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RESUMO

Uma levedura selvagem capaz de produzir etanol a temperaturas acima das
toleradas pela levedura Saccharomyces cerevisiae pode ser Util ao processo de
producéo de etanol durante periodos de elevacdes da temperatura. Leveduras
do género Issatchenkia orientalis sdo encontradas em processos industriais de
fabricacdo de paes e bebidas alcodlicas. Esta levedura é capaz de converter
glicose e frutose em etanol a temperaturas tdo altas quanto 42°C. O presente
trabalho teve como objetivo inicial selecionar as melhores linhagens da
levedura I. orientalis quanto a sua capacidade de fermentar melaco de cana-
de-acucar e outras fontes de carbono a temperaturas maiores que 40°C. Um
segundo objetivo consistiu em produzir etanol a partir de melago utilizando a
melhor linhagem de |. orientalis em co-cultura com a levedura S. cerevisiae.
Para cumprir este proposito foram realizados, inicialmente, ensaios qualitativos
de assimilacdo e fermentacdo com os isolados de I. orientalis da nossa colecéo
a 40°C. As linhagens ensaiadas mostraram diferentes caracteristicas quanto a
sua capacidade de assimilacdo (crescimento em meio sélido) e fermentacdo de
sacarose e melago (ensaio de Durham), apresentando intensidades variadas
de crescimento, morfologias diferentes das células e colénias e formacdo de
pelicula no meio liquido. Estes ensaios qualitativos permitiram selecionar a
linhagem 195B de I. orientalis para os estudos de fermentacdo em batelada
simples. Esta linhagem foi capaz de assimilar melago n&o hidrolisado, melago
hidrolisado, sacarose, frutose e glicerol a 40°C e de fermentar melaco nao
hidrolisado na mesma temperatura, além de produzir etanol em meio YPD a pH
2,5 e 40°C com pouca perda de viabilidade. Devido a incapacidade da
linhagem 195B em fermentar a sacarose contida no melaco, foi estabelecida
uma co-cultura desta linhagem com a linhagem IQAr/45-1 de S. cerevisiae. O
in6culo misto (1 parte de S. cerevisiae : 3 partes de |. orientalis) permitiu
fermentar melaco a 42°C com pouca perda de viabilidade e com niveis de
etanol finais da ordem de 63,0-68,0 g/L ap6s 10-12h de fermentacdo usando
uma concentracdo total de células iniciais de 10 mg/mL (massa seca), a qual
foi equivalente a 9,61x10 células/mL de S. cerevisiae e 5,95x10% células/mL
de I. orientalis.

Palavras-chave: Issatchenkia orientalis. Saccharomyces cerevisiae. Co-
cultura. Etanol. Temperaturas elevadas. Melaco de cana-de-acgucar.
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ABSTRACT

Some wild yeasts that produce ethanol at temperatures above those usually
tolerated by the yeast Saccharomyces cerevisiae may be useful to the ethanol
production process during periods of elevated temperatures. Issatchenkia
orientalis is yeast found in industrial processes for manufacturing of bread and
drinks. This yeast is capable of converting glucose and fructose into ethanol at
temperatures as high as 42°C. The initial aim of the present work was the
selection of the best strains of I. orientalis capable of fermenting sugarcane
molasses and other carbon sources at temperatures above 40°C. A second
objective was to produce ethanol from molasses using one of the best strain of
|. orientalis in co-culture with a strain of S. cerevisiae. To accomplish these
purposes qualitative assays of assimilation and fermentation at 40°C were
carried out using the isolates of I. orientalis from our collection. Tested strains
showed different characteristics regarding their ability to assimilate (growth on
solid medium) and to ferment sucrose and molasses (Durham assay), showing
a diversity of growth intensities, differences in cell and colony morphologies and
film formation in the liquid media. These qualitative assays allowed us to select
the strain 195B of I. orientalis for studies using simple batch fermentations. This
strain was able to assimilate non-hydrolyzed molasses, hydrolyzed molasses,
sucrose, fructose and glycerol at 40°C and to ferment non-hydrolyzed molasses
at the same temperature. Moreover, this strain was able to produce ethanol at
pH 2.5 and 40°C in YPD with little loss in viability. Due to the inability of strain
195B to ferment the sucrose present in molasses, a co-culture involving this
strain and strain IQAr/45-1 of S. cerevisiae was established. The mixed
inoculum (1 part of S. cerevisiae : 3 parts of |. orientalis) allowed to ferment
molasses at 42°C with little loss in viability reaching final ethanol levels in the
range of 63.0 to 68.0 g/L after 10-12h of fermentation using a total initial
concentration cells of 10 mg/mL (w/v, dry mass), which was equivalent to
9.61x10’ cells/mL of S. cerevisiae and 5.95x10° cells/mL of I. orientalis.

Keywords: Issatchenkia orientalis. Saccharomyces cerevisiae. Co-culture.
Ethanol. High temperatures. Sugarcane molasses.
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Producgdo de etanol a 40-42 C em uma co-cultura...

1.1.Producéo de etanol

Com a elevacéo dos precos do petréleo e com a pouca disponibilidade
de combustiveis alternativos para os transportes, o Brasil, a Unido
Européia, os Estados Unidos e varios outros paises estdo apoiando
amplamente a producdo de biocombustiveis liquidos (etanol e biodiesel).
Como uma fonte de energia renovavel, os biocombustiveis poderiam ajudar
a atenuar as mudancas climaticas, assim como também reduzir a
dependéncia dos combustiveis fosseis nos setores de transporte e
industrial (GOLDEMBERG, 2008). O acumulo de CO; na atmosfera é
gerado devido ao consumo de petréleo, carvdo e queimadas, sendo este o
principal causador do aquecimento global e alterac6es climaticas. Nas
Ultimas décadas, o uso do etanol vem contribuindo para reduzir as
emissdes de CO;dos veiculos em até 90% (WARD; SINGH, 2002).

Qualquer que seja sua origem, biomassa ou processos petroquimicos,
o etanol € um combustivel conhecido por liberar quantidades significativas
de calor ao ser queimado. Contudo, o etanol apresenta algumas diferencas
importantes em relagdo aos combustiveis convencionais derivados de
petréleo. A principal delas é o elevado teor de oxigénio, que constitui cerca
de 40% de sua massa em composicdo (SANCHEZ; CARDONA, 2008). O
etanol possibilita uma combustdo limpa e um melhor desempenho dos
motores, o0 que contribui para reduzir as emissbes poluentes, mesmo
guando o etanol é misturado a gasolina (GOLDEMBERG, 2008; BALAT et
al., 2009).

A producdo e o uso de etanol como combustivel para veiculos séo
praticados regularmente no Brasil desde 1931, com notavel evolugao
durante as ultimas décadas. A crise do petroleo na década de 70 motivou o
governo a desenvolver uma forma alternativa de combustivel para substituir
a gasolina. Nasceu entdo o bioetanol, um combustivel obtido a partir da
fermentacdo do caldo da cana-de-acucar, melagco ou ambos. Assim, em
1975, foi criado o Programa Nacional do Alcool “Proalcool” com a finalidade
de reduzir a grande dependéncia do petréleo importado e criar um mercado
paralelo de combustivel para os produtores de acucar (BALAT et al., 2009).
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Desde entdo, a agroindustria canavieira brasileira tem se expandido,
consolidando-se economicamente com indicadores positivos de
sustentabilidade ambiental. A partir do Proalcool, deu-se vida nova ao
setor, com investimentos em equipamentos, servicos e desenvolvimento de
novas tecnologias, tanto na parte agricola quanto para a industrial
(BANCO..., 2009).

O Brasil dispde de vantagens naturais para a producao de etanol, tais
como, grandes areas de terra aravel e condi¢cdes climaticas propicias a
cultura da cana-de-acucar. Ao longo da histéria, o Brasil tem sido um dos
maiores produtores mundiais de cana-de-acUcar e atualmente é o maior
exportador de etanol combustivel do mundo (BALAT et al., 2009). Além
disso, vale destacar que a energia consumida para 0 processo produtivo
das usinas do setor sucro-alcooleiro é proveniente do bagaco da cana. No
ano 2008, o Brasil, junto aos Estados Unidos, foi responsavel por 70% da
producdo mundial de bicombustiveis (UNIAO..., 2008).

1.2. Matérias primas para a producéao de etanol

O etanol pode ser produzido industrialmente a partir de dois tipos de
matéria-prima: diretamente fermentaveis, como a cana-de-aglcar e a
beterraba ou matérias-primas amilaceas, ndo diretamente fermentaveis,
como o milho e o trigo, cujo amido deve ser convertido em acUcares
fermentesciveis antes da fermentacdo (ROSILLO-CALLE; WALTER, 2006;
BALAT et al., 2009). Um terceiro tipo de matéria-prima consiste na
biomassa disponivel em materiais como o0 bagaco e a palha, cujas cadeias
celulésicas devem ser hidrolisadas para produzir uma solucdo fermentavel
de acucares, bastante atrativa gracas ao baixo custo da matéria-prima.
Contudo, essa rota para a producéo de etanol ainda ndo esta disponivel em
escalas comerciais, embora haja expectativas de que nos préximos anos
possa alcancar viabilidade econdémica (CARDONA; SANCHEZ, 2007).
Atualmente, o bagaco é queimado para gerar energia para a prépria usina,
tornando-a auto-sustentavel. A Figura 1 ilustra as diferentes rotas para a
producdo de etanol, considerando distintas matérias-primas.
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Figura 1. Matérias primas utilizadas na producéo de etanol (BANCO..., 2009).

Como a fermentacdo € feita com base nos acgucares disponiveis na
matéria-prima, 0s vegetais ricos em carboidratos sdo fontes para a
producdo de etanol. O milho é a matéria-prima mais utilizada nos Estados
Unidos (BOTHAST; SCHLICHER, 2005; BALAT et al., 2009), porém o
etanol também pode ser produzido do trigo, do sorgo e da mandioca. A
producdo de biocombustivel com tais matérias-primas amilaceas apresenta
ao menos duas desvantagens em relacdo a cana-de-acUcar, sendo a
primeira, a necessidade de liberacdo do amido por cozimento, enquanto a
segunda consiste na utilizacdo de enzimas industriais para a hidrélise do
amido (BOTHAST; SCHLICHER, 2005). Segundo Sanchez e Cardona
(2008) e Balat et al. (2009), este processo de producdo de etanol é mais
longo, complexo e exige uma maior quantidade de energia para produzir o
mesmo volume de etanol, sendo o etanol produzido no Brasil a partir da
cana-de-aclucar de menor custo. No caso americano, a energia extra €
procedente de fontes fosseis, 0 que encarece o processo e reduz 0s

beneficios ambientais dos biocombustiveis.
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Entre os cultivos que produzem diretamente acucar, além da cana-de-
acucar, a beterraba acucareira também tem sido utilizada para a producéo
de etanol a partir do mel residual de beterraba (melago) sempre disponivel
como subproduto da sacarose (CARDONA; SANCHEZ, 2007). Essa
hortalica tem uma raiz tuberosa que acumula quantidades elevadas de
acucar, podendo alcancar indices de produtividade agroindustriais bastante
elevados, como observado em varios paises europeus (BALAT et al.,
20009).

1.3. Etanol da cana-de-agucar

A cana-de-acUcar é uma planta pertencente ao género Saccharum, da
familia das gramineas, oriunda das regides temperadas quentes e tropicais
da Asia (WHEALS et al., 1999), especialmente da india. A parte aérea da
planta € composta pelos colmos, nos quais se concentra a sacarose, €
pelas pontas e folhas, que dao origem a palha da cana.

Como um dos cultivos de maior importancia em todo o mundo, a cana-
de-agucar ocupa mais de 20 milhGes de hectares. O Brasil com uma éarea
plantada de cerca de 7 milhdes de hectares respondeu por 23,7 milhdes de
litros de etanol produzidos durante a safra 2009/2010 (UNIAO..., 2008). O
clima ideal para o cultivo da cana € aquele que apresenta duas estacfes
distintas: uma quente e Umida, para proporcionar a germinacao, o
perfilhamento (formacdo de brotos) e o desenvolvimento vegetativo;
seguida de outra fria e seca, para promover a maturagcao e o consequente
acumulo de sacarose nos colmos. No contexto brasileiro, a producédo de
etanol de cana-de-acucar é efetuada geralmente em unidades
agroindustriais que produzem tanto etanol quanto acucar, dando origem a
melagcos que podem, junto com o caldo de cana, compor mostos
fermentaveis que alimentam as dornas como ilustrado na Figura 2

(BANCO..., 2009).
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1.3.1. Melago de cana-de-agucar

O melaco é resultante de uma etapa de centrifugacdo ou de
decantacéo apos a cristalizacédo do agucar no processo de producéo de
sacarose comercial (WHEALS et al., 1999). E composto de aclcares
redutores (glicose e frutose), sacarose nado cristalizada, agua,
compostos ndo acucares de origem organica (aminoacidos, vitamina,
proteinas) e uma fracdo mineral composta principalmente de calcio,
magnésio, soédio e potassio (Tabela 1). A sua composicdo é muito
variavel, pois depende da qualidade e das condicbes de
processamento da cana-de-acgucar (TECLU et al., 2009).

O melacgo € utilizado na fermentacdo para producdo de etanol
uma vez que apresenta alto teor de acucar (50% em meédia), além de
ser um subproduto da induastria acucareira relativamente barato e

disponivel em grandes quantidades (LIU et al., 2008).

Tabela 1. Composicao do melagco de cana-de-acgucar (TECLU et al., 2009)

Componente %
Agua 17-25
Sacarose 30-40
Glicose 4-9
Frutose 5-12
Outros carboidratos 2-5
Cinzas 7-15
Compostos nitrogenados 2-6
Gorduras, esteradis, fosfolipidios 0,1-1
Fracdo mineral 4,08X1073-4,38X10°
Acidos n&o nitrogenados 2-8

1.4. Processo de producdo de etanol de cana-de-acucar

O objetivo deste topico € dar uma visdo do processo industrial da
producéo de etanol no Brasil, segundo estudos publicados pelo BNDES e
CGEE (BANCO..., 2009). Como ilustrado na Figura 2, uma vez na usina, a
cana é lavada e moida, sendo o caldo extraido sob presséo dos rolos das
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moendas. Depois disto, o caldo é separado do bagaco e segue para a
planta de energia da usina para ser utilizado como combustivel. No Brasil,
a extragdo por difuséo tem sido adotada por usinas novas. Nos difusores, a
cana picada e desfibrada passa por sucessivas lavagens com agua quente,
liberando por lixiviagdo seus acgucares. O caldo contendo os agucares da
cana pode, entdo, ser destinado a producdo de acucar ou etanol. Para a
producdo de acgUcar, o caldo é tratado quimicamente, para a separacao das
impurezas, que sao eliminadas por decantacdo e depois concentrado em
evaporadores para a cristalizagdo da sacarose. Nesse processo, nem toda
a sacarose disponivel na cana é cristalizada e a solucéo residual rica em
acucar (melaco) pode retornar mais de uma vez ao processo com O
proposito de recuperar mais agucar. O melaco final que néo retorna ao
processo contém ainda alguma sacarose e um elevado teor de acgUcares
redutores (glicose e frutose), podendo ser utilizado como matéria-prima
para a producéo do etanol. Desse modo, a producao de etanol de cana-de-
aclUcar pode se basear na fermentacdo tanto do caldo da cana,
diretamente, quanto de misturas de caldo com melago, sendo as misturas
as mais frequentemente utilizadas no Brasil. Assim, o caldo tratado é
misturado com o melago, dando origem ao mosto que segue para as
dornas de fermentacdo onde a levedura é adicionada, fermentado por um
periodo de 8 a 10 horas a uma temperatura de 33-35°C, dando origem ao
vinho ou mosto fermentado com uma concentracéao de 8-11%, v/v de alcool
(WHEALS et al.,, 1999). O processo de fermentacdo mais utilizado nas
destilarias do Brasil € o Melle-Boinot, cuja caracteristica principal consiste
na recuperacdo das leveduras do vinho mediante sua centrifugagéo
(SANCHEZ; CARDONA, 2008; WHEALS et al., 1999). Assim, apés a
fermentacdo, as leveduras sédo recuperadas e tratadas para novo uso,
enquanto o vinho é enviado para as colunas de destilacdo. Na destilacdo, o
etanol €& recuperado inicialmente na forma hidratada, com
aproximadamente 96°GL, deixando a vinhaga ou vinhoto como residuo. O
etanol hidratado pode ser estocado como produto final ou pode ser enviado

para a coluna de desidratacdo, onde o cicloexano é adicionado para

facilitar a obtencao do etanol anidro.
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Figura 2. Esquema da producao de etanol de cana-de-agulcar (BANCO..., 2009).

1.5. Tipos de processos para a producao de etanol

Na fermentagdo em batelada simples o reator recebe inicialmente todo
0 meio de cultura esterilizado, € inoculado com o microrganismo e
incubado, de modo a permitir que a fermentacdo ocorra sob condi¢cbes
otimas. No decorrer do processo fermentativo adiciona-se somente
oxigénio. No caso de processos aerbbicos agitados, anti-espumante e
acido ou base sdo adicionados para controle do pH. Terminada a
fermentacdo, descarrega-se o reator, € 0 meio fermentado segue para 0s
tratamentos finais para a recuperacdo dos produtos de interesse. A
principal caracteristica deste tipo de processo é que o volume de meio do

reator permanece sempre constante, no entanto a composicdo do meio
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muda constantemente devido as mudancas no metabolismo celular que
apresenta uma curva de crescimento tipica (SCHMIDELL, 2001).

O processo de batelada descontinua, chamado também de batelada
simples, apresenta as seguintes vantagens: facil operacdo e controle do
processo, menor risco de contaminagdo, construcdo e instrumentacao
simples e barata, além de ser adequado para processos de curta duracdo e
sem reuso de células na seguinte fermentacdo. Por outro lado, na
fermentacdo em batelada simples ocorre o esgotamento rapido dos
nutrientes do meio com formacdo de niveis elevados de etanol, sendo
estes toxicos para a levedura (SCHMIDELL, 2001).

No presente trabalho, o tipo de processo de fermentacéo utilizado foi
batelada descontinua ou simples. Entretanto, nas usinas brasileiras €&
utilizada a fermentagéo em batelada alimentada ou processo continuo com
reutilizacdo de células (SANCHEZ; CARDONA, 2008; WHEALS et al.,
1999).

1.6. As Leveduras

A levedura é um dos microrganismos mais utilizados pelo homem ao
longo do tempo sendo de vital importéancia para o ser humano na
fabricacdo de alimentos e bebidas. Por esta razdo, este microrganismo é
um dos mais estudados pela ciéncia.

As leveduras sao fungos do tipo ascomicetos ou basidiomicetos
unicelulares, nao-flamentosos e quimioheterotroficos que utilizam
compostos organicos como fonte de energia e de carbono (WALKER,
1998).

1.6.1. “Habitat”

Presentes em praticamente todos os “habitat” da terra: agua, ar,
solos; o “habitat” ideal para a proliferacdo das leveduras € o que
apresenta altos teores de acucar, como frutas, flores ou cascas de
arvores (PELCZAR et al., 1996). As leveduras sao os agentes de
transformac&@o em processos biolégicos como a conversao de acucares

resultantes da decomposicdo de vegetais em etanol. Algumas espécies
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sédo patogénicas as plantas, aos animais e ao homem. A caracteristica
das leveduras de crescerem, onde apenas poucos microrganismos
podem se desenvolver, e a sua existéncia em diferentes “habitat”,

facilita seu isolamento e sua manutengdo em culturas.

1.6.2. Morfologia

Segundo Kurztman e Fell (1998), as células de leveduras podem
ser esféricas, ovais ou elipticas podendo ainda apresentar-se bastante
alargadas. Porém, a forma da levedura néo é indicio para identificacéo
de espécies; ndo possuem flagelo e, em consequéncia disto, sao
imoveis. Suas dimensdes mudam consideravelmente em funcédo da
espécie, nutricdo, condigbes ambientais e idade entre outros fatores,
variando entre 2-50 pum de cumprimento e 1-10 um de largura. As
leveduras selvagens, geralmente, apresentam colbnias cremosas,
rugosas e/ou bordas irregulares, enquanto as leveduras de panificacao
(Saccharomyces) formam colGnias cremosas, lisas, brilhantes com
bordas regulares; as suas caracteristicas morfologicas, além da
coloracdo e diametro das colbnias permitem a distingdo entre as

espécies.
1.6.3. Citologia

As leveduras sao organismos eucariotos com um alto grau de
organizacdo, compartilhando semelhancas entre células animais e
vegetais (PELCZAR et al.,, 1996). A membrana plasmatica esta
constituida por uma camada dupla de fosfolipidios e um arranjo de
proteinas embebidas na bicamada lipidica, com proteinas de superficie
fracamente ligadas a superficie da membrana. Alem disto, diferem das
membranas animais por apresentar ergosterol, ao invés de colesterol
(WALKER, 1998). A estrutura lipoproteica da membrana é uma barreira
efetiva para muitos tipos de moléculas. As moléculas que atravessam a
membrana o fazem por difusdo simples ou transporte ativo.

A membrana plasmatica € envolvida por uma parede celular

rigida responsavel pela forma e integridade estrutural do organismo. A
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parede celular constitui 15-25% do peso da célula sendo uma estrutura
rigida constituida por varias camadas de polissacarideos complexos e
glicoproteinas, dentre os quais esta a quitina, um polissacarideo tipico
da estrutura da carapaca dos insetos e crustaceos (WALKER, 1998).

O citoplasma contém organelas tipicas de uma célula
eucaridtica. Nao apresenta cloroplastos, porem apresenta vacuolos que
preenchem a maior por¢cdo do espaco intracelular (reservatorio de
nutrientes, de enzimas e produtos téxicos), mitocéndrias (onde ocorre
importante parte do metabolismo energético da célula), reticulo
endoplasmatico e complexo de Golgi (PELCZAR et al., 1996)..

O ndcleo das células de levedura € delimitado por uma
membrana nuclear dupla, contendo cromossomos lineares constituidos
por cromatina. A transcricdo do DNA e a sintese de proteinas ocorrem

de forma semelhante a outros tipos celulares eucariéticos.

1.6.4. Reproducéao

As leveduras caracterizam-se por apresentarem uma forma de
reproducdo vegetativa conhecida como brotamento ou gemulagao
(reproducédo assexuada). Segundo PELCZAR et al. (1996), a
esporulacdo em leveduras (reproducdo sexuada) é um fator importante
por desempenhar uma funcédo de producdo de novos hibridos e por
manter a viabilidade das espécies quando as condicbes do meio de
cultivo se tornam extremamente  desfavoraveis ao seu
desenvolvimento.

A reproducdo por brotamento ocorre quando a célula parental
forma uma protuberancia na sua superficie externa (broto). A medida
gue o broto se desenvolve, o nucleo da célula parental se divide, e um
dos nucleos migra para o broto (KURZTMAN; FELL, 1998). O material
da parede celular é entéo sintetizado entre o broto e a célula parental,
separando-os. Algumas leveduras produzem brotos que nao se
separam e formam uma pequena cadeia de células chamada de
pseudo-hifa ou pseudo-micélio (WALKER, 1998).
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1.6.5. AplicagOes para as leveduras

Atualmente, as aplicacdes biotecnoldgicas das leveduras podem
ser encontradas na tecnologia ambiental (tratamentos e/ou remediagao
de residuos como esgotos domesticos e lixo, utilizacdo de subprodutos
industriais, controle biolégico e bioabsorcdo de metais); como também
nas pesquisas basicas (Metabolismo de drogas, Biologia celular e
molecular, Bioquimica e Genética), nas industrias de fermentacéo
(vinhos, cerveja, saqué, pao e bioetanol), e na producdo de agentes

farmacéuticos de importancia para a saude humana (WALKER, 1998).
1.7. Fermentacgéo

O processo fermentativo € uma das mais antigas reacdes bioquimicas
conhecidas pelo homem. No Egito antigo, em torno de 5.000 a.C., ja se
usava a fermentacdo, porém sem conhecimento cientifico sobre o
processo. Esses primeiros produtos eram feitos com base na fermentacao
natural de sucos de frutas, que deram origem aos primeiros tipos de
vinhos. Apesar do uso desde a antiguidade, foi apenas em 1860 que o
quimico francés Louis Pasteur demonstrou cientificamente que a
fermentacdo alcoodlica era promovida por células de levedura (BARNETT,
2003). Pasteur inaugurava o campo da ciéncia que conhecemos hoje como
Bioquimica. Ao final do século XIX, a producdo de etanol ja era um
processo amplamente utilizado, inclusive para fins combustiveis; tanto que
Henry Ford, pioneiro da industria automobilistica, projetou automéveis para
rodar com etanol (SONGSTAD et al., 2009).

1.7.1. Metabolismo da levedura para a producao de etanol

O metabolismo celular das leveduras apresenta uma sequéncia
ordenada de reacbGes bioguimicas dependentes de sistemas
enzimaticos. O metabolismo nas leveduras é resultante de dois
processos fundamentais: o catabolismo e o anabolismo. No
catabolismo, os microorganismos promovem a degradacdo da matéria

organica produzindo grandes quantidades de energia (sob a forma de
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ATP); enquanto no anabolismo, ocorre a sintese de novas moléculas
mais complexas a partir de moléculas simples (com consumo de ATP).

A Figura 3 ilustra os fenbmenos catabodlicos nas leveduras
envolvidos na producdo de etanol: a respiracdo e a fermentacdo. O
processo de fermentacdo rende energia a este microrganismo (duas
moléculas de ATP) e gera como subprodutos C,HsOH e CO,. Na
respiracao aerébica o acucar (CgH1206) € completamente oxidado em
CO; e H0, produzindo como saldo energético 38 moléculas de ATP.
Ambos o0s processos metabolicos, fermentativo e respiratorio, séo

muito importantes em processos industriais (WALKER, 1998).

Glicose

Glicdlise
(10 reacdes sucessivas)

A

2 Piruvato
Condicbes Condicbes
anaerobicas aerobicas
2 etanol + 2 CO, 2 Acetil-CoA

Ciclo de Krebs e Cadeia
respiratéria

A

4 CO;, + 4H,0

Figura 3. Processos de respiracéo e fermentacao das leveduras.

1.7.2. Fatores que afetam a fermentacdo alcoolica

Todos 0s organismos vivos crescem e se desenvolvem sob certas
condigdes ambientais. O ambiente é um fator determinante da evolugao
de organismos e que induz a selecdo de mecanismos que permitam a
sua sobrevivéncia e adaptacdo as mudancas. Para atingir esse objetivo
as células microbianas adotam estratégias que as levam a modificar o

seu metabolismo, regulando a sua taxa de crescimento e, assim,
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sobreviver em condicbes adversas. No entanto, em determinadas
ocasifes essas mudancas sdo muito severas chegando a ser letais para
a célula. As condi¢cdes de temperatura, umidade, acidez, entre outras
variam com as dimensdes do ambiente e com a passagem do tempo
deslocando, muitas vezes, das condi¢des Otimas para 0 crescimento e
reproducao das leveduras (FOLCH-MALLOL et al., 2004). Os principais
fatores que afetam a fermentacéo alcodlica sédo os seguintes (WALKER,
1998):

a) Composicdo do meio: as leveduras necessitam de quatro
elementos basicos para seu crescimento e proliferacédo: C, H, O, e
N, além de outros elementos em menor quantidade: P, S, Mg, Fe,
Ca, Zn, Cu, Mb, Na.

b) Acidez do meio: a maioria de leveduras cresce a pH 4,5 - 6,5.
Variacdes no pH do meio podem levar a diminui¢do ou perda total
da atividade catalitica das enzimas envolvidas na producdo de
etanol. Quando o pH externo cai muito aumenta a sensibilidade
da levedura ao etanol, esse efeito € acentuado na presenca de
acidos organicos fracos pois ocorre um aumento da forma nao-
dissociada do &cido, diminuindo o pH interno da célula.

c) Oxigénio: é o0 substrato gasoso mais importante para o
metabolismo, no entanto em alta concentracdo pode ser inibitorio
para a producéo de etanol (efeito Pasteur).

d) Pressdo osmadtica: atua alterando o volume celular. Quando
submetida a altas concentragbes de acucares e/ou sais
(hiperosmolaridade) a célula perde &agua, enquanto que uma
diminuicio na concentragdo dos solutos no  meio,
(hipoosmolaridade) resulta em um rapido crescimento celular,
uma vez que a membrana plasméatica aumenta sua
permeabilidade.

e) Contaminacdo: a presenca de outros microorganismos estranhos

ao processo pode levar ao consumo e talvez ao esgotamento dos
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nutrientes do meio, levando a producdo de outros metabdlitos que
nao sao de interesse.

f) Teor alcodlico: altas concentracBes de etanol sdo inicialmente
inibitérias para a levedura chegando a ser letais, pois alteram a
estrutura lipidica da membrana e inibem o transporte de glicose,
diminuindo assim a viabilidade celular.

g) Temperatura: representa um dos fatores mais importantes que
de etanol. Altas temperaturas provocam a desnaturacdo das

proteinas e acidos nucléicos.

1.8. Leveduras nédo-Saccharomyces envolvidas com a fermentacao

alcoodlica

As leveduras sao utilizadas em muitos processos industriais como a
producdo de bebidas alcodlicas, biomassa e véarios produtos metabodlicos
(saborizantes, medicamentos e outros), sendo a levedura do género
Saccharomyces responsavel pela conversdo dos acucares em etanol na
maioria dos processos industriais acima mencionados. No entanto,
leveduras que ndo formam parte do inéculo inicial sdo normalmente
encontradas nos processos de fermentacdo. Essas leveduras sé&o
denominadas de leveduras selvagens ou leveduras nao-Saccharomyces,
pois elas proliferam ao longo do processo ja que a fermentacao ocorre em
condicdbes nao estéreis, facilitando a contaminacdo por diversos
microrganismos.

Leveduras selvagens dos géneros Pichia, Candida, Hanseniaspora,
Brettanomyces, Kluyveromyces, Issatchenkia e Metschnikowia podem ser
encontradas em processos de producio de cerveja (VAN DER AA KULHE;
JESPERSEN, 1998), fermentacdo espontanea de vinhos, fermentados
naturais de alimentos e bebidas obtidas por fermentacao natural em paises
da Africa e Asia (AIDOO et al., 2006).

Linhagens de Issatchenkia orientalis foram isoladas e identificadas

pela primeira vez por Kudryavtsev et al. (1960) de sucos e bagacos de
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frutas. As células de I. orientalis apresentam uma forma elipsoidal ou
alongada, formando colbnias lisas ou rugosas. Apresenta 1 ou 2 esporos
arredondados ou esféricos por asco. A reproducdo vegetativa é por
brotamento (KURTZMAN, 1980).

Candida krusei & considerada a forma assexuada de I. orientalis,
desde que as “type strain” ou linhagens de referencia assim como varios
isolados de ambas leveduras apresentam 93-100% de similaridade na
sequéncia complementaria de bases do DNA (KURTZMAN, 1980). A

Tabela 2 indica os diferentes nomes utilizados para I. orientalis.

Tabela 2. Diferentes nomes utilizados para |. orientalis.

Nome Referéncia

Issatchenkia orientalis Kudryavtsev, 1960
Candida krusei Kurtzman, 1980
Pichia kudriavzevii Boidin et al., 1965

Saccharomyces krusei  Barnett et al., 2000

Segundo Barnett et al. (2000), I. orientalis assimila glicose, frutose,
glicerol, acido lactico, &cido succinico, acido citrico, etanol, etilamina e
lisina, porém n&o assimila sacarose, lactose, galactose, maltose e xilose.
Na verdade, é uma levedura que fermenta glicose, mas nao fermenta
sacarose, xilose, maltose, lactose e galactose. No entanto, Kurtzman
(1980) e Hisamatsu et al. (2006) observaram assimilacdo de sacarose por
linhagens de |. orientalis. Foi observado um crescimento entre 25-40°C,
porém algumas linhagens também crescem entre 42-45°C (BARNETT et
al., 2000; KURTZMAN, 1980)

Por outro lado, linhagens de Issatchenkia orientalis ou Candida krusei,
foram detectadas em uma variedade de processos tais como: a) durante a
fase tumultuosa e tardia da fermentacdo natural de vinhos, atuando de
forma cooperativa frente a levedura Saccharomyces cerevisiae para
aumentar o consumo de acuUcar residual (CLEMENTE-JIMENEZ et al.,
2004); b) em fermentacao de tequila (LACHANCE, 1995); c) em massas
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tradicionais de pées azedo produzindo compostos aromatizantes
(ALMEIDA; PAIS, 1996); d) em fermentados naturais de alimentos
africanos como Ogi (OMENU et al., 2007) e Kenkey (JERSPERSEN et al.,
1994); e) na producdo de cachaca (GOMES et al., 2007); f) em bolos
chineses (LIMTONG, 2002); g) em iogurte (LOURENS-HATTINGH,;
VILJOEN, 2002) e outros produtos de laticinio.

Um isolado de I. orientalis foi obtido do melago de cana-de-acucar
mostrando-se capaz de crescer bem a pH 2,0 e a 39°C (LEE et al., 2002).
Alem disto, a levedura |. orientalis € mais resistente ao acido latico e
acético que a levedura Saccharomyces cerevisiae (HALM et al., 2004;
CASEY; DOBSON, 2003). Uma linhagem de |. orientalis foi capaz de
produzir 9% de etanol em meio acido (pH 2,5) contendo 20% de glicose e
uma concentracdo de 1-5% de sulfato de sodio (HISAMATSU et al.,2006),
demonstrando assim sua tolerancia aos acidos e sais. A presenca desta
levedura reduziu o teor de acido mélico em até 95% em meio YNB a pH 2-3
e contendo 2% deste acido como fonte de carbono (SEO et al., 2007). I.
orientalis também foi utilizada na detoxificacdo de hidrolisados de bagaco
de cana-de-agucar reduzindo o teor de inibidores tais como acido acético,
furfural e guaiacol (ZHANG et al., 2008).

Segundo Visser et al. (1990), quando leveduras de diversos géneros
foram transferidas de condicbes aerObicas para anaerObicas somente
algumas leveduras foram capazes de crescer em meio complexo contendo
glicose como fonte de carbono e com concomitante producédo de etanol.
Estas leveduras foram A. elluris, E. nana, H. valbyensis, |. orientalis, K.
apiculata, K. polysporus, P. transvaalensis, S. cerevisiae, S. ludwigii, S.
pombe, W. fluorescens e W. saturnus. Assim, a levedura |. orientalis é
capaz de crescer e fermentar em condicdes anaerdbicas.

Linhagens de I. orientalis resultaram do enriquecimento da cultura de
um fermentador continuo alimentado por xarope de caldo de cana apés
dois meses de operacao no nosso laboratério. No final do processo células
alongadas foram observadas e um trabalho de isolamento e identificacédo
mostraram que tais isolados (70) seriam linhagens de I. orientalis (SOUZA,
2004).
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1.9. Tolerancia a temperatura e etanol

A temperatura € um das varidveis ambientais mais importantes que
exerce forte efeito sobre as atividades metabodlicas dos microrganismos. A
temperatura otima de crescimento da maioria de leveduras esta ao redor de
25-30°C, dependendo do “habitat” natural da espécie. A maioria das
leveduras é classificada como mesofilicas e capazes de crescer entre 10-
48°C (WATSON, 1987). Os processos industriais de fermentacdo para a
producédo de bebidas alcodlicas ocorrem na faixa de temperatura de 25-
35°C, mas para manter essa faixa de temperatura € necessario o uso de
sistemas de refrigeracdo, pois nenhuma levedura termo-tolerante tem sido
testada em larga escala. No entanto, varias pesquisas de laboratério foram
feitas nas ultimas décadas na procura de leveduras tolerantes a altas
temperaturas. Anderson et al. (1986), isolaram uma linhagem de
Kluyveromyces marxianus capaz de fermentar xapore da cana-de-aclcar a
43°C, com uma producdo de 6% (m/v) de etanol, porém com perdas na
viabilidade (30-50%). Outras linhagens de K. marxianus mostraram-se
capazes de crescer a temperaturas tao altas quanto 52°C e produzir etanol
na faixa de 5.0-5.5% (m/v) a 50°C (BANAT et al., 1992). Limitong et al.
(2007) reportou um isolado de K. marxianus capaz de produzir altos nivel de
etanol (6,78%, m/v) a 40°C mas foram necessarias 36 h de fermentacao.

Um isolado de I. orientalis obtido em nosso laboratério mostrou uma
temperatura 6tima de 42°C para a producao de etanol (6,9 % v/v) em meio
YPD rico em nutrientes contendo glicose como fonte de carbono (SOUZA,
2004).

1.9.1. Efeitos da temperatura sobre o processo de producédo de
etanol

A producdo de etanol combustivel apresenta limitages
econbmicas especialmente em paises de climas quentes como o Brasil.
Isto ocorre por causa da alta energia requerida para manter o processo
de fermentacdo em temperaturas entre 25°C e 35°C, onde a producéo
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de etanol € maxima e a letalidade das células de levedura & menor
(BANAT et al., 1992).

Sree et al., (2000) estudou os efeitos do aumento da temperatura
sobre a producgédo de etanol em linhagens mutantes de Saccharomyces
cerevisiae. Quando se aumentou a temperatura de 30° para 40°C em
meio contendo 150 g/L de glicose, a concentracdo de etanol produzido
pelos melhores mutantes diminuiu de 75,2 g/L para 55,0 g/L. Elevando-
se a concentracdo de glicose no meio para 350 g/L, a producdo de
etanol pelos mesmos mutantes e na mesma faixa de temperatura,
também diminuiu de 83,8 g/L para 38,5 g/L, deixando uma concentracao
de acucar residual no meio da ordem de 75,0-80,0 g/L. N&o ha nenhuma
mencao quanto a perda de viabilidade destes mutantes. A linhagem 63M
da levedura S. cerevisiae, construida em nosso laboratorio, produziu até
10,1% (v/v) de etanol a 40°C a partir de sacarose (200 g/L), porém com
perdas na viabilidade muito elevadas (SOUZA et al., 2007).

A exposicdo a temperaturas elevadas provoca a quebra das
ligacbes de hidrogénio, resultando na desnaturacao das proteinas e dos
acidos nucléicos, aumenta a fluidez da membrana e reduz a
permeabilidade desta pelos nutrientes essenciais, além de diminuir a
atividade respiratéria da célula e a divisdo celular. As leveduras mostram
uma resposta rapida de defesa quando expostas a temperaturas
elevadas, como a sintese das proteinas do choque térmico ou “heat-
shock proteins” (Hsps). Observa-se também um grande acumulo de
trealose (KIM et al., 1996), glicerol (ALDIGUIER et al., 2004) e outros
metabolitos secundarios, assim como de algumas enzimas catalase e
superoxido dismutase mitocondrial (WALKER, 1998). Torija et al. (2003)
estudou o efeito da temperatura sobre a fermentacéo de vinho por varias
linhagens de S. cerevisiae e observou que com o0 aumento da
temperatura de 25°C para 35°C houve um aumento da perda de
viabilidade e na producdo de metabdlitos secundarios como glicerol,

acido acético e succinico.
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1.9.2. Vantagens de uma levedura termotolerante

Uma economia significativa nos custos de producédo tornar-se
evidente, se a temperatura do fermentador puder ser mantida a = 40°C
(ABDEL-BANAT et al., 2010). Além disso, os custos de recuperacéao do
etanol também sdo menores e a contaminacao do processo fermentativo
€ diminuida quando opera a temperaturas elevadas. Para isto, uma
linhagem capaz de produzir altos niveis de etanol e manter a viabilidade
celular em temperaturas elevadas € requerida (D"AMORE et al., 1989).

Uma levedura selvagem capaz de produzir etanol a temperaturas
acima daquelas toleradas pela levedura Saccharomyces cerevisiae pode
ser util ao processo de producdo de etanol durante periodos de
elevagdes da temperatura. Um isolado de Kluyveromyces marxianus
termotolerante mostrou-se capaz de produzir etanol num fermentador de
60 m® utilizando melaco de cana-de-aclcar e temperaturas variando de
30-40°C, com producdo de etanol na faixa de 6,0-7,2% (m /v). Isto
ocorreu com a vantagem adicional de diminuir a exigéncia da
refrigeracao e, consequentemente, os custos de producédo (SINGH et al.,
1998).

1.9.3. Efeitos interativos do etanol e da temperatura sobre as

leveduras

As linhagens utilizadas nos processos industriais de producdo de
etanol apresentam limites de tolerancia ao alcool, a temperatura e a alta
pressdao osmoética do meio (BERTOLINI et al., 1991). As leveduras
industriais devem responder as condicbes de estresse e se adaptar
rapidamente alterando suas atividades metabdlicas para evitar grandes
perdas em viabilidade (ZHAO; BAI, 2009). A procura de uma levedura
termotolerante e &lcool-tolerante com capacidade de produzir altos
niveis de etanol tem aumentado nos Ultimos anos por ser de interesse
econbmico para as industrias.

O etanol e a temperatura tém varios efeitos sobre a levedura e

sobre o processo de fermentacao. Assim, niveis de producéo de etanol e
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viabilidade celular s&o bons indicadores da termotolerancia e
alcooltolerancia em um processo de producdo de etanol. Manter a
viabilidade no final da fermentacdo € importante por causa da
reutilizacdo de células empregada em destilarias brasileiras, processo
gue diminui os custos de propagacédo do inoculo, assim como, o tempo
de producdo (SOUZA et al., 2007). A linhagem 78l de S. cerevisiae
isolada em nosso laboratério foi capaz de produzir 5-6% (v/v) de etanol a
partir de 10% (ART, acucar redutor total) de xapore de cana-de-acguUcar,
a uma temperatura de 40°C e manter uma viabilidade alta (75-90%) até
o final do processo (PERES et al., 2001).

A producdo de altos niveis de etanol requer uma linhagem
tolerante a altas concentracbes de aclUcar e altos niveis de etanol
externo. Peres et al. (1998) utilizaram uma linhagem de S. cerevisiae
resistente a elevados niveis de etanol adicionado (8%, v/v) para a
fermentacdo em batelada simples com alta concentracdo de acuUcar
redutor (19%, m/v) em meio rico.

O efeito inibitério do etanol pode ser letal para a levedura, pois
altera a estrutura lipidica da membrana plasmética, da membrana
mitocondrial e nuclear. Em geral, a exposicao a concentracdes elevadas
de etanol aumenta a fluidez das membranas levando a perdas em sua
estrutura e funcdo. O etanol, ndo somente inibe o crescimento e a
reproducdo celular, como também reprime o sistema de transporte da
glicose, limitando a producédo de etanol (WALKER, 1998). A toxicidade
do etanol aumenta com a elevacao da temperatura (ALDIGUIER et al.,
2004). Outro efeito importante do etanol pode estar relacionado com sua
acdo sobre a invertase, enzima responsavel pela quebra da sacarose
nos acucares fermentesciveis, glicose e frutose. A invertase perde 50%
da sua atividade ap6s 30 minutos em presenca de 120 g/L de etanol a
uma temperatura de 30°C (ZECH; GORISCH, 1995).
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1.10. A diversidade microbiana em processos industriais

Os microrganismos s&80 essenciais para 0 meio ambiente, pois deles
dependem a estabilidade dos ecossistemas, sendo também importantes na
fabricacdo de alimentos e bebidas. A grande diversidade dos
microrganismos e ainda a sua distribuicdo explica o porqué eles estao
envolvidos com tantos processos industriais. A compreensdo dos efeitos
das interacOes entre 0os microrganismos é essencial para o melhoramento
de um processo industrial. Assim, existem varios tipos de interacbes
microbianas, tais como: comensalismo, competicdo por alimento, predacao,

parasitismo, sinergismo entre outros (FLEET, 2003).
1.10.1. Sinergismo entre microrganismos

O sinergismo €é uma interacdo positiva entre 0s
microorganismos que permite a sobrevivéncia equilibrada de duas ou
mais espécies no mesmo nicho ecolégico ou dentro de um reator
industrial (LOPITZ-OTSOA et al.,, 2006). O sinergismo consiste na
producédo de uma enzima ou substancia especifica por um organismo
a qual é utilizada pelo outro de forma que a sobrevivéncia de ambos
torna-se  possivel sob certas condicdes. Co-culturas de
microrganismos ocorrem geralmente na fermentacdo de alimentos,
bebidas e do proprio etanol combustivel. Contudo, muitos estudos
precisam ser desenvolvidos sobre as interacbes microbianas para
obter os produtos desejados e poder controlar melhor os processos
de producéo.

1.10.2. Culturas mistas para a producéo de etanol

O processo industrial de producdo de etanol combustivel é
realizado sob condi¢cdes ndo estéreis, portanto diferentes espécies de
leveduras provenientes da matéria prima e/ou do préprio ambiente
podem ser encontradas durante o0 processo de fermentacéao.
Geralmente sdo espécies como Hanseniaspora, Candida,
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Metschnikowia, Pichia, Kluyveromyces e Issatchenkia que sobrevivem
junto com a levedura Saccharomyces com predominancia dependente
da fase do processo. A sobrevivéncia e persisténcia dessas espécies
dependerdo da interacdo entre elas, assim como, das condi¢cdes de
fermentacdo. Quando em co-culturas com Saccharomyces cerevisiae,
as leveduras nao-Saccharomyces parecem ser menos tolerantes a
baixas concentracbes de oxigénio. O crescimento e consequente
consumo de oxigénio por S. cerevisiae nos primeiros estagios da
fermentagdo pode contribuir para a morte precoce dessas leveduras
(FLEET, 2003). A maioria de leveduras ndo-Saccharomyces ndo sdo
tolerantes a concentracdes de etanol superiores a 5-7% (v/v) e isto
explica a sua morte quando a fermentacdo avanca além do seu
estagio meédio. No entanto, em culturas mistas junto com S.
cerevisiae, |. orientalis foi capaz de produzir 7,8% (v/v) de etanol na
fermentacéo de vinho além de reduzir até 70% do acido malico desta
bebida (KIM et al., 2008).

Véarios autores tém estudado a producdo de etanol
empregando co-culturas de Saccharomyces cerevisiae e leveduras
nao-Saccharomyces. Jeon et al. (2007) desenvolveu um sistema de
biorreatores em série utilizando um processo continuo de co-cultivo
de Aspergillus niger e S. cerevisiae para a producdo de etanol a partir
de amido. O etanol produzido atingiu um nivel de 2,78% (v/v), cerca
de 80% do maximo tedrico produzido a partir de 55 g/L de glicose. Um
isolado de S. cerevisiae produziu maiores niveis de etanol a 35°C
guando em co-cultura com Céandida tropicalis (proporcao celular de
1:2) para a producéo de tchapalo, uma cerveja da Africa feita do sorgo
(N'GUESSAN et al., 2010). Por outro lado, co-culturas de bactérias e
leveduras também tém sido estudadas como no caso da producédo de
Kefir, bebida lactea fermentada. Lactobacillus kefiranofaciens,
principal responsavel pela producdo desta bebida, quando cultivado
em culturas mistas junto com S. cerevisiae ndo s6 reduz a
concentracdo de acido lactico, mas também aumenta o crescimento
celular e a producéo do Kefir (CHEIRSILP et al., 2003).
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Objetivos
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Objetivo geral

O objetivo principal deste trabalho consistiu em buscar alternativas para
fermentar o melagco de cana-de-acUcar a temperaturas maiores que 40°C

utilizando culturas mistas de leveduras.

Objetivos especificos

a) Avaliar as linhagens da levedura Issatchenkia orientalis quanto a sua
capacidade de assimilacdo e fermentacdo de diferentes fontes de
carbono a elevadas temperaturas.

b) Selecionar a melhor linhagem da levedura Issatchenkia orientalis para
ser utilizada em culturas mistas associada a levedura S. cerevisiae na

fermentacdo de melaco néo hidrolisado a elevadas temperaturas.

O presente trabalho foi planejado para ser executado em trés etapas: a)
uma primeira etapa para avaliagdo qualitativa da capacidade dos isolados de
l. orientalis de fermentar e assimilar fontes de carbono (sacarose, frutose e
glicerol) e melaco da cana-de-acgUcar a temperatura elevadas e pH acido; b)
uma segunda etapa na qual foi estudada a atividade fermentativa de uma
linhagem selecionada de I. orientalis em fermentacdes em batelada agitadas
simples; c) e a terceira etapa na qual utilizou-se co-culturas das leveduras |.

orientalis e S. cerevisiae visando a producéo de etanol a 42°C.
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Material e Métodos

45



Producgdo de etanol a 40-42 C em uma co-cultura...

3.1. Leveduras e manutencéao de culturas

Foram utilizadas as seguintes leveduras:

a) 70 linhagens da levedura Issatchenkia orientalis, isoladas de um

fermentador continuo de cinco estagios operando a temperaturas
elevadas (LALUCE et al., 2002), estes isolados sédo: 10B, 13B, 14B,
16A, 16B, 22B, 25B, 26B, 29B, 33B, 49B, 55B, 56B, 57B, 59B, 62B,
63A, 63B, 69B, 73B, 75B, 78B, 79B, 80B, 82B, 84B, 95B, 96B, 101B,
102B, 105B, 106B, 110B, 112B, 113B, 114B, 116B, 118B, 119 B,
122B, 126B, 128B, 130B, 136B, 142B, 144B, 145B, 146B, 148B,
151B, 154B, 156B, 157B, 159B, 161B, 162B, 164B, 166B, 167B,
169B, 170B, 171B, 172B, 173B, 181B-1, 192B, 194B, 195B, 198B,
199B.

b) A linhagem IQAr/45-1 da levedura hibrida Saccharomyces cerevisiae

(protocolo N° 01808004893, INPI Brasil).

c) A linhagem Y01030 de Issatchenkia orientalis Kudryavisev da

colecdo de cultura NCAIM (National Collection of Agricultural and
Industrial Microorganism).

d) A linhagem CBS 712 da levedura Kluyveromyces marxianus

(Centraalbureau voor Schimmelcultures, The Netherlands).

e) A linhagem CBS 7045 da levedura Saccharomyces bayanus

f)

(Centraalbureau voor Schimmelcultures, The Netherlands).
O isolado de I. orientalis 195B foi selecionado no presente trabalho
para os estudos de fermentacdo em batelada simples.

As culturas em uso foram estocadas em meio contendo glicerol -80°C e

em meio YPD sélido a 4°C com transferéncias a cada quatro meses.

3.2. Meios de cultura

3.2.1. Melacgo de cana-de-acucar e sua clarificacao

A matéria-prima utilizada no presente trabalho foi o melaco de

cana-de-agUcar, doado pela Usina Zilor, contendo 80-90° Brix. Esta

matéria-prima passou por um processo de clarificacdo antes de seu uso.
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Para tal, o0 melaco em estoque foi diluido duas vezes e em seguida foi
clarificado da seguinte forma: o pH foi ajustado a 4,5 com H,SO, 6M
antes de ser submetido ao aquecimento pelo vapor da autoclave cuja
valvula foi mantida aberta por 30-40 minutos. Em seguida, deixou-se
decantar os residuos solidos por uma noite e coletou-se o sobrenadante
(LALUCE et al., 1991). Apos a clarificacdo, foi realizada a dosagem de
acucares redutores totais (ART) e acucares redutores livres (AR). O

melago clarificado foi estocado a 4°C.

3.2.2. Meio YPD

Este meio foi utilizado para manutencéo de culturas, obtencdo de
col6nias isoladas e para estudo do efeito do pH sobre a fermentacéo
utilizando-se o ensaio de Durham. A composicdo deste meio é a

seguinte:
Peptona 2%
Glicose 2%
Extrato de levedura 1%
Agar 2%

Os componentes do meio foram dissolvidos em agua e o agar foi
adicionado por ultimo. O meio foi esterilizado em autoclave a 121°C por
20 min a 1 atm e ainda quente foi distribuido em placas de Petri ou em
tubos pequenos com tampa de rosca. Estes Tubos foram inclinados para
resfriamento e solidificacao.

3.2.3. Melago clarificado e nao hidrolisado como meio de cultivo

solido e liquido

O melaco clarificado foi diluido em agua destilada, apds o ajuste
do pH para 4,5 com H,SO,4 0 meio foi distribuido em tubos ou em frascos
de Erlenmeyers. Os tubos e frascos foram esterilizados em autoclave a
121°C por 20 min a 1 atm. Para os ensaios de crescimento em placa de
Petri, foi adicionado agar 2% (m/v) para a solidificacdo do meio.
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3.2.4. Melago clarificado e hidrolisado com &acido como meio de
cultivo sdlido e liquido

O melacgo clarificado foi hidrolisado com HCL 5N em banho de
agua a 60°C durante 10 minutos. O pH do meio foi ajustado para 4,5 e a
seguir, foi distribuido em volumes de 8 mL em tubos com tampa de
rosca, os quais foram esterilizados em autoclave a 121°C por 20 mina 1
atm. Para os ensaios de crescimento em placa de Petri adicionou-se

agar 2% (m/v) para a solidificacdo do meio durante o resfriamento.

3.2.5. Meio YNB solido para ensaios de assimilagdo de fontes de
carbono (WICKERHAM 1951 apud KURZTMAN; FELL, 1998)

A composicao do meio é:

Base nitrogenada de levedura 0,67%
Fonte de carbono a ser ensaiada 1%
Agar 2%

Foram preparadas solucbes estoques mais concentradas das
fontes de carbono e da base nitrogenada de levedura, essas solucdes
foram esterilizadas por filtracdo através de uma membrana de éster de
celulose Millipore® de 25 mm de diametro e 0,22 um de porosidade e
mantidas a 4°C. A suspensdo do agar em agua foi esterilizada em
autoclave a 121°C por 20 min a 1 atm e em seguida, adicionou-se 0
volume necessario das solucdes estoques para se obter as

concentragdes finais desejadas.

3.2.6. Meio YM sdélido e liquido para estudos de morfologia
(BARNETT et al., 2000)

A composicao deste meio é:

Extrato de malte seco 0,3%
Extrato de levedura 0,3%
Peptona 0,5%
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Glicose 1,0%

Os componentes do meio foram dissolvidos em agua destilada,
apresentando um pH de aproximadamente 5,5. A seguir o meio foi
esterilizado em autoclave a 121°C por 20 min a 1 atm. Para os ensaios
de crescimento em placa de Petri, a solidificacdo do meio foi conseguida
com a adicao de agar (2%, m/v).

3.2.7. Meio soélido contendo lisina para diferenciar leveduras
Saccharomyces de ndo-Saccharomyces

Utilizou-se o meio descrito por LODDER AND KREGER-VAN RIJ,
1952 apud KURTZMAN; FELL (1998). A composigéao do meio é:

KH,PO, 0,1%
MgS0QO,4.4H,0 0,005%
Glicose 2,0%
Lisina 0,056%
Agar 2,0%

Foram preparadas solucbes estoques mais concentradas de
todos os componentes do meio, essas solu¢cbes foram esterilizadas por
filtracdo através de uma membrana de éster de celulose Millipore® de
25 mm de diametro e 0,22 um de porosidade e mantidas a 4°C. O meio
contendo &gar foi esterilizado em autoclave a 121°C por 20 min a 1 atm,
em seguida, adicionou-se o volume necessario das solu¢des estoques

para se obter as concentracdes finais desejadas.

3.2.8. Meio Sintético para ensaios de Durham e estudos em
batelada simples

A composicdo do meio sintético utilizado é a seguinte (THOMAS
et al., 1998): 10 mM de (NH4).SOg4; 0,86 mM de K;HPO,; 6,25 mM de
KH2POy; 2,03 mM de MgSQO4, 0,68 mM de CaCly; 1,7 mM de NaCl; 100
UM de ZnSOy; 24,0 uM de H3BOs3, 1,8 uM de Kl; 20 pM g.L™* de MnSOy;
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10,0 uM de CuSOy; 1,5 uM de Na;MoOy; 1,5 uM de CoCly; 1,23 uM de
FeCls. Os componentes do meio foram dissolvidos em agua destilada e
a seguir o meio foi esterilizado em autoclave a 121°C por 20 min a 1
atm. As seguintes solugbes de vitaminas foram esterilizadas por
filtragcdo através de uma membrana de éster de celulose Millipore® de
25 mm de diametro e 0,22 um de porosidade e foram adicionadas ao
meio estéril: 20 pug.L™* de biotina, 2,0 mg.L™* de pantotenato de célcio, 20
ug.L ™" de &cido félico, 10 mg.L™* de myo-inositol, 400 pg.L™* de niacina,
200 pg.Lt de acido p-aminobenzéico, 400 pg.L™* de cloreto de
piridoxina, 200 ug.L™ de riboflavina e 200 pg.L™ de cloreto de tiamina.

Adicionou-se também 0,004% ergosterol e 0,4% Tween 80.

3.3. Procedimentos para a selecdo qualitativa das melhores linhagens

da levedura l. orientalis

O procedimento descrito na Figura 4 foi utilizado para determinar a
atividade fermentativa e de crescimento a 40°C dos isolados de |. orientalis
utilizando diferentes fontes de carbono, bem como o efeito do pH sobre a
fermentacdo. As culturas estoques dos isolados de 1. orientalis (70
isolados) foram ensaiadas em meio YPD para estudos da tolerancia a
valores baixos de pH, em melago nédo hidrolisado a pH 4,5 e em meio YNB
contendo sacarose; os isolados que apresentaram crescimento e atividade
fermentativa nesses meios foram selecionados e ensaiados em melaco
hidrolisado e em meio YNB contendo frutose e glicerol.

Tanto nos ensaios de assimilagdo quanto nos ensaios de fermentacéo
foram utilizadas as seguintes linhagens de referéncia: linhagem NCAIM
Y01030 de Issatchenkia orientalis e a linhagem IQAr/45-1 de

Saccharomyces cerevisiae.
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isolados de I. orientalis

/ v

[ Culturas estoques dos 70

« . . ) .
Fermentacdo de glicose Crescimento e Crescimento e
em meio YPD a fermentagdo em melago fermentagéo de
pH 2,5 ndo hidrolisado ) sacarose em meio YNB

hidrolisado

N
Crescimento em meio

YNB contendo glicerol

N
Crescimento e
fermentacdo em melaco
[ ou frutose

A

( Selecéo de um isolado para 1
estudos de fermentacdo em

batelada simples

Figura 4. Fluxograma de ensaios qualitativos realizados em diferentes
meios a 40°C.

3.3.1. Ensaio qualitativo do efeito do pH sobre a fermentacdo em
meio YPD

Os ensaios foram realizados em tubos com tampa de rosca
contendo tubos de Durham (0,7cm x 3,5cm) invertidos (BARNETT et al.,
2000). O pH do meio na faixa de 2,5 a 6,5 foi ajustado com H,SO,4 e
NaOH antes da esterilizagdo em autoclave a 121°C por 20 min. a 1 atm
de pressao. Foi adicionado um volume de 8 mL de meio YPD liquido
(10% m/v de glicose) em cada tubo de ensaio. Os tubos foram
inoculados com uma alca de platina cheia de células da cultura estoque
das diferentes linhagens de |. orientalis, seguido de agitacdo e
incubacdo em banho de &4gua a 40°C, sendo a fermentacéo
acompanhada por 1 a 4 dias.
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3.3.2. Ensaios qualitativos de fermentac&o de diferentes fontes de

carbono

Os ensaios foram realizados em tubos de Durham contendo meio
sintético (THOMAS et al, 1998), melaco hidrolisado e melagco néo
hidrolisado (10% m/v, ART). A concentracdo de sacarose no meio
sintético (substituiu a glicose como fonte de carbono no meio original) foi
elevada para 10% (m/v). O pH dos meios foi ajustado para 4,5 antes da
esterilizagdo em autoclave a 121°C por 20 min a 1 atm. Os tubos de
ensaio contendo 8 mL de meio foram inoculados com uma al¢a cheia de
células da cultura estoque fresca das diferentes linhagens de I. orientalis
e, a sequir, foram incubados em banho-maria a 40°C durante 1 a 3 dias.
O “screening” das linhagens foi baseado no tempo gasto para o

preenchimento do tubo de Durham com CO..

3.3.3. Ensaios de assimilagcdo em meio sdlido

Todos os isolados de I. orientalis foram semeados sobre placas
de Petri contendo os meios sélidos: melagco hidrolisado, melagco néo
hidrolisado e YNB (WICKERHAM 1951 apud KURZTMAN; FELL, 1998)
contendo sacarose. Algumas linhagens também foram inoculadas em
YNB contendo glicerol. Volumes de 500 pl de agua destilada esterilizada
foram adicionados em todos os pocos da base do replicador, a seguir
adicionou-se uma alca de células de leveduras diferentes em cada poco
do replicador. Apés a replicacdo as placas foram incubadas a 30°C e
40°C durante 1 a 3 dias.

3.4. Morfologia de células e colénias

Tubos de ensaio com tampa de rosca contendo o meio YM liquido
(BARNETT et al., 2000) foram inoculados com uma alca cheia de células
das culturas estoques dos isolados de I. orientalis. As culturas frescas
foram diluidas (diluicbes em série) e amostras de 0,1-0,2 ml das

suspensfes diluidas de células foram semeadas em placas de Petri
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contendo meio YM solido para formacéo de col6nias isoladas (>50 coldnias
por placa). Os tubos e as placas foram incubados a 30°C durante 3 dias
para observacdo das colonias (lisas ou rugosas e tipo de bordas) em
estereoscopico com um aumento de 40X (Quimis Modelo Q734ZT,
acoplado a uma camera digital Quimis SDC-312) e para observacdo das
células em microscopio de contraste de fase com um aumento de 1000x

(modelo MPS 60, Leica Microsystems AG, Wetzlar, Germany).
3.5. Ensaios de fermentacéo em batelada simples
3.5.1. Propagacao dos inoculos

Os inoculos foram propagados em meio YPD e em melago tanto
nos experimentos com Issatchenkia orientalis quanto

Saccharomyces cerevisiae.

Propagacdo do in6éculo em meio YPD e meio sintético: o pré-
inoculo foi propagado em frascos Erlenmyers de 250 mL contendo
100 mL de meio YPD. Os frascos foram inoculados com uma alca
cheia de células da cultura fresca e incubados por 12-15h a 30°C.
As células foram coletadas por centrifugacdo a 4700 rpm por 5
min (centrifuga Sorvall, Legend Mach 1.6R, Thermo) e suspensas
em 100 mL de agua esterilizada. Essa suspenséo de células foi
transferida para o meio sintético (Erlenmyers de 250 mL contendo
100 mL de meio) enriquecido com a adicdo de 2% (m/v) de
extrato de levedura e 10% (m/v) de glicose. Os frascos contendo
as culturas do in6culo foram incubados durante 12-15 h em mesa
giratoria operando a 30°C e 125 rpm (Incubadora refrigerada com
agitacdo, Tecnal TE 421). ApOs a propagacdo, as células foram
coletadas por centrifugacédo e lavadas com agua destilada estéril
e finalmente suspensas em agua para formar o leite de levedura
(40-50 mg/mL) a ser utilizado como in6culo das fermentacdes

realizadas em meio sintético.
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Propagacéo do indculo em melacgo: O pré-indculo foi propagado
em frascos Erlenmyers de 250 mL contendo 100 mL de melaco
5% ART. Os frascos foram inoculados com uma alca cheia de
células da cultura fresca e incubados por 12-15h a 30°C. As
células foram coletadas por centrifugacdo a 4700 rpm por 5 min
(centrifuga Sorvall, Legend Mach 1.6R, Thermo) e suspensas em
100 mL de agua esterilizada. Essa suspensdo de células foi
transferida para frascos Erlenmyers de 250 mL contendo 100 mL
de melaco 10% ART. Os frascos contendo as culturas do inéculo
foram incubados durante 12-15 h em mesa giratoria operando a
30°C e 125 rpm (Incubadora refrigerada com agitacdo, Tecnal TE
421). ApOs a propagacdo, as celulas foram coletadas por
centrifugacéo e lavadas com agua destilada estéril e finalmente
suspensas em agua para formar o leite de levedura (40-50
mg/mL) a ser utilizado como in6culo das fermentagfes realizadas

em melaco.
3.5.2. Fermentacdo de culturas Unicas em bateladas simples

A melhor linhagem da levedura |. orientalis (selecionada nos
ensaios qualitativos) foi ensaiada quanto a capacidade de fermentar
melago 10% ART e meio sintético contendo 10% m/v de sacarose a
40°C, ambos meios com pH 4,5. A linhagem IQAr/45-1 da levedura S.
cerevisiae foi ensaia em paralelo em experimentos realizados nas
mesmas condigdes. Os ensaios foram feitos em frascos Erlenmeyer de
125 mL nos quais uma proporc¢édo de 1 volume de meio : 5 partes volume
de frasco foi utilizada sob agitacdo de 80 rpm. Os frascos foram vedados
ou fechados por meio de uma rolha de borracha perfurada contendo dois
tubos de vidro para permitir a amostragem, a saida do CO, durante a
fermentacdo e para minimizar a evaporagcdo do etanol a temperaturas
elevadas (Figura 5). Os experimentos foram realizados em duplicata e
curvas de tempo de fermentacdo foram obtidas para a viabilidade
celular, biomassa, concentracdo de etanol e concentracao de acucares

residuais.
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<«——— Saida de CO»,

Amostrador ———»

Figura 5. Sistema utilizado nas fermentacdes em batelada simples,
conforme sugerido por Trevisan H. C. (SOUZA et al., 2007).

3.5.3. Fermentacdo em culturas mistas

Para os ensaios em culturas mistas foi utilizado o mesmo sistema
de fermentacéo ilustrado acima (Figura 5), os frascos contendo melago a
pH 4,5 foram inoculados com duas leveduras: o isolado 195B da
levedura I. orientalis e a linhagem IQAr/45-1 de S. cerevisiae. Em alguns
experimentos, a linhagem IQAr/45-1 foi trocada pelas linhagens CBS
712 da levedura Kluyveromyces marxianus e pela linhagem CBS 7045
da levedura Saccharomyces bayanus. As condi¢cdes de fermentacao tais
como a porcentagem de acucar no melaco (ART), a temperatura de
fermentacéo, a propor¢cao volume de frasco: volume de meio, a quantia
de inéculo e a proporcdo das leveduras Saccharomyces e nao-
Saccharomyces no inbéculo foram avaliadas e padronizadas. Os
experimentos foram realizados em duplicata e curvas de tempo de
fermentagdo foram obtidas para a viabilidade celular, biomassa,

concentracao de etanol e concentracdo de agucares residuais.
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3.5.4. VariagOes na proporgéo das diferentes células de levedura na

cultura mista

Apés a padronizacao das condicdes de fermentacdo em batelada
simples, determinaram-se as variagcbes da proporcdo das leveduras
Saccharomyces e ndo-Saccharomyces no decorrer da fermentacdo. As
amostras retiradas do fermentador a cada duas horas foram diluidas e
inoculadas em placas de Petri contendo meio YPD e meio de
assimilacdo de lisina (LODDER; KREGER-VAN RIJ, 1952 apud
KURTZMAN; FELL, 1998), a seguir as placas foram incubadas a 30°C
durante 24 horas. A proporcao das duas leveduras no inoculo inicial foi

expressa em m/m e em N°cels/mL.
3.6. Ensaios analiticos e microbiologicos
Os seguintes ensaios foram realizados em duplicata:

3.6.1. Biomassa celular

Foi determinada por medidas de densidades Gticas e convertidas
a valores de massa seca (mg/mL) pela seguinte formula:

Sendo ’'f’ o fator de conversdo obtido da curva padrdao de
crescimento feita para cada levedura (ver Figura 21 e 23 no apéndice).

Nos experimentos realizados com culturas mistas de leveduras
(Saccharomyces cerevisiae e Issatchenkia orientalis), o numero de
células por mL (n°cel/mL) no inéculo inicial foi determinado pela seguinte
formula utilizando para isto a cdmara de Neubauer e microscépio com

aumento de 40X (Microscopio Carl Zeiss, West Germany):
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Foram feitas curvas padrdes correlacionado a absorbancia com o
numero de células por mL (Figura 22 e 24 no apéndice), tanto para S.

cerevisiae quanto para I. orientalis.

Procedimento: as amostras foram diluidas 50 vezes em agua destilada
e as absorbancias foram medidas a 570nm (Espectrofotdbmetro marca
Bioespectro SP-22).

3.6.2. Viabilidade celular

Determinada pelo método do azul de metileno (LEE et al., 1981).
As células viaveis permaneceram incolores enquanto as mortas
tornaram-se azuis. A viabilidade foi expressa em valores de

porcentagem e calculada pela seguinte relacao:

Composicao do reagente azul de metileno:

Glicose 5009

KCl 0,21 g
CaCl,.6H,0 0,24 g
NaHCO; 0,1g

NaCl 4,5 g

Azul de metileno 0,125¢g
Agua destilada g.s.p. 500 mL

Os componentes foram dissolvidos em agua destilada, sendo o

reagente estocado a temperatura ambiente.

Procedimento: a suspensdo de células foi diluida 50-100 vezes no
reagente azul de metileno, ap6s 5 minutos de contato com o corante,
realizou-se a contagem das células utilizando para isto a camara de
Neubauer e microscépio com aumento de 40X (Microscépio Carl Zeiss,

West Germany).
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3.6.3. Acucar Redutor total

Determinado utilizando o método do &cido 3,5-dinitrosalicilico
(MILLER, 1951). Foi obtida uma curva padréo usando-se uma solugéo
de glicose 0,2%, (m/v) para relacionar a absorbancia com a
concentracéo de acucar nos hidrolisados (ver Figura 25 nos anexos).

Composicéao do reagente DNS:

Acido 3,5-dinitrosalicilico 1,09
Tartarato de Potassio 30,09
Hidréxido de Sédio 169

Agua destilada g.s.p. 100 mL

Os componentes foram dissolvidos em agua destilada, a seguir
adicionou-se o &cido dinitrosalicilico que fora dissolvido separadamente.

O reagente foi estocado a temperatura ambiente.

Procedimento: as amostras dos reatores foram centrifugadas a 10400
rom por 3 minutos a 4°C (centrifuga Sorvall, Legend Mach 1.6R,
Thermo), o residuo celular foi descartado enquanto o sobrenadante foi
diluido em &gua destilada, hidrolisado em HCI 6M por 7 minutos a 60°C
e neutralizado com NaOH 2,4M. As medidas de absorbancia foram
obtidas utilizando um espectrofotbmetro a 546nm (Espectrofotdbmetro
marca Bioespectro SP-22). A quantidade de acucar redutor total foi
expressa em g/L e calculada pela seguinte formula, com base na curva

padrao:

3.6.4. Acucar Redutor livre

Foi determinado como descrito acima, omitindo-se a hidrolise
acida antes da adicdo do regente do acido 3,5-dinitrosalicilico. O volume
final de reacdo foi 0 mesmo para a dosagem dos acucares redutores

livres e totais.
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3.6.5. Medidas de etanol

Foram determinadas utilizando um cromatdgrafo a gas (Modelo
CG-37; Instrumentos Cientificos, Sdo Paulo, Brasil), operando com um
detector de ionizacdo de chama e calibrado com solu¢cdes padrdes de
concentracdo 0,5% e 1,0% (v/v). As concentracbes de etanol foram

expressas em g/L.

Procedimento: o sobrenadante das amostras foi diluido 10 vezes em
agua destilada, 4uL desta solugéo foram injetados no cromatégrafo para
obter as medidas de concentracdo de etanol.

3.6.6. Medidas de pH

Foram obtidas com o uso de um pHmetro (pHmetro Hanna

Instruments).

3.7. Célculo do fator de converséo de substrato em produto
O fator de converséao do substrato em produto (Yps) foi calculado
pela seguinte formula (SCHMIDELL, 2001):

Onde Ps é a concentragdo de etanol final da curva de tempo, P é
a concentracdo inicial de etanol, St € a concentracao de acucar final e
So é a concentragéo inicial de agucar.

3.8. Tratamento estatistico
3.8.1. Comparacdo entre médias: test t

O teste t student foi utilizado para a comparacao entre as médias
dos valores obtidos nos experimentos. Antes de se aplicar o teste t,
verificou-se a homogeneidade das variancias das amostras, usando o

teste F. O test t forneceu o valor da probabilidade p, calculado usando-
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se um nivel de significancia de 5% (a=0,05) em todos os casos. O valor
de p maior que o nivel de significancia (p>0,050), implica o aceite da
hipotese nula, de que as médias comparadas sédo iguais e um valor de
p menor que o nivel de significancia (p<0,050), a hipotese nula de que
as duas meédias comparadas s&o iguais € rejeitada. Os calculos
estatisticos foram calculados utilizando os programas Excel e OriginPro
8

3.8.2. Comparacédo entre proporgdes: teste do qui-quadrado (x°)

O teste do qui-quadrado (x?) foi utilizado para a comparacéo entre
as medidas de viabilidade. Este teste foi realizado no programa Excel
que forneceu o valor da probabilidade p do teste x> com um nivel de
significancia de 5% (0=0,05). O valor de p maior que o nivel de
significancia (p>0,050), implica o aceite da hipétese nula, de que as
proporcdes comparadas sdo iguais e um valor de p menor que o nivel
de significancia (p<0,050), a hipétese nula de que as duas proporcdes

comparadas sao iguais € rejeitada.
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Resultados e Discussao
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As leveduras utilizadas no presente trabalho foram identificadas em um
trabalho anterior como sendo pertencentes a espécie Issatchenkia orientalis
(SOUZA, 2004). Como foram obtidas de um fermentador continuo operando a
altas temperaturas por um longo periodo de tempo decidimos obter
informacfes adicionais sobre as caracteristicas fisiologicas e morfolégicas
destas leveduras com a finalidade de utiliza-las em fermentacdes a altas

temperaturas.

4.1. ENSAIOS QUALITATIVOS REALIZADOS COM OS ISOLADOS DE |I.

orientalis

4.1.1. Efeito do pH inicial do meio YPD sobre a atividade de

fermentacdo dos isolados

O meio YPD foi selecionado para se obter dados mais proximos aos
esperados para as matérias primas industriais que sdo mais ricas que 0
meio sintético. Os ensaios qualitativos de fermentacdo de glicose foram
realizados visando selecionar as melhores cepas com base no pH do meio
na faixa de 2,5 a 6,5 (Tabelas 3-5). As melhores cepas seriam aquelas que
fermentassem mais rapido a pH 2,5.

A Tabela 3 mostra um tempo de fermentacdo de 21 horas
(enchimento completo do tubo de Durham com CO;) a 40°C e a pH 2,5
para as linhagens 75B, 167B, 181B-1, porém as linhagens 29B e 195B
chegaram a fermentar em um tempo inferior (13 horas) nas mesmas
condigdes. Conforme esperado, a levedura S. cerevisiae ndo cresceu
(crescimento ndo medido, mas observado visualmente) nem fermentou no
meio YPD a pH 2,5, j& que o seu pH 6timo de fermentacdo esta na faixa
de 4,0 a 5,0. Por outro lado, a linhagem controle de I. orientalis teve uma
resposta de fermentacdo fraca (cerca de 1/3 do tubo de Durham
preenchido com gés) a partir de 21 horas. Assim, alguns isolados da
espécie |. orientalis fermentaram melhor que a “type strain” NCAIM
Y01030.
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Véarios autores tém estudado a capacidade de crescimento e
fermentacdo a pH acidos por linhagens de I. orientalis (LEE et al., 2002;
HISAMATSU et al.,2006; SEO et al., 2007). A toleréncia a acidez é um fator
muito importante nos processos industriais de producdo de etanol, pois
diversos acidos sao formados e excretados no meio durante a
fermentacdo, sobretudo pelas bactérias contaminantes, sendo as bactérias
lacticas e acéticas as mais abundantes no processo. Isolados de |.
orientalis tem sido reportados como mais resistentes a estes acidos do que
a levedura S. cerevisiae (HALM et al., 2004; CASEY; DOBSON, 2003).
Quando o pH externo baixa bastante (2,5 - 3,5) a forma protonada dos
acido fracos penetram macicamente nas células da levedura S. cerevisiae
e 0 pH interno cai inviabilizando as células (DORTA et al., 2006). A
levedura I. orientalis parece dispor de mecanismos nédo conhecidos de
protecdo de seu pH interno. A metabolizagdo rapida destes acidos parece
fazer parte destes mecanismos de protecao.

Tabela 3. Fermentacao de glicose por linhagens de I. orientalis em meio YPD

(ensaio de Durham) com pH 2,5 e 40°C.

Formacédo do COzem

Linhagens funcdo do tempo @
13h. 21h. 30h. 40h.
|. orientalis (NCAIM Y01030)® - + + +
S. cerevisiae (IQAr/45-1) - - - -
29B®, 195B®) ++ ++ ++ ++
75B®, 167B®, 181B-1" + ++ ++ ++
192B®, 194B, 199B®. - - + ++

79B® 958, 96B, 130B®, 148BP 156B®,
166B®, 161B™, 169B"

10B, 13B, 14B, 16A, 16B, 22B, 25B, 26B, 49B,

55B, 56B, 57B, 59B, 62B, 63A, 63B, 69B, 73B,

78B, 80B, 82B, 84B, 101B, 102B, 105B, 106B,

110B, 112B, 113B, 114B, 116B, 118B, 119B, - - - -
122B, 128B, 136B, 142B, 144B, 145B, 1468,

151B, 154B, 157B, 159B, 162B, 164B, 170B,

171B, 172B, 173B, 198B,

@ Formacéo de CO,: (++) = enchimento completo dos tubos com gés; (+) = enchimento
de um 1/3 do volume dos tubos de Durham com gas; (-) = sem formacéo de gas.
P) Formagcéo de pelicula positiva.

- - - +
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As melhores linhagens selecionadas com pH 2,5 sdo apresentadas na
Tabela 4. Estas linhagens (29B, 195B, 75B, 167B, 181B-1) que
fermentaram em um tempo maximo de 21 horas (Tabela 3) passaram a
fermentar mais rapido (12-15h) a pH 4,5. A elevagdo do pH favoreceu a
fermentacdo de glicose por estas linhagens. Isto indica que a diminui¢cdo de
pH reduz a velocidade de fermentacdo. A linhagem IQAr/45-1 de S.
cerevisiae fermentou mais rapido (a partir de 15 horas) do que a linhagem
“type strain” de I. orientalis (17 horas), porém de forma mais lenta que as
linhagens mais tolerantes a acidez (12horas) com pH 4,5. Assim, as
linhagens da levedura I. orientalis mais tolerantes com pH 2,5 parecem
apresentar uma atividade fermentativa maior que a linhagem 1QAr/45-1 de

S. cerevisiae na faixa de pH de 2,5 a 4,5.

Tabela 4. Fermentacgé&o de glicose em meio YPD com pH 4,5 e 40°C pelas linhagens
de I. orientalis que fermentaram mais rapido a glicose a pH 2,5 num periodo de 13-
40h (Tabela 3).

Formacao do CO,em funcgéo
do tempo ©

Linhagens

12h. 15h. 17h.  24h.
|. orientalis (NCAIM Y01030) + + o o
S. cerevisiae (IQAr/45-1) + ++ ++ ++
758®, 798", 958, 1108, 1958% + ++
298", 96B, 161B®, 167B%, 181B-1% + o+t ++
1458", 1948 + + ++ ++
101B ] ] + Tt

130B, 148B, 156B, 166B, 1698, 192B, 199B - - - -

® Formacdo de CO,: (++) = enchimento completo dos tubos com gés; (+) = enchimento
de um 1/3 do volume dos tubos de Durham com gas; (-) = sem formacéao de gas.
?) Formagao de pelicula positiva.

A elevacao do pH para 6,5 (Tabela 5) ndo teve efeito significativo
sobre a fermentacéo (fermentacéo em 14-17 horas) com as linhagens que
concluiram a fermentagcdo em 12-15 horas a pH 4,5 (75B, 79B, 95B, 110B,
195B, 29B, 96B, 161B, 167B, 181B-1). Assim, o pH afetou a fermentacéo
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com menores efeitos na faixa de pH de 4,5-6,5. Contudo, foram
selecionadas duas cepas (29B e 195B) que fermentaram muito
rapidamente na faixa de pH de 2,5-4,5 (12 horas), porém estas formaram
pelicula. Por outro lado, notou-se que se pode fermentar rapido com pH 4,5
e sem formacao de pelicula com trés isolados que sdo as linhagens 95B,
110B, e 96B (fermentacdo completa em 12h), mas estas linhagens nao
fermentaram com pH 2,5 e portanto sdo reportadas como menos
resistentes a acidez. Foram poucas as linhagens que nao formaram
pelicula no meio YPD a temperatura de 40°C. A formacdo de peliculas
ligadas a parede dos tubos ou na superficie do meio € uma caracteristica
indesejavel por retirarem células do meio. Nos reatores industriais €
comum a presenca de finas peliculas na superficie do meio, isto ocorre
porque a membrana celular de algumas células de levedura possui
propriedades hidrofébicas que fazem possivel a sua adsorcéo as bolhas de
CO, produzido durante a fermentacgdo, favorecendo assim a subida das
células até a superficie do meio, este fenbmeno é denominado de flotacao
(PALMIERI et al., 1996). Esta caracteristica de formar peliculas € comum
das leveduras utilizadas em cervejaria (WALKER, 1998).

Tabela 5. Fermentacao de glicose em meio YPD com pH 6,5 e 40°C utilizando

os isolados que fermentaram a pH 4,5 no intervalo de 12-17h (Tabela 4).

Formacédo do COzem

Linhagens funcéo do tempo @

14h. 17h. 20h.

|. orientalis (NCAIM Y01030) ++ ++ ++

S. cerevisiae (IQAr/45-1) ++ ++ ++
29B® 75B®™ 79B™ 95B 96B, 110B, 161B™),

1678, 181B-1¢, 1958 oo

105B®, 145B®, + Tt T

101B, 106B, 194B - + ++

@ Formacédo de CO;: (++) = enchimento completo dos tubos com gas; (+) =
enchimento de um 1/3 dos tubos com gés; (-) = negativa.
?) Formagcéo de pelicula positiva.
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A fermentacdo em meio YPD liquido e pH ajustado para 2,5-6,5
(Tabelas 3-5) variou com as linhagens entretanto as fermentagées mais
rapidas ocorreram a pH 4,5 para um namero maior de linhagens que a pH
2,5. A maioria das linhagens ndo fermentaram a pH 2,5, porém algumas
poucas linhagens (29B, 195B, 75B, 167B, 181B-1) fermentaram tanto a pH
4,5 quanto a 2,5. Como se observa nas tabelas anteriores, a linhagem
195B que foi selecionada para este estudo, fermentou na faixa de pH 2,5-

6,5 apesar da formacéao de pelicula.

4.1.2. Ensaios qualitativos de assimilacdo e fermentacdo de melago
hidrolisado e néo hidrolisado a 40°C

A Tabela 6 apresenta os seguintes resultados: a) crescimento em
melagco solidificado; b) crescimento em melaco liquido; c) formacédo de
pelicula sobre o melaco liquido e d) fermentacdo (ensaio de Durham)
utilizando melago néo hidrolisado 10% (m/v, ART).

Crescimento em melaco solidificado

Apesar da temperatura elevada, intensidades de crescimento fracas,
médias e fortes foram observadas nas placas de Petri contendo melaco
depois de 24 horas de incubacéo para todas as linhagens ensaiadas, as
guais também mostraram superficies lisas e rugosas com bordas
irregulares e regulares ao redor da zona de crescimento, como ilustrado na
Figura 6. Setores de massa celular emergiram fora das bordas da zona de
replicagdo para algumas linhagens de I. orientalis. llustram-se na Figura 6
coloracdes variaveis devido a incorporacdo diferencial dos pigmentos
melanoides (compostos organicos de alto peso molecular formados durante
0 aquecimento do caldo de cana) presentes no melago (linhagens 96B e
110B com coloracéo clara e linhagens 195B e 199B com coloracéo
escura). Assim as linhagens com col6nias rugosas incorporaram 0S
pigmentos com uma maior intensidade do que as linhagens com colbnias

lisas.
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Figura 6. Crescimento dos isolados de I. orientalis em melagco ndo hidrolisado
solidificado (10%, ART): A, linhagem 96B (superficie lisa com borda regular); B,
linhagem 110B (superficie lisa com borda regular); C, 195B (superficie rugosa
com borda regular); D, linhagem 199B (superficie rugosa com borda irregular).

Crescimento em melaco liquido

Todos os isolados de I. orientalis assim como as linhagens controles
de S. cerevisiae e I. orientalis mostraram crescimento em melacgo liquido
(Tabela 6), o qual nédo foi medido, porém observado visualmente e avaliado

com base na turbidez do meio.

Formacéao de pelicula

A formacéo de peliculas foi observada sobre a superficie dos meios
liquidos para a maioria das leveduras, sendo que as linhagens que
apresentaram uma superficie lisa com bordas regulares em meio solido
ndo formam pelicula durante os ensaios de fermentacdo, sugerindo uma
relacdo entre a morfologia das colbnias das células e a capacidade de

formar peliculas.
Fermentacao (ensaio de Durham)

A fermentacdo foi mais rapida (12h) para 73% dos isolados (40

isolados para um total de 70 leveduras). A “type strain” da |. orientalis e a
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linhagem 1QAr/45-1 da levedura S. cerevisiae também mostraram ensaio
positivo de fermentacéo apos 12 h (ver Tabela 6) .

Como as leveduras do género Issatchenkia orientalis nao
assimilam sacarose (BARNETT et al., 2000), os ensaios positivos de
crescimento e assimilagdo do melago néo hidrolisado podem ser atribuidos
a utilizacdo dos acucares redutores livres (glicose e frutose) presentes no
melaco em baixas concentracao (2 a 3%). Por outro lado, as fermentacdes
bastante rapidas (12h) indicam que as leveduras apresentam um bom
desempenho a temperaturas elevadas (40°C) apesar da quantidade baixa

de acucar fermentavel.

Tabela 6. Crescimento das linhagens de I. orientalis em melago n&o hidrolisado (10%
ART) e solidificado por Agar e fermentacdo (Durham) no mesmo melacgo liquido a
40°C.

Crescimento e morfologia em Formacéo CO,em
melaco solidificado melaco liquido (12 h.)
Linhagens Gad
Intensidade . Ensaio . ()
(Um dia) Superficie Bordas Durham® Pelicula
I. orientalis (NCAIM
Y01030) Forte R r ++ +
S. cerevisiae (IQAr/45-1) fraco L r ++ -
10B, 16A, 16B, 26B,
29B, 55B, 56B, 57B,
62B, 63A, 69B, 73B,
78B, 79B, 84B, 105B,
112B, 116B, 118B, 126B, .
130B, 136B, 142B, 1458, Forte R ! * *
146B, 148B, 154B, 157B,
161B, 162B, 164B, 166B,
167B, 169B, 170B, 198B,
199B
13B, 22B, 59B, 63B, 1 .
82B, 172B, 1738, 1818-1 ~ Medio R ! * *
14B, 25B, 49B, 80B,
102B, 128B, 159B, 171B, Forte R r ++ +
195B
113A, 114B, 119B, 122B, Ly
144B, 156B, 192B medio R ' * "
96B, 101B, 106B, 110B, Forte L ; t )

194B

®Ensaio Durham: (++) = enchimento completo dos tubos com gés; (+) = enchimento de um
1/3 do volume dos tubos com gas; (-) = negativo.”) Formagcao de pelicula: (+) positiva; (-) =
negativa. Morfologia: R = rugosa; L = lisa. Bordas: i = irregular; r = regular.
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Na Tabela 7 sédo apresentados os resultados de crescimento (meio
solidificado com agar) e de fermentacdo (meio liquido) das linhagens em
melaco hidrolisado (hidrolise acida com HCI a 60°C) contendo um teor de
10% ART, medido antes da hidrolise. As linhagens ensaiadas nao
fermentaram em melaco liquido e a 40°C. Comparando-se as Tabelas 6 e 7,
conclui-se que as condi¢des de hidrélise possivelmente geraram inibidores
de fermentacdo para todas as leveduras inclusive para a levedura S.
cerevisiae (IQAr/45-1). No entanto, foi observado crescimento (crescimento
nao medido, porém observado visualmente e baseado na turbidez do meio)
para 20 isolados (10B, 14B, 29B, 33B, 56B, 73B, 75B, 79B, 105B, 145B,
154B, 161B, 167B, 169B, 1995B, 199B, 95B, 96B, 110 B e 194B) e formacgao
de peliculas no meio liquido para outros, assim como crescimento nos
pontos de replicacdo sobre o meio solido apos um dia de incubacé&o. Deste
modo, o hidrolisado de melaco contém inibidores de fermentacdo
(principalmente compostos furanicos), mas ndo de crescimento. Varios
autores tém descrito a formacé&o de compostos inibidores da fermentacéo e
do crescimento (furfural, hidroximetilfurfural-HMF, acido acético, férmico e
levulinico) quando o material lignocelulosico é submetido a hidrélise acida
(KLINKE et al., 2004; GRAY et al., 2006; ALMEIDA et al., 2007). Alguns
destes compostos téxicos do hidrolisado de bagaco de cana (HMF) também
foram detectados no melagco (MAKAWI et al., 2009). Apesar de o melacgo
conter a maior parte dos nutrientes essenciais para 0s microrganismos, ele
também estd constituido de ions metélicos (calcio, sédio, ferro, magnésio,
cobre, etc.) e coléides em suspensao, 0s quais em grandes concentracdes
podem ser toxicos e inibitorios para as células (LIU et al., 2008).
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Tabela 7. Crescimento das linhagens de I. orientalis em melago hidrolisado contendo
10% ART (medido antes da hidrolise) a 40°C e formacdo de CO, no mesmo meio
liquido a 40°C.

Crescimento e morfologia Evolugdo CO,em
_ em melago solidificado melaco liquido (12 h.)
Linhagens - - =
Intensidade Superficie Ensaio Formacéo
(Um dia) P Durham® pelicula®
I. orientalis (NCAIM
- +
Y01030) Forte R
S. cerevisiae (IQAr/45-1) fraco L - -
10B, 14B, 29B, 33B, 56B,
73B, 75B, 79B, 105B,
Forte R - +

145B, 154B, 161B, 167B,
169B, 195B, 199B

13B, 16A, 16B, 25B, 26B,

55B, 56B, 57B, 73B, 80B,

84B, 110B, 102B, 112B,

116B, 118B 119B, 1268, fraco R ND ND
128B, 130B, 136B, 142B,

146B, 148B, 157B, 164B,

172B, 171B, 198B, 199B

95B, 96B, 101B, 194B Forte L - -

101B, 106B, 198B fraco L ND ND

® Ensaio Durham: (-) = negativo; ND = n&o determinado.
®) Formagéo de pelicula: (+) positiva; (-) = sem formacéo de gas; ND = n&o determinado.
Morfologia: R = rugosa; L = lisa. Bordas: i = irregular; r = regular.

4.1.3. Ensaio de assimilagdo de sacarose em meio YNB e fermentagé&o

em meio sintético pelos isolados

O YNB é um meio utilizado em ensaios de assimilacdo no qual o
crescimento indica ocorréncia de assimilacdo do nutriente ensaiado
(BARNETT et al., 2000). Apesar de Issatchenkia orientalis ndo assimilar e
fermentar sacarose 1% como descrito pela taxonomia classica (BARNETT et
al., 2000), foi decidido ensaiar a utilizacdo deste acucar como fonte de
carbono elevando-se a sua concentracdo para 10% (condug¢do mais proxima
das usina) para certificarmos se os resultados seriam negativos para todos

os isolados ensaiados no presente trabalho. Assim, a assimilacdo de
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sacarose foi estudada em meio solido YNB e a fermentagdo desta foi
realizada em meio sintético liquido. A Tabela 8 descreve os resultados dos
ensaios de assimilacdo de sacarose mostrando diferentes intensidades de
biomassa acumulada nos pontos de replicacdo no meio YNB contendo 1%
(m/v) sacarose e os ensaios de fermentacdo no meio sintético contendo 10%
(m/v) sacarose. A levedura Saccharomyces cerevisiae (IQAR/45-1) e a
“Type strain” da levedura Issatchenkia orientalis apresentaram intensidades
de crescimento tanto fortes quanto médias, apds trés dias de incubacéo,
enquanto que a fermentacdo da sacarose foi observada apos 48 horas sem
a formacdo de pelicula na superficie dos meios e paredes dos tubos. A
maioria das leveduras assimilou sacarose nos pontos de replicacdo apos
trés dias de incubacdo a 30°C, mostrando superficies rugosas e lisas.
Apenas trés linhagens apresentaram superficie lisa e bordas regulares ao
redor das areas de replicacdo. As intensidades de crescimento variaram de
fraca, média & forte (10B, 16A, 16B, 62B, 73B, 78B, 84B, 95B, 128B, 142B,
195B, 198B, 199B). Cerca de 30 isolados fermentaram sacarose 10% (44%
dos isolados), incluindo a linhagem 195B selecionada para os de
fermentacdo em batelada simples.

Por outro lado, a fermentacdo e assimilacdo dos acUcares exigiram
tempos mais longos (trés dias a 40°C) quando o substrato foi sacarose
(Tabela 8) do que quando o meio nutriente foi o proprio melaco (Tabela 7), o
gual forneceu respostas positiva (assimilacéo e fermentacdo) em apenas 12-
15 h. Os resultados positivos de assimilagéo de sacarose foram uma grande
surpresa, uma vez que 0 meio sintético e YNB ndo contém acucares livres.
Decidiu-se assumir que estas linhagens assimilam com maior dificuldade a
sacarose que 0s agucares livres presentes no melago, no entanto 0s ensaios
foram positivos para algumas linhagens certamente devido ao uso de alta

concentracdo de agucar no meio.
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Tabela 8. Assimilacdo de sacarose (1%, m/v) a 30°C em meio YNB e formacao de

CO, em meio sintético contendo sacarose (10% m/v) a 40°C.

. Biomassa nos pontos Evolucédo CO,
_ Crescimento o @
Linhagens de replicacéo (48 h.)

(3 dias) Superficie Bordas  Ensaio Durham

I. orientalis (linhagem

NCAIM Y01030) medio R ! *

S. cerevisiae (IQAR/45-1) forte L r +

10B, 16A, 16B, 62B, 73B,
78B, 84B, 95B, 128B, 142B, forte R [ +
195B, 198B, 199B.

13B, 14B, 22B, 25B, 26B,
29B, 49B, 79B, 82B, 130B,
136B, 144B, 145B, 172B,
173B, 181B-1, 192B.

médio R i +

55B, 56B, 57B, 59B, 63A,

63B, 69B, 75B, 80B, 102B,

112B, 114B, 116B, 118B,

119B, 126B, 146B, 148B, fraco R [ ND
151B, 154B, 156B, 157B,

159B, 161B, 162B, 164B,

166B, 167B, 169B, 170B

194B forte L r +
96B, 101B fraco L r ND
106B, 110B, 122B - - - ND

@ Auséncia de pelicula em todos os casos. ND = n&o determinado.
Morfologia: R = rugosa; L = lisa. Bordas: i = irregular; r = regular.

4.1.4. Assimilacéo de outras fontes de carbono em meio YNB

A literatura descreve a utilizacao de frutose e glicerol pela levedura 1.
orientalis (BARNETT et al., 2000). No entanto se fez necessario confirmar
estas caracteristicas para os isolados utilizados no presente trabalho.

Os isolados que cresceram melhor em melaco néo hidrolisado foram
ensaiados quanto a capacidade de assimilar glicerol e frutose. Os resultados
dos ensaios de assimilacdo de glicerol e frutose a 30°C e 40°C foram
apresentados na Tabela 9. Conforme esperado, a levedura S. cerevisiae
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(IQAr/45-1) nao assimilou glicerol, porém assimilou frutose. Por outro lado,
as leveduras da espécie |. orientalis assimilaram frutose mais rapido do que
o glicerol a 30°C, pois a 40°C a assimilacdo de ambas fontes de carbono foi
equivalente. Isto indica, que a assimilagcdo de glicerol foi estimulada pela
elevacao da temperatura a 40°C para algumas linhagens de I. orientalis. A

Figura 7 ilustra os efeitos da temperatura sobre o crescimento em glicerol,

sendo estes dependentes das linhagens e da temperatura variando da

seguinte forma:

a) Aumento do crescimento a 40°C (em relacdo ao crescimento a 30°C)
foram observados para as seguintes isolados de I. orientalis: linhagem
84B, 96B, 195B, 181B-1, 194B, 192B, 73B, 14B, 29B e 105B.

b) Reducéo do crescimento a 40°C: linhagem NCAIM Y01030 da I. orientalis.

c) Sem efeito: linhagem 33B, 10B, linhagem IQAr/45-1 de S. cerevisiae, 95B,
56B, 110B, e 142B.

Tabela 9. Assimilacéo de glicerol (1%, m/v) e de frutose (1%, m/v) em meio

YNB e temperaturas de 30°C e 40°C por algumas linhagens de I. orientalis.

Crescimento ap06s

Linhagens Fontes de dois dias de
g Carbono replicacéo
30°C 40°C
_ _ _ Glicerol (+) (++)
l. orientalis (strain NCAIM Y01030)
Frutose (++) (++)
o Glicerol ) )
S. cerevisiae (IQAr/45-1)
Frutose (++) (++)
33B, 10B, 14B, 29B, 56B, 73B, 84B, Glicerol R
95B, 96B, 105B-R, 110B, 142B, 181B-
1, 192B, 194B, 195B Frutose (++) (++)

@ negativo para as linhagens 33B, 56B e110B.
Crescimento: (++) = forte; (+) = fraco; (-) = negativo.
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Figura 7. Placas mostrando a assimilacao de glicerol em meio YNB apds um dia
de incubacdo a 30°C (A) e 40°C (B): 1 (33B), 2 (10B), 3 (I. orientalis NCAIM
Y01030), 4 (S. cerevisiae 1QAr/45-1), 5 (84B), 6 (96B), 7 (95B), 8 (195B), 9 (56B),
10 (181B-1), 11 (194B), 12 (110B), 13 (142B), 14 (192B), 15 (73B), 16 (14B), 17
(29B), 18 (105B).

O glicerol € um subproduto inevitavel do processo de trans-
esterificacdo na producdo de biodiesel e das industrias de fabricacdo de
sabdo. O biodiesel apresenta varias vantagens sob os combustiveis a base
de petréleo, motivo pelo qual ele tem atraido muita atencéo recentemente. O
glicerol gerado é atualmente aplicado, por exemplo, na industria de
cosmeéticos. Contudo o recente aumento na producéo de biodiesel dificulta a
utilizacdo eficiente de tanto glicerol formado. Nas ultimas décadas, a
conversdo de glicerol por microrganismos tem sido foco de varias
investigacdes (ITO et al., 2005). Os dados obtidos com algumas linhagens
de I. orientalis sugerem a possivel utilizacdo destas leveduras para o
consumo de glicerol a elevadas temperaturas para obtencdo de biomassa de
leveduras para diversos fins. Além disto, o glicerol externo formado durante
a fermentacdo alcodlica é altamente indesejavel. Uma levedura que assimila

glicerol estaria re-utilizando este subproduto.
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4.1.5. Morfologia das colbnias

A Figura 8 ilustra as diferencas em morfologias das colonias e das
células de duas linhagens da levedura I. orientalis. As células aparecem
alongadas e de comprimentos variaveis, sobretudo quando as bordas das
colénias sdo rugosas ou irregulares como € o caso da linhagem 181-B1
(Figura 7B). A coloragéo das colbnias variou de brancas opacas a brancas
brilhantes. A morfologia das células crescidas em meio YM liquido foram
bastante semelhantes a morfologia das células da linhagem CBS 5147 de I.
orientalis descrita na literatura (BARNETT et al., 2000).

Figura 8. Células (1000 X) das linhagens 181-B1 (A) e 110B (C) de I. orientalis e
morfologia das colénias (40 X), ap6s 3 dias de crescimento a 30°C em meio YM. As
colbnias foram rugosas e opalescentes para a linhagem 182-B1 (B), lisas e brilhantes
para a linhagem 110B (D).
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4.2. EFEITO DO pH INICIAL DO MEIO SOBRE A FERMENTACAO EM
BATELADA USANDO CULTIVOS DE ALTO INOCULO

Apos a realizacdo dos ensaios qualitativos de fermentacao e assimilacéo
de distintas fontes de carbono, selecionou-se a linhagem 195B de I. orientalis
para os estudos de producdo de etanol a temperaturas elevadas utilizando o
meio rico YPD e melaco de cana-de-aclucar. O processo de fermentacao
escolhido foi batelada simples, pois & preciso conhecer o comportamento da
levedura em sistemas fechados para depois levar essas condicdes de
fermentacéo a escalas maiores.

Para confirmar a tolerancia da levedura |. orientalis a acidez (dados
obtidos nos ensaios qualitativos de fermentac&o, Tabela 3) foram realizados
experimentos em batelada simples em meio YPD contendo 100 g/L de glicose
a 40°C. A linhagem 195B de |. orientalis e a linhagem 1QAr/45-1 de S.
cerevisiae produziram 43 g/L de etanol a pH 4,5, porém a retencdo da
viabilidade no final do processo foi maior para |. orientalis (94%). A Figura 9B
ilustra a perda total de viabilidade pelas células de S. cerevisiae quando o pH
do meio foi diminuido para 2,5; consequentemente a producdo de etanol foi
reduzida nessas condi¢des de fermentacao.
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Figura 9. Curvas de tempo de fermentacao das leveduras S. cerevisiae a pH 2,5 (-l-);
S. cerevisiae a pH 4,5 (-LJ-); I. orientalis a pH 2,5 (-A-) e I. orientalis a pH 4,5 (-A-) em
meio YPD contendo 100 g/L glicose a 40°C.

Neste experimento foi obtida uma concentracgéo final de etanol da ordem
de 43% (v/v) apH 2,5 e a 40° C com uma viabilidade celular de 77% no final da
fermentacdo, mostrando ndo somente a toleréncia de |. orientalis a acidez
como também as temperaturas elevadas.

Na verdade esta capacidade de fermentar a pH baixo n&o representa
uma grande novidade pois, Thalagala et al. (2009) descrevem linhagens de |.
orientalis que fermentaram glicose proveniente da hidrolise acida de residuos
lignocelulésicos a pH 2-3 e niveis de etanol na faixa de 2,0-2,5% (v/v) foram
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atingidos. Por outro lado, niveis mais altos de etanol da ordem de 9% foram
obtidos em cinco dias de fermentacao a partir de glicose 20%, pH 2,5 e a 30°C.
Deste modo, a linhagem 195B de I. orientalis parece ser ainda mais promissora
pois foi capaz de produzir 5,5 % v/v (43 g/L) de etanol a pH 2,5 e temperatura
de 40°C em apenas 10 horas de fermentag&o.

4.3. FERMENTACOES EM BATELADA SIMPLES UTILIZANDO A
LINHAGEM 195B DE I. orientalis EM CULTURAS DE BAIXO INOCULO

4.3.1. Comparagédo da atividade fermentativa da linhagem 195B de |I.

orientalis em meio sintético e melago

A linhagem 195B da levedura |. orientalis mostrou-se capaz de
fermentar e assimilar sacarose nos ensaios qualitativos realizados em meio
sintético (Tabela 8). Por isto, decidiu-se ensaiar esta levedura em batelada
simples utilizando o meio sintético liquido contendo sacarose (120 g/L) e
também melaco diluido 120 g/L (ART). As curvas de tempo obtidas para a
producdo de etanol e consumo de agUcares confirmam claramente a
deficiéncia de I. orientalis quanto a fermentacdo de sacarose no meio
sintético (Fig 9C e 9D). No entanto, foi observada uma producédo de etanol
da ordem de 19 g/L com consumo parcial dos acucares redutores totais
guando a levedura foi inoculada no melago. Ocorreu crescimento no
melaco, pois ele € um meio muito mais rico em nutrientes, porém a
producéo de etanol foi muito baixa. O baixo teor de etanol produzido por |I.
orientalis foi certamente devido ao acucar redutor livre (30 g/L) presente no

melago em baixa concentracdes.
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Figura 10. Curvas de tempo de fermentagéo para a biomassa (A), viabilidade (B),
producdo de etanol (C) e ART (D) da linhagem 195B de |I. orientalis em meio
sintético contendo 120 g/L de sacarose (-H-) e no melago 120 g/L ART (-®-) a
40°C: indculo inicial de 14 mg/mL e incubacéo sob agitagdo de 80 rpm.

Comparando-se os resultados obtidos na Figura 10 (fermentacdes em
batelada simples), com os dados descritos na Tabela 8 (fermentacfes em
tubos de Durham), observa-se que a linhagem 195B de |. orientalis
apresentou comportamento diferente quanto a fermentacdo dos acucares
em melago e em meio sintético a 40°C. Nos ensaios qualitativos realizados
com a linhagem 195B (Tabela 8) observou-se resultado positivo para a
assimilacdo da sacarose ap0s trés dias de incubacéo e apos dois dias para
a fermentacdo ao passo que a fermentacdo de sacarose em batelada
simples e no meio sintético foi acompanhada por apenas 10 horas (Figura
10). Tal vez I. orientalis precise de um tempo prolongado de incubacgéo para

gue ocorra a utilizagéo desta fonte de carbono.
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4.3.2. Comparagdo entre a fermentacdo de melaco com a levedura S.

cerevisiae, |. orientalis e a cultura mista destas duas leveduras

Na Figura 11 séao ilustradas as curvas de fermentacéo obtidas a 42°C
guando os meios contendo melaco (160 g/L ART) foram inoculados com a
levedura S. cerevisiae, |. orientalis e a mistura destas duas leveduras (co-
cultura). O frasco contendo a co-cultura foi inoculado utilizando uma mistura
de 1 parte da linhagem IQAr/45-1 de S. cerevisiae e 3 partes da linhagem
195B de I. orientalis (proporcdo 1:3, expressa em m/m) para iniciar o
processo. Observa-se que a mistura das duas leveduras permitiu elevar a
producéo de etanol para um valor de 62 g/L, ou seja um valor muito proximo
do obtido com a levedura S. cerevisiae ap0s 30 horas de fermentagao.
Provavelmente as culturas exigiram um tempo longo de fermentacédo por
causa da baixa concentracdo de células totais utilizadas como in6culo (2
mg/mL). A Figura 11 mostra também uma diferenca significativa (a=0,05)
entre a viabilidade das células de S. cerevisiae e a cultura mista das duas
leveduras. Deste modo, observa-se uma perda muito grande de viabilidade
das células de S. cerevisiae a partir das 15 horas de fermentacdo devido a
alta temperatura do processo (42°C), ao passo que os frascos inoculados
com |. orientalis e a mistura das duas leveduras mostraram poucas
variagdes em viabilidade. A levedura S. cerevisiae conseguiu sobreviver até
47°C em um fermentador continuo, diminuindo a viabilidade celular, a
formacédo de biomassa e etanol a medida que a temperatura se elevou de
30°C a 47°C (LALUCE et al., 2002). A Figura 11 D ilustra valores de agucar
residual semelhantes nos frascos inoculados com a levedura IQAr/45-1 e
com a co-cultura. A co-cultura de S. cerevisiae e |. orientalis fermentou a
maior parte do agucar presente no melagco a 42°C mantendo uma O6tima
viabilidade celular. A pesar dos valores de Yp;s serem iguais na fermentacao
com S. cerevisiae e com a co-cultura (Tabela 10), as diferencas significativas
(a=0,05) em viabilidade mostram a vantagem de se utilizar a co-cultura para
a fermentacdo de melaco a temperaturas tao altas quanto 42°C. Por outro
lado, a Figura 11A ilustra uma formacéo grande de biomassa da levedura I.
orientalis (aumento de 140% do in6culo inicial) sendo isto atribuido a uma

preferéncia da levedura em crescer do que em fermentar.
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Figura 11. Comparacgéao entre culturas simples e mistas das leveduras S. cerevisiae
(linhagem 1QAr/45-1) e I. orientalis (linhagem 195B) fermentando melago 160 g/L

ART a 42°C: volume de meio no frasco (1V meio : 5V frasco), in6culo de 2 mg/mL e
incubacao sob agitacao de 80 rpm.

Na Figura 11, fica evidente a necessidade das duas leveduras S.
cerevisiae e |. orientalis que apresentaram um sinergismo durante a
fermentacdo do melaco e que permitiu aumentar o rendimento alcodlico e

viabilidade final das células a 42°C.
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Tabela 10. Comparacédo estatistica da viabilidade e da conversdo de
substrato em produto utilizando culturas simples e mista de S. cerevisiae e I.

orientalis (dados da Figura 11).

Tipos de culturas
Culturas simples

Medidas e
Parametros cinéticos Co-cultura

S. cerevisiae | orientalis

Yeis 0,37#0,01*  0,37#0,02®  0,24+0,01°
Teste T p>0,05 p<0,05

Viabilidade% 92,36+1,61% 63,94+2,81°  99,05+2,40 2
p (Teste X% p<0,05 p>0,05

Valores indicados pela mesma letra ndo diferem em relacdo ao experimento controle
(co-cultura) conforme indica o teste t (0=0,05); Ygs: fator de converséo de aclcar em
etanol.

4.3.3. Efeito do ART do melago

A producdo de altos niveis de etanol requer uma levedura tolerante a
elevadas concentracdes de acucar, visando este objetivo decidiu-se estudar
o efeito da concentragcdo dos acucares redutores totais presentes no melacgo
sob a cultura mista de S. cerevisiae e |. orientalis. A Figura 12 ilustra que a
elevacdo do ART do melago (valores =150 g/L) diminuiu a formacgédo de
biomassa e prolongou o tempo de fermentacdo (acima de 25h) para um
consumo total do acucar. A elevacdo do ART acima de 190 g/L levou a
aumentos no acucar residual do meio (aclcar ndo fermentado). Assim,
fermentacbes de mais curta duracdo podem ser obtidas utilizando 150-190
g/L de ART no meio. FermentacBes com niveis de agucar maiores que 150
g/L de ART comprometem a viabilidade celular (SOUZA et al., 2007). O teor
maximo de etanol produzido neste experimento foi 65 g/L utilizando um
melago de 150 g/L de ART e em um tempo fermentacdo de 24 horas e com
viabilidade de 88% no final do processo.

Segundo Maiorella et al. (2009), um processo industrial € considerado
economicamente viavel quando a concentracdo do acglcar na alimentacéo
numa fermentacéo operada em batelada alimenta foi de 16,7% (m/v) o que
leva a um rendimento méaximo de etanol de 87,5 g/L (8,75% m/v ou 11,1%
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v/v) e um agucar residual de 2,1 g/L em um tempo de residéncia de 6,5
horas para completar a fermentacdo a 30°C. No entanto, algumas destilarias
submetem a levedura S. cerevisiae a condicbes de estresse elevado
(temperaturas acima de 37°C, 20-25% de acuUcar na alimentacéo) e isto leva
a grandes perdas em viabilidade e geracao de heterogeneidade genética, de
tal sorte que o consumo dos acUcares passa a ser grandemente
comprometido. Contudo, é interessante notar na Figura 12B que 0 aumento
da concentracdo do acgucar nao levou a perdas de viabilidade quando um
inéculo baixo de células (2 mg/mL) é utilizado.

Por outro lado, a Tabela 11 (tratamento estatistico) indica ndo haver
diferenca significativa do fator de conversao de aculcar em etanol (Ypis) em
meios contendo 150-250 g/L de ART. Quando o agucar no meio € maior que
250 g/L, o Ypss apresenta um valor pequeno confirmando que altas
concentragbes de agucar minimizam a atividade fermentativa da levedura

para garantir a sua sobrevivéncia.
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Figura 12. Curvas de tempo de fermentacdo para a biomassa (A), viabilidade (B),
producao de etanol (C) e ART (D) variando o ART do melaco de 150 g/L ART (-l-),
190 g/L ART (-@-), 250 g/L ART (-A-) e 280 g/L % ART (-V-) em co-cultura de S.
cerevisiae e |. orientalis a 42°C: in6culo de 2 mg/mL e incubacdo sob agitacao de
80 rpm.

Tabela 11. Comparacdao estatistica da conversao de substrato em produto em

concentragdes crescentes de ART no melaco (dados da Figura 12).

Concentracfes de acucar
Parametros

cinéticos 150 g/L ART 190 g/L ART 250g/L ART 280g/L ART

Yeis 0,42 +0,01*% 0,36+0,01° 0,33+0,01° 0,26+0,05°
p (Teste T) p>0,05 p>0,05 p<0,05

Valores indicados pela mesma letra ndo diferem do experimento controle (150 g/L de ART)
pelo teste t (a=0,05); Yp/s: fator de conversao de aclicar em etanol.
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4.3.4. Efeito do volume de meio no frasco

Elevadas concentrac6es de oxigénio podem ser inibitérias para a

producédo de etanol, este fendmeno € chamado de efeito Pasteur (WALKER,

1998). Assim, quando a levedura dispde de muito oxigénio a atividade

respiratéria € maior, aumentando a formacao de biomassa. Para diminuir a

oxigenagao no processo e aumentar a atividade fermentativa variou-se o

volume de meio contido no reator. A Figura 13 ilustra que a elevacao do

volume de meio de 25mL para 75mL reduziu o crescimento, porém com um

indesejavel aumento do tempo de fermentacdo. A producdo de etanol foi

equivalente para as duas condi¢cbes de fermentacdo apdés 28 horas, no

entanto o aumento do volume de meio levou a acréscimos no acucar

residual do meio (acucar ndo fermentado).
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Figura 13. Curvas de tempo de fermentacdo para a biomassa (A), viabilidade (B),
producdo de etanol (C) e ART (D) obtidas variando-se a propor¢cdo do volume de
meio e volume de frasco 1V meio: BV frasco (-M-); 1V meio: 1.8 V frasco (-@-): melaco 160 g/L
de ART, 2 mg/mL da cultura mista de S. cerevisiae e |. orientalis do in6culo

constituido pela mistura de 1 parte de S. cerevisiae :

incubacao sob agitacdo de 80 rpm a 42°C.

3 partes de I. orientalis e
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A levedura I. orientalis cresce e fermenta em anaerobiose. Assim, 0
controle da aeracdo pode ser uma forma de reduzir a formacdo de
biomassa. Shin et al. (2002) observaram acumulo de biomassa com a queda
da tensdo de oxigénio dissolvido causada pelo o consumo de glicose. O
acumulo maximo de etanol produzido foi observado quando a levedura
parou de crescer. A partir deste ponto a levedura |. orientalis passou a
consumir o etanol produzido. Resultados semelhantes foram obtidos com a
levedura S. cerevisiae. No entanto, no presente trabalho consumo de etanol
nao foi observado por esta levedura que cresceu mais lentamente quando a

aeracao do meio foi limitada pelo aumento do volume do meio no frasco.

4.4, FERMENTACOES EM BATELADA SIMPLES A 42°C UTILIZANDO
ALTO INOCULO DA CULTURA MISTA DE I. orientalis e S. cerevisiae

4.4.1. Efeito da concentracdo do in6culo misto

A concentragdo de ino6culo foi variada na faixa de 2 mg/mL a 10
mg/mL, com isto observou-se que com um indculo maior que 2 mg/mL é
possivel reduzir o tempo de fermentacdo (consumo total do acucar), porém
com perdas grandes de viabilidade acima de 12 horas (Figura 14B). O
tempo de fermentac&o prolongou-se por mais tempo (até 30 horas) devido a
continuidade da atividade fermentativa. O acumulo de biomassa foi maior
guando um inéculo baixo foi utilizado devido a maior disponibilidade de
nutrientes. Um teor de etanol de 70 g/L foi atingido a 42°C, quando se
utilizou um melaco de 160 g/L de ART e um in6culo de 10 mg/mL. Netas
condicdes o tempo de fermentacdo para o consumo maximo de agucar foi
de 24 horas. No entanto, apos 12 horas a maior parte do acucar havia sido
consumida. A prépria levedura S. cerevisiae passa a sofrer redugcdo no
rendimento de etanol quando o etanol externo passa a ser superior a 8%
(v/v) ou 63 g/L como descrito por Peres et al., (1998).

A literatura descreve um isolado de Issatchenkia sp. Capaz de
produzir 42 g/L de etanol a 40°C no meio rico YM (extrato de malte, extrato
de levedura e peptona) utilizando glicose como fonte de carbono. No
entanto, a producdo de etanol por este isolado foi melhorada quando se

86



Producgdo de etanol a 40-42 C em uma co-cultura...

passou a usar o processo de batelada alimentada por pulsos através dos
guais 35-40% de glicose foram adicionadas ao reator elevando a producéo
de etanol para 77 g/L apds 24 horas de fermentacdo (WANAPU et al.,
2009). No presente trabalho foi utilizada a fermentacdo em batelada
simples, atingindo niveis de etanol maiores que 42 g/L, a utilizacdo de uma
fermentacdo em batelada alimentada sugere que serd possivel uma
melhora no rendimento alcodlico.

Por fim, a levedura I. orientalis € encontrada nas fases iniciais da
producéo de vinhos como sendo uma levedura sensivel ao etanol mas este
nao parece ser 0 caso, ja que a uma temperatura de 42°C, na qual o etanol
€ bastante toxico, foi possivel obter niveis bastante altos de etanol. Esta
levedura deve dispor de mecanismos ainda ndo conhecidos de defesa
guanto a tolerancia ao etanol a temperaturas elevadas. Pode-se dizer que a
elevacao do in6culo para 10 mg/mL em melaco contendo 160 g/L de ART
acelerou a fermentacédo, porem a viabilidade caiu bastante quando o acUcar

residual foi menor que 3%.
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Figura 14. Curvas de tempo de fermentacdo para a biomassa (A), viabilidade (B),
producdo de etanol (C) e ART (D) utilizando 2 mg/mL(-H-), 5 mg/mL (-®-) e 10
mg/mL (-A-) da cultura mista de S. cerevisiae e |. orientalis (1:3) fermentando
melaco 160 g/L ART a 42°C sob agitacédo de 80 rpm.

4.4.2. Efeito da proporc¢ao das leveduras no inéculo misto

Elevou-se a quantia da levedura S. cerevisiae no indculo misto
(proporcdo 1:1, expressa em m/m), porem ndo foram obtidas diferencas
significativas sobre a conversdo de acucar em etanol Yps (Tabela 12),
enquanto que sua reducdo pela metade (proporcéo 1:7, expressa em m/m),
ndo teve igualmente efeito sobre a fermentagéo. Niveis de etanol na faixa de
60-63 g/L foram atingidos apd6s 15 horas de fermentacdo com viabilidade
celular de 70-76% no final do processo quando as trés proporc¢des da cultura
mista foram ensaiadas, porém ndo houve um consumo total dos acucares
(Figura 15D). A Figura 15 ilustra que a concentracdo de inéculo misto pode
ser variada na faixa de 1 parte de S. cerevisiae para 1-7 partes de I.

orientalis, sem efeitos significativos (a=0,05) sobre o processo fermentativo
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iniciado com 10 mg/mL de inoculo. Estes resultados indicam que a

fermentacéo é predominantemente realizada pelas células de I. orientalis.
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7 - =l S. cerevisiae : I. orientalis (1:7)
1 —@— S. cerevisiae : |. orientalis (1:3)
6 T T S. cerevisiae : I. orientalis (1:1) 7 50

100
90
[ 80
L 70
60

0

0 L] L] L] L] L] L] L] L] L] L] L] L]

Etanol (g/L)

D

- 150
-120
- 90
- 60
- 30

O' 2 '4'é'é'1IO'1I2'1I4'O' 2 4I' é 'é'1IO'1I2'1I4'

Tempo (h) Tempo (h)

0

Figura 15. Curvas de tempo de fermentacdo para a biomassa (A), viabilidade (B),
producéo de etanol (C) e ART (D) obtidas variando a proporcdo de S. cerevisiae e |.
orientalis na cultura mista: proporgéo 1 : 7 (-W-), propor¢do 1 : 3 (-@-) e proporgéo
1:1(-A-) utilizando melaco 150 g/L e incubacéo sob agitacéo de 80 rpm a 42°C.

Tabela 12. Comparacéo estatistica da conversdo de substrato em produto

utilizando diferentes proporcdes de |. orientalis e S. cerevisiae no indculo

misto (dados da Figura 15).

Proporcdes de

S. cerevisiae : |. orientalis

Parametros do processo

(2:3) 2:7) (1:1)
Yeis 0,49+0,03% 0,45+0,02% 0,51+0,012
p (Teste T) p>0,05 p>0,05

Valores indicados pela mesma letra ndo diferem do experimento controle (propor¢ao

1:3) pelo teste t (a=0,05); Yps: fator de conversao de acglcar em etanol.
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4.4.3. Efeito da temperatura

A diminuicdo da temperatura de 42°C para 40°C favoreceu a
formacdo de biomassa (Figura 16A). No entanto, ndo foram observadas
variacdes na viabilidade celular nem na producédo de etanol. Talvez a perda
em viabilidade ap6s 12 horas de fermentacdo tenha sido causada pelo
consumo quase total do acucar do meio e o teor de alcool produzido na
ordem de 64 g/L. Como a diminuicdo da temperatura de fermentacdo nao
teve influéncia sob o processo de producdo de etanol, decidiu-se manter a
temperatura de 42°C para futuros experimentos. A temperatura oOtima de
producéo de etanol a partir de glicose em meio YPD por uma linhagem de I.
orientalis foi determinada em um trabalho anterior como sendo de 42°C
(GALLARDO et al., 2010).

A B 4100

T 12
= 480
>
E 10¢ 460
@©
()
@ 8 440
5
m 6= 120

O T T T T ol T ol T ol T O

C = ) D

60 - = L 150
—~ '120
< 45
= - 90
° 304
@ 60
Y 154 \ 30

;\_
0 e e e ST ——— gt~ ()
0O 5 10 15 20 25 30 0 5 10 15 20 25 30

Tempo (h) Tempo (h)

Figura 16. Curvas de tempo de fermentacéo para a biomassa (A), viabilidade (B),
producao de etanol (C) e ART (D) a 42°C (-M-) e 40°C (-®-) utilizando melaco 150
g/L ART e 10 mg/mL do inéculo constituido pela cultura mista de S. cerevisiae e |.
orientalis (proporgéo 1:3).
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4.4.4. Efeito do ART do melago

A Figura 17 ilustra os efeitos do ART do melago sobre a fermentacao
em cultura mista constituida pela linhagem 1QAr/45-1 e a linhagem 195B de
l. orientalis (proporgéo 1:3, expressa em m/m). A maior quantidade de etanol
(73,4 g/L) foi produzida com 220 g/L de ART, no entanto o agucar residual
deixado no meio apds 12-15h de fermentacéo foi muito alto (80 g/L de ART).
Na verdade, uma quantidade elevada de acucar residual passou a ser
deixada no meio, quando a concentracdo inicial de acucar no melago se
elevou acima de 190 g/L de ART. A fermentacao réapida utilizando 10 mg/mL
de indculo inicial levou a perdas em viabilidade que nao foram observadas
na Figura 12B onde os experimentos foram realizados com in6culo de baixa
densidade de ceélulas. Souza et al. (2007) estudaram o efeito da
concentracdo de acucar no meio, assim concentracdes maiores que 15% de
glicose levam a perdas na viabilidade celular (viabilidade final de 30-40%) na
faixa de temperatura de 37-40°C em um processo em batelada alimentada.

Por outro lado, o fator de conversao do substrato em produto (Ypss)
nao mostrou diferenca significativa (a=0,05) quando a concentracédo de
acucar aumentou no meio (Tabela 13), além disto, ndo foram observadas
variagbes em viabilidade e nem aumento de biomassa em altas

concentragdes de agucar.
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Biomassa (mg/mL)

Etanol (g/L)
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Figura 17. Curvas de tempo de fermentacdo para a biomassa (A), viabilidade (B),
producado de etanol (C) e ART (D) variando o ART do melaco de 150 g/L (-l-), 190
g/L (-@-), 220 g/L (-A-) em culturas mistas de S. cerevisiae e |. orientalis (propor¢édo

1:3) a 42°C e agitacdo de 80 rpm.

Tabela 13. Comparacédo estatistica da conversdo de substrato em produto

utilizando concentragdes crescentes de ART no melago (dados Figura 17).

Condicédo de fermentagéo

Parametros cinéticos
150 g/L ART 190 g/L ART 220 g/L ART

Yeis 0,44 +0,04 %  0,38+0,03° 0,47+0,04°

p (Teste T) p>0,05 p>0,05

Valores indicados pela mesma letra ndo diferem do experimento controle (150 g/L de
ART) pelo teste t (a=0,05); Ygs: fator de conversao de aclicar em etanol.
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4.4.5. Variagcbes na proporcao das células das duas leveduras na co-

cultura

AplOs a padronizacdo das condicdes de fermentacdo do melaco
utilizando co-culturas de S. cerevisiae e |. orientalis, decidiu-se estudar a
variagdo da proporcédo destas leveduras inoculadas inicialmente durante a
fermentagdo. Amostras foram retiradas do fermentador a cada duas horas,
diluidas e plaqueadas em meio YDP e incubadas a 30°C.

Apos um dia de crescimento nas placas de YPD, observou-se uma
diferenca de morfologia entre as colonias de S. cerevisiae e |. orientalis
permitindo a determinacdo da proporcdo das duas leveduras na cultura
mista. Na Figura 18 sé&o ilustradas colbnias rugosas com bordas regulares
para a linhagem 195B de |. orientalis e col6nias lisas e menores para a
linhagem I1QAr/45-1 de S. cerevisiae. As colOGnias rugosas com bordas
regulares ou irregulares é uma caracteristica ressaltante das leveduras

selvagens como é o caso de |. orientalis (WALKER, 1998).

N/

Figura 18. Células de S. cerevisiae e |. orientalis apds um dia de crescimento em
meio YPD a 30°C.

Como mostram a Figura 18 e a Tabela 14, o inéculo inicial de 10 mg/L
da cultura mista contem aproximadamente 9,609 x 10’ cel/mL de S.
cerevisiae e 5,950 x 10° cel/mL de . orientalis (proporgéo 1:5, expressa em
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N°cel/mL). Observa-se na Figura 18 que em 6 h de fermentacdo ocorreu
uma diminuicdo do numero total de células por mL, talvez devido a
adaptacédo das células tanto de I. orientalis quanto de S. cerevisiae ao meio.
Apos 10 h de fermentacdo, quando a producdo de etanol € maxima, o
namero de células totais voltou a aumentar mantendo a proporgao inicial de
1: 5 até as 12 h (Tabela 14).

Tabela 14. Variacdo do N° células/mL de S. cerevisiae e |. orientalis e da

proporcao das duas leveduras na cultura mista apos 12 h de fermentacéao.

N°células/mL Proporcéo
Tempo — - - S. cerevisiae :
S. cerevisiae l. orientalis | orientalis
8,50x10" + 1,00x10’ 4,25x108 + 1,00x10° 1:50
7,95x10" + 5,68x10° 3,01x10% + 3,41x10° 1:3,8
10 5,75x10" + 1,25x10 3,55x10% + 3,00x10° 1:6,2
12 7,02x107 + 1,97x10’ 3,76x10% + 2,81x10° 1:54

A . orientalis
B2 S. cerevisiae

4x108-:%
§ 3x108-.%
g 2x108-/
1x108-.%~ : _ ..

6 8 10 12 14
Tempo (h)

o
N
i

Figura 19. Variagbes na proporcao de S. cerevisiae e |. orientalis na co-cultura
no decorrer da fermentagéo de melaco a 42°C.
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4.5. Ensaios de fermentacdo em bateladas simples utilizando inéculos
mistos das leveduras |. orientalis (linhagem 195B) e outras
leveduras nédo-Saccharomyces com caracteristicas de

termotolerancia

Outras leveduras também tolerantes ao etanol e temperatura poderiam
minimizar as perdas em viabilidade. Assim, decidiu-se trocar a linhagem
IQAr/45-1 de S. cerevisiae pela linhagem CBS 7045 de Saccharomyces
bayanus e pela linhagem CBS 712 de Kluyveromyces marxianus. Um isolado
de K. marxianus foi capaz de produzir etanol na faixa de 7,6-9,1% (v/v)
utiizando melaco de cana-de-acUcar a temperaturas variando de 30-40°C
(SINGH et al., 1998). Outras linhagens de K. marxianus mostraram-se capazes
de crescer a temperaturas tao altas quanto 52°C e produzir etanol na faixa de
6,3-6,9% (v/v) a 45°C a partir de 14% (m/v) de glicose (BANAT et al., 1992). A
levedura S. bayanus também é uma levedura que resiste elevacdes de
temperatura. A Figura 20 permite comparar as fermentagcdes mistas de |I.
orientalis com outras leveduras ndo-Saccharomyces. Observou-se que a co-
cultura de I. orientalis com K. marxianus perdeu menos viabilidade, mas
produziu menos etanol em 12 horas de fermentagao a 42°C. O teor de etanol
produzido pelas duas leveduras foi menor (40-45 g/L) comparado com o etanol
produzido pela cultura mista de I. orientalis e S. cerevisiae. A levedura S.
bayanus substituiu satisfatoriamente a levedura IQAr/45-1, porém 0 mesmo
nao foi obtido com o uso da levedura K. marxianus. Na verdade, ndo houve
nenhum ganho com a troca da levedura 1QAr/45-1 com a levedura S .bayanus.
Com relagéo a troca da levedura IQAr/45-1 pela levedura K. marxianus, obteve-
se uma alta viabilidade em 24 horas de fermentagdo com consumo quase total
de acucares tornando a fermentacdo bem mais lenta. Assim, parece nao haver
vantagens em se tocar a levedura S. cerevisiae por outras leveduras

termotolerantes.
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Biomassa (mg/mL)

Etanol (g/L)
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Figura 20. Comparacdo entre culturas mistas das leveduras S. cerevisiae + |.
orientalis (-M-), S. bayanus + |. orientalis (-@®-) e K. marxianus + |. orientalis (-A-)
fermentando melago (150 g/L ART) a 42°C, in6culo de 10 mg/mL e sob agitacao de
80 rpm.
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Conclusoes
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Os 70 isolados de I. orientalis, identificados no nosso laboratério num
trabalho anterior, foram avaliados qualitativamente mostrando diferentes
caracteristicas quanto a sua capacidade de assimilacdo e fermentacédo de

distintas fontes de carbono a 40°C.

Uma linhagem de I. orientalis (isolado 195B) foi capaz de assimilar melaco
nao hidrolisado, melaco hidrolisado, sacarose, frutose e glicerol a 40°C e de
fermentar melaco n&o hidrolisado e sacarose a 40°C. Além disto, este
isolado foi capaz de produzir etanol em meio YPD a pH 2,5 e 40°C com
pouca perda de viabilidade.

Um sinergismo entre a linhagem 195B da levedura I. orientalis e a linhagem
IQAr/45-1 de S. cerevisiae foi estabelecido durante a fermentacéo de melacgo
de cana-de-acucar a 42°C com reducdo nas perdas de viabilidade total.

A linhagem 1QAr/45-1 de S. cerevisiae foi trocada por outras leveduras
termotolerantes quando em co-cultura com a linhagem 195B de |I. orientalis,
porem nao houve beneficios quanto a producdo de etanol e viabilidade

celular.

O processo de fermentacédo estabelecido permitiu a producéo de 67 g/L de
etanol (8,5%, v/v) apOs 12 horas de fermentacdo nas seguintes condicdes e
em uma Unica batelada simples: melaco 16% (ART), propor¢éo inicial de 1
parte de S. cerevisiae : 3 partes de |. orientalis num inéculo misto de
10mg/mL, propor¢cdo volume de meio e volume de frasco de 1 : 1,8,
temperatura 42°C e 80 rpm.

Os resultados experimentais obtidos no presente trabalho indicam que é
possivel fermentar melaco de cana-de-acUcar (etanol de 1° geracdo) a
elevadas temperaturas com reducdo nas perdas de viabilidade celular.
Parece ser possivel desenvolver um processo para a producdo de etanol a
partir de hidrolisados acidos (etanol de 2° geracdo) provenientes de
materiais celulésicos utilizando a linhagem 195 B de |. orientalis.
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Apéndice I. Curvas de Calibracdo para a linhagem IQAr/45-1 de

Saccharomyces cerevisiae.

J |[Equation  y=a+ b*x
0,6- Adj. R-Squa 0,999
Value Standard E
1B Intercept 0
0,548 Slope 2,066 0,033
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Figura 21. Curva de calibracdo para analise de biomassa da linhagem
IQAr/45-1 da levedura Saccharomyces cerevisiae. A equacao da reta

mostrou o seguinte: coeficiente angular b=2,066, fator de
correlacdo R?=0,999 e fator de conversdo de absorbancia em biomassa

seca f=0,48 para o espectrofotometro Bioespectro modelo SP-22.
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Figura 22. Curva de calibracao para determinacdo do numero de células

por mL da linhagem IQAr/45-1 da levedura Saccharomyces cerevisiae. A

equacao da reta
b=5,399x10®, intercepto da reta a=-0,023 e fator de correlacdo R?=0,997

mostrou o seguinte: coeficiente angular

para o espectrofotometro Bioespectro modelo SP-22.
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Apéndice Il. Curvas de Calibragdo para a linhagem 195B de

Issatchenkia orientalis.

Equation y =a + b*x
Adj. R-Squa 0,99985

0.8 - Value Standard Err
! B Intercept 0,011 0,002
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Figura 23. Curva de calibracdo para analise de biomassa da linhagem
195B da levedura Issatchenkia orientalis. A equacao da reta

mostrou o seguinte: coeficiente angular b=2,168, fator de correlagcéao
R?=0,999 e fator de conversdo de absorbancia em biomassa seca =0,45
para o espectrofotometro Bioespectro modelo SP-22.
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Equation y =a+ b*x
0 8 4 | Adj. R-Squa  0.99208
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Figura 24. Curva de calibracdo para determinacdo do numero de células
por mL da linhagem 195B da levedura Issatchenkia orientalis. A equagéo
da reta mostrou 0 seguinte: coeficiente angular b=2,726x107,
intercepto da reta a=0,049 e fator de correlacdo R?=0,992 para o

espectrofotdmetro Bioespectro modelo SP-22.
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Apéndice lll. Curvas de Calibracéo para dosagem de acucares.

Equation y=a+ b*x
1,5 - Adj. R-Squ 0,999
Value Standard Er

Glicose Intercept -0,051 0,011
1’2 Jd |Glicose Slope 13,371 0,175
£
S 0,9-
<
o)
7))
< 0,64
0,3 1
0’0 = v T v T v T T T
0,00 0,03 0,06 0,09 0,12

Glicose (%, m/v)

Figura 25. Curva padrdo de calibracdo de glicose 0,2% (m/v) para
dosagens de acUcares redutores totais pelo método DNS (MILLER, 1959).
A equacado da reta mostrou o seguinte: coeficiente angular
b=13,37, intercepto da reta a=-0,051 e fator de correlacdo (R*=0,999)

para o espectrofotdmetro Bioespectro modelo SP-22.
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