 1,0% (p/v) de peptona e 10% (p/v) de sacarose por um periodo de 20 horas
com o objetivo de se obter alta densidade celular com consumo total da fonte de
carbono e com a manutengédo da viabilidade celular préxima de 100%.

3.2.3.2. Meios de cultura

Para a realizacdo dos experimentos com alta densidade celular, apés o
preparo do inéculo, as células foram cultivadas em Erlenmeyer de 125 mL, com
meio contendo 1,0% (p/v) de extrato de levedo, 1,0% (p/v) de peptona e varias
concentragcdes de sacarose (22, 25 e 30% (p/v). Os experimentos foram realizados
utilizando-se duas formas de cultivo, podendo ser em batelada (22 e 25% (p/v) de
sacarose) ou descontinua alimentada (batelada alimentada contendo 30% (p/v) de
sacarose). Nos experimentos em batelada alimentada, os volumes de meio e 0s
tempos de inoculacéo variaram, estando cada um descrito em seus resultados.

E importante salientar que apos o preparo do in6culo e entre cada ciclo
fermentativo as células foram coletadas, centrifugadas e lavadas em agua estéril
gelada para retirar qualquer residuo da etapa anterior, ndo interferindo no objetivo

do experimento

3.2.3.3. Mosto industrial

O mosto industrial tendo como base o caldo de cana foi cedido pela Usina

Santa Fé, com 20° Brix. Para a confirmacédo da concentracdo de acucar no mosto, o
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mesmo foi submetido a hidrésile, conforme item 3.3.4.1 e procedeu-se com a
identificacdo da concentracdo. Foi utilizada uma solucédo padrdo de sacarose para
identificar a concentracdo de agucar no mosto.

AplOs a determinacdo da concentracdo de sacarose, identificou-se que o
mosto continha 21, 86% (p/v) de sacarose. Para obter o mosto para os experimentos
procedeu-se adicionando-se sacarose de modo a obter uma concentracdo de 30%
(p/v).

Para a realizacdo dos experimentos, apos o preparo do inoculo, as células
foram cultivadas em Erlenmeyer de 125 mL, com mosto contendo sacarose 30%
(p/v), acrescido ou ndo de peptona, pois foram realizados experimentos em mosto
sem peptona ou suplementados com 1% ou 2% (p/v) de peptona. Nos experimentos
com fermentagdo descontinua alimentada, os volumes de meio e os tempos de

inoculacao estéo descritos em seus resultados.
3.3. Determinacao dos parametros fermentativos
3.3.1. Determinacao da producédo de biomassa

As analises do crescimento celular foram realizadas periodicamente atraves
de medidas turbidimétricas a 570nm, de uma suspensao de células com diluicao
conhecida, relacionando-a com a massa celular, através da seguinte equacao:

[células] (mg/mL) = AAs7o X diluicéo x f.

onde f, fator de conversdo de absorbancia em massa seca, para a levedura
Saccharomyces cerevisiae € 0,6711. O fator f foi determinado a partir da medida de
absorbancia de suspensdes com diferentes concentracdes de células comparada

com a massa seca obtida, colocadas em estufa a 100°C, por duas horas, de 1,0mL

de cada suspenséo filtrada em membrana Millipore.
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3.3.2. Determinagéao da viabilidade celular

A determinacdo da viabilidade celular foi periodicamente acompanhada
através do método de coloragdo com azul de metileno (LEE et al., 1981).

Na determinacdo da viabilidade celular, 100uL de amostra foram transferidos
para 900 uL da solugcéo padrao de azul de metileno (0,025g de azul de metileno;
0,99 NaCl; 0,042g KCI; 0,048g CaCl,.6H,0; 0,02g NaHCO3; para 100mL de solucéo
aquosa) e agitados. Ap6s 10 minutos, tempo necessario para que as células
absorvam o corante, procedeu-se a contagem em camara de Neubauer. As células

viaveis apresentaram-se incolores, enquanto as nao viaveis coloridas.

3.3.3. Determinacé&o do pH

A determinacao do pH procedeu-se utilizando tiras com indicadores coloridos,

cuja alteracao indica determinados pHs.

3.3.4. Medida do consumo da fonte de carbono

O consumo de acucar foi determinado através de medidas colorimétricas,
utilizando-se o método do DNS (acido 3,5-dinitrosalicilico - 1g; tartarato de sédio e
potassio - 30g; NaOH 1M — 40 mL, e o volume completado a 100mL) (MILLER,
1959), que baseia-se no poder redutor de acgucares, originando um composto
colorido, 3-amino 5-nitro salicilico, que absorve em 546nm.

Vale salientar que na determinacdo da concentracdo de acUcar foram

utilizadas solucdes padroes.

3.3.4.1. Determinagao da concentragdo de sacarose

Para a dosagem da sacarose, as amostras foram adequadamente diluidas e
juntamente com 200 uL de amostra diluida foram adicionados 150 yL de agua e 100
puL de HCI 6 M. No tubo contendo o branco, foi utilizada agua no lugar da amostra.

As solucgdes foram incubadas a 60° C por 7 minutos para ocorrer a hidrolise da
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sacarose. ApoOs esse periodo, foram adicionados 0,5 mL de NaOH 2,4 M para
neutralizar a reacdo e 1,0 mL do reagente DNS, sendo incubada posteriormente a
100° C por 5 minutos. Em seguida foram transferidos para um banho de gelo para

resfriamento. As leituras de absorbancia foram realizadas a 546 nm.

3.3.4.2. Determinacao da concentracdo de maltose ou glicose

Para a dosagem da maltose ou da glicose, as amostras obtidas foram
adequadamente diluidas e 0,5mL da amostra diluida, juntamente com 1,0 mL do
reagente DNS e 2,0mL de H,O foram adicionados em respectivos tubos de ensaio.
O tubo contendo o branco foi preparado adicionando-se 0,5 mL de agua no lugar da
amostra. Os tubos foram transferidos para banho de agua a 100°C por 5 minutos.
Em seguida foram transferidos para um banho de gelo para resfriamento. As leituras

de absorbancia foram realizadas a 546 nm.

3.3.5. Producdo de trealase semi-purificada, extracdo e quantificacdo da

trealose
3.3.5.1. Manutenc¢éo do fungo

O fungo termofilo Humicola grisea, variedade thermoidea foi inoculado em
meio sélido de farinha de aveia contendo 4 % (p/v) de aveia e 1,8 % (p/v) Agar.
Incubado a temperatura de 40° C por 10 dias. Apos o periodo de incubacdo as
culturas foram incubadas a 4° C por 5 dias, pois este tratamento aumenta a atividade
especifica da trealase (NEVES et al., 1994)

3.3.5.2. Extragéao e purificagéo parcial da trealase

A trealase foi extraida, semipurificada e utilizada na dosagem de trealose

segundo o método descrito por Neves et al. (1994).
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3.3.5.3. Extracao e quantificacéo da trealose

Para a determinacdo da trealose, 1,0 mL da amostra foram coletados e
lavados por 3 vezes com solucéo salina (0,85 %). Para a extracdo da trealose as
células foram suspensas em 1,0 mL de Na,CO3; 0,25 M e incubada por 20 minutos
em banho fervente (PARROU; FRANCOIS, 1997). A seguir, as amostras foram
centrifugadas e a uma aliquota de 25 uL do sobrenadante foram adicionados 12,5 uL
de tampéo acetato de sodio 0,3 M, contendo CaCl, 0,015 M em pH 5,5 e 12,5 uL de
acido acético 1 M. Iniciou-se a reagdo enzimética adicionando-se 50 uL da enzima
trealase (NEVES et al., 1994). A mistura da reacéao foi incubada por 12 horas a 50°
C, e foi interrompida em banho fervente por 10 minutos. A glicose proveniente da
hidrolise da trealose foi dosada por um kit comercial (Labtest, Brasil) contendo o
sistema enzimatico Glicose oxidade/Peroxidase. A quantidade de trealose foi

expressa em nmoles de trealose/mg de células.

3.3.6. Determinacéo da concentracéo de etanol

A concentracdo de etanol foi determinada por cromatografia gasosa, no
cromatografo CG, modelo 37-022, acoplado a um integrador - processador CG -
300, utilizando-se coluna cromatografica CG n°® PAD/2499, operada isotermicamente
a 90°C. A temperatura do detector de ionizacdo de chama e do vaporizador foi de
135°C. Utilizou-se o nitrogénio como gas de arraste, com vazao de 30ml/min. A

vazao do hidrogénio foi de 30 mL/min e do ar sintético de 300mL/min.

3.3.7. Imagens do cultivo

As imagens do cultivo das linhagens RED e SA foram obtidas utilizando uma

camera fotografica digital e microscépio Optico com aumento de quatrocentas vezes.
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4. RESULTADOS

Considerando que a maioria dos meios industriais contém acUcares e
compostos nitrogenados com composicao estruturalmente complexa (MORENO-
ARRIBAS et al., 2002), inicialmente foi realizado um estudo para avaliar a perfil
fermentativo das linhagens frente a essa complexidade estrutural do meio de cultura.
Portanto, como fonte de nitrogénio, foram utilizadas preparacdes comerciais de
hidrolisados enzimaticos de proteinas (peptona), hidrolisados acidos de proteinas
(casaminoacidos) e sulfato de aménio ((NH4).SO,). Estas fontes de nitrogénio foram
escolhidas por serem comumente utilizadas como constituintes no meio de cultura
sintético e por apresentarem diferentes graus de complexidade estrutural devendo
interferir diretamente no fluxo metabodlico das leveduras quanto a assimilacdo e
utilizacdo como fonte de nitrogénio e na mutua interacdo que deve ocorrer com a
fonte de carbono (MIRANDA Jr et al., 2008; MIRANDA Jr et al., 2009).

Além das fontes de carbono e nitrogénio, os meios utilizados neste trabalho
continham vitaminas, sais minerais e elementos tracos obtidos da base nitrogenada
YNB sem aminoacidos e sem sulfato de aménio. As fermenta¢des foram conduzidas
em duas condic¢des diferentes: com e sem agitacao.

Nesta etapa inicial do trabalho estudou-se a utilizacdo de sacarose por
linhagens industriais de Saccharomyces cerevisiae utilizadas na industria de
producéo de etanol. Como fonte de carbono, utilizou-se sacarose 22% (p/v), e essa
concentracdo esta proxima da praticada pelas usinas brasileiras e teve como
objetivo avaliar as propriedades fisiologicas das leveduras industriais em meios
suplementados com diferentes fontes de nitrogénio. Outras fontes de carbono
utilizadas foram a maltose e a glicose, que sao os acucares mais abundantes no

processo de producéo de etanol a partir do amido de milho.

4.1. Estudos realizados com Sacarose

Os resultados apresentados sobre a fermentacdo de sacarose por leveduras
industriais RED, BG, CAT e SA, em meios contendo fontes estruturalmente
complexas de nitrogénio e o efeito da agitacdo no processo fermentativo estédo
organizados em dois itens, que sao: estudos realizados com agitacdo e sem
agitacao.
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4.1.1. Estudos realizados com agitacao

Nos estudos da utilizacdo de sacarose por leveduras industriais RED, BG,
CAT e SA, os meios continham fontes estruturalmente complexas de nitrogénio na
forma de hidrolisado enzimatico de proteinas (peptona), hidrolisado &cido de
proteinas (casaminoacidos) ou sulfato de amoénio. As figuras 2, 4, 5 e 6 (experimento
com agitacdo) apresentam o acumulo de biomassa, viabilidade celular, pH e acglcar

residual.

Para as analises realizadas com agitacédo, no geral, observa-se que houve
maior producdo de biomassa no meio suplementado com peptona. Na
suplementacdo com casaminoacidos e sulfato de amoénio houve menor producao de
biomassa, maior perda da viabilidade celular com consegeente aumento do acucar
residual. Os resultados obtidos nos cultivos das linhagens BG (figura 4) e SA (figura
6) mostraram que ha maior producdo de biomassa na suplementacdo com peptona,
porém, o0s acUcares residuais provenientes dos processos fermentativos
assemelham-se ao final da fermentacdo nas trés fontes de nitrogénio utilizadas, e
refletem a capacidade fermentativa semelhante entre as linhagens. N o cultivo da
linhagem CAT (figura 5) houve maior producdo de biomassa no meio contendo
peptona, com a manutencao da viabilidade celular e consequente consumo da fonte
de carbono.

Os perfis de variacdo dos niveis de trealose também indicam que h& maior
concentracdo desse carboidrato de reserva na suplementacdo com peptona (figura
8A), talvez como um possivel indutor positivo de desempenho fermentativo. A
producéo de trealose é sempre mais elevada no caso da linhagem RED, nas trés
fontes de nitrogénio, talvez como indicativo de uma possivel resposta celular a
fermentacdo de sacarose, uma vez que esta linhagem foi desenvolvida para a
producédo de etanol a partir de amido, que tem a maltose e glicose como principais
acucares fermentaciveis.

A partir desses resultados, foram obtidas imagens com aumento de
guatrocentas vezes para se observar a morfologia celular antes e apds a
fermentacédo. As imagens da linhagem RED (figura 3), mostram que, comparando-se
com o inicio da fermentacao (figura 3a), as células mantiveram as caracteristicas
morfologicas nos cultivos suplementados com peptona e sulfato de amoénio, ou seja,

meios em que foi observada melhor eficiéncia na fermentacéo. Ja na suplementacao
51



com casaminoacidos observou-se que houve alteracbes como ocorréncia de
floculacéo e elongacdo de algumas células, sugerindo que a alteracdo morfolégica
pode ser um possivel indicativo de sensibilidade da linhagem ao estresse
fermentativo. Para a linhagem SA (figura 7), quando comparada com a linhagem
RED, observa-se que as células ndo sofreram mudancgas morfologicas significativas,
0 que também pode ser um indicativo de menor sensibilidade ao estresse
fermentativo, uma vez que o consumo da fonte de carbono € semelhante na
suplementacao com as trés fontes de nitrogénio também havendo consumo eficiente

da fonte de carbono.

A variacdo do pH durante o crescimento das linhagens foi constantemente
monitorada. Os meios com peptona e casaminoacidos apresentaram uma queda de
pH para valores de 4,0 a 3,0, partindo-se de um pH inicial de 5,0. O meio contendo
sulfato de ambnio teve seu pH monitorado e reajustado com NaOH 1M para valores
préximos de 5,0 em todas as coletas realizadas, pois analises realizadas sem o
ajuste, mostraram que, nessa fonte nitrogenada, a queda de pH € mais acentuada,
atingindo valores proximos de 2,0 (MIRANDA Jr et al., 2008; CRUZ et al., 2003),
portanto, podendo ter influéncia negativa no desempenho fermentativo das
linhagens.

A viabilidade celular também foi diferente entre as linhagens, sendo que o
meio com peptona € o que manteve maior nivel de células viaveis, e a linhagem
CAT foi a que apresentou maior queda nos meios suplementados com

casaminoacidos e sulfato de amonio.
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Figura 2: Producédo de biomassa (A), viabilidade celular (B), pH (C) e consumo de acUcar
(D) por S. cerevisiae (RED) durante crescimento agitado em 25 mL de meio YNB contendo
1% (p/v) de peptona (O), casaminoacidos (%) ou sulfato de aménio (), e 22% (p/v) de
Sacarose. Condi¢Bes de cultivo: 30°C, 200 rpm e pH inicial 5,0. Durante o cultivo, 0 meio
contendo sulfato de amonio teve o pH ajustado para 5,0 com NaOH 1,0 M.
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Figura 3: Células de Saccharomyces cerevisiae RED apds cultivo em meio YNB contendo
Sacarose 22 % (p/v), no inicio da fermentacéo (A), suplementado com 1 % (p/v) de peptona
(B), casaminoacidos (C) ou sulfato de aménio (D). Condi¢des de cultivo: 30° C, 200 rpm e
pH inicial 5,0. Durante o cultivo, 0 meio contendo sulfato de amdnio teve o pH ajustado para
5,0 com NaOH 1,0 M.
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Figura 4: Producdo de biomassa (A), viabilidade celular (B), pH (C) e consumo de acucar
(D) por S. cerevisiae (BG) durante crescimento agitado em 25 mL de meio YNB contendo
1% (p/v) de peptona (O), casaminoacidos (') ou sulfato de aménio (%), e 22% (p/v) de
Sacarose. Condic¢des de cultivo: 30°C, 200 rpm e pH inicial 5,0. Durante o cultivo, 0 meio
contendo sulfato de amonio teve o pH ajustado para 5,0 com NaOH 1,0 M.
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Figura 5: Producédo de biomassa (A), viabilidade celular (B), pH (C) e consumo de acUcar
(D) por S. cerevisiae (CAT) durante crescimento agitado em 25 mL de meio YNB contendo
1% (p/v) de peptona (O), casaminoacidos (%) ou sulfato de aménio (£), e 22% (p/v) de
Sacarose. Condic¢des de cultivo: 30°C, 200 rpm e pH inicial 5,0. Durante o cultivo, o meio
contendo sulfato de amonio teve o pH ajustado para 5,0 com NaOH 1,0 M.
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Figura 6: Producédo de biomassa (A), viabilidade celular (B), pH (C) e consumo de acUcar
(D) por S. cerevisiae (SA) durante crescimento agitado em 25 mL de meio YNB contendo
1% (p/v) de peptona (O), casaminoacidos (%) ou sulfato de aménio (), e 22% (p/v) de
Sacarose. Condic¢Bes de cultivo: 30°C, 200 rpm e pH inicial 5,0. Durante o cultivo, o meio
contendo sulfato de amonio teve o pH ajustado para 5,0 com NaOH 1,0 M.
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Figura 7: Células de Saccharomyces cerevisiae SA ap0s cultivo em meio YNB contendo
Sacarose 22 % (p/v), no inicio da fermentacéo (A), suplementado com 1 % (p/v) de peptona
(B), casaminoacidos (C) ou sulfato de aménio (D). Condi¢cBes de cultivo: 30° C, 200 rpm e
pH inicial 5,0. Durante o cultivo, 0 meio contendo sulfato de aménio teve o pH ajustado para
5,0 com NaOH 1,0 M.
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Figura 8: Producdo de trealose por S. cerevisiae RED Star ([O), BG (@), CAT (m) e SA
(m) durante crescimento agitado em 25 mL de meio YNB contendo 1% (p/v) de peptona (A),
casaminoacidos (B) ou sulfato de aménio (C) e 22% (p/v) de Sacarose. Condicdes de
cultivo: 30°C, 200 rpm e pH inicial 5,0. Durante o cultivo, o0 meio contendo sulfato de aménio
teve o pH ajustado para 5,0 com NaOH 1,0 M.

4.1.2. Estudos realizados sem agitacéao

Os estudos realizados com sacarose, suplementados com fontes de
nitrogénio estruturalmente complexas para as linhagens RED, BG, CAT e SA estéo
nas figuras 9, 11, 12 e 13 e mostram o acumulo de biomassa, viabilidade celular, pH

e consumo de acucar.

Para os estudos realizados sem agitacdo, também se observou que foi no
meio suplementado com peptona que as linhagens apresentaram maior producao de
biomassa, manutencdo da viabilidade celular e eficiente consumo de acucar. Sob
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agitacdo a producao de biomassa é sempre maior que o cultivo sem agitacdo, Com
relacdo ao consumo de aclUcar se observa que, no geral, a fermentacdo é mais
eficiente nos meios contendo peptona e sulfato de amonio, e a linhagem SA (figura
13) foi a que apresentou menor dependéncia a fonte de nitrogénio, tanto com
relacdo ao consumo de agucar como viabilidade celular.

Quanto a analise das caracteristicas morfologicas da linhagem SA, também
sdo semelhantes na suplementacdo com as trés fontes de nitrogénio, com consumo
eficiente da fonte de carbono. Ja no caso da linhagem RED (figura 10), na
suplementacdo com peptona e sulfato de amoénio as ceélulas mantiveram-se
semelhantes as células no inicio da fermentacdo (figura 10a), também havendo
caracteristica floculante e elongagdo celular na suplementagdo com
casaminoacidos, portanto, assemelhando-se com os cultivos agitados, onde houve
consumo mais eficiente da fonte de carbono na suplementacdo com peptona e
sulfato de amdnio.

Os niveis de trealose (figura 15), nos cultivos sem agitacdo, também foram
diferentes entre as linhagens e variaram com as fontes de nitrogénio. A maior
producédo do dissacarideo foi nos cultivos ndo agitados e na suplementacdo com
peptona (figura 15). A analise dos dados de forma comparativa sugere que 0 maior
acumulo de trealose, nos cultivos ndo agitados, pode ser uma indicagcdo da melhor
adaptacdo das linhagens ao processo fermentativo, uma vez que houve a
preservacao da viabilidade celular mais efetiva nos cultivos n&do agitados quando
comparado com os cultivos agitados.

A linhagem SA, também nos cultivos n&o agitados, mostrou menor

dependéncia com relacdo a natureza da fonte de nitrogénio.
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Figura 9: Producédo de biomassa (A), viabilidade celular (B), pH (C) e consumo de acUcar
(D) por S. cerevisiae (RED) durante crescimento ndo agitado em 35 mL de meio YNB
contendo 1% (p/v) de peptona (O), casaminoéacidos (%) ou sulfato de aménio (£4), e 22%
(p/v) de Sacarose. Condicdes de cultivo: 30°C e pH inicial 5,0. Durante o cultivo, 0 meio
contendo sulfato de aménio teve o pH ajustado para 5,0 com NaOH 1,0 M.
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Figura 10: Células de Saccharomyces cerevisiae RED apdés cultivo em meio YNB contendo
Sacarose 22 % (p/v), no inicio da fermentacéo (A), suplementado com 1 % (p/v) de peptona
(B), casaminoacidos (C) ou sulfato de aménio (D). Condi¢des de cultivo: 30° C e pH inicial
5,0. Durante o cultivo, o meio contendo sulfato de amdnio teve o pH ajustado para 5,0 com
NaOH 1,0 M.
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Figura 11: Producéo de biomassa (A), viabilidade celular (B), pH (C) e consumo de acUcar
(D) por S. cerevisiae (BG) durante crescimento ndo agitado em 35 mL de meio YNB
contendo 1% (p/v) de peptona (O), casaminoéacidos (%) ou sulfato de aménio (£4), e 22%
(p/v) de Sacarose. Condicdes de cultivo: 30°C e pH inicial 5,0. Durante o cultivo, 0 meio
contendo sulfato de amoénio teve o pH ajustado para 5,0 com NaOH 1,0 M.

63



Biomassa (mg/mL)
oo

L L L L
Viabilidade Celular (%)

100

80

60

40F

20F

Acucar Residual (%)

100

80 |

20+

Tempo (h)

50

10 20 30 40 50 60 70

Tempo (h)

Figura 12: Producédo de biomassa (A), viabilidade celular (B), pH (C) e consumo de acUcar
(D) por S. cerevisiae (CAT) durante crescimento ndo agitado em 35 mL de meio YNB
contendo 1% (p/v) de peptona (O), casaminoéacidos (%) ou sulfato de aménio (£4), e 22%
(p/v) de Sacarose. Condicdes de cultivo: 30°C e pH inicial 5,0. Durante o cultivo, 0 meio
contendo sulfato de amoénio teve o pH ajustado para 5,0 com NaOH 1,0 M.
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Figura 13: Producéo de biomassa (A), viabilidade celular (B), pH (C) e consumo de acucar
(D) por S. cerevisiae (SA) durante crescimento ndo agitado em 35 mL de meio YNB
contendo 1% (p/v) de peptona (O), casaminoéacidos (%) ou sulfato de aménio (£4), e 22%
(p/v) de Sacarose. Condicdes de cultivo: 30°C e pH inicial 5,0. Durante o cultivo, 0 meio
contendo sulfato de amoénio teve o pH ajustado para 5,0 com NaOH 1,0 M.
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Figura 14: Células de Saccharomyces cerevisiae SA apés cultivo em meio YNB contendo
Sacarose 22 % (p/v), no inicio da fermentacéo (A), suplementado com 1 % (p/v) de peptona
(B), casaminoacidos (C) ou sulfato de aménio (D). Condi¢des de cultivo: 30° C e pH inicial
5,0. Durante o cultivo, o meio contendo sulfato de amonio teve o pH ajustado para 5,0 com
NaOH 1,0 M.
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Figura 15: Producéo de trealose por S. cerevisiae RED Star (O), BG (@), CAT (H) e SA
(m) durante crescimento ndo agitado em 35 mL de meio YNB contendo 1% (p/v) de peptona
(A), casaminoéacidos (B) ou sulfato de aménio (C) e 22% (p/v) de Sacarose. CondicGes de
cultivo: 30°C e pH inicial 5,0. Durante o cultivo, 0 meio contendo sulfato de amdonio teve o pH
ajustado para 5,0 com NaOH 1,0 M.

4.1.3. Perfil dos niveis de producdo de trealose apds cultivo em meio com e

sem etanol

Com o objetivo de se avaliar a resposta das linhagens industriais brasileiras
frente ao estresse induzido por etanol, foi feito o cultivo das linhagens RED, BG,
CAT e SA em meio rico contendo 1% (p/v) de peptona, 1% (p/v) de extrato de
levedo, 2% (p/v) de Sacarose, com ou sem 10 % (v/v) de etanol. Para isto,
inicialmente as linhagens foram crescidas em meio contendo 1% (p/v) de peptona,

1% (p/v) de extrato de levedo e 10% (p/v) de Sacarose (tabela 1) para fornecer
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células suficientes para o ensaio, e em condi¢des nas quais as celulas tivessem alta

viabilidade celular.

Tabela 1: Producdo de biomassa, viabilidade celular, pH, consumo de agucar e producédo
de trealose por S. cerevisiae (RED, BG, CAT e SA), durante 20 h de crescimento agitado
em 50 mL meio contendo 1% (p/v) de peptona, 1% (p/v) de extrato de levedo e 10% (p/v)
de Sacarose para utilizacdo como inéculo. Condi¢des de cultivo: 30° C, 200 rpm e pH inicial
5,0.

Linhagem Biomassa Viabilidade pH AclUcar Trealose
(mg/mL)  Celular (%) Residual (nmol de
(%) trealose/mg
de células)
RED 13,00 100,00 4 0 128,90
BG 11,70 96,90 4 0 142,96
CAT 10,30 89,60 4 0 94,63
SA 12,30 99,80 4 0 169,18

ApoOs o crescimento das células, as mesmas foram inoculadas em meio com
etanol (tabela 2 e figura 16) e sem etanol (tabela 3 e figura 17). Os resultados
obtidos mostraram que quando os cultivos foram realizados em meio contendo
etanol, os niveis de trealose produzidos foram maiores quando comparados com 0s
niveis de trealose produzidos no meio sem etanol, indicando que quando as
leveduras séo cultivadas e a fonte de carbono € eficientemente consumida havendo
elevada producéo de etanol (representado pela presenca de etanol adicionado ao
meio de cultura), os niveis de trealose sdo maiores, atuando nos mecanismos de
protecéo celular frente ao estresse osmaotico.

Os resultados obtidos séo de grande importancia do ponto de vista industrial e
biotecnologico, uma vez que indicam que as linhagens industriais de leveduras tém
preferéncia pela utilizacdo de diferentes fontes de nitrogénio com diferentes graus de
complexidade estrutural. Um ponto importante a ser observado € a capacidade que
certas linhagens tém em resistir melhor a determinadas condicbes estressantes,
como pH, temperatura, estresse nutricional e estresse osmotico entre outros,
sugerindo que estudos minuciosos referentes a sua fisiologia podem culminar em
maior producéo de produtos biotecnologicos decorrentes de processos fermentativos

mais eficientes.
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Tabela 2: Producéo de biomassa, viabilidade celular, pH, consumo de aclcar e producéo de
trealose por S. cerevisiae (RED, BG, CAT e SA) durante 4 h de crescimento agitado em 50
mL meio contendo 1% (p/v) de peptona, 1% (p/v) de extrato de levedo, 2% (p/v) de
Sacarose e 10% (v/v) de etanol para analise do estresse etandlico. Condicdes de cultivo:
30° C, 200 rpm e pH inicial 5,0.

Linhagem Tempo Biomassa Viabilidade  pH Acucar

(h) (mg/mL) Celular (%) Residual
(%)
RED 0 12,40 99,10 5,0 100,00
4 14,20 96,40 4.5 0,00
BG 0 11,40 97,40 5,0 100,00
4 13,70 96,50 45 0,00
CAT 0 9,80 84,20 5,0 100,00
4 11,70 87,40 4.5 0,00
SA 0 11,20 100,00 5,0 100,00
4 13,30 99,00 4,5 0,00
s 350
E, 300
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Figura 16: Producgédo de trealose por S. cerevisiae (RED (O), BG (@), CAT (W) e SA (W)
durante 4 h de crescimento agitado em 50 mL meio contendo 1% (p/v) de peptona, 1% (p/v)
de extrato de levedo, 2% (p/v) de Sacarose e 10% (v/v) de etanol para andlise do estresse
osmoético. Condicdes de cultivo: 30° C, 200 rpm e pH inicial 5,0.

Tabela 3: Producdo de biomassa, viabilidade celular, pH, consumo de aclcar e producéo de
trealose por S. cerevisiae (RED, BG, CAT e SA) durante 4 h de crescimento agitado em 50
mL meio contendo 1% (p/v) de peptona, 1% (p/v) de extrato de levedo, e 2% (p/v) de
Sacarose para andlise do estresse etandlico em meio sem etanol. Condi¢des de cultivo:
30° C, 200 rpm e pH inicial 5,0.

Linhagem Tempo Biomassa Viabilidade  pH Acucar

(h) (mg/mL) Celular (%) Residual
(%)

RED 0 13,00 100,00 5,0 100,00
4 14,90 99,50 4,5 0,00

BG 0 11,70 96,90 5,0 100,00
4 13,10 98,00 4.5 0,00

CAT 0 10,30 89,60 5,0 100,00
4 11,70 95,10 4.5 0,00

SA 0 12,30 99,80 5,0 100,00
4 13,70 99,70 4.5 0,00
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Figura 17: Producdo de trealose por S. cerevisiae (RED (@), BG (@), CAT (H) e SA (m)
durante 4 h de crescimento agitado em 50 mL meio contendo 1% (p/v) de peptona, 1% (p/v)
de extrato de levedo, e 2% (p/v) de Sacarose para analise do estresse osmético em meio
sem etanol. Condi¢Bes de cultivo: 30° C, 200 rpm e pH inicial 5,0.

4.2. Estudos Realizados com Maltose 10% (p/v)

A partir dos resultados obtidos com sacarose, optou-se por trabalhar com
maltose e glicose por serem 0s acgUcares mais abundantes, apos a hidrdlise do
amido de milho, para a producdo de etanol combustivel (DEVANTIER et al. 2004).
Os experimentos iniciais (Figura 18) com as linhagens RED, BG, CAT e SA
mostraram que somente as linhagens RED e SA apresentaram crescimento
expressivo em meio contendo maltose. As linhagens BG e CAT néo cresceram em
maltose, mesmo apoés varias tentativas de adaptacdo em meio contendo maltose
como fonte de carbono. Assim, os experimentos com maltose foram realizados com
as linhagens industriais RED, SA e a linhagem PE (incluida posteriormente).

Nesta etapa do trabalho estudou-se a fermentacdo da maltose nas
concentragcbes 10% (p/v) e glicose 20% (p/v). O estudo da utilizacdo da maltose foi
realizado para avaliar a possibilidade do emprego das leveduras industriais
brasileiras na producdo de etanol a partir do milho, processo no qual a etapa de

hidrolise enzimatica do amido libera uma quantidade consideravel de maltose.
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Figura 18: Producéo de biomassa e consumo de agtcar por S. cerevisiae (RED (&,®), BG
(T, ®), CAT (&, A) e SA (V,W)) durante crescimento agitado (A, B e C) e néo agitado (D, E
e F) em 25 mL de meio YNB contendo 1% (p/v) de peptona (A e D), casaminoéacidos (B e E)
ou sulfato de amoénio (C e F) e 10% (p/v) de Maltose. Condi¢cBes de cultivo: 30°C e pH
inicial 5,0. Durante o cultivo, o meio contendo sulfato de amdnio teve o pH ajustado para 5,0
com NaOH 1,0 M.
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A analise da figura 18 mostra que as linhagens BG e CAT ndo crescem em
meio contendo maltose como fonte de carbono.

Considerando que a utilizacdo de maltose acontece em leveduras apos
inducdo de genes responsaveis pelo transporte e hidrélise da maltose, os
experimentos com maltose foram realizados com células adaptadas, conforme

descrito no item 3.2.1.

4.2.1. Estudos Realizados com Maltose 10% (p/v) ap6s Adaptacao Celular

Todas as espécies do género Saccharomyces podem utilizar uma grande
variedade de acucares como fontes de carbono, porém, cada linhagem se difere
qguanto a habilidade na utilizagéo da fonte de carbono. Em geral, a utilizacdo de um
acucar particular é controlada pela repressao por glicose por um sistema complexo
de regulacdo que afeta a expressdo de genes que incluem esses envolvendo a
utilizacdo de agucar (ERNANDES et al., 1993). O metabolismo da maltose também é
regulado pela glicose, através do controle da expressdo dos complexos génicos de
MAL1 ao MAL6. O complexo mais estudado é o MALG, constituido pelos genes que
codificam, respectivamente, as proteinas maltose permease, maltase e uma proteina
reguladora, que ativa a expressdo dos genes MAL61, MAL62, e o proprio MAL63
(GANCEDO, 1998).

Quanto a utilizacdo de maltose, estudos bioquimicos com células de
Saccharomyces cerevisiae indicam a presenca de pelo menos duas formas de
transportadores de maltose, os de baixa afinidade e os de alta afinidade, e mostram
gue quando as células sdo submetidas a cultivos em meio contendo essa fonte de
carbono, é possivel ocorrer o mecanismo de adaptacédo a utilizacdo de maltose, ou
seja, ocorre a expressao de genes relacionados a sua utilizacdo (ERNANDES et al.,
1993).

Sabendo-se que ha adaptacdo das células quanto a utilizacdo de maltose,
cultivos foram realizados em meio contendo maltose 10% (p/v), suplementados com
peptona, casaminoacidos ou sulfato de aménio ap6s adaptacdo das linhagens RED,
SA e uma outra linhagem, a PE, sendo as duas ultimas utilizadas nas usinas

produtoras de etanol no Brasil.

72



4.2.1.1. Estudos Realizados com Agitacéao

Para os cultivos em meio contendo maltose 10 % (p/v) para a linhagem RED
(figura 19) em experimentos agitados houve elevada producdo de biomassa nos
meios suplementados com peptona e casaminoacidos, com consumo da fonte de
carbono mais rapido na suplementacdo com peptona. Também foi possivel observar
gue na suplementacdo com sulfato de amoénio houve menor producdo de biomassa
porém com a manutencao da viabilidade celular e consumo eficiente da fonte de
carbono. Também € possivel observar que a variagdo na viabilidade inicia-se com a
exaustdo da fonte de carbono. Para a linhagem SA (figura 20), houve maior
producdo de biomassa na suplementacdo com casaminoacidos, com a manutencao
da viabilidade celular e consumo mais rapido da fonte de carbono. Houve menor
producédo de biomassa na suplementacdo com peptona e sulfato de aménio, com a
manutencao da viabilidade celular, porém, observa-se que a producao de biomassa
foi mais rapida na suplementacdo com peptona com consequente consumo da fonte
de carbono. Como na suplementacdo com sulfato de aménio a producédo de
biomassa foi mais lenta, a fonte de carbono também acabou sendo consumida mais
lentamente, contudo, em 65 horas de fermentacéo, os perfis de consumo de agucar
sdo proximos na suplementacdo com peptona e sulfato de aménio. No cultivo da
linhagem PE (figura 21) houve maior produgéo de biomassa na suplementagdo com
peptona e casaminodcidos, com a manutencdo da viabilidade celular e consumo da
fonte de carbono. Na suplementacdo com sulfato de aménio houve menor producao
de biomassa com consumo mais lento da fonte de carbono, porém observando-se
eficiéncia apos 65 horas de cultivo.

Quanto a producdo de trealose (figura 22), € possivel observar que a
linhagem RED produziu menor contetdo de trealose na suplementacdo com as trés
fontes de nitrogénio, possivelmente em decorréncia das condi¢des de cultivo em que
ela é geralmente utilizada na producéo de etanol a partir do milho. J& as linhagens
SA e PE mostraram sentir mais o efeito do cultivo em meio contendo maltose,
condicdo em que geralmente ndo sao utilizadas. A linhagem SA produziu mais
trealose na suplementacdo com peptona e casaminoacidos, onde foi observado
melhor eficiéncia quanto ao consumo da fonte de carbono. Ja a linhagem PE
produziu maiores niveis de trealose na suplementacdo com peptona e

casaminoacidos, onde foi observado consumo mais rapido da fonte de carbono.
73



16 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
100 .
14F . 0 A
A 0
0 J 80 | 4
g 10 = E
g, § 60 4
]
N 8 = O
[
0] ]
o g w
e ° 12 T ]
- :
) 15
20 B E
2 .
0 1 0 1 1 1 1 1 1 1
5 0 {1 10 -
4+ A} {1 2 .
b 1€
3 19 60 .
o
I ]
0]
e i%
2F 15 4 -
[¢]
=)
{ O
<
1 C {1 .
0 1 1 1 1 1 1 1 0 AN A 1
0 10 2 30 40 50 60 70 60 70
Tempo (h) Tempo (h)

Figura 19: Producédo de biomassa (A), viabilidade celular (B), pH (C) e consumo de acUcar
(D) por S. cerevisiae (RED - adaptada em maltose) durante crescimento agitado em 25 mL
de meio YNB contendo 1% (p/v) de peptona (&), casaminoacidos () ou sulfato de amdnio
(£4) e 10% (p/v) de Maltose. Condigdes de cultivo: 30°C, 200 rpm e pH inicial 5,0. Durante o
cultivo, o meio contendo sulfato de amdnio teve o pH ajustado para 5,0 com NaOH 1,0 M.
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Figura 20: Producédo de biomassa (A), viabilidade celular (B), pH (C) e consumo de aclcar
(D) por S. cerevisiae (SA - adaptada em maltose) durante crescimento agitado em 25 mL
de meio YNB contendo 1% (p/v) de peptona (&), casaminoacidos (%) ou sulfato de aménio
(£4) e 10% (p/v) de Maltose. Condigdes de cultivo: 30°C, 200 rpm e pH inicial 5,0. Durante o
cultivo, o meio contendo sulfato de amdnio teve o pH ajustado para 5,0 com NaOH 1,0 M.
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Figura 21: Producédo de biomassa (A), viabilidade celular (B), pH (C) e consumo de acgUcar
(D) por S. cerevisiae (PE - adaptada em maltose) durante crescimento agitado em 25 mL
de meio YNB contendo 1% (p/v) de peptona (&), casaminoacidos (%) ou sulfato de aménio
(£4) e 10% (p/v) de Maltose. Condigdes de cultivo: 30°C, 200 rpm e pH inicial 5,0. Durante o
cultivo, o meio contendo sulfato de amdnio teve o pH ajustado para 5,0 com NaOH 1,0 M.
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Figura 22: Producéo de trealose por S. cerevisiae (ap0s adaptacdo em maltose) RED Star
(O), SA (O) e PE (W) durante crescimento agitado em 25 mL de meio YNB contendo 1% (p/v)
de peptona (A), casaminoacidos (B) ou sulfato de aménio (C) e 10% (p/v) de Maltose.
Condicbes de cultivo: 30°C, 200 rpm e pH inicial 5,0. Durante o cultivo, 0 meio contendo
sulfato de amonio teve o pH ajustado para 5,0 com NaOH 1,0 M.

4.2.1.2. Estudos Realizados sem Agitacao

Para os cultivos em meio contendo maltose 10 % (p/v) para a linhagem RED
(figura 23) em experimentos realizados sem agitagdo houve maior producdo de
biomassa na suplementacdo com peptona, com a manutencéo da viabilidade celular
e consumo mais rapido da fonte de carbono. Na suplementacdo com sulfato de
amonio, a produgdo de biomassa foi menor e mais lenta, mas havendo a
manuten¢do da viabilidade celular e consumo da fonte de carbono. Os problemas

foram observados na suplementacdo com casaminoacidos, onde houve pequena
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producéo de biomassa com perda na viabilidade celular e consequente fermentacéo
ineficiente, com acucar residual em torno de 50 % (p/v). No caso da linhagem SA
(figura 24), houve maior producdo de biomassa na suplementacdo com peptona e
casaminoacidos, com a manutencéo da viabilidade celular e consumo eficiente da
fonte de carbono. Na suplementacdo com sulfato de amoénio a producdo de
biomassa foi menor e mais lenta, interferindo no consumo da fonte de carbono, que
acabou sendo mais lentra quando comparada com a suplementagcdo com peptona e
casaminoacidos. Para os experimentos realizados com a linhagem PE (figura 25)
houve maior producdo de biomassa na suplementagcdo com peptona, com a
manutencdo da viabilidade celular e consumo eficiente da fonte de carbono. Na
suplementacdo com sulfato de aménio a producdo de biomassa foi menor, mas
mantendo-se a viabilidade e consumindo a fonte de carbono eficientemente, porém
mais lentamente. Foi na suplementagcdo com casaminoacidos que a linhagem sentiu
um pouco mais o efeito da fonte de nitrogénio, sendo observado que houve elevacgéao
na producdo de biomassa a partir de 45 horas de cultivo, consequentemente
interferindo no consumo da fonte de carbono que acabou em torno de 15 % (p/v) de
acucar residual.

Os niveis de trealose (figura 26) também mostram que a linhagem RED
produziu menores niveis de trealose. As linhagens SA e PE produziram maiores
niveis de trealose, sendo que a linhagem SA produziu maiores concentracdes do
carboidrato de reserva na suplementacao com peptona e casaminoacidos, fontes de
nitrogénio que propiciaram melhor eficiéncia nos processos fermentativos. Ja a
linhagem PE produziu mais trealose na suplementacdo com peptona, fonte
nitrogenada que propiciou melhores fermentagdes, enquanto que na suplementacao

com casaminodcidos e sulfato de amonio a produc¢éo foi menor.
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Figura 23: Producédo de biomassa (A), viabilidade celular (B), pH (C) e consumo de agucar
(D) por S. cerevisiae (RED - adaptada em maltose) durante crescimento ndo agitado em 35
mL de meio YNB contendo 1% (p/v) de peptona (O), casaminoacidos (%) ou sulfato de
amonio (£) e 10% (p/v) de Maltose. Condigdes de cultivo: 30°C e pH inicial 5,0. Durante o
cultivo, o meio contendo sulfato de amdnio teve o pH ajustado para 5,0 com NaOH 1,0 M.
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Figura 24: Producéo de biomassa (A), viabilidade celular (B), pH (C) e consumo de agucar
(D) por S. cerevisiae (SA - adaptada em maltose) durante crescimento ndo agitado em 35
mL de meio YNB contendo 1% (p/v) de peptona (O), casaminoacidos (%*) ou sulfato de
amonio (£) e 10% (p/v) de Maltose. Condigdes de cultivo: 30°C e pH inicial 5,0. Durante o
cultivo, o meio contendo sulfato de amdnio teve o pH ajustado para 5,0 com NaOH 1,0 M.
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Figura 25: Producéo de biomassa (A), viabilidade celular (B), pH (C) e consumo de agucar
(D) por S. cerevisiae (PE - adaptada em maltose) durante crescimento ndo agitado em 35
mL de meio YNB contendo 1% (p/v) de peptona (O), casaminoacidos (%) ou sulfato de
amonio (£) e 10% (p/v) de Maltose. Condigdes de cultivo: 30°C e pH inicial 5,0. Durante o
cultivo, o meio contendo sulfato de amdnio teve o pH ajustado para 5,0 com NaOH 1,0 M.

81



400

300

200

100

nmaol de trealose/mg de calulas

20 40 65
Tempo (h)

>

400 -

300

nmol de trealose/mg de células
[
g

20 40 G5
Tempo (h)

400

300

100 1 I
0

20 40 65

nmol de trealose/mg de calulas
=
=]

c Tempo (h)

Figura 26: Producéo de trealose por S. cerevisiae (ap0s adaptacdo em maltose) RED Star
(0), SA (O) e PE (m) durante crescimento agitado em 35 mL de meio YNB contendo 1% (p/v)
de peptona (A), casaminoacidos (B) ou sulfato de aménio (C) e 10% (p/v) de Maltose.
Condic¢des de cultivo: 30°C e pH inicial 5,0. Durante o cultivo, 0 meio contendo sulfato de
amonio teve o pH ajustado para 5,0 com NaOH 1,0 M.

4.3. Estudos realizados com glicose 20% (p/v)

Para entender melhor os resultados obtidos nos experimentos realizados com
Maltose 10% (p/v), experimentos foram realizados utilizando meio de fermentacao
YNB contendo glicose 20% (p/v), suplementado com peptona, casaminoacidos ou
sulfato de aménio, para entender melhor se em alguns casos em que a maltose nao
foi utilizada, poderia ser devido a capacidade da levedura em utilizar a maltose.

Foram feitos experimentos com e sem agitacao.
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A Tabela 4 apresenta o acimulo de biomassa, viabilidade celular e consumo
de acucar. Quando os cultivos foram realizados com agitacao, para a linhagem RED,
houve maior producdo de biomassa na suplementacdo com peptona e consumo
eficiente da fonte de carbono, observando-se queda na viabilidade celular
principalmente a partir de 40 horas de fermentacédo, tempo em que ja havia sido
consumido quase todo acgucar do meio. Na suplementacdo com casaminoacidos e
sulfato de amoénio houve menor producdo de biomassa com consequente aumento
de acucar residual em decorréncia da perda da viabilidade celular. No caso da
linhagem SA, também houve maior producdo de biomassa na suplementacdo com
peptona, com a manutencdo da viabilidade celular e consumo da fonte de carbono.
Na suplementacdo com casaminoacidos e sulfato de ambnio também houve
consumo eficiente da fonte de carbono, porém, havendo maior queda na viabilidade
celular. A linhagem PE produziu mais biomassa na suplementacdo com peptona,
com a manutrencdo da viabilidade celular e consumo da fonte de carbono. Ja na
suplementacdo com casaminoacidos e sulfato de amoénio foi observada menor
producéo de biomassa e perda da viabilidade celular com maior agucar residual na
suplementacdo com casaminoacidos, enquanto que na suplementacédo com sulfato
de amdnio o agucar residual ficou em 12% (p/v) de glicose.

Quando foram realizados experimentos ndo agitados, em todos 0s casos, a
producédo de biomassa foi menor, porém, a suplementacdo com peptona foi a que
propiciou melhores condigbes de fermentagdo com a manutencdo da viabilidade
celular e consumo eficiente da fonte de carbono para as trés linhagens analizadas.
Apesar de ter sido observada menor producéo de biomassa na suplementacdo com
sulfato de amoénio, houve a manutencdo da viabilidade celular e consequente
consumo eficiente da fonte de carbono. Os piores resultados foram obtidos na
suplementacdo com casaminoacidos, onde foi possivel observar a baixa producéo
de biomassa, a perda da viabilidade celular e a presenca de acucar residual,
principalmente no caso da linhagem RED. A linhagem SA também mostrou ser
eficiente na suplementacdo com casaminoacidos com a manutencao da viabilidade
celular e consumo da fonte de carbono, enquanto que no cultivo da linhagem PE foi

possivel observar acgucar residual em 15% (p/v).
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4.4. Estudos com diferentes concentracdes de sacarose - experimentos com

alta densidade celular

Nesta etapa do trabalho com experimentos de fermentacdo com alta
densidade celular foram conduzidos varios ensaios exploratorios, visando sempre a
manutencdo da viabilidade celular e o consumo maximo de acucar. Foram
realizados experimentos com diferentes concentracdes de sacarose (22, 25 e 30%
(p/v)), alteracdo na forma de cultivo (batelada simples e batelada alimentada por
pulso) - com e sem agitacao, variacdo de tempo dos pulsos de alimentacédo, variacao
da temperatura de fermentacdo (28, 30 e 32°C), e finalmente experimentos com
mosto industrial com alta concentracdo de sacarose, com e sem complementagcao
nutricional.

Em todos o0s experimentos realizados com alta densidade celular o
procedimento de obtencdo de células foi feito conforme item 3.2.3.1 e descrito
abaixo (Tabela 5), que mostra grande acumulo de biomassa e com alta viabilidade
celular e conforme. ApdOs o0 preparo o inéculo, as células foram lavadas trés vezes
com agua gelada estéril e centrifugadas. Apds cada ciclo de fermentacdo, as

amostras também foram lavadas e centrifugadas.

Tabela 5: Produgdo de biomassa, viabilidade celular, pH e consumo de acucar por S.
cerevisiae (RED e SA) durante 20 h de crescimento agitado em 50 mL meio contendo 1%
(p/v) de peptona, 1% (p/v) de extrato de levedo e 10% (p/v) de Sacarose para utilizacédo
como inoculo.

Linhagem Biomassa Viabilidade pH AcuUcar
(mg/mL) Celular (%) Residual
(%)
RED 13,80 99,50 4 0
SA 12,80 99,80 4 0
VIN 13 12,40 98,90 4 0
PE 12,80 99,20 4 0

Condigdes de cultivo: 30° C, 200 rpm e pH inicial 5,0.

4.4.1. Estudos realizados utilizando sacarose 22% (p/v)

Inicialmente foram realizados experimentos em batelada simples

(fermentacdo descontinua) em meio contendo 1% (p/v) de peptona, 1% (p/v) de
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extrato de levedo e 22% (p/v) de sacarose, que € aproximadamente a quantidade de
acucar utilizado nos mostos industriais em usinas produtoras de etanol.

Para que os experimentos fossem realizados, inicialmente foi produzida
grande quantidade de células conforme descrito. As células foram produzidas em 50
mL de meio para posterior utilizagdo em 25 mL de meio, conseguindo assim, obter
concentracdo maior de células. As células foram centrifugadas e lavadas trés vezes
com agua gelada estéril e inoculadas para se avaliar a resposta frente as condi¢bes
de cultivo utilizado, em experimentos realizados com e sem agitacao.

As figuras 27, 28, 29 e 30 mostram a variacdo de biomassa, viabilidade
celular, pH e o consumo de acucar pelas linhagens RED e SA durante a
fermentacdo de sacarose 22% (p/v), em dois ciclos sucessivos, em cultivos com e
sem agitagdo. Nos cultivos agitados, observou-se o consumo eficiente da fonte de
carbono nos dois ciclos fermentativos, com a manutencdo da viabilidade celular,
havendo uma pequena queda na viabilidade da linhagem SA no segundo ciclo
fermentativo, possivelmente decorrente da acdo da concentracdo da fonte de
carbono e do etanol produzido pelas células (figuras 27 e 28). Os resultados
mostraram ainda que para ambas as linhagens, no primeiro ciclo de fermentacéo
houve producdo de biomassa em torno de 12,5 mg/mL. J4 no segundo ciclo de
fermentacdo, a linhagem RED produziu 9 mg/mL de células enquanto que a
linhagem SA produziu 11 mg/mL. A menor producdo de biomassa no segundo ciclo
de fermentacg&o da linhagem RED resultou em consumo inicial mais lento da fonte de
carbono

Ja para os experimentos realizados sem agitacdo (figuras 29 e 30), foi
possivel observar que houve a manutencdo da viabilidade celular, porém com
consumo ineficiente da fonte de carbono para as duas linhagens utilizadas. No
primeiro ciclo de fermentacdo houve producdo de 7 mg/mL de biomassa pela
linhagem RED, enquanto que a linhagem SA produziu 9 mg/mL. Ja no segundo ciclo
de fermentacdo foi observado aumento na producdo de biomassa pela linhagem
RED, que foi de 8,5 mg/mL, enquanto que na linhagem SA observou-se menor
producédo de biomassa, ou seja, 5,5 mg/mL. Os resultados mostram ainda que a
agitacdo exerce forte impacto no processo fermentativo com consequente acgucar

residual.
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Figura 27: Producéo de biomassa (A), viabilidade celular (B), pH (C) e consumo de acucar
(D) por S. cerevisiae RED 1° Ciclo (O) e RED 2° Ciclo (%) durante 10 h de crescimento
agitado em 25 mL de meio contendo 1% (p/v) de peptona, 1% (p/v) de extrato de levedo e
22% (p/v) de Sacarose. Condigdes de cultivo: 30° C, 200 rpm e pH inicial 5,0.
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Figura 28: Producédo de biomassa (A), viabilidade celular (B), pH (C) e consumo de agucar
(D) por S. cerevisiae SA 1° Ciclo (0) e SA 2° Ciclo (%) durante 10 h de crescimento
agitado em 25 mL de meio contendo 1% (p/v) de peptona, 1% (p/v) de extrato de levedo e
22% (p/v) de Sacarose. Condigdes de cultivo: 30° C, 200 rpm e pH inicial 5,0.
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Figura 29: Producéo de biomassa (A), viabilidade celular (B), pH (C) e consumo de agucar
(D) por S. cerevisiae RED 1° Ciclo (O) e RED 2° Ciclo (') durante 10 h de crescimento em
25 mL de meio contendo 1% (p/v) de peptona, 1% (p/v) de extrato de levedo e 22% (p/v) de
Sacarose. Condi¢des de cultivo: 30° C e pH inicial 5,0.
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Figura 30: Producédo de biomassa (A), viabilidade celular (B), pH (C) e consumo de agucar
(D) por S. cerevisiae SA 1° Ciclo (8) e SA 2° Ciclo (%) durante 10 h de crescimento em 25
mL de meio contendo 1% (p/v) de peptona, 1% (p/v) de extrato de levedo e 22% (p/v) de
Sacarose. Condi¢des de cultivo: 30° C e pH inicial 5,0.

4.4.2. Estudos realizados utilizando sacarose 25% (p/v)
AplOs a realizacdo dos experimentos em meio contendo 22% (p/v) de

sacarose, a concentracdo do acucar foi aumentada para avaliar a resposta das

linhagens frente a condi¢cdes de acucar mais elevada, para isso, foram realizados
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experimentos em meio contendo sacarose 25% (p/v), 1% (p/v) de peptona e 1%
(p/v) de extrato de levedo.

Para que os experimentos fossem realizados, inicialmente foi produzido o
inéculo conforme descrito e foram utilizadas em experimento com e sem agitacao.

Da mesma maneira que nos experimentos realizados com sacarose 22%
(p/v), quando os experimentos foram realizados com agitacdo (figuras 31 e 32),
observou-se o consumo eficiente da fonte de carbono pelas linhagens RED e SA nos
trés ciclos aos quais as células foram submetidas, com a manutencao da viabilidade
celular da linhagem RED e havendo uma queda na viabilidade celular da linhagem
SA a cada ciclo de fermentacéo. No primeiro ciclo de fermentacéo da linhagem RED
houve producéo de 7,5 mg/mL de biomassa, no segundo ciclo foi produzido 11
mg/mL e no terceiro 10 mg/mL. No cultivo da linhagem SA houve maior producédo de
biomassa quando comparado com a linhagem RED, uma vez que no primeiro ciclo
foi produzido 11 mg/mL, no segundo 10 mg/mL e no terceiro 14,5 mg/mL, com isso,
foi possivel observar que a linhagem SA fermentou mais eficientemente quando
comparada com a linhagem RED mesmo havendo perda da viabilidade a cada ciclo
de fermentagéo.

Quando os experimentos foram realizados sem agitacao (figuras 33 e 34), foi
possivel observar que a biomassa produzida foi maior no primeiro ciclo de
fermentagdo, sendo menor no segundo e ainda menor no terceiro tendo como
consequéncia o crescente acUcar residual ap6s cada ciclo fermentativo para ambas
as linhagens utilizadas. No caso da linhagem RED foi observada producéo de 8
mg/mL de biomassa no primeiro ciclo, enquanto que no segundo ciclo foi produzido
7,5 mg/mL e no terceiro 5 mg/mL. A linhagem SA também produziu biomassa
semelhante aos ciclos realizados com a linhagem RED, sendo produzido 8,5 mg/mL

de células no primeiro ciclo, 6,5 mg/mL no segundo e no terceiro 6 mg/mL.
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Figura 31: Producédo de biomassa (A), viabilidade celular (B), pH (C) e consumo de agucar
(D) por S. cerevisiae RED 1° Ciclo (8), RED 2° Ciclo (') e RED 3° Ciclo (£) durante 10 h
de crescimento agitado em 25 mL de meio contendo 1% (p/v) de peptona, 1% (p/v) de
extrato de levedo e 25% (p/v) de Sacarose. Condi¢Bes de cultivo: 30° C, 200 rpm e pH
inicial 5,0.
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Figura 32: Producédo de biomassa (A), viabilidade celular (B), pH (C) e consumo de agucar
(D) por S. cerevisiae SA 1° Ciclo (0), SA 2° Ciclo () e SA 3° Ciclo (&) durante 10 h de
crescimento agitado em 25 mL de meio contendo 1% (p/v) de peptona, 1% (p/v) de extrato
de levedo e 25% (p/v) de Sacarose. Condi¢cbes de cultivo: 30° C, 200 rpm e pH inicial 5,0.
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Figura 33: Producédo de biomassa (A), viabilidade celular (B), pH (C) e consumo de acUcar
(D) por S. cerevisiae RED 1° Ciclo (8), RED 2° Ciclo (') e RED 3° Ciclo (£) durante 10 h
de crescimento em 25 mL de meio contendo 1% (p/v) de peptona, 1% (p/v) de extrato de
levedo e 25% (p/v) de Sacarose. Condic¢des de cultivo: 30° C e pH inicial 5,0.
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Figura 34: Producéo de biomassa (A), viabilidade celular (B), pH (C) e consumo de agucar
(D) por S. cerevisiae SA 1° Ciclo (0), SA 2° Ciclo () e SA 3° Ciclo (&) durante 10 h de
crescimento em 25 mL de meio contendo 1% (p/v) de peptona, 1% (p/v) de extrato de
levedo e 25% (p/v) de Sacarose. Condicdes de cultivo: 30° C e pH inicial 5,0.
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4.4.3. Estudos realizados utilizando meio contendo sacarose 30% (p/v)

Estudos também foram realizados em meio contendo 1% (p/v) de peptona,
1% (p/v) de extrato de levedo e sacarose na concentracdo de 30% (p/v), a 28°C.
Com base nos estudos realizados em meio contendo 22 e 25 % (p/v) de sacarose,
optou-se pelo cultivo agitado. Para minimizar o efeito osmotico exercido pela fonte
de carbono, optou-se por realizar experimentos em batelada alimentada. Da mesma
maneira que o estudo anterior, inicialmente procedeu-se com a producéo de células
para serem utilizadas como inoculo nos experimentos com alta densidade celular.

Na tabela 6 estédo os resultados obtidos nas novas condicbes e mostram, nos
dois ciclos iniciais, para as linhagens RED e SA (tabela 6) que houve a manutencéo
da viabilidade celular, porém com consideravel quantidade acucar residual,
principalmente a partir do no segundo ciclo fermentativo. Por isso, foi realizada a
alteracao na adicao do meio de cultura, dos tempos de 2 e 5 horas para 3 e 6 horas
nos ciclos 3 e 4, na tentativa de aumentar o consumo de acgucar. Os resultados
obtidos apés a alteracdo dos tempos de adicdo do meio mostraram o aumento do

acucar residual.

Tabela 6: Producdo de biomassa, viabilidade celular, pH, consumo de agucar por S.
cerevisiae (RED e SA) apds 10 h de crescimento agitado cultivada em batelada alimentada
por pulso em meio contendo 1% (p/v) de peptona, 1% (p/v) de extrato de levedo e 30% (p/v)
de Sacarose.

Linhagem Ciclo Biomassa Viabilidade pH Acucar
Fermentativo (mg/mL) Celular (%) Residual
(%, piv)
RED 1° Ciclo 32,40 97,40 4 16,12
2° Ciclo 32,00 92,50 4 25,30
3° Ciclo 30,80 86,80 4 48,90
4° Ciclo 30,45 88,30 4 33,50
SA 1° Ciclo 32,40 98,50 4 17,16
2° Ciclo 30,80 86,60 4 31,70
3° Ciclo 30,40 77,60 4 44,60
4° Ciclo 28,40 82,70 4 37,70

Condicdes de cultivo: 28° C, 200 rpm e pH inicial 5,0. Tempos da adicdo de 8,33 mL de
meio de cultivo: 0, 2 e 5 horas para 0 1° e 2° ciclo e 0, 3 e 6 horas para o 3° e 4° ciclo.

Como a fermentacao foi incompleta com consideravel quantidade de acgucar
nao fermentada (tabela 6), onde cada ciclo fermentativo foi realizado por 10 horas,
optou-se por diminuir o volume de meio em cada adi¢cado de 8,33 mL para 5,00 mL,
nos tempos de 1, 4, 6 e 9 horas, e aumentado o tempo de fermentacdo para 13
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horas, na tentativa de aumentar o consumo da fonte de carbono. Para isso, o inéculo
foi produzido como descrito, e além das linhagens RED e SA, utilizou-se a linhagem
VIN 13, utilizada nas industrias vinicolas.

A figura 35 mostra o perfil fermentativo da linhagem RED quando foi
submetida a trés ciclos fermentativos (figura 35 e tabela 7), onde foi possivel
observar desempenho semelhante entre as trés linhagens, com a manutencéo da
viabilidade celular nos trés ciclos, mas ainda com elevados niveis de acgUcar
residual, decorrente da fermentacéo ineficiente devido, talvez, da necessidade de

maior tempo de fermentag&o.
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Figura 35: Producédo de biomassa (A), viabilidade celular (B) e consumo de acucar (C) por
S. cerevisiae RED 1° Ciclo (O), RED 2° Ciclo () e RED 3° Ciclo (£4) durante 13 h de
crescimento agitado cultivado em batelada alimentada por pulso em meio contendo 1% (p/v)
de peptona, 1% (p/v) de extrato de levedo e 30% (p/v) de Sacarose. Condi¢Bes de cultivo:
28° C, 200 rpm e pH inicial 5,0. Tempos da adi¢éo de 5,0 mL de meio de cultivo: 0, 1, 4,6 e
9 horas.
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Tabela 7: Producao de biomassa, viabilidade celular e consumo de acgulcar por S. cerevisiae
SA e VIN 13 durante 13 h de crescimento agitado cultivado em batelada alimentada por
pulso em meio contendo 1% (p/v) de peptona, 1% (p/v) de extrato de levedo e 30% (p/v) de
Sacarose.

Linhagem Ciclo Biomassa Viabilidade pH Acucar
Fermentativo (mg/mL) Celular (%) Residual
(%, p/v)
RED 1° Ciclo 30,80 100,00 4 26,40
2° Ciclo 24,30 99,00 4 37,33
3° Ciclo 22,70 94,70 4 35,20
SA 1° Ciclo 25,90 100,00 4 27,33
2° Ciclo 21,10 95,90 4 33,46
3° Ciclo 20,30 89,80 4 37,73
VIN 13 1° Ciclo 26,30 94,40 4 26,66
2° Ciclo 21,90 91,50 4 36,66
3° Ciclo 21,90 92,60 4 31,20

Condigdes de cultivo: 28° C, 200 rpm e pH inicial 5,0. Tempos da adi¢cdo de 5,0 mL de
meio de cultivo: 0, 1, 4, 6 e 9 horas.

Em conseqUéncia aos resultados da tabela 7, que mostram consideravel
guantidade de acucar remanescente e ainda com alta viabilidade celular, optou-se
por aumentar o periodo do ciclo fermentativo de 13 horas para 18 horas, mantendo-
se as condi¢cdes de cultivo do experimento anterior.

Os resultados obtidos mostraram que o aumento do tempo do ciclo
fermentativo favoreceu na utilizacdo da fonte de carbono nos dois ciclos aos quais
as linhagens foram submetidas (tabela 8), onde o consumo foi mais eficiente no
primeiro ciclo e menos eficiente no segundo, talvez em decorréncia da perda da
viabilidade celular no segundo ciclo, causado por estresses fermentativos como o do
efeito toxico exercido pelo etanol produzido. As linhagens RED, SA e VIN 13
comportaram-se de maneira semelhante quanto ao consumo da fonte de carbono,

porém havendo maior perda da viabilidade celular para a VIN 13.
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Tabela 8: Producao de biomassa, viabilidade celular e consumo de aculcar por S. cerevisiae
RED, SA e VIN 13 durante 18 h de crescimento agitado cultivado em batelada alimentada
por pulso em meio contendo 1% (p/v) de peptona, 1% (p/v) de extrato de levedo e 30% (p/v)
de Sacarose.

Linhagem Ciclo Biomassa Viabilidade pH Acucar
Fermentativo (mg/mL) Celular (%) Residual
(%, piv)
RED 1° Ciclo 27,20 94,00 4 9,06
2° Ciclo 24,30 90,00 4 19,06
SA 1° Ciclo 24,30 96,10 4 13,86
2° Ciclo 22,30 83,10 4 23,46
VIN 13 1° Ciclo 23,90 85,30 4 10,40
2° Ciclo 24,30 76,60 4 16,13

Condicdes de cultivo: 28° C, 200 rpm e pH inicial 5,0. Tempos da adi¢do de 5,0 mL de
meio de cultivo: 0, 1, 4, 6 e 9 horas.

Experimentos também foram realizados na temperatura de 32° C, na tentativa
de que o consumo de acucar ocorresse mais rapidamente. A tabela 9 mostra os
dados obtidos em cultivos realizados a 32°C e se observa que 0 aumento na
temperatura dos experimentos nao resultou em melhor eficiéncia no processo. A
linhagem RED (tabela 9) manteve a viabilidade elevada nos trés ciclos
fermentativos, enquanto que na linhagem SA houve pequena variacao da viabilidade
celular, e a maior perda foi para a VIN 13. Observa-se queda no desempenho
fermentativo com os ciclos, com o0 aumento da quantidade de acucares

remanescentes no meio de cultura e producéo de etanol muito aguém do esperado.

Tabela 9: Producédo de biomassa (A) e viabilidade celular (B) de S. cerevisiae RED, SA e
VIN 13 durante 13 h de crescimento agitado cultivado em batelada alimentada por pulso em
meio contendo 1% (p/v) de peptona, 1% (p/v) de extrato de levedo e 30% (p/v) de
Sacarose.

Linhagem Ciclo Biomassa Viabilidade pH Acucar Etanol
Fermentativo (mg/mL) Celular (%) Residual (%,
(%, p/v) VIVv)

RED 1° Ciclo 28,00 94,10 4 19,36 13,18

2° Ciclo 21,50 95,60 4 33,00 11,53

3° Ciclo 18,20 93,10 4 39,16 10,00

SA 1° Ciclo 23,50 93,30 4 25,52 12,44
2° Ciclo 17,40 89,00 4 43,12 9,90

3° Ciclo 18,20 88,10 4 35,64 9,54

VIN 13 1° Ciclo 21,90 68,00 4 29,92 11,59
2° Ciclo 17,70 78,10 4 43,12 9,41
3° Ciclo 18,60 72,50 4 39,60 9,17

Condiges de cultivo: 32° C, 200 rpm e pH inicial 5,0. Tempos da adi¢&o de 5,0 mL de meio de
cultivo: 0, 1, 4, 6 e 9 horas.
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Em consequéncia dos resultados mostrados na tabela 9, decidiu-se pela
temperatura de 28°C, alteracdo nos tempos de pulsos de sacarose para 0, 2,5, 8 e
12 horas, e aumento no tempo do ciclo de fermentacdo de 18h para 21 h

Os resultados mostram que a diminuicdo da temperatura de cultivo propicia
melhores condi¢cbes de fermentacdo, com maior consumo de sacarose e producéo
de etanol (tabela 10). A linhagem RED foi a que apresentou melhor desempenho,
preservando a viabilidade celular e produzindo etanol acima de 16% (v/v), o que
sugere ser possivel a fermentacdo de mostos concentrados, desde que encontradas

as condi¢cdes adequadas de cultivo.

Tabela 10: Producdo de biomassa, e viabilidade celular, consumo de acucar e producéo de
etanol por S. cerevisiae RED, SA e VIN 13 durante 21 h de crescimento agitado cultivado
em batelada alimentada por pulso em meio contendo 1% (p/v) de peptona, 1% (p/v) de
extrato de levedo e 30% (p/v) de Sacarose.

Linhagem Ciclo Biomassa Viabilidade pH Acucar Etanol
Fermentativo (mg/mL) Celular (%) Residual (%,
(%, p/v) v/Iv)
RED 1° Ciclo 29,60 96,30 4 4,40 16,33
2° Ciclo 21,60 95,00 4 16,28 14,18
3° Ciclo 19,40 94,60 4 21,56 13,69
SA 1° Ciclo 23,50 86,80 4 9,73 14,09
2° Ciclo 19,00 85,20 4 21,12 13,67
3° Ciclo 18,20 86,80 4 23,76 13,24
VIN 13 1° Ciclo 23,50 60,70 4 14,53 14,06
2° Ciclo 21,90 70,00 4 21,56 13,31
3° Ciclo 23,10 76,80 4 22,88 13,02

Condic¢des de cultivo: 28° C, 200 rpm e pH inicial 5,0. Tempos da adicdo de 5,0 mL de meio de
cultivo: 0, 2, 5, 8 e 12 horas.

4.4.4. Estudos realizados utilizando mosto industrial contendo sacarose 30%
(p/v)

Os resultados apresentados nos estudos realizados com diferentes formas de
cultivo e com diferentes constituintes no meio de cultura mostraram que essas
diferencas interferem diretamente no processo fermentativo, na producdo da
biomassa, manutencdo da viabilidade celular, consumo da fonte de carbono e
consequente reducdo dos niveis de producdo de etanol. Para contornar tais
problemas e avaliar de maneira mais efetiva as respostas das linhagens de
leveduras frente as condi¢cdes nas quais elas ndo sdo submetidas, onde ha elevada
concentracdo de acUcar para producdo de etanol, estudos foram realizados com a

utilizacdo de mosto industrial com 20° Brix tendo como base o caldo de cana
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clarificado acrescido de melaco e agua, que foi cedido pela Usina Santa Fé, Nova
Europa-SP. Para que os estudos fossem realizados, procedeu-se como o item
3.2.3.3, onde inicialmente foi determinada a concentracdo de acucar e foi acrescida
sacarose comercial com o objetivo de se obter mosto com concentracédo de 30%
(p/v) de sacarose.

Inicialmente foi produzido o indculo como descrito. Os experimentos foram
conduzidos adicionando-se 5,0 mL de mosto acrescido de sacarose com pulso nos
tempos de 0, 2, 4, 7 e 10 horas e com fermentacdo com tempo total de 15 horas.

Os resultados obtidos mostraram, para a linhagem RED (tabela 11) que houve
grande perda da viabilidade celular ja no primeiro ciclo de fermentacéo, sendo ainda
maior no segundo ciclo, o que acabou interferindo no consumo da fonte de carbono,
gue no segundo ciclo contou com agucar residual em torno de 70% (p/v). J& no
experimento realizado com a linhagem SA (figura 37) observou-se que também
houve acucar residual nos dois ciclos fermentativos, porém, quando comparada com
a linhagem RED, desempenhou-se de maneira mais eficiente no segundo ciclo de
fermentacdo, com acucar residual em torno de 40% (p/v). O melhor resultado
observado com a linhagem SA foi possivel em decorréncia da manutencdo da
viabilidade celular (acima de 90% de células viaveis). Para os experimentos
realizados com a linhagem PE (tabela 11), observou-se que a linhagem se
comportou de maneira semelhante a linhagem SA, com acucar residual em torno de
40% (p/v) no segundo ciclo fermentativo e mantendo a viabilidade celular em torno
de 80%, com a diferenca de que iniciou a fermentacdo com viabilidade proxima a
90%, mostrando que nao houve grande variagao.

Como resultados anteriores mostraram que mostos industriais suplementados
com peptona exerce forte impacto no processo fermentativo de sacarose, em
cultivos com baixa densidade celular (BETITE, 2011), e considerando a baixa
performance das linhagens em cultivos ndo suplementados, foram realizados
experimentos suplementados com peptona.

Os resultados obtidos no cultivo da linhagem RED (tabela 11) mostraram que
a suplementacédo nitrogenada melhorou a eficiéncia na fermentacao, principalmente
no segundo ciclo fermentativo, onde foi possivel observar acucar residual em torno
de 45% (p/v), que quando cultivada sem suplementacéo apresentava-se em torno de
70% (p/v). Os resultados obtidos com a linhagem SA (tabela 11) também mostraram
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melhora na fermentagcdo com consumo da fonte de carbono nos dois ciclos
fermentativos com a manutencao da viabilidade celular. Para a linhagem PE (tabela
11) também se observou melhora nas fermentacbes com a manutencdo da
viabilidade celular e reducdo no acgucar residual quando comparado com oS
experimentos ndo suplementados.

Os resultados utilizando-se mosto com concentracdo de 30% (p/v) de
sacarose mostraram que a suplementacdo do meio de cultura com a peptona
aumenta a eficiéncia da fermentacdo com reducdo do acucar residual. Em
decorréncias desses resultados, foram realizados experimentos aumentando-se a
concentracéo da fonte nitrogenada para 2% (p/v) de peptona.

Optou-se por utilizar somente as linhagens SA e PE, por serem comumente
utilizadas na producao de etanol no Brasil.

Os resultados obtidos mostraram, para a linhagem SA (tabela 11) que houve
melhora na fermentacdo quando comparada com 0s experimentos suplementados
com 1% (p/v) de peptona, com a manutencdo da viabilidade celular nos dois ciclos
fermentativos e consumo eficiente da fonte de carbono, observando-se
principalmente que quase todo o agucar foi consumido no primeiro ciclo de
fermentacéo. Os resultados obtidos nos cultivos realizados utilizando a linhagem PE
(tabela 11) foram ainda melhores, com a manutencdo da viabilidade celular e
consumo total da fonte de carbono no primeiro ciclo de fermentacdo, mostrando que
essa linhagem é altamente tolerante ao estresse osmotico, produzindo biomassa e
fermentando eficientemente (PEREIRA et al., 2011).

Para as duas linhagens foi observado que no segundo ciclo de fermentacao
houve aumento no agucar residual.

A manutencdo da viabilidade celular durante a fermentagdo é uma
caracteristica que as linhagens de leveduras devem ter para a realizacéo de ciclos
fermentativos, para que seja possivel a producdo de altos niveis de etanol em
Fermentagcdo de Mosto com Altos Teores de AcgUcares Fermentesciveis, com a
realizacao de ciclos repetidos com o reciclo de células (PEREIRA et al., 2011). Para
isso, 0 sistema requer linhagens robustas capazes de converter eficientemente
acucar em etanol rapidamente e que possuam alta tolerancia a estresse osmaotico,
ao etanol e a outros inibidores (PEREIRA et al., 2011), além da suplementacao

nutricional dos meios de cultura.
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5. CONCLUSOES

O élcool produzido no Brasil € obtido, em sua maior parte, por fermentacao de
acucares contidos no mosto de cana-de-aclcar, e as principais caracteristicas do
processo sao alta densidade celular, curto tempo de processo e reciclo das
leveduras. O atual programa de producédo de etanol combustivel no Brasil apresenta
varios gargalos tecnoldgicos, e entre eles destacam-se as contaminacdes do
processo por microrganismos indesejaveis e o baixo rendimento alcoolico, devido a
fermentagdo com baixos teores de agucar. Estes fatores associados, incluindo o fato
do processo ocorrer acima da temperatura ideal, resultam em um processo pouco
eficiente, gerando grandes volumes de vinhaca (10-15 litros/litro de alcool), que se
torna um dos principais residuos da agroindustria canavieira, além de introduzir no
processo industrial grande consumo de energia na destilagdo. Como o volume de
vinhaca gerado esta associado ao baixo teor alcodlico, uma forma de minimizar este
problema seria a introducdo de praticas industriais com a producdo de mostos de
alto teor alcodlico, que poderiam ser obtidos através da fermentacdo de mostos mais
concentrados em acucares totais via Tecnologia de Fermentacdo de Mostos com
Altos Teores de Acglcares Fermenteciveis.

Neste contexto, um dos objetivos foi o estudo visando a obtencdo de
informacdes relativas as caracteristicas fisiologicas das linhagens de leveduras
industriais utilizadas na producéo de etanol combustivel em destilarias brasileira com
relacdo as suas demandas por fontes de nitrogénio, em meios contendo sacarose,
maltose ou glicose como fonte de carbono, e fontes nitrogenadas com diferentes
complexidades estruturais. Um outro aspecto explorado neste trabalho foi a
avaliacdo da possibilidade de emprego das leveduras industriais em processos de

fermentagéo alcoodlica de mostos com altos teores de agucares.

5.1. Estudos realizados com sacarose em meios suplementados com fontes de

nitrogénio com diferentes naturezas estruturais

Os estudos com sacarose mostraram que as linhagens industriais apresentam
diferentes perfis de crescimento nos meios suplementados com diferentes fontes de

nitrogénio. A producao de biomassa pode ter reflexo no perfil de consumo de agucar,
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como foi o caso das linhagens RED e CAT, no cultivo com agitagcdo. As linhagens
BG e SA mostraram comportamento diferente, e apesar de crescerem
diferentemente nas fontes de nitrogénio, apresentaram consumo da fonte de acucar,
indicando ndo ocorrer a correlacéo intensa de crescimento/consumo de agucar. No
geral foi a suplementacdo com peptona que propiciou maior producdo de biomassa
e manutencdo da viabilidade celular, isto quando se analisa o cultivo agitado. No
cultivo ndo agitado, como esperado, a producdo de biomassa é menor, e os perfis
de crescimento também variam nas diferentes fontes de nitrogénio. Nestas
condicbes somente a linhagem SA é a que apresenta o perfil de utilizacdo de
carbono similar nas trés fontes nitrogenadas. Também € na suplementacdo com
peptona que se observa maior acumulo de biomassa e manutencdo da viabilidade
celular; e ainda, nas outras fontes nitrogenadas a queda da viabilidade celular é
maior no cultivo agitado quando comparado com o néo agitado.

Em muitas situacbes a producdo de trealose € atribuida a uma maior
tolerancia das leveduras ao estresse fermentativo. Neste estudo pode-se observar
gue a producdo do dissacarideo foi sempre maior nos meios suplementados por
peptona, que também propiciou melhores condi¢des para a producdo de biomassa e
manutencao da viabilidade celular. A forma de cultivo, com e sem agitacao interfere
no desempenho fermentativo das leveduras, uma vez que atua de forma decisiva no
maior acumulo de biomassa, devido a presenca de maior quantidade de oxigénio.
Os dados também mostram que € no meio ndo agitado que ha maior producédo do
dissacarideo. Considerando que € no meio suplementado com peptona que se
observa maior acumulo de biomassa, manutencdo da viabilidade celular mais
eficiente e também é nesta suplementacdo que ocorre maior producao de trealose,
entdo podemos sugerir que ha, neste caso, uma boa correlacao entre o fenébmeno
de acumulo do dissacarideo com o melhor desempenho fermentativo.

A avaliacdo da resposta das linhagens industriais brasileiras frente ao
estresse induzido por etanol foi feita através do cultivo das linhagens em meio rico
contendo etanol. Os resultados obtidos mostraram que quando os cultivos foram
realizados em meio contendo etanol, os niveis de trealose produzidos foram maiores
guando comparados com 0s niveis de trealose produzidos no meio sem etanol, e a
guantidade de trealose produzida variou entre as linhagens, sugerindo que as

linhagens deferem na resposta ao efeito induzido pelo etanol, e que este efeito pode
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ter um significado importante nos mecanismos de resisténcia ao estresse
fermentativo.

A observacdo por imagens das células de leveduras antes e apoés
fermentacéo foi também utilizada para se verificar a morfologia dos microrganismos
apos a submissdo ao processo fermentativo. As figuras mostram as imagens com
aumento de quatrocentas vezes das linhagens RED e SA. obtidas antes e apos
fermentacéo, em cultivo agitado e ndo agitado. A analise das figuras e a correlacao
com as condicbes de cultivo indicam que em situacdo de consumo de acgucar
eficiente parece ndo haver modificacdes significativas antes e apds a fermentacéao.
Este € o0 caso da linhagem SA e da RED na suplementacdo com peptona e sulfato
de amonio. Na suplementacdo com casaminoacidos detecta-se a presenca de
células alongadas e outras agregadas, o que pode ser um indicativo de resposta da

levedura ao estresse fermentativo.

5.2. Estudos realizados com maltose e glicose em meios suplementados com

fontes de nitrogénio com diferentes naturezas estruturais

Os estudos com maltose mostraram que nem todas as linhagens industriais
brasileiras fermentam o dissacarideo. Os resultados obtidos com as linhagens
consideradas boas fermentadoras de maltose (RED, SA e PE) indicam que elas
apresentam perfis de crescimento diferentes nas fontes de nitrogénio utilizadas. Nos
cultivos agitados os suplementos peptona e casaminoacidos propiciaram melhores
condicbes de fermentacdo, com maior producdo de biomassa, manutencdo da
viabilidade celular e eficiente utilizacdo de maltose, sendo que a linhagem RED
desempenho fermentativo satisfatério na suplementacéo com sulfato de amonio.

Nos cultivos ndo agitados a producdo de biomassa € menor e mais lenta
guando comparada com os cultivos com agitacdo, e a producédo de biomassa variou
entre as linhagens. Na auséncia de agitacdo sdo os suplementos peptona e sulfato
de amonio que propiciam melhores condi¢cdes de fermentacdo. Observa-se que a
presenca de oxigénio tem um acentuado efeito no desempenho fermentativo das
leveduras industriais, e 0 mais surpreendente € o comportamento da linhagem RED,

no meio suplementado com casaminoacidos.
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O perfil de variacdo de producéo de trealose também foi diferente entre as
linhagens, e foi no cultivo agitado onde se detectou maior producédo do dissacarideo.
Pode-se observar que as linhagens brasileiras acumulam mais trealose que a
linhagem RED, talvez como reflexo da melhor adequacao desta para a fermentacao
de maltose.

Os resultados com glicose indicam, como esperado, que as linhagens
industriais em estudo fermentam eficientemente o monossacarideo, uma vez que as
leveduras sdo organismos glicofilicos. A peptona foi 0 suplemento nitrogenado que
propiciou melhores condi¢cdes de fermentagcdo, com maior acumulo de biomassa e
preservacdo da viabilidade celular, além de eficiente consumo do acucar. Na
suplementacdo com casaminoacidos e sulfato de amoénio, apesar de propiciarem
condicbes favoraveis de fermentacdo, ocorre consideravel perda de viabilidade
celular. A presenca de oxigénio também se mostrou importante na fermentacdo da
glicose, induzindo maior producdo de biomassa e consumo de mais rapido do
acucar, principalmente no meio com peptona.

Os resultados descritos nesta parte da tese sdo de importancia do ponto de
vista industrial e biotecnolégico, uma vez que indicam que as linhagens industriais
de leveduras apresentam demandas diferenciadas com relacdo a fontes de
nitrogénio com graus de complexidade estrutural variados, e também dependem do
acucar. Um ponto importante a ser observado é a capacidade que certas linhagens
ttm em melhor resistir a determinadas condicbes estressantes, como pH,
temperatura, estresse nutricional, estresse osmotico e etandlico, sugerindo que
estudos minuciosos referentes sobre a fisiologia das leveduras podem culminar em
maior producdo de produtos biotecnologicos, decorrentes da elaboracdo de

processos fermentativos mais adequados as caracteristicas do micro-organismo.

5.4. Estudos realizados com alta densidade celular

Os estudos com alta densidade celular foram realizados, na sua maioria, com
as linhagens RED e SA, e tiveram como objetivo definir condigcbes experimentais
para a conducdo e Fermentacdo de Mosto com Altos Teores de AcUcares
Fermentesciveis, e que pudessem propiciar ao final do processo a completa

utiizacdo da sacarose, associada & preservacdo da viabilidade celular do
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microrganismo, para que pudesse ser utilizado em ciclos fermentativos sucessivos.
Os vérios ensaios exploratérios, visaram sempre a manutencdo da viabilidade
celular e o consumo maximo de acucar. Foram realizados experimentos com
diferentes concentracdes de sacarose (22, 25 e 30% (p/v)), alterando a forma de
cultivo (batelada simples e batelada alimentada por pulso) - com e sem agitacéo,
variagdo de tempo dos pulsos de alimentacdo, variacdo da temperatura de
fermentacéo (28, 30 e 32°C), e finalmente experimentos com mosto industrial com
alta concentracdo de sacarose, com e sem complementagao nutricional.

Os experimentos iniciais foram com sacarose 22 e 25% (p/v), em cultivo
agitado e nao agitado, e em dois ciclos fermentativos. Os dados mostram para as
linhagens RED e SA completa utilizacdo sacarose, em 8h (22%) e 10h (25%) de
fermentacdo, com a manutencéo da viabilidade celular quando os experimentos sao
agitados. Os cultivos ndo agitados, além de menor biomassa, ndo consumiram
completamente a sacarose.

Como ocorreu a completa utilizacdo do acucar nos cultivos com sacarose 22
e 25% (p/v), iniciou-se o0s experimentos com sacarose 30% (p/v). Nesta
concentracdo foram introduzidas varias modificacbes nas condi¢bes de cultivo,
principalmente, no processo de batelada alimentada por pulsos. A cada experimento
fazia-se um nova alteracdo na forma de cultivo, com o objetivo de aprimorar o
desempenho fermentativo das linhagens. Estas alteracbes envolveram a mudanca
no tempo de adicdo do pulso de sacarose, das temperaturas de cultivo (28 e 32°C),
e também aumentando o tempo de fermentacdo. Finalmente foram realizados
experimentos com mosto industrial, tendo como base caldo de cana, ao qual foi
adicionada sacarose solida para ser ter uma concentracdo de 30% (p/v), No mosto
industrial foi adicionado um suplemento nitrogenado, como forma de melhorar o
desempenho fermentativo das leveduras.

Na andlise do estudo com alta densidade celular e mostos concentrados se
deve levar em consideracédo um conjunto de fatores que determinam o desempenho
fermentativo do micro-organismo. Assim as caracteristicas fisioldgicas no que diz
respeito a tolerdncia osmotica, alcoodlica, robustez e vitalidade devem ser
consideradas. Todas estas caracteristicas estdo, inexoravelmente, associadas as
condigdes de cultivo, principalmente, as exigéncias nutricionais das leveduras e suas

particularidades por demanda de nitrogénio.
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Estudos anteriores foram realizados em nosso laboratorio utilizando mosto
com concentracdo aproximada de 22, 30 e 35% (p/v) de sacarose em mosto com
base de caldo de cana, com baixa densidade celular, e os dados obtidos mostraram
gue a suplementacdo com uma fonte de nitrogénio € necessaria para obter uma
fermentacéo eficiente. Os resultados ainda mostraram que a fonte nitrogenada
peptona foi a que propiciou melhores condi¢cdes de fermentacdo, com producéo de
biomassa, manutencdo da viabilidade celular e consumo da fonte de carbono

(BETITE, 2011).
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6. CONSIDERAOES FINAIS

6.1 Sacarose 22%

No geral foi a suplementacdo com peptona que propiciou maior producéo de
biomassa e manutencéo da viabilidade celular;

No cultivo ndo agitado, como esperado, a producdo de biomassa é menor, e
os perfis de crescimento também variam nas diferentes fontes de nitrogénio;

Também € na suplementacdo com peptona que se observa maior acumulo de
biomassa e manutencdo da viabilidade celular; e ainda, nas outras fontes
nitrogenadas a queda da viabilidade celular € maior no cultivo agitado quando
comparado com o ndo agitado;

A producdo de trealose foi sempre maior nos meios suplementados por
peptona, que também propiciou melhores condi¢des para a producdo de biomassa,
manutenc¢do da viabilidade celular e consumo da fonte de carbono;

A forma de cultivo, com e sem agitacéo interfere no desempenho fermentativo
das leveduras. Os dados também mostram que € no meio ndo agitado que ha maior
producédo do dissacarideo;

A avaliagéo da resposta das linhagens industriais produtoras de etanol frente
ao estresse induzido por etanol mostraram que na presenca de etanol, os niveis de
trealose produzidos foram maiores quando comparados com os niveis de trealose
produzidos no meio sem etanol, e a quantidade de trealose produzida variou entre
as linhagens;

A analise das figuras e a correlagdo com as condi¢des de cultivo indicam que
em situacdo de consumo de acucar eficiente parece ndo haver modificacdes
significativas antes e apds a fermentacdo. Este é o caso da linhagem RED na
suplementacdo com peptona e sulfato de aménio e SA na suplementacdo com as
trés fontes de nitrogénio;

Na suplementacdo com casaminoacidos detecta-se a presenca de células
alongadas e outras agregadas, o que pode ser um indicativo de resposta da

levedura ao estresse fermentativo.
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6.2. Maltose 10%

Os estudos com maltose mostraram que nem todas as linhagens industriais
brasileiras fermentam o dissacarideo;

Nos cultivos agitados os suplementos peptona e casaminoacidos propiciaram
melhores condi¢cdes de fermentacdo, e a linhagem RED mostrou desempenho
fermentativo satisfatorio na suplementacdo com sulfato de amonio;

Na auséncia de agitacdo sdo os suplementos peptona e sulfato de amoénio
gue propiciam melhores condi¢des de fermentacao;

Observa-se que em maiores concentracdes de oxigénio ha um acentuado
efeito no desempenho fermentativo das leveduras industriais, sendo observado o
efeito da agitacdo no cultivo da linhagem RED no meio suplementado com
casaminoécidos;

O perfil de producéo de trealose também foi diferente entre as linhagens, e foi
no cultivo agitado onde se detectou maior producédo do dissacarideo. Pode-se
observar que as linhagens brasileiras acumulam mais trealose que a linhagem RED,

talvez como reflexo da melhor adequacéo desta para a fermentacdo de maltose.

6.3. Glicose 20%

As linhagens industriais fermentam eficientemente 0 monossacarideo, uma
vez que as leveduras sao organismos glicofilicos;

Peptona foi o suplemento nitrogenado que propiciou melhores condi¢cdes de
fermentagcdo, com maior acumulo de biomassa e preservacédo da viabilidade celular,
além de eficiente consumo do agucar;

Na suplementacdo com casaminoacidos e sulfato de amonio, apesar de
propiciarem condi¢bes favoraveis de fermentagdo, ocorre consideravel perda de
viabilidade;

A presengca de maiores concentracbes de oxigénio também se mostrou
importante na fermentacdo da glicose, induzindo maior producdo de biomassa e

consumo mais rapido do agucar.
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6.4. Estudos realizados com alta densidade celular

Nos experimentos com sacarose 22 e 25%, agitados, os dados mostram que
as linhagens RED e SA utilizam toda a sacarose, com a manuten¢éo da viabilidade
celular;

Nos cultivos nao agitados, além de menor biomassa, ndo consumiram
completamente a sacarose;

Nos estudos com sacarose 30% foi possivel observar que adequacgdes na
forma de cultivo, como tempo de adicdo de meio e alteragbes no tempo e
temperatura de fermentacdo ha possibilidade de producdo de concentracbes mais
elevadas de etanol que a atualmente produzida pelas usinas.

Os resultados utilizando-se mosto industrial com concentracdo de 30% de
sacarose mostraram que a suplementacdo do meio de cultura com a peptona
aumenta a eficiéncia da fermentacdo com reducdo do acucar residual, sendo mais

positivos na suplementacdo com 2% da fonte nitrogenada.
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