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Saccharomyces cerevisiae, € um fungo leveduriforme responsavel por processos
fermentativos no Brasil e no mundo. Estes processos sdo importantes na producao de:
paes, bebidas e produgdo de etanol, gerando altos valores econdmicos e colocando
este microrganismo na vanguarda mundial. Tendo em vista os altos valores
econdbmicos gerados pelas leveduras, conhecer de forma mais detalhada este
organismo e seus processos fisioldgicos, possibilitara o melhoramento dos processos
industriais dos quais ele participa.

O presente trabalho teve como objetivo principal realizar estudos do efeito da
complexidade estrutural de fontes de nitrogénio no fluxo metabdlico do carbono em
leveduras industriais utilizadas nas industrias de panificacdo, de producao de vinhos e
cervejas. Os meios basico de cultura continham vitaminas e sais essenciais, um agucar
(glicose, galactose ou maltose) como fonte de carbono e uma fonte nitrogenada
variando de um simples sal de amdnio (sulfato de aménio), a aminoacidos livres
(casaminoacidos) e peptideos (peptona). Os estudos envolveram: a) determinagao do
desempenho fermentativo de leveduras industrias em meios de cultivo suplementado
com fontes de nitrogénio com diferentes graus de complexidade estrutural e com
diferentes acucares; b) estudo do efeito da utilizagdo de diferentes fragées peptidicas
isoladas de peptona no desempenho fermentativo das leveduras industriais; c)
avaliagao do efeito da complexidade estrutural da fonte de nitrogénio na produgéo dos
carboidratos de reserva glicogénio e trealose por leveduras industriais.

Através da determinagao dos parametros fermentativos das leveduras foi
possivel verificar que o tipo da fonte de carbono e a complexidade estrutural da fonte
nitrogenada causam efeitos diferentes sobre o metabolismo das leveduras industriais.
No geral, no meio contendo glicose (um acgucar repressor), a peptona € o complemento
nitrogenado que proporciona melhor desempenho fermentativo para as linhagens, com
maior produgdo de biomassa e etanol, com a preservagao da viabilidade celular.
Entretanto, na fermentagao da galactose e maltose (agucares reprimidos por glicose) o
melhor desempenho fermentativo foi no meio contendo casaminoacidos. Uma das
linhagens de cervejaria e uma de vinicola, nao conseguiram fermentar (produzir etanol)
em maltose e galactose no meio suplementado com peptona. Este resultado é
interessante do ponto de vista industrial, onde na maioria das vezes os meios de
produgédo apresentam composi¢do variada de agucares e compostos nitrogenados. O
aumento da concentragédo da fonte nitrogenada restabeleceu a capacidade da linhagem

cervejeira de fermentar maltose e galactose. Este resultado é indicativo da deficiéncia
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das referidas linhagens de utilizar fonte de nitrogénio na forma de peptideos, o que nao
aconteceu com outras linhagens. O sulfato de aménio, em todas as condigbes
estudadas, sempre induziu um desempenho fermentativo inferior.

Os estudos com fragdes peptidicas isoladas da peptona como fonte de
nitrogénio, indicam que as linhagens apresentam capacidades diferenciadas em utilizar
peptideos, o que em parte corrobora os resultados obtidos no estudo do desempenho
fermentativo das linhagens industriais em fonte de nitrogénio com complexidade
estrutural diversificada.

Os resultados obtidos com os carboidratos trealose e glicogénio estdo de acordo
com o comportamento esperado para o acumulo destes compostos, uma vez que foi
observado que a quantidade destes carboidratos de reserva nas células sofrem
acentuadas variacbes em resposta a diferentes alteragdes nutricionais experimentadas
pelas leveduras durante o processo fermentativo, e isto ocorre como consequéncia do
complexo sistema regulatorio que controla a produgédo dos carboidratos. A maioria dos
dados indica que a quantidade de trealose e glicogénio foram sempre maiores na
suplementagcdo com aménio e menor com peptona. A concentracido de trealose e
glicogénio produzidas pelas linhagens talvez reflita o processo de selegao a que foram
submetidas as linhagens, o tipo a e concentragéo da fonte de carbono, o tempo de

fermentagédo e também com a natureza estrutural da fonte de nitrogénio.
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Saccharomyces cerevisiae, is a budding yeast responsible for fermentative
processes in Brazil and in the world. These processes are important is the production of
breads, drinks, and ethanol, generating high economic values and placing this
microrganism in the worldwide vanguard. In view of this, the knowledge of the organism
and its physiology will make possible the improvement of the industrial processes of
which it is involved.

The present work had as main objective to carry out studies of effects of the
structural complexity of nitrogen sources in the metabolic flux of carbon in industrial
yeasts used in the production of bread, wines, and beers. The basic media contained
vitamins and essentials salts, sugar (glucose, galactose or maltose) as carbon source
and a nitrogen source varying of a simple ammonium salt (ammonium sulphate), the
free amino acids (casamino acids) and peptides (peptone). The studies involved: a)
evaluation of fermentative performance of industrials yeasts in media supplemented
with nitrogen sources with differing degrees of structural complexity and with different
sugars; b) study of the effect of the use of different peptides fractions isolated of
peptone in the fermentative performance of the industrial yeasts; c) evaluation of the
effect of the structural complexity of the nitrogen source in the production of reserve
carbohydrates glycogen and trehalose by industrial yeasts strains.

Considering the fermentative parameters it was possible to verify that the type of
the carbon source and the structural complexity of the nitrogen source induced different
effects on the metabolism of industrial yeast. In the general, in the medium containing
glucose (repressive sugar), the peptone is the nitrogen complement that provides a
better fermentative performance, with high production of biomass and ethanol,
preserving of the cellular viability.

However, in the fermentation of galactose and maltose (sugars repressed by
glucose) the optimum fermentative performance occurred in the medium containing
casaminoacids. One strain of brewing and one of wine didn’t produce high levels of
ethanol in maltose and galactose in medium supplemented with peptone. This result is
interesting of the industrial point of view, because most production media present a
varied composition of sugars and nitrogen sources. Increasing the concentration of the
nitrogen source reestablished the capacity of the beer strains ferment maltose and
galactose. This result is an indicative of differing ability of industrial strains to use
nitrogen source in the form of peptides. The ammonium sulphate, in all the studied

conditions, always induced a lower fermentative performance.
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The studies with isolated peptides fractions from peptone as a nitrogen source
indicate that the industrial strains show different capabilities of using peptides. This
suggest that the results obtained in the studies of the fermentative performance using
nitrogen source with diversified structural complexity, is in part due the differing ability of
industrial strains to use peptides.

The results obtained with the carbohydrates trehalose and glycogen are in
accordance with the expected behavior for the accumulation of these compounds, once
it was observed that the amount of these reserve carbohydrates of in the cells suffers
accented variations in response to the different nutritional alterations experienced by the
yeasts during the fermentative process. This may occurs as consequence of the
complex regulatory system that controls the production of the carbohydrates.

The maijority of the data indicates that the amount of trehalose and glycogen was
always higher under ammonium and casamino acids supplementation than with
peptone. Perhaps the concentration of trehalose and glycogen produced by the strains
reflects the process of selection that the strains were submitted, the type and
concentration of the carbon source, the time of fermentation and also with the structural

nature of the nitrogen source.
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Figuras

1. Fotografia da célula de Saccharomyces cerevisiae em reprodugdo por

brotamento.
2. Assimilagdo de nutrientes pela célula de levedura.

3. Produgéo de biomassa, agucar residual, producéo de etanol e viabilidade
celular de S. cerevisiae (A3) durante crescimento aerébico em meio YNB
contendo peptona, casaminoacidos ou sulfato de aménio 1% e 2% de

glicose.

4. Produgéo de biomassa, agucar residual, producéo de etanol e viabilidade
celular de S. cerevisiae (L52) durante crescimento aerobico em meio YNB
contendo peptona, casaminoacidos ou sulfato de aménio 1% e 2% de

glicose.

5. Produgéo de biomassa, agucar residual, producéo de etanol e viabilidade
celular de S. cerevisiae (VIN7) durante crescimento aerébico em meio YNB
contendo peptona, casaminoacidos ou sulfato de aménio 1% e 2% de

glicose.

6. Producéo de biomassa, agucar residual, producdo de etanol e viabilidade
celular de S. cerevisiae (VIN13) durante crescimento aerobico em meio
YNB contendo peptona, casaminoacidos ou sulfato de aménio 1% e 2% de

glicose.

7. Produgéo de biomassa, acgucar residual, producao de etanol e viabilidade
celular de S. cerevisiae (A3) durante crescimento aerdbico em meio YNB
contendo peptona, casaminoacidos ou sulfato de aménio 1% e 15% de

glicose.

8. Produgéo de biomassa, agucar residual, producdo de etanol e viabilidade
celular de S. cerevisiae (L52) durante crescimento aerébico em meio YNB

contendo peptona, casaminoacidos ou sulfato de aménio 1% e 15% de
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glicose.

9. Produgéo de biomassa, acgucar residual, produc¢éo de etanol e viabilidade
celular de S. cerevisiae (VIN7) durante crescimento aerébico em meio YNB
contendo peptona, casaminoacidos ou sulfato de aménio 1% e 15% de

glicose.

10. Produgédo de biomassa, acgucar residual, produgdo de etanol e
viabilidade celular de S. cerevisiae (VIN13) durante crescimento aerobico
em meio YNB contendo peptona, casaminoacidos ou sulfato de aménio 1%

e 15% de glicose.

11. Produgdo de biomassa, acucar residual, produgdo de etanol e
viabilidade celular de S. cerevisiae (A3) durante crescimento aerébico em
meio YNB contendo peptona, casaminoacidos ou sulfato de aménio 1% e

2% de galactose.

12. Producdo de biomassa, acucar residual, producdo de etanol e
viabilidade celular de S. cerevisiae (L52) durante crescimento aerdobico em
meio YNB contendo peptona, casaminoacidos ou sulfato de aménio 1% e

2% de galactose.

13. Produgdo de biomassa, agucar residual, produgdo de etanol e
viabilidade celular de S. cerevisiae (A3) durante crescimento aerébico em
meio YNB contendo peptona, casaminoacidos ou sulfato de aménio 1% e

15% de galactose.

14. Producdo de biomassa, acucar residual, producdo de etanol e
viabilidade celular de S. cerevisiae (L52) durante crescimento aerdbico em
meio YNB contendo peptona, casaminoacidos ou sulfato de aménio 1% e

156% de galactose.

15. Produgdo de biomassa, acucar residual, produgdo de etanol e
viabilidade celular de S. cerevisiae (A3) durante crescimento aerébico em
meio YNB contendo peptona, casaminoacidos ou sulfato de ambénio 1% e

2% de maltose
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16. Producdo de biomassa, acucar residual, producdo de etanol e
viabilidade celular de S. cerevisiae (L52) durante crescimento aerdbico em
meio YNB contendo peptona, casaminoacidos ou sulfato de aménio 1% e

2% de maltose.

17. Produgdo de biomassa, acucar residual, produgcdo de etanol e
viabilidade celular de S. cerevisiae (VIN7) durante crescimento aerdbico em
meio YNB contendo peptona, casaminoacidos ou sulfato de aménio 1% e

2% de maltose.

18. Producdo de biomassa, acgucar residual, producdo de etanol e
viabilidade celular de S. cerevisiae (VIN13) durante crescimento aerobico
em meio YNB contendo peptona, casaminoacidos ou sulfato de aménio 1%

e 2% de maltose.

19. Produgdo de biomassa, agucar residual, produgdo de etanol e
viabilidade celular de S. cerevisiae (A3) durante crescimento aerébico em
meio YNB contendo peptona, casaminoacidos ou sulfato de aménio 1% e

15% de maltose.

20. Produgdo de biomassa, acgucar residual, produgdo de etanol e
viabilidade celular de S. cerevisiae (L52) durante crescimento aerébico em
meio YNB contendo peptona, casaminoacidos ou sulfato de aménio 1% e

15% de maltose.

21. Produg¢do de biomassa, acucar residual, produgcdo de etanol e
viabilidade celular de S. cerevisiae (VIN7) durante crescimento aerobico em
meio YNB contendo peptona, casaminoacidos ou sulfato de aménio 1% e

15% de maltose.

22. Producdo de biomassa, acgucar residual, producdo de etanol e
viabilidade celular de S. cerevisiae (VIN13) durante crescimento aerobico
em meio YNB contendo peptona, casaminoacidos ou sulfato de aménio 1%

e 15% de maltose.
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viabilidade celular de S. cerevisiae (A3) durante crescimento aerobico em
meio YNB contendo peptona, casaminoacidos ou sulfato de aménio 3% e

15% de glicose.

24. Produgdo de biomassa, acgucar residual, produgdo de etanol e
viabilidade celular de S. cerevisiae (L52) durante crescimento aerébico em
meio YNB contendo peptona, casaminoacidos ou sulfato de aménio 3% e

15% de glicose.

25. Produgdo de biomassa, acucar residual, producdo de etanol e
viabilidade celular de S. cerevisiae (Fiso) durante crescimento aerdébico em
meio YNB contendo peptona, casaminoacidos ou sulfato de ambénio 3% e

15% de glicose.

26. Produgdo de biomassa, acgucar residual, produgcdo de etanol e
viabilidade celular de S. cerevisiae (A3) durante crescimento aerébico em
meio YNB contendo peptona, casaminoacidos ou sulfato de aménio 3% e

15% de galactose.

27. Produgdo de biomassa, acucar residual, producdo de etanol e
viabilidade celular de S. cerevisiae (L52) durante crescimento aerdébico em
meio YNB contendo peptona, casaminoacidos ou sulfato de aménio 3% e

156% de galactose.

28. Producdo de biomassa, acgucar residual, producdo de etanol e
viabilidade celular de S. cerevisiae (Fiso) durante crescimento aerébico em
meio YNB contendo peptona, casaminoacidos ou sulfato de ambénio 3% e

156% de galactose.

29. Produgédo de biomassa, agucar residual, produgdo de etanol e
viabilidade celular de S. cerevisiae (A3) durante crescimento aerébico em
meio YNB contendo peptona, casaminoacidos ou sulfato de aménio 3% e

15% de maltose.
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meio YNB contendo peptona, casaminoacidos ou sulfato de aménio 3% e

15% de maltose.

31. Producdo de biomassa, acucar residual, produ¢cdo de etanol e
viabilidade celular de S. cerevisiae (Fiso) durante crescimento aerébico em
meio YNB contendo peptona, casaminoacidos ou sulfato de aménio 3% e

15% de maltose.

32. Efeito da utilizacdo das fragcbes peptidicas isoladas da peptona,
produgcdo de biomassa, acucar residual, producdo de etanol e viabilidade
celular de S. cerevisiae (A3, L52 e Fiso) durante crescimento aerébico em

meio YNB contendo a fragéo (4-8) em 2% de Glicose.

33. Efeito da utilizacdo das fracdes peptidicas isoladas da peptona,
produgdo de biomassa, acgucar residual, produg¢do de etanol e viabilidade
celular de S. cerevisiae (A3, L52 e Fiso) durante crescimento aerébico em

meio YNB contendo a fracdo (9-14) em 2% de Glicose.

34. Efeito da utilizacdo das fracbes peptidicas isoladas da peptona,
producdo de biomassa, acucar residual, producdo de etanol e viabilidade
celular de S. cerevisiae (A3, L52 e Fiso) durante crescimento aerdbico em

meio YNB contendo a fragéao (4-8) em 2% de maltose.

35. Efeito da utilizacdo das fragcbes peptidicas isoladas da peptona,
produgcdo de biomassa, aclcar residual, producdo de etanol e viabilidade
celular de S. cerevisiae (A3, L52 e Fiso) durante crescimento aerébico em

meio YNB contendo a fragéo (9-14) em 2% de maltose.

36. Perfil dos niveis de glicogénio em células de S. cerevisiae (A3) durante
crescimento aerobico em meio YNB contendo 2% (p/v) de glicose
suplementado com 1% (p/v) peptona, casaminoacidos ou sulfato de

aménio.

37. Perfil dos niveis de glicogénio em células de S. cerevisiae (A3) durante
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suplementado com 1% (p/v) peptona, casaminoacidos ou sulfato de
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aménio.

38. Perfil dos niveis de glicogénio em células de S. cerevisiae (L52) durante
crescimento aerobico em meio YNB contendo 2% (p/v) de glicose
suplementado com 1% (p/v) peptona, casaminoacidos ou sulfato de

amonio.

39. Perfil dos niveis de glicogénio em células de S. cerevisiae (L52) durante
crescimento aerobico em meio YNB contendo 15% (p/v) de glicose
suplementado com 1% (p/v) peptona, casaminoacidos ou sulfato de

aménio.

40. Perfil dos niveis de glicogénio em células de S. cerevisiae (Fiso)
durante crescimento aerébico em meio YNB contendo 2% (p/v) de glicose
suplementado com 1% (p/v) peptona, casaminoacidos ou sulfato de

amoénio.

41. Perfil dos niveis de glicogénio em células de S. cerevisiae (Fiso)
durante crescimento aerobico em meio YNB contendo 15% (p/v) de glicose
suplementado com 1% (p/v) peptona, casaminoacidos ou sulfato de

amonio.

42. Perfil dos niveis de glicogénio em células de S. cerevisiae (A3) durante
crescimento aerobico em meio YNB contendo 2% (p/v) de maltose
suplementado com 1% (p/v) peptona, casaminoacidos ou sulfato de

aménio.

43. Perfil dos niveis de glicogénio em células de S. cerevisiae (A3) durante
crescimento aerobico em meio YNB contendo 15% (p/v) de maltose
suplementado com 1% (p/v) peptona, casaminoacidos ou sulfato de

amoénio.

44. Perfil dos niveis de glicogénio em células de S. cerevisiae (L52) durante
crescimento aerdbico em meio YNB contendo 2% (p/v) de maltose
suplementado com 1% (p/v) peptona, casaminoacidos ou sulfato de

amonio.
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45. Perfil dos niveis de glicogénio em células de S. cerevisiae (L52) durante
crescimento aerobico em meio YNB contendo 15% (p/v) de maltose
suplementado com 1% (p/v) peptona, casaminoacidos ou sulfato de

aménio.

46. Perfil dos niveis de glicogénio em células de S. cerevisiae (Fiso)
durante crescimento aerobico em meio YNB contendo 2% (p/v) de maltose
suplementado com 1% (p/v) peptona, casaminoacidos ou sulfato de

amoénio.
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suplementado com 1% (p/v) peptona, casaminoacidos ou sulfato de
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50. Perfil dos niveis de glicogénio em células de S. cerevisiae (L52) durante
crescimento aerébico em meio YNB contendo 2% (p/v) de galactose

suplementado com 1% (p/v) peptona, casaminoacidos ou sulfato de aménio

51. Perfil dos niveis de glicogénio em células de S. cerevisiae (L52) durante
crescimento aerdobico em meio YNB contendo 15% (p/v) de galactose
suplementado com 1% (p/v) peptona, casaminoacidos ou sulfato de

aménio.

52. Perfil dos niveis de glicogénio em células de S. cerevisiae (Fiso)

durante crescimento aerdobico em meio YNB contendo 2% (p/v) de
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galactose suplementado com 1% (p/v) peptona, casaminoacidos ou sulfato

de amodnio.
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durante crescimento aerébico em meio YNB contendo 15% (p/v) de
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54. Perfil dos niveis de trealose em células de S. cerevisiae (A3) durante
crescimento aerobico em meio YNB contendo 2% (p/v) de glicose
suplementado com 1% (p/v) peptona, casaminoacidos ou sulfato de

aménio.

55. Perfil dos niveis de trealose em células de S. cerevisiae (A3) durante
crescimento aerobico em meio YNB contendo 15% (p/v) de glicose

suplementado com 1% (p/v) peptona, casaminoacidos ou sulfato de aménio

56 Perfil dos niveis de trealose em células de S. cerevisiae (L52) durante
crescimento aerobico em meio YNB contendo 2% (p/v) de glicose

suplementado com 1% (p/v) peptona, casaminoacidos ou sulfato de aménio

57. Perfil dos niveis de trealose em células de S. cerevisiae (L52) durante
crescimento aerobico em meio YNB contendo 15% (p/v) de glicose
suplementado com 1% (p/v) peptona, casaminoacidos ou sulfato de

aménio.

58. Perfil dos niveis de trealose em células de S. cerevisiae (Fiso) durante
crescimento aerobico em meio YNB contendo 2% (p/v) de glicose
suplementado com 1% (p/v) peptona, casaminoacidos ou sulfato de

amoénio.

59. Perfil dos niveis de trealose em células de S. cerevisiae (Fiso) durante
crescimento aerobico em meio YNB contendo 15% (p/v) de glicose
suplementado com 1% (p/v) peptona, casaminoacidos ou sulfato de

aménio.

60. Perfil dos niveis de trealose em células de S. cerevisiae (A3) durante
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crescimento aerdbico em meio YNB contendo 2% (p/v) de maltose
suplementado com 1% (p/v) peptona, casaminoacidos ou sulfato de

aménio.
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suplementado com 1% (p/v) peptona, casaminoacidos ou sulfato de

amoénio.

62. Perfil dos niveis de trealose em células de S. cerevisiae (L52) durante
crescimento aerdbico em meio YNB contendo 2% (p/v) de maltose
suplementado com 1% (p/v) peptona, casaminoacidos ou sulfato de

aménio.

63. Perfil dos niveis de trealose em células de S. cerevisiae (L52) durante
crescimento aerdobico em meio YNB contendo 15% (p/v) de maltose
suplementado com 1% (p/v) peptona, casaminoacidos ou sulfato de

aménio.

64. Perfil dos niveis de trealose em células de S. cerevisiae (Fiso) durante
crescimento aerdbico em meio YNB contendo 2% (p/v) de maltose
suplementado com 1% (p/v) peptona, casaminoacidos ou sulfato de

amoénio.

65. Perfil dos niveis de trealose em células de S. cerevisiae (Fiso) durante
crescimento aerobico em meio YNB contendo 15% (p/v) de maltose
suplementado com 1% (p/v) peptona, casaminoacidos ou sulfato de

amonio.

66. Perfil dos niveis de trealose em células de S. cerevisiae (A3) durante
crescimento aerobico em meio YNB contendo 2% (p/v) de galactose
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aménio.
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suplementado com 1% (p/v) peptona, casaminoacidos ou sulfato de

aménio.

68. Perfil dos niveis de trealose em células de S. cerevisiae (L52) durante
crescimento aerébico em meio YNB contendo 2% (p/v) de galactose
suplementado com 1% (p/v) peptona, casaminoacidos ou sulfato de

amonio.

69. Perfil dos niveis de trealose em células de S. cerevisiae (L52) durante
crescimento aerobico em meio YNB contendo 15% (p/v) de galactose
suplementado com 1% (p/v) peptona, casaminoacidos ou sulfato de

aménio.

70. Perfil dos niveis de trealose em células de S. cerevisiae (Fiso) durante
crescimento aerébico em meio YNB contendo 2% (p/v) de galactose
suplementado com 1% (p/v) peptona, casaminoacidos ou sulfato de

aménio.

71. Perfil dos niveis de trealose em células de S. cerevisiae (Fiso) durante
crescimento aerobico em meio YNB contendo 15% (p/v) de galactose
suplementado com 1% (p/v) peptona, casaminoacidos ou sulfato de

amonio.
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1.1 SACCHAROMYCES CEREVISIAE

A exploragédo de organismos vivos tais como plantas, animais e microrganismos
sao sabiamente explorados pelos seres humanos por varios séculos, com aplicacées
que abrangem desde a industria de alimentagdo, de medicamentos e de diferentes
processos industriais. O reino dos fungos é um dos mais numerosos, sao organismos
unicelulares, de vida livre e algumas espécies sdo importantes devido a sua grande
biodiversidade no planeta. Por isto ha um enorme potencial a ser explorado por estes
microrganismos que possuem uma das mais fascinantes e importantes propriedades,
que é a habilidade de converter substratos em produtos de interesse biotecnoldgico
(OSTERGAARD et al., 2000). E neste universo estdo inseridas as leveduras as quais
representam aproximadamente 700 espécies descritas, sendo que algumas tém sido
bem caracterizadas, fazendo com que este grupo de microrganismos seja
qualitativamente e economicamente importante nos processos industriais (STEWART &
RUSSELL, 1998).

Os fungos leveduriformes, do género Saccharoyices cerevisiae, S&0 organismos
eucariotos unicelares extremamente versatil no seu metabolismo, que se reproduzem
por esporos e brotamento (Figura 1), possui 16 cromossomos lineares e a sequéncia
gendmica indica que aproximadamente 6000 genes séo funcionais (GOFFEAU et al.,
1996), sendo que dois tergos dos genes possuem fungbes baseadas no fendtipo ou
mutagdes com nenhuma homologia com proteinas conhecidas (WU et al., 2002). Sao
tradicionalmente utilizados na industria de panificagdo, na produgcao de bebidas
alcodlicas e etanol combustivel. Milhares de toneladas de leveduras sdo produzidos
somente para a industria de panificacédo, fazendo destes microrganismos um dos mais
importantes produtos da biotecnologia (BEUDEKER et al., 1990). Outras aplicagbes de
leveduras incluem a produgdo de enzimas, nucleotideos, vitaminas, glicoproteinas,
coenzimas, acidos nucléicos e lipidios.

Espécies selvagens de Saccharomyces cerevisiae e os seus mutantes com
caracteristicas genéticas definidas tém sido selecionadas e usadas para a elucidagao
de mecanismos de sinalizagao celular e de regulagcdo metabdlica. Varias técnicas sao
aplicadas no estudo e na caracterizagdo destes organismos, tais como: a genética
classica, as novas ferramentas da biologia molecular, bem como os parametros
fisiologicos. As técnicas da genética classica consistem em fusdo por protoplastos,
cariogamia, entre outras (SPENCER et al., 1987; COX, 1995, GEORGIEVA &
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ROTHSTEIN, 2002). Uma das importantes aplicacbes das novas ferramentas da
biologia molecular consiste no isolamento do gene de interesse e a transferéncia deste
para outros organismos. Uma das estratégias utilizadas no melhoramento de
organismos tem sido a indugado randémica de mutagdes e subsequente selegdo dos
mutantes mais promissores, 0s quais sao identificados por processos de "screening".
No entanto, o rapido desenvolvimento da genética molecular, principalmente da
tecnologia do DNA recombinante, e a melhor compreensdo dos processos de
sinalizagao celular e de regulagdo vém possibilitando o desenvolvimento de uma nova
area cientifica, conhecido como engenharia metabdlica (STEPHANOPOULOS et al.,
1998), que permite o aprimoramento genético de microrganismos visando a sua melhor
adequacgao aos processos biotecnoldgicos. O aprimoramento dos microrganismos €&
associado a estudos complexos do metabolismo, que incluem as analises de fluxos
metabdlicos (AFM), que consideram o conjunto de todos 0s processos quimicos que
ocorrem numa célula (MADIGAN et al., 1997). Isto é importante para entender como
devemos manipular o genoma e as condi¢des de cultivo de um organismo, no sentido
de melhorar os processos de obtencdo de produtos de interesse para o0 homem.
Atualmente, encontram-se disponiveis protocolos experimentais para praticamente
qualquer manipulagdo genética a ser introduzida em organismos de importéncia
industrial. No entanto, ainda ndo esta tdo bem resolvida a questdao de qual a melhor
forma de se aplicar estes protocolos, ou seja, quais genes devem ser modificados e de
gue maneira. A dificuldade reside no fato de que as células vivas sdo extremamente
complexas, e que uma determinada modificagdo genética raramente produz um unico e
exclusivo efeito desejado. Desta forma, é importante que se compreenda a complexa
relagdo existente entre as varias vias metabdlicas e os seus mecanismos regulatorios,
qguando se objetiva obter um organismo produtor com caracteristicas melhoradas.

O trabalho experimental descrito nesta tese foi realizado com linhagens
industriais de Saccharomyces cerevisiae utilizadas na industria de panificagdo, na
producao de cervejas e de vinhos. A escolha destas leveduras deveu-se ao fato de
possuirem origens diferentes e por fermentarem substratos com composi¢ao complexa
de fonte de carbono e de nitrogénio, e que sao importantes do ponto de vista
biotecnoldgico. Pelas razdes acima expostas, as leveduras do género Saccharomyces
cerevisiae tem sido alvo de varios estudos com fins cientificos e aplicados e se tornou
sinbnimo de levedura. Nesta tese, a palavra levedura sera usada na maioria das vezes

no lugar de Saccharomyces cerevisiae.
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Figura 1 — Células de Saccharomyces cerevisiae, reprodugao por brotamento.
Fonte: Saccharomyces cereviseia. Disponivel em < www.med.sc.edu:85/mycology/

micology — 3. htm>. Acesso em 27 Julho 2006.
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1.2. EXIGENCIAS NUTRICIONAIS DOS MICRORGANISMOS

Em todos os processos industrias em que é utilizada a levedura Saccharomyces
cerevisiae, os meios devem conter necessariamente uma fonte de carbono, uma fonte
de nitrogénio, além de sais e vitaminas (COOPER, 1982). Assim, os principais
elementos utilizados pela levedura quanto a quantidade s&o carbono e nitrogénio. Isto
implica que os fluxos de carbono e nitrogénio tanto quanto suas interagées constituem
parametros importantes na regulagéo do crescimento celular. A coordenagao dos fluxos
de carbono e nitrogénio pode ser regulada ao nivel de assimilagdo ou do metabolismo,
dependendo das condicbes de crescimento e da natureza da fonte de carbono e
nitrogénio (ter SCHURE et al., 1995, HORAK, 1997, SCHNEPER et al., 2004).

Na natureza e nos mostos industriais os nutrientes estdo disponiveis de forma
complexa e variavel. Por exemplo, os mostos de cervejaria e vinicola contém uma
mistura diversificada de compostos: os monossacarideos (glicose e frutose) e os
dissacarideos (maltose e sacarose) e outros agucares como fonte de carbono; e um
outro constituinte essencial € a fonte de nitrogénio, que nos mostos industriais, se
constituem numa mistura de aminoacidos, peptideos e uma quantidade de amonio livre
(PIERCE et al., 1987 ; STEWART & RUSSEL, 1998; MORENO-ARRIBAS et al., 2002).

Para selecionar os nutrientes necessarios a serem utilizados, as leveduras
desenvolveram mecanismos celulares os quais sdo desencadeados por eventos de
regulacdo conhecidos como repressao catabdlica induzida pelo carbono (“Carbon
catabolite repression”) ou pelo nitrogénio (“Nitrogen catabolite repression”), e estes
impdem a levedura uma sequéncia ordenada de utilizagcao de fontes de carbono e de
nitrogénio. Além destas vias de regulagdo, existem outras de sinalizacdo e de
sensoriamento de nutrientes em leveduras, além ainda, de ocorrer a integracédo de
varias vias de regulagdo envolvendo aquelas descritas para o carbono e outras para o
nitrogénio, criando um quadro complexo de regulagéo e sinalizagdo (GANCEDO, 1998;
THEVELEIN, 1994; SCHNEPER et al., 2004).

O consumo total de agucares por leveduras é fator essencial nos processos
fermentativos, e é de vital importancia selecionar linhagens de levedura que de forma
rapida e eficiente utilizem os acucares do mosto de fermentagdo. Entretanto,
carboidratos nao sdo os Unicos nutrientes presentes nos mostos industriais.
Considerando que uma quantidade apropriada e diversa de compostos nitrogenados é
importante ndo s6 para completar com sucesso um processo fermentativo, mas

também para se garantir a qualidade do produto, desta forma torna-se necessario
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selecionar linhagens que néo so utilizem todos os tipos de agucares de forma rapida,
mas que também possam consumir de forma apropriada todos os diferentes compostos

nitrogenados com o objetivo de assegurar a qualidade do produto final.

1.2.1. Fontes de carbono

A fonte de carbono preferencial das leveduras é a glicose, e sua presenga no
meio de cultura desencadeia processos de regulagdo metabdlica e a via de regulagao
mais conhecida é a repressao catabdlica exercido pela glicose, e que pode ser definida
como controle da expressdo génica, na etapa de transcricdo de um conjunto amplo de
genes, que ocorre quando as células sdo submetidas a diferentes concentragbes de
glicose. Neste processo de regulagao a expressao dos genes envolvidos em diferentes
fungdes celulares é alterada pelos mecanismos de sinalizagdo celular induzidos pela
glicose, entre elas estéo: a utilizagdo de fontes alternativas de carbono (dissacarideos,
galactose, glicerol e etanol), ciclo dos acidos tricarboxilicos, respiragdo (ou cadeia
respiratoria); gliconeogénese, ciclo do glioxilato e outras (GANCEDO, 1998;
THEVELEIN, 1994; SCHNEPER et al., 2004).

No que diz respeito aos agucares e a outras fontes de carbono, a glicose,
através do efeito de repressao catabdlica, inibe a expressao dos genes envolvidos com
o metabolismo de fontes alternativas, como no caso da maltose e galactose. Este
fenbmeno exercido pela glicose impde a levedura uma sequéncia ordenada de
utilizacao de fontes de carbono, e durante a fermentagdo de um meio contendo uma
mistura complexa, como &, por exemplo, 0 mosto de producédo de cerveja, a levedura
sera capaz de consumir, de forma sequencial, os seguintes acgucares: sacarose,
glicose, frutose, maltose e maltriose, podendo existir alguma superposicédo (STEWART
& RUSSELL, 1998). No nosso trabalho, um resultado que esta diretamente relacionado
com a repressao catabdlica, refere-se a diauxia. Em baixas concentracdes de acgucar
fermentescivel (glicose, galactose e maltose), a levedura inicialmente utiliza o agucar
para produzir biomassa e etanol, e apds a exaustdo da glicose, 0 microrganismo utiliza
aerobicamente o etanol como fonte de carbono.

Apesar de serem objetos de exaustiva investigacdo, os mecanismos através dos
quais ocorrem a repressao catabodlica e os outros processos de sinalizagao e regulagao
celular ndo estao totalmente elucidados. Os estudos mostram que as vias de regulagao

sdo complexas, envolvem um conjunto consideravel de genes e de elementos protéicos
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que atuam como elementos ativadores e repressores. Além da complexidade das vias
que atuam na sinalizagcdo, sensoriamento e regulacdo do metabolismo do carbono,
estdo sendo descritos novos estudos que indicam uma possivel integracdo de varios
sistemas de sinalizagéo e regulagao, inclusive envolvendo a participacado de elementos
da via do carbono na regulagdo da utilizacdo de fontes nitrogenadas (SCHNEPER et
al., 2004; PETER et al., 2006).

O primeiro mecanismo de regulagao de utilizacao de agucar por leveduras € sua
passagem através da membrana plasmatica por transportadores especificos (figura 2).
Nos estudos de transporte de glicose, que ocorre através de difusdo facilitada, foram
identificados dois componentes cinéticos, um de alta afinidade (K., 1-2 mM) e outro de
baixa afinidade (K, ~ 20 mM). A manifestacdo destes componentes cinéticos depende
da disponibilidade e da concentragdo de agucar extracelular (BISSON, 1999; BISSON
& FRAENKEL, 1983). Ja foram identificados pelo menos 18 genes que codificam os
transportadores relacionados com as hexoses, além do gene GALZ identificado como o
transportador de galactose em S. cerevisiae (KRUCKEBERG & BISSON, 1990).

A exemplo da glicose, a galactose é transportada para o meio intracelular por
difusdo facilitada, por uma proteina codificada pelo gene GAL2. O metabolismo da
galactose é regulado pela glicose, que além de regular a expressdao do GAL2
(galactose permease), controla também os genes GAL1, GAL7 e GAL10 que codificam,
respectivamente as proteinas galactoquinase, galactose-1-fosfato uridiltransferase,
UDP-glicose 4-epimerase; e Gal5 fosforoglicomutase (OSTERGAARD et al., 2000). Os
estudos cinéticos de transporte de galactose mostram a existéncia de dois
componentes cinéticos: o de alta afinidade e o de baixa afinidade.

Maltose e maltotriose sdo os acgucares mais abundantes no mosto de cervejaria,
portanto, a capacidade das leveduras de cervejaria em utilizar estes agucares € de vital
importancia para o processo de producdo de cerveja. O metabolismo da maltose
também é regulado pela glicose, através do controle da expressao dos complexos
génicos de MAL1 ao MAL6. O complexo mais estudado é o MALG6, constituido pelos
genes que codificam, respectivamente, as proteinas maltose permease, maltase e uma
proteina reguladora, que ativa a expressdo dos genes MAL61, MAL62, e o proprio
MAL63 (GANCEDO, 1998). O transporte, hidrélise e a fermentacdo da maltose sao
importantes nas cervejarias, ja que a maltose corresponde a 50-60% do agucar
fermentescivel do mosto (STEWART & RUSSELL, 1998). O transporte da maltose
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ocorre por um mecanismo conhecido como simporte ativo. Acredita-se que o
metabolismo da maltotriose seja semelhante ao da maltose.

Uma descrigao mais detalhada do controle do metabolismo de agucares através
do mecanismo de repressao catabdlica e de outras vias de sinalizagao celular pode ser
encontrada nos artigos de revisdao citados em Bibliografia (GANCEDO, 1998;
THEVELEIN, 1994; SCHNEPER et al., 2004).

.2.2. Fontes de nitrogénio

A maioria dos trabalhos realizados sobre o metabolismo do nitrogénio em
microrganismos utiliza um meio minimo com composi¢gdo conhecida, e um unico
composto nitrogenado (LARGE, 1986). Outros estudos utilizam meios complexos
complementados com diferentes tipos de extratos. Os meios de cultivo industriais
apresentam composicoes complexas, e um exemplo tipico € o mosto utilizado na
producao de cerveja, que tem como fonte de nitrogénio uma mistura de aminoacidos,
peptideos e pequena quantidade de aménia livre e como fonte de carbono um mistura
de carboidratos (PIERCE, 1987; STEWART & RUSSEL, 1998). O consumo de
compostos nitrogenados mais complexos, como proteinas, por Saccharomyces sO
ocorre apdés sua hidrélise a aminoacido simples, dipeptideos ou tripeptideos
(STEWART & RUSSEL, 1998).

Para selecionar a melhor opcao de utilizagado de nutrientes frente a esta ampla
diversidade de fontes de carbono e de nitrogénio, as leveduras desenvolveram
mecanismos de sensoriamento, sinalizacdo e regulagdo, que incluem processos de
inducao e repressao de vias metabdlicas de utilizagao destes nutrientes (GANCEDO,
1998, THEVELEIN, 1994; SCHNEPER et al., 2004). Como as fontes de carbono e de
nitrogénio s&o os principais nutrientes presentes em mosto para produgéo de cerveja e
vinicola, isto sugere que a interagdo mutua destes nutrientes pode ter efeitos
importantes no metabolismo de leveduras (SCHNEPER et al., 2004; PETER et al.,
2006).

O nitrogénio é um elemento essencial encontrado em quase todas as
macromoléculas dos organismos vivos (COOPER, 1982). As leveduras podem utilizar
uma ampla variedade de compostos nitrogenados como fontes de nitrogénio e entre
estes estdo o ion amoénio, aminoacidos e peptideos. Como no caso do carbono, um
mecanismo conhecido como repressao catabdlica induzida por nitrogénio impde as

leveduras a utilizagado diferencial de fontes de nitrogénio (HOFMAN-BANG 1999,
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MAGASANIK, 1992). Foi observado que a ambnia, asparagina, glutamina e glutamato
sdo preferencialmente consumidos por leveduras. Estas sao consideradas fontes
primarias de nitrogénio, e propiciam crescimento igualmente eficiente ao
microrganismo. Quando as fontes primarias estéo limitadas ou proximas da exaustao, o
organismo pode expressar seletivamente genes cujos produtos permitem a utilizagao
de outras fontes de nitrogénio secundarias, incluindo acidos nucléicos, aminoacidos,
peptideos (COOPER, 1982). A utilizagdo de aminoacidos como fonte de nitrogénio
envolve inicialmente seu transporte para o interior da célula, onde pode ser utilizado
diretamente na sintese de proteinas que estejam sendo sintetizadas, quer pelo
catabolismo, resultando em ions aménio (desaminagao) ou glutamato (transaminacgéao).

Um numero consideravel de permeases de aminoacidos ja foi identificado
geneticamente, e cada uma delas é especifica para um aminoacido ou para alguns L-
aminoacidos com semelhanga estrutural (HORAK, 1997). Além dos transportadores
especificos, Saccharomyces cerevisiae possui uma permease geral de aminoacidos,
“general amino acid permease” - Gap, codificada pelo gene GAP1, que transporta L e
D- isémeros de aminoacidos basicos, neutros e acidos (HORAK, 1997). O GAP1 ja foi
sequenciado e a Gap1p apresenta alto grau de homologia seqliencial com outras
permeases especificas (JANIAUX & GRENSON, 1990). Outros estudos sugerem a
existéncia de uma nova permease geral de aminoacidos, codificada pelo gene AGP1,
gue juntamente com a permease geral de aminoacidos Gap 1, estaria envolvida na
utilizagcao de aminoacidos em Sacchararomyces (IRAQUI et al., 1999).

Os peptideos constituem outra fonte importante de nitrogénio para as leveduras.
O transporte de peptideos em Saccharomyces cerevisiae, como amonio e
aminoacidos, é dependente de energia e mediado por proteinas especificas distintas
daquelas envolvidas com o transporte de aminoacidos (HORAK, 1997). O transporte de
peptideos deve envolver pelo menos trés genes: PTR1, PTR2 e PTR3 (ISLAND et al.,
1991; ALAGRAMAM et al., 1995). O gene PTRZ2 foi sequenciado (BARNES et al., 1998)
e seu produto génico, o Ptr2p, pertence a um grupo de proteinas transportadoras de
peptideos: a familia Ptr (STEINER et al., 1995). Alguns estudos sugerem a existéncia
de uma permease geral de peptideos (Gpp) em Saccharomyces cerevisiae, que
transportaria dipeptideos e tripeptideos (e talvez oligopeptideos), com preferéncia para
residuos hidrofébicos e estereoespecifica para L-isémeros (HORAK, 1997).

O transporte do ion ambnio, assim como de aminodacidos e peptideos, € um

processo ativo secundario. Estudos com mutantes indicaram a existéncia de trés

38



permeases para o ion aménio, codificada respectivamente, pelos genes MEP1, MEP2
e MEPS3.. A analise cinética do transporte de aménio utilizando analogo radioativo | 14C]
—metilaménio mostrou que a proteina Mep 2 é a que apresenta maior afinidade por
NH;" (km 1 @ 2 uM), seguida pela Mep 1 p (Kn 5 a 10 uM) e finalmente a Mep 3p que
apresenta afinidade menor (Ky, "1,4 a 2 uM) (MARINI et al., 1997). O sequenciamento
dos genes MEP 1, MEP 2 e MEP 3 revelou um alto grau de homologia entre eles e as
proteinas codificadas apresentaram caracteristicas topolégicas semelhantes aquelas
observadas para os transportadores de aménio em bactérias e fungos (MARINI et al.,
1997). Uma vez dentro da célula, a aménia pode reagir com a-cetoglutarato e NADPH
para formar glutamato ou com glutamato e ATP formando glutamina, que parece ser o
destino final dos grupos amino utilizados nos processos biossintéticos. Estas reagbes
sdo catalisadas pela NADH-glutamato desidrogenase (NADH-GDH) e glutamina
sintetase (GS), respectivamente (MAGASANIK, 1992).

.2.3 Transporte de agucares e compostos nitrogenados

O primeiro passo da utilizagcdo de agucar por leveduras € a sua passagem
através da membrana plasmatica (figura 2). Sacarose, glicose, frutose, galactose,
maltose e maltotriose sdo alguns exemplos de acgucares que sao utilizados por
leveduras. A sacarose € preferencialmente hidrolisada pela enzima invertase e os
produtos da hidrolise (glicose e frutose) entram na célula por transportadores
especificos. Maltose e maltotriose sdo transportados por uma permease € uma vez
dentro da célula, ambos os agucares sédo hidrolizados a unidades de glicose pela
enzima a-glicosidase. Os compostos nitrogenados também sao transportados por
permeases especificas e sdo utilizados em varios processos celulares, como por
exemplo na sintese de proteinas e outros processos metabdlicos.

O metabolismo dos carboidratos € importante para a conversao de glicose-6-
fosfato ou frutose-6-fosfato em piruvato através da via glicolitica também conhecida
como (Embden-Meyerhof-Parnas). A produgédo de piruvato a partir de glicose produz
um total liquido de 2 moléculas de ATP por molécula de glicose e a redugédo de duas
moléculas de NAD", o que supre energeticamente a célula de levedura no metabolismo
anaerobico. O destino metabdlico do piruvato é diferente, dependendo da espécie de
levedura e condigdes de cultivo (FLORES et al., 2000) .
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O metabolismo de compostos nitrogenados que ocorre pela disponibilidade e
quantidade adequada de varias formas de nitrogénio assimilavel no meio de
fermentacdo foi descrita como importante para o desempenho fermentativo de
leveduras, ja que aumenta a produgédo de biomassa e de etanol, com a concomitante
manutengdo da viabilidade celular (CASEY et al.,, 1984; THOMAS & INGLEDEW,
1990), e também um importante na definicdo do aroma de bebidas como a cerveja e o
vinho (STEWART & RUSSELL, 1998).
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1.3. CARBOIDRATOS DE RESERVA

1.3.1. Glicogénio

1.3.1.1 — Descricao

Polimeros de glicose como amido (plantas) e glicogénio (microrganismos e
animais superiores) sdo amplamente distribuidos na natureza, e sdo geralmente
considerados como reservas intracelulares. A presenga do glicogénio em organismos
vivos, de bactéria ao homem, aponta a sua importancia como fonte universal de
energia. Os estudos mais completos e detalhados a respeito do metabolismo de
glicogénio em microrganismos eucariétos tem sido realizados utilizando leveduras
como modelo.

O glicogénio é um polimero de glicose, as quais sdo unidos através de ligagbes
glicosidicas a-1,4 formando cadeias cujo tamanho médio é de 11-14 residuos. Os
pontos de ramificagdo sao resultados das ligagdes glicosidicas a-1,6 e, de modo geral,
tais ramificagdes acontecem a cada 4 residuos de glicose. Desse modo, a molécula de
glicogénio é caracterizada pela sua massa (relativa ao numero total de residuos de
glicose), sua estrutura ramificada confere a esta molécula uma caracteristica altamente
compacta o que permite as ceélulas acumular uma grande quantidade de glicose

intracelular sem aumentar osmolaridade do citoplasma (ROACH et al., 2001).

1.3.1.2 — Fungoes

No geral, tanto em microrganismos quanto em mamiferos, o glicogénio tem sido
considerado uma reserva de glicose, sintetizado em periodos de excesso de nutrientes
e degradado posteriormente, em tempos de necessidade, quando as células enfrentam
escassez de tais nutrientes (DEVLIN, 1992).

O glicogénio é o principal polissacarideo de armazenamento de células animais,
presente e abundante especialmente no figado. O glicogénio hepatico funciona como
reserva de glicose, sendo o responsavel pela manutengdo da concentragao de glicose
no sangue. O glicogénio também esta presente no musculo esquelético, onde é
utilizado, quando necessario, para a produgdo de energia em uma intensa atividade

muscular.
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Microrganismos, tais como a levedura Saccharomyces cerevisiae também
acumulam glicogénio, este polimero se acumula em condi¢cdes nas quais o crescimento
¢ restrito, como, por exemplo, durante a fase de transicao entre as fases exponencial e
a fase estacionaria do crescimento em presenca de glicose (FRANCOIS et al., 1987).
Em, N crassa, o glicogénio se acumula durante a fase exponencial do crescimento e é
rapidamente consumido quando a cultura inicia a fase estacionaria (FONTANA et
al.,1999). Além disso, microrganismos também acumulam glicogénio quando expostos
a situagdes de estresse, tais como choque térmico (PARROU & FRANCOIS, 1997).

1.3.1.3 — Metabolismo

A glicose € o nutriente preferencial para muitos organismos, sendo sua captura e
utilizagdo fortemente reguladas. A dlicose livre entra nas células através de
transportadores de glicose especificos. Em células hepaticas, os transportadores
GLUT-2 possuem alto Km por glicose, o que basicamente permite que tais moléculas
entrem livremente nas células quando a concentragdo de glicose sanguinea for alta.
Por outro lado, células musculares expressam transportadores GLUT-4, os quais
possuem baixo Km e, portanto limitam a entrada de glicose nestas células (OLSON &
PESSIN, 1996).

Em uma visdo geral, a glicose uma vez dentro da célula, pode ser convertida a
glicose-6-fosfato, uma importante molécula reguladora. A glicose-6-fosfato, por sua vez
pode entrar na via glicolitica para fornecer energia através da fermentagdo e
subsequente oxidagcdo, ou pode seguir a via das pentoses-fosfato para fornecer
equivalentes redutores, ou ainda, apds transformacdo em UDP-glicose, pode ser
convertida a glicogénio, polimero de reserva de unidades de glicose. Assim, quando
necessario o carboidrato de reserva glicogénio pode ser degradado para fornecer

energia.

1.3.2. Trealose

1.3.2.1 - Descricao

Trealose (1-a-D- glicopiranosil, a-D-glicopiranosideio) € um dissacarideo n&o

redutor constituido por dois residuos de D-glicose, unidos por ligacao a-1,1. Este
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dissacarideo tem ampla distribuicdo na natureza, é encontrado em organismos como
bactérias, fungos, algas, plantas e invertebrados como insetos onde a trealose constitui
o principal agucar da hemolinfa (PANEK, 1995), e nematéides (ELBEIN, 1974). Nao
foram encontrados niveis significativos de trealose em vertebrados, no entanto a
presenga da enzima trealase, que hidrolisa a trealose em duas moléculas de glicose,
presente nos tubulos proximais renais e nas microvilosidades intestinais de mamiferos
relatam a fungdo desta enzima na quebra da trealose ingerida. Tal fato poderia
contribuir como indicagao de doenga renal quando a enzima é encontrada na urina
(NIWA et al., 1993).

Em fungos, a trealose também é amplamente distribuida, e pode ser encontrada
em esporos e conideos (ELBEIN, 1974). Em N. crassa, os ascoésporos (SUSSMAN,
1961) e conidiésporo (HANKS & SUSSMAM, 1969) contém 10% a 14%,
respectivamente de seu peso seco em trealose. Nos ascosporos de Saccharomyces
cerevisae, € 0 Unico agucar presente no citoplasma (THEVELEIN, 1984). Algumas
espécies de nematodides e leveduras de panificagdo (Saccharomyces cerevisiae) sao
capazes de sobreviver a completa dessecacdo, resistindo a longos periodos de
aparente dorméncia, retornando plena atividade quando a agua torna-se disponivel no
meio (CROWE et al., 1992).

1.3.2.2 — Fungoes

A trealose é o dissacarideo mais amplamente distribuido em fungos. E muito
comum em ambos os estagios vegetativo e reprodutivo. Na estrutura vegetativa é
encontrado juntamente com o glicogénio. Isto também ¢é atribuida para as estruturas
reprodutivas, mas neste caso a trealose esta presente em maiores quantidades do que
o outro carboidrato de reserva.

O acumulo de trealose em fungos parece estar, em geral, associado com
periodos de taxa de crescimento reduzida. A sintese de trealose, & particularmente,
muito intensa durante o processo de diferenciagdo celular e periodos de jejum, em
Saccharomyces cerevisiae ( THEVELEIN, 1984) e durante a conidiagao de N. crassa
(HANKS & SUSSMAN, 1969). Contrario ao glicogénio, a trealose é sintetizada na
auséncia de glicose. O acumulo de trealose ocorre no final da fase exponencial € inicio
da fase estacionaria de crescimento quando quase toda a glicose foi consumida do
meio (FRANCOIS et al., 1987).
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Também tem sido explorado em diversas aplicagdes biotecnolégicas como:
aumento da tolerancia ao etanol em leveduras utilizadas em processos de fermentacao
alcodlica (D’AMORE et al., 1991), crioprotecdo, mantendo viaveis culturas de células
de Daricus carota (cenoura) e Nicotina tabacun (tabaco) apds congelamento
(BHANDAL et al., 1985), conservagao de enzimas de restricao (COLACO et al., 1992),
lipossomos liofilizados (RUDOLPH et al., 1993). Um dos mais fascinantes aspectos da
presenga da trealose em varios organismos € sua participagdo na protecdo contra
condigbes adversas, como estresse térmico (HOTTINGER et al., 1987; DE VIRGILIO et
al., 1990), estresse osmotico (CSONKA, 1989) e dessecacgao (GADD et al., 1987).

1.3.2.3 — Metabolismo

A sintese de trealose em fungos é intensificada durante processos de
esporulacao e diferenciagao celular e também durante periodos de baixo crescimento,
como periodo de jejum (THEVELEIN, 1984). Em levedura, a caréncia de nitrogénio,
enxofre, fostato e fonte de carbono, induzem ao acumulo de trealose. O aumento dos
niveis deste dissacarideo comecga ao final da fase exponencial e continua durante
muitas horas em células na fase estacionaria (LILLIE & PRINGLE, 1980).

Em geral, o crescimento reduzido esta associado com o acumulo de trealose, e
a inducdo do crescimento com uma rapida mobilizacdo da mesma. A queda dos
estoques de trealose € normalmente um dos principais eventos bioquimicos durante
inicio da germinagao em esporos de fungos (THEVELEIN, 1984).

Quando o crescimento é induzido em culturas de fase estacionaria de S
cerevisiae, a trealose previamente acumulada é rapidamente mobilizada (PANEK,
1962). Desta forma durante o ciclo celular, a trealose seria uma reserva energética
acumulada durante a fase de maturagao e mobilizada antes da divisdo celular. O
acumulo de trealose em fungos esta somente restrito a periodo de diferenciagao
celular, e ndo de proliferagdo. Células de leveduras crescidas em maltose ou galactose
(PANEK & MATTON, 1977), e germinadas em glicose e expostas a altas temperaturas

(GRBA et al., 1979), também acumulam um alto teor de trealose.
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Objetivos
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O presente trabalho teve como objetivo geral estudar o efeito da complexidade
estrutural de fontes de nitrogénio no fluxo metabdlico do carbono em leveduras,
observando como as possiveis interacbes mutuas entre as fontes de carbono e
nitrogénio interferem com o fluxo metabdlico destes nutrientes. Especificamente, os

principais objetivos foram:

1 - Identificar as etapas ou estados fisioldgicos importantes que determinam o
desempenho fermentativo de leveduras industriais em meios de cultivo suplementado

com fontes de nitrogénio com diferentes graus de complexidade estrutural. Para isto

foram utilizadas leveduras empregadas nas industrias de panificagao e na producéao de

cerveja e vinho.

2 - Estudo do efeito da utilizacao de diferentes fragdes peptidicas isoladas da
peptona no desempenho fermentativo das leveduras industriais.

3 - Determinar os niveis dos carboidratos de reserva glicogénio e trealose em

diferentes condi¢des de cultivo em leveduras de panificagao e cervejaria.
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Materiais e Métodos
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O presente trabalho foi desenvolvido no Departamento de Bioquimica e

Tecnologia Quimica do Instituto de Quimica - UNESP de Araraquara.

lll.1. MICROGANISMOS UTILIZADOS

Os microrganismos utilizados nesse estudo s&o cinco diferentes linhagens de
leveduras industriais:

Fiso, Saccharomyces cerevisiae, levedura da ‘Fleischmann e Royal Produtos
Alimenticios Ltda’;

A3, Saccharomyces cerevisiae, tipo ‘Ale’; e L52, Saccharomyces cerevisiae -
uvarum (carlsbergensis), tipo ‘Lager’, ambas de cervejaria, cedidas pela Labatt Brewery
of Canada.

VIN7 e VIN13, Saccharomyces cerevisiae, ambas de vinicola, cedidas pelo Dr. I.
Pretorius, do The Australian Wine Research Institute, Australia.

Humicola grisea, fungo terméfilico do solo brasileiro, Humicola grisea variedade
thermoidea, gentilmente cedido pelo Dr. Jodo Atilio Jorge, Universidade de Sao Paulo,

Campus de Ribeirdo Preto.

lll.2. MEIOS DE CULTIVO

As células de levedura foram mantidas em meio YPD contendo 1,0% (p/v) de
extrato de levedo; 1,0% (p/v) de peptona; 2,0% de glicose; 2,0 % (p/v) de agar e agua
destilada.

O meio basico de cultivo foi preparado; duas vezes concentrado, contendo YNB
sem aminoacidos e sem sulfato de aménio como fonte de nitrogénio. A fonte de
carbono foi preparada separadamente, também duas vezes concentrada. Ambas as
solugdes tiveram o pH ajustado para 5,0 e foram esterilizados em autoclave por 20 min
a 120°C e 1 atm.

Para a obtencdo do meio de cultura completo, foram adicionadas
assepticamente quantidades adequadas de meio minimo e da solugao de acgucar, a fim
de se obter as concentragdes finais desejadas de cultivo: 0,17% (p/v) de YNB, 1% (p/v)
da fonte de nitrogénio e diferentes concentracbes de acucar (2% e 15%). Neste
trabalho o meio basico de cultivo contendo 0,17% (p/v) de YNB sem aminoacidos e

sem sulfato de aménio e 1% (p/v) da fonte de nitrogénio foi denominado de YNB.
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As fontes de nitrogénio utilizadas sao preparagdes comerciais de hidrolisados
enzimaticos de proteinas (Peptona — com predominancia de aminoacidos na forma de
peptideos), e hidrolisados acidos de proteinas (Casaminoacidos — com predominéancia

de aminoacidos na forma livre) e sulfato de aménio (NH4SO4).

l1.3. MANUTENGAO DA CULTURA E PREPARO DO INOCULO

As culturas estoques das leveduras foram mantidas em meio YPD Agar. Apés o
periodo de incubacédo por 48 horas a 30°C, as culturas foram armazenadas a 4°C,
sendo utilizadas no maximo apds 7 dias.

O indculo utilizado foi uma suspensao de células recém crescidas, coletadas da
superficie da cultura estoque com alca de platina e transferida para tubos de ensaio

contendo agua destilada esterilizada.

4. CONDICOES DE CRESCIMENTO E OBTENCAO DA SUSPENSAO DE
CELULAS

O crescimento celular foi realizado em Erlenmeyer de 125 mL, com volume de
meio de 25mL, 5 vezes menor que o volume do Erlenmeyer. Apos a inoculagédo de
0,025 mg de células/mL de meio, os frascos foram incubados a 30°C, sob agitagao, a

250 rpm, em mesa agitadora New Brunswich Scientific Co.

1ll.4.1. Obtencao da suspensao de células

Os paramentros fermentativos foram obtidos através da determinagcdo da
produgcdao de biomassa, utilizacdo de acucar, producdo e consumo de etanol,
viabilidade celular e pH. Para isto, periodicamente, foram coletadas 0,3 mL de amostra
do meio de cultura para a determinagcéo de biomassa, analise da viabilidade celular e
pH. Outra aliquota de 0,5 mL foi retirada e centrifugada sendo que o sobrenandante foi
estocado a - 5°C para posteriores analises da utilizagdo da fonte de carbono, nitrogénio
e producao de etanol. A biosintese de trealose e glicogénio, em diferentes condicbes

de cultivo, também foram estudadas (ver item lll. 8).
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ll.6. DETERNINAGAO DOS PARAMETROS FERMENTATIVOS

11l.6.1. Determinagao do crescimento celular

As analises do crescimento celular foram realizadas periodicamente através de
medidas turbidimétricas a 570 nm, de uma suspensdo de células com diluicao

conhecida, relacionando-a com a massa celular, através da seguinte equagéao:

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

onde f, fator de conversao de absorbancia em massa seca, para a levedura S.
cerevisiae é 0,6711. O fator f foi determinado a partir da medida de absorbancia de
suspensdes com diferentes concentragdes de células comparada com a massa seca
obtida, colocadas em estufa a 100°C de 1,0 mL de cada suspensao filtrada em

membrana Millipore por duas horas

11.6.2. Determinagao da viabilidade celular

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

Na determinagdo da viabilidade celular, 10 uL de amostra foram transferidos
para 90 uL da solugéo padréo de azul de metileno (0,025g de azul de metileno; 0,9 g
NaCl; 0,042g KCI; 0,048g CaCl,.6H,0; 0,02g NaHCO3 para 100 mL de solugdo aquosa)
e agitados. Apdés 10 minutos, tempo necessario para que as células absorvam o
corante, procedeu-se a contagem em camara de Neubauer. As células viaveis

apresentam-se incolores, enquanto as nao viaveis coloridas.

111.6.3. Determinacgao do agucar residual

A utilizagédo de nutrientes (fonte de carbono) foi determinado através do método
do acido 3,5-dinitrosalicilico - DNS (MILLER, 1959).

As analises dos monossacarideos foram realizadas pelo método DNS, que

baseia-se no poder redutor de agucares, originando um composto colorido, 3-amino 5-
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nitro salicilico. (acido 3,5-dinitrosalicilico — 1g; tartarato de sédio e potassio — 30g,
NaOH 1M - 40 mL , e o volume completado a 100mL).

Para a dosagem do acgucar, as amostras obtidas foram adequadamente diluidas
e a 0,5 mL da amostra adicionou-se 2,0 mL do reagente DNS nos respectivos tubos de
ensaio. O tubo contendo o branco foi preparado adicionando-se 0,5 mL de agua no
lugar da amostra. Os tubos foram transferidos para banho de agua a 100°C por 5
minutos. Em seguida foram transferidos para um banho de gelo para resfriamento. As
leituras de absorbéancia foram realizadas a 546nm. Foi utilizada solugdo de glicose

como padrao.

lll. 6.4. Determinagao de etanol

A concentragdo de etanol foi determinada por cromatografia gasosa, no
cromatografo CG, modelo 37-022, acoplado a um integrador — processador CG-300,
utilizando-se coluna cromatografica CG n° PAD/2499, operada isotermicamente a 90°C.
A temperatura do detector de ionizagdo de chama e do vaporizador foi de 135°C.
Utilizou-se o nitrogénio como gas de arraste, com vazdo de 30mL/mim. A vaz&o do
hidrogénio foi de 30mL/min e do ar sintético de 300mL/min. O etanol foi utilizado como
padrao externo e a curva de calibragéo foi obtida com solu¢des de etanol 0,5 e 1%
(V/v).

lll. 7. PREPARAGAO DAS FRAGOES PEPTIDICAS A PARTIR DE PEPTONA

Para a separagao das fragbes peptidicas a partir da peptona foi utilizada uma
coluna cromatografica classica com resina Sephadex G-25, acoplado a uma bomba de
vacuo e um coletor de fragcbes. Foi aplicada uma solucdo de peptona contendo 0,5
g/mL, e a coluna foi eluida com uma solugédo de acetato de aménio, pH 3,0. Foram
selecionadas duas fragdes: uma designada fracao 4-8, resultante do material eluido
nos tubos de 4 a 8, contendo somente peptideos; e outra designada fragdo 9-14,
resultante do material eluido nos tubos de 9 a 14, contendo uma fragdo de peptideos
menores e aminoacidos livres. A presencga de peptideos e de aminoacidos nas fragcbes
selecionadas foi verificada através de HPLC e analise no equipamento de analisador

de aminoacidos.
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.. PRODUGAO DE TREALASE SEMI-PURIFICADA, EXTRAGAO E
QUANTIFICAGAO SIMULTANEA DE GLICOGENIO E TREALOSE

lll. 8.1. Manutengao do fungo

O fungo terméfilo Humicola grisea, variedade thermoidea foi inoculado em meio
sélido de farinha de aveia composto por 4 % (p/v) de aveia e 1,8% (p/v) Agar. Incubado
a temperatura de 40°C por 10 dias. Apds o periodo de incubacédo as culturas foram
transferidas para camara fria, a 4°C por 5 dias, pois este tratamento aumenta a

atividade especifica da trealase.
lll. 8.2. Producgao de trealase semipurificada

A trealase semipurificada utilizada na dosagem de trealose foi obtida segundo
método descrito por Neves et al (1994).

Na obtencdo dos conidios os frascos de cultura foram ressuspensos em agua
destilada (10,0 mL de agua por frasco), através da raspagem da superficie do meio
com o auxilio de um bastao de vidro. Para a extragdo da enzima a suspensao conidial
foi colocada em banho de gelo por 30 minutos, sob agitagéo, e a seguir foi aquecida a
60°C por 30 minutos. O aquecimento promove a desnaturagdo de outras hidrolases,
sem afetar a atividade trealasica. A suspensdo foi entdo filtrada e dialisada. E a
preparagao da enzima (2.0mg/mL) foi entao utilizada nos ensaios de quantificagdo da

trealose.

11.8.3. Extracao e quantificagao simultidnea de Trealose e Glicogénio

Para a determinagdo simultanea de trealose e glicogénio 1,5 mL da cultura
foram coletadoss e lavados por 3 vezes com solugéo salina (0,85%). Para a extragéo
da trealose as células foram ressuspensas em 400 uL de Na,CO; 0,25mM e a
suspensao incubada por 20 minutos em banho fervente. A seguir, as amostras foram
centrifugadas e a uma aliquota de 100 uL do sobrenadante foi adicionada 100 uL de
acido acético 1M e 100 pL de tampao acetato de sodio 300mM, contendo 15 mM de
CaCl, em pH 5,5. Iniciou-se a reagado enzimatica com 100 uL da enzima trealase. A

mistura da reacdo foi incubada por uma hora a 40°C, e foi interrompida em banho
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fervente por 10 minutos. A glicose proveniente da hidrdlise da trealose foi dosada por
um kit comercial (Labtest, Brasil) contendo o sistema enzimatico Glicose
oxidade/Peroxidase. A quantidade de trealose foi expressa em nmoles de glicose/mg
de células-massa seca.

O material remanescente da analise da trealose foi mantido em banho de agua
fervente por mais duas horas para a extragao do glicogénio. Uma aliquota de 100uL da
suspensdo destinada & determinagdo do glicogénio, foi neutralizada com 100uL de
tampéao acetato de sodio 0,3 mM contendo 30mM de cloreto de calcio em pH 5,5. A
reacgdo enzimatica foi iniciada com a adigdo de 20 uL da enzima (amiloglicosidase 3,0
mg/mL, Sigma). As amostras foram incubadas durante trés horas a 37°C e a reagao
interrompida em banho fervente por 10 minutos. A preparagéo foi centrifugada e a
glicose produzida, presente no sobrenandante foi dosada pelo sistema enzimatico
glicose oxidase/peroxidase. A quantidade de glicogénio foi expressa em ugramas de

glicogénio/mg de células-massa seca.

lll. 9. REPRODUTIBILIDADE

Os dados apresentados nesta tese representam a média de pelo menos trés

experimentos repetidos de forma idéntica.
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Resultados
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Neste trabalho estudou-se o efeito da complexidade estrutural das fontes de
nitrogénio no metabolismo das linhagens industriais de Saccharomyces cerevisiae. As
fontes de nitrogénio utilizadas foram: peptona (hidrolisado enzimatico de proteina, com
predominancia de aminoacidos na forma de peptideos), casaminoacidos (hidrolisado
acido de caseina, com predominancia de aminoacidos livres) e sulfato de aménio. A
composicao da tabela de aminoacidos livres presentes em casaminoacidos e peptona
antes e apos hidrdlise acida estd em anexos. Estas fontes nitrogenadas foram
escolhidas por serem comumente empregadas como constituintes de meios de cultura
e por apresentarem diferentes graus de complexidade estrutural devendo interferir
diferentemente no metabolismo das leveduras quanto a assimilacédo e utilizagdo como
fonte de nitrogénio, e também na mutua interagdo que deve ocorrer com a fonte de
carbono. Glicose, galactose e maltose foram utilizadas como fonte de carbono. Além
das fontes de carbono e nitrogénio, os meios utilizados neste trabalho, continham
vitaminas, sais e elementos tracos obtidos da Base Nitrogenada YNB sem aminoacidos
e sem sulfato de amoénio. Nestas condigbes foram realizados estudos com diferentes
cepas de leveduras industriais, as linhagens de Saccharomyces cerevisiae Fiso
(panificagao), A3 e L52 (cervejaria), VIN7 e VIN13 (vinicola).

Os resultados apresentados sobre o efeito da complexidade estrutural da fonte
de nitrogénio no metabolismo das leveduras industriais estdo organizados nos

seguintes itens:

IV. 1. Estudos realizados com diferentes fontes de carbono e de nitrogénio;

IV. 2. A influéncia do aumento da concentragao da fonte de nitrogénio;

IV. 3. A utilizagéo de fragdes peptidicas isoladas de peptona como fonte de nitrogénio;

IV. 4. O efeito da complexidade estrutural da fonte de nitrogénio no acumulo de

carboidratos de reserva trealose e glicogénio em leveduras industriais.
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IV.1. ESTUDOS REALIZADOS COM DIFERENTES FONTES DE CARBONO E DE
NITROGENIO

Nos resultados descritos neste item os meios de cultura continham as
concentragdes dos acgucares glicose, galactose e maltose 2% e 15% (p/v) e a

concentracao de fonte de nitrogénio de 1% (p/v).

IV.1.1. Estudos com diferentes concentragdes de glicose

No estudo do efeito da complexidade estrutural da fonte de nitrogénio sobre o
metabolismo de leveduras industrias A3, L52, VIN7 e VIN13, os meios de cultivo
contendo glicose foram complementados com uma fonte de nitrogénio na forma de
hidrolisado enzimatico (peptona), hidrolisado acido de proteina (casaminoacidos) ou
sulfato de aménio. As figuras de 3 a 10 apresentam acumulo de biomassa, utilizagao
de agucar, producdo e consumo de etanol e viabilidade celular das linhagens de
Saccharomyces cerevisiae durante crescimento aerobico em meio YNB contendo
glicose 2% (p/v) (Figuras de 3 a 6) e 15% (p/v) (Figuras de 7 a 10), complementados
com diferentes fonte de nitrogénio na concentracao de 1% (p/v).

A analise do perfil do crescimento das linhagens em glicose 2% (p/v) indica a
ocorréncia de diauxia: inicialmente a levedura utiliza glicose para crescer e produzir
etanol, e apds a exaustdo da glicose, o etanol é utilizado como fonte de carbono. A
producdo de biomassa pelas linhagens € aproximadamente igual nos meios
complementados com peptona e casaminoacidos, mas a velocidade de crescimento e
o acumulo final de biomassa sao diferentes. As linhagens A3 e VIN13 crescem mais
rapido e acumulam mais biomassa que as linhagens L52 e VIN7. A linhagem VIN7
comporta-se diferentemente, produzindo mais biomassa no meio complementado com
casaminoacido. A tabela 1 (pagina 83), mostra um resumo dos parametros obtidos para
as diferentes linhagens apos 20 e 60 horas de crescimento em glicose 2% (p/v).

Em concentragdo mais alta de glicose (15%) observa-se que, no geral, o melhor
desempenho fermentativo para as linhagens acontece no meio complementado com
peptona, com maior producao de biomassa e etanol, consumo de agucar eficiente e
com a manutencdo da viabilidade celular (Figuras 7-10). O desempenho no meio
complementado com sulfato de aménio foi sempre inferior. O comportamento das
linhagens assemelha-se aos descritos para a linhagem Fiso (CRUZ et al., 2002),

exceto pelo fato das linhagens A3 e VIN13 de produzirem quantidades de etanol
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aproximadamente iguais nos meios com peptona e casaminoacidos. A tabela 1
também mostra um resumo dos parametros obtidos para as diferentes linhagens apos
20 e 60 horas de crescimento em glicose 15% (p/v).

A variagdo de pH durante o crescimento das linhagens também foi
constantemente monitorado. Os meios com peptona e casaminoacidos apresentaram
queda de 5,0 pH inicial, para valores proximo a 3,0 ao final do experimento. O meio
contendo sulfato de aménio é o que apresentou maior variagao de pH, atingindo o valor
de 2 ao final da curva de crescimento. Estudos com cultivos controlados de pH
mostraram que os parametros fermentativos nao sofreram alteragdo significativa

daqueles sem controle de pH.
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Biomassa (mg/mL)

Etanol ( %, viv)

Agucar residual ( % )
Viabilidade ( % )
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Figura 3. Producao de biomassa (A), agucar residual (B), produgédo de etanol (C) e
viabilidade celular (D). Linhagem (A3), crescimento aerdbico em meio YNB contendo
1% (p/v) de peptona (1), casaminoacidos (O) ou sulfato de aménio (A) e 2% (p/v) de
glicose. Condigdes de cultivo: 30°C, 250 rpm e pH inicial 5,0
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Figura 4. Produgcédo de biomassa (A), acucar residual (B), produgéo de etanol (C) e
viabilidade celular (D). Linhagem L52, crescimento aerdbico em meio YNB contendo
1% (p/v) de peptona (1), casaminoacidos (O) ou sulfato de aménio (A) e 2% (p/v) de
glicose. Condigdes de cultivo: 30°C, 250 rpm e pH inicial 5,0
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Figura 5. Produgdo de biomassa (A), agucar residual (B), produgédo de etanol (C), e
viabilidade celular (D). Linhagem VIN7, crescimento aerdbico em meio YNB contendo
1% (p/v) de peptona (1), casaminoacidos (O) ou sulfato de amoénio (A) e 2% (p/v) de
glicose. Condigdes de cultivo: 30°C, 250 rpm e pH inicial 5,0.
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Figura 6. Producao de biomassa (A), agucar residual (B), produgéo de etanol (C), e
viabilidade celular (D). Linhagem VIN13, crescimento aerdbico em meio YNB contendo
1% (p/v) de peptona (1), casaminoacidos (O) ou sulfato de amoénio (A) e 2% (p/v) de
glicose. Condigées de cultivo: 30°C, 250 rpm e pH inicial 5,0.
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Figura 7. Producao de biomassa (A), agucar residual (B), produgéo de etanol (C), e
viabilidade celular (D). Linhagem (A3), crescimento aerobico em meio YNB contendo
1% (p/v) de peptona ([J), casaminoacidos (O) ou sulfato de aménio (A) e 15% (p/v) de
glicose. Condigées de cultivo: 30°C, 250 rpm e pH inicial 5,0.
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Figura 8. Produgédo de biomassa (A), agucar residual (B), produgéo de etanol (C), e
viabilidade celular (D). Linhagem L52, crescimento aerdobico em meio YNB contendo
1% (p/v) de peptona (1), casaminoacidos (O) ou sulfato de aménio (A) e 15% (p/v) de
glicose. Condigdes de cultivo: 30°C, 250 rpm e pH inicial 5,0.
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Figura 9. Produgédo de biomassa (A), agucar residual (B), produgéo de etanol (C), e
viabilidade celular (D). Linhagem VIN7, crescimento aerébico em meio YNB contendo
1% (p/v) de peptona (1), casaminoacidos (O) ou sulfato de aménio (A) e 15% (p/v) de
glicose. Condigbes de cultivo: 30°C, 250 rpm e pH inicial 5,0.
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Figura 10. Produgédo de biomassa (A), agucar residual (B), produgéo de etanol (C), e
viabilidade celular (D). Linhagem VIN13, crescimento aerébico em meio YNB contendo
1% (p/v) de peptona (1), casaminoacidos (O) ou sulfato de aménio (A) e 15% (p/v) de
glicose. Condigdes de cultivo: 30°C, 250 rpm e pH inicial 5.
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IV.1.2. Estudos com diferentes concentragcdes de galactose

A influéncia da complexidade estrutural da fonte de nitrogénio no metabolismo
das linhagens A3 e L52 em diferentes concentragdes de galactose, um agucar
considerado “ndo repressor”, esta apresentado nas Figuras 11 e 12 (2%) e 13 e 14
(15%), que mostram o acumulo de biomassa, a utilizagdo de agucar, a produgdo de
etanol e viabilidade celular.

A analise do perfil do crescimento, consumo de agucar , produgao e consumo de
etanol das duas linhagens que indica, em galactose 2% (p/v), como no caso da glicose,
a ocorréncia de diauxia. Inicialmente, a levedura utiliza galactose para crescer e
produzir etanol, e apds a exaustdo da galactose, o etanol é utilizado como fonte de
carbono. A produgdo de biomassa pela linhagem A3 é semelhante nos meios
complementados com peptona e casaminoacidos. Para a linhagem L52 observa-se que
0 acumulo de biomassa é pouco superior no meio contendo casaminoacidos. A
producao de biomassa e o consumo de agucares sdo sempre inferiores no meio
complementado com sulfato de aménio para as duas linhagens.

O fenbmeno de repressdo catabdlica € sempre associado a glicose. A
observagao do perfil diduxico no meio com galactose mostra, inequivocadamente, que
a repressao catabolica também ocorre na presencga de galactose, como ja descrito por
Gancedo (1998).

Na concentragcao de galactose 15% (p/v) € que as diferengas entre as duas
linhagens se acentuam. A Figura 13 mostra que a linhagem A3 apresenta crescimento
consideravel nos meios complementados com peptona e casaminoacidos, entretanto a
analise dos perfis de consumo de galactose e produgdo de etanol indica que a
linhagem A3 s6 é capaz de utilizar eficientemente a galactose e de produzir etanol no
meio complementado com casaminoacidos. Para a linhagem L52 a peptona € o melhor
complemento nitrogenado.

Os estudos com galactose foram iniciados em outro estudo do nosso
laboratério.(CRUZ et al, 2001). A linhagem Fiso também tem melhor desempenho
fermentativo no meio com casaminoacidos, e um consumo de acgucar e a producgao de
etanol, mais limitados, no meio com peptona.

No meio com sulfato de amoénio, para todas as linhagens, se observa baixa

producao de biomassa, o consumo de galactose é minimo, comprometendo a produg¢ao
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de etanol. Os resultados obtidos com galactose ja foram publicados e estdo na
referéncia (CRUZ et al., 2003).
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Figura 11. Produgéo de biomassa (A), agucar residual (B), produgdo de etanol (C),
e viabilidade celular (D). Linhagem A3, crescimento aerdbico em meio YNB contendo
1% (p/v) de peptona ([7), casaminoacidos (O) ou sulfato de aménio (A) e 2% (p/v) de
galactose. Condig¢des de cultivo: 30°C, 250 rpm e pH inicial 5,0.
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FIGURA 12.Producédo de biomassa (A), acucar residual (B), producao de etanol (C) e
viabilidade celular (D). Linhagem L52, crescimento aerdbico em meio YNB contendo
1% (p/v) de peptona(l]), casaminoacidos (O) ou sulfato de aménio (A) 2% (p/v) de
galactose. Condi¢des de cultivo: 30°C, 250 rpm e pH inicial 5,0.
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Figura 13. Produgédo de biomassa (A), agucar residual (B), produgao de etanol (C), e
viabilidade celular (D). Linhagem A3, crescimento aerdbico em meio YNB contendo 1%
(p/v) de peptona ([7), casaminoacidos (O) ou sulfato de amoénio (A) e 15% (p/v) de
galactose. Condi¢des de cultivo: 30°C, 250 rpm e pH inicial 5,0.
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Figura 14. Produgédo de biomassa (A), agucar residual (B), produgéo de etanol (C), e
viabilidade celular (D). Linhagem L52, crescimento aerdbico em meio YNB contendo
1% (p/v) de peptona (1), casaminoacidos (O) ou sulfato de aménio (A) e 15% (p/v) de
galactose. Condi¢des de cultivo: 30°C, 250 rpm e pH inicial 5,0.
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IV.1.3. Estudos com diferentes concentragcées de maltose.

Os estudos com maltose sdo importantes na medida em que este agucar
corresponde de 50 a 60% do agucar fermentescivel dos mostos das cervejarias na
América do Norte (STEWART E RUSSELL, 1998). As figuras 15 a 22 mostram os
parametros fermentativos das linhagens A3, L52, VIN7 e VIN13 no meio YNB contendo
2 e 15% (p/v) de maltose e complementados com diferentes fontes de nitrogénio.

Como ja descrito para os agucares glicose e galactose, através da analise do
perfil do crescimento, o consumo de acucar e produgdo e consumo de etanol das
linhagens indicam, em maltose 2% (p/v), a ocorréncia de diauxia. As linhagens
apresentam acumulo de biomassa pouco superior no meio suplementado com
casaminoacidos em relagdo ao meio com peptona. As linhagens A3 e VIN13
apresentam crescimento mais rapido e maior producdo de biomassa. No meio com
sulfato de aménio o desempenho fermentativo das linhagens é bem inferior, 0 que se
reflete na baixa utilizagdo de agucares e perda da viabilidade celular.

Em concentracdo mais alta de maltose é que se acentuam as diferengas no
comportamento fermentativo das linhagens. As linhagens A3 e VIN13 tém crescimento
consideravel nos meios complementados com peptona e casaminoacidos, mas a
utilizacao eficiente de maltose e sua conversdo em etanol s6 sao observadas no meio
contendo casaminoacidos.

As linhagens L52 e VIN7 crescem (acumulam biomassa) e fermentam
(produzem etanol) maltose nos meios complementados com peptona e
casaminoacidos, e o desempenho fermentativo € um pouco superior no meio com
peptona.

O comportamento fermentativo de A3 e L52 em maltose assemelha-se ao que
foi observado na fermentagéo de galactose.

Os dados obtidos com as linhagens de cervejaria e de vinicola em relagdo aos
paramentos fermentativos mostram que apesar de serem selecionadas para processos
industrias diferentes e de origem diferentes, apresentaram parametros fermentativos
semelhantes (A3 e VIN13, L52 e VIN7) quando crescidas em meio contendo maltose e
glicose 2% e 15% (p/v), em relagéo as diferentes fontes nitrogenadas.

A comparagdo dos dados mostrados nas tabelas 1 e 2 sugerem que a
intensidade de repressao catabdlica exercido pelos acucares podem ter um impacto

acentuado no comportamento fermentativo das linhagens industriais, que se reflete ndo
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s6 no perfil de crescimento e no acumulo final de biomassa, mas também na producao
de etanol e na viabilidade celular. Estes efeitos sdo mais evidentes em concentracao
de acucar mais elevada (15% p/v),. A tabela 2 (pagina 84) também mostra um resumo
dos parametros obtidos para as diferentes linhagens apés 20 e 60 horas de
crescimento em maltose 2% e 15% (p/v).

Estes resultados tém implicagdes na pesquisa basica e aplicada na medida que
as alteracdes nos pardmetros fermentativos assemelham-se aos descritos para o que
se convencionou chamar na industria de produgdo de cerveja e de vinhos de
“slugguish” (fermentacao lenta, no sentido de muito longa) ou “stuck” (interrompida)
“fermentations” (ALEXANDRE e CHARPENTIER, 1998; BISSON, 1999).
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Figura 15. Producdo de biomassa (A), agucar residual (B), produgcéo de etanol (C), e
viabilidade celular (D). Linhagem A3, crescimento aerébico em meio YNB contendo 1%
(p/v) de peptona (1), casaminoacidos (O) ou sulfato de amoénio (A) e 2% (p/v) de
maltose. Condigbes de cultivo: 30°C, 250 rpm e pH inicial 5,0.
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Figura 16. Producédo de biomassa (A), agucar residual (B), producao de etanol (C), e
viabilidade celular (D). Linhagem L52, crescimento aerébico em meio YNB contendo 1%
(p/v) de peptona (1), casaminoacidos (O) ou sulfato de aménio (A) e 2% (p/v) de
maltose. Condic¢des de cultivo: 30°C, 250 rpm e pH inicial 5,0.
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Figura 17. Producao de biomassa (A), acucar residual (B), producédo de etanol (C), e
viabilidade celular (D). Linhagem VIN7, crescimento aerdbico em meio YNB contendo 1%
(p/v) de peptona (1), casaminoacidos (O) ou sulfato de amoénio (A) e 2% (p/v) de
maltose. Condigdes de cultivo: 30°C, 250 rpm e pH inicial 5,0.
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Figura 18. Produgdo de biomassa (A), agucar residual (B), produgéo de etanol (C), e
viabilidade celular (D). Linhagem VIN13, crescimento aerébico em meio YNB contendo
1% (p/v) de peptona ([]), casaminoacidos (O) ou sulfato de amobnio (A) e 2% (p/v) de
maltose. Condigbes de cultivo: 30°C, 250 rpm e pH inicial 5,0.
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Figura 19. Producédo de biomassa (A), agucar residual (B), producao de etanol (C), e
viabilidade celular (D). Linhagem A3, crescimento aerobico em meio YNB contendo 1%
(p/v) de peptona (1), casaminoacidos (O) ou sulfato de aménio (A) e 15% (p/v) de
maltose. Condic¢des de cultivo: 30°C, 250 rpm e pH inicial 5,0.
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Figura 20. Producdao de biomassa (A), agucar residual (B), produgcédo de etanol (C), e
viabilidade celular (D). Linhagem L52, crescimento aerébico em meio YNB contendo 1%
(p/v) de peptona (1), casaminoacidos (O) ou sulfato de aménio (A) e 15% (p/v) de
maltose. Condigdes de cultivo: 30°C, 250 rpm e pH inicial 5,0.
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Figura 21. Producdo de biomassa (A), agucar residual (B), produgéo de etanol (C), e
viabilidade celular (D). Linhagem VIN7, crescimento aerdbico em meio YNB contendo 1%
(p/v) de peptona (1), casaminoacidos (O) ou sulfato de aménio (A) e 15% (p/v) de
maltose. Condigbes de cultivo: 30°C, 250 rpm e pH inicial 5,0.
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Figura 22. Producdo de biomassa (A), agucar residual (B), produgédo de etanol (C), e
viabilidade celular (D). Linhagem VIN13, crescimento aerébico em meio YNB contendo
1% (p/v) de peptona ([J), casaminoacidos (O) ou sulfato de aménio (A) e 15% (p/v) de
maltose. Condic¢des de cultivo: 30°C, 250 rpm e pH inicial 5,0.
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IV.1.4. Anadlise comparativa dos parametros fermentativos entre as

leveduras de cervejaria e vinicola.

As tabelas 1 e 2 mostram um resumo dos valores de produgao de biomassa,
etanol e viabilidade celular formado em diferentes concentragdes de glicose (tabela 1) e
maltose (tabela 2) em diferentes condigdes de cultivo. Os dados da tabela 1 sdo
representativos das linhagens crescidas em glicose 2% e 15%, onde a glicose exerce
intenso fendmeno de repressao catabdlica sobre varios processos em Saccharomyces
cerevisiae. A comparagao dos dados das tabelas sdo mostrados nas figuras 3 a 10 e
15 a 22, que apresentam os paramentos fermentativos das células de leveduras
crescidas nas fontes de carbono glicose e maltose em diferentes fontes nitrogenadas,
para as quatro linhagens analisadas.

Estes resultados refletem as diferencas metabdlicas das leveduras, presentes
em diferentes processos industriais de produgao de cerveja e vinho, indicando que as
linhagens Saccharomyces cerevisiae mostram perfis diferenciadas em relagdo a
interferéncia da natureza da fonte nitrogenada e de carbono nos parametros
fermentativos analisados. Uma vez que os fluxos destes nutrientes sdo os principais
elementos a serem considerados nos processos fermetativos industriai, o estudo da
inter relacdo destes nutrientes podem se constituir em importante mecanismo de
compreensao dos processos bioquimicos e metabdlicos das diferentes Saccharomyces

cerevisiae.
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IV.2. A INFLUENCIA DO AUMENTO DA CONCENTRAGAO DA FONTE DE
NITROGENIO NO DESEMPENHO DAS LINHAGENS A3 E L52 E FISO.

Devido aos resultados obtidos com o cultivo das linhagens A3 (tipo “Ale”) e L52
(tipo “Lager”), ambas de cervejaria, as quais mostraram comportamento fermentativo
muito diferenciado nos meios contendo galactose e maltose de 15% (p/v), foram
realizados experimentos nos quais os meios de cultura foram complementados com
fonte de nitrogénio na concentragcao de 3% (p/v). As figuras 23 a 31 apresentam
acumulo de biomassa, utilizacdo de agucar, producao de etanol e viabilidade celular
das linhagens A3 , L52 e Fiso durante o crescimento aerdbico em meio YNB contendo

15% (p/v) nas fontes de carbono glicose, galactose e maltose, respectivamente.

IV.2.1. Estudos com concentragées de glicose 15%

O estudos com glicose e da complexidade das fontes de nitrogénio sobre o
metabolismo das linhagens A3, L52 e Fiso estdo nas figuras 23 a 25, que mostram o
acumulo de biomassa, utilizacdo de agucar, producdo de etanol e viabilidade celular, de
células das linhagens industriais.

Em glicose 15% (p/v) e 3% da fonte nitrogenada as amostras A3 e L52 e Fiso
apresentam melhor desempenho fermentativo no meio complementado com peptona,
com maior producado de biomassa, consumo de agucar eficiente, produgéo de etanol e
manutencgao da viabilidade celular. O perfil de variagdo dos parametros fermentativos é
semelhante com a fonte nitrogénio na concentracao de 1% (p/v), exceto pelo fato de ter
corrido maior produgdo de biomassa e de etanol. Isto €, a maior disponibilidade de
compostos nitrogenados assimilaveis melhora o desempenho fermentativo de

leveduras, como ja previamente descrito (CASEY et al.,1984).
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Figura 23. Producdo de biomassa (A), agucar residual (B), produgcéo de etanol (C), e
viabilidade celular (D). Linhagem A3, crescimento aerébico em meio YNB contendo 3%
(p/v) de peptona (1), casaminoacidos (O) ou sulfato de amoénio (A) e 15% (p/v) de
glicose. Condigbes de cultivo: 30°C, 250 rpm e pH inicial 5,0.

86



©

(=)
OO

Figura 24. Producédo de biomassa (A), agucar residual (B), producao de etanol (C), e
viabilidade celular (D). Linhagem L52, crescimento aerébico em meio YNB contendo 3%
(p/v) de peptona (1), casaminoacidos (O) ou sulfato de aménio (A) e 15% (p/v) de
glicose. Condigbes de cultivo: 30°C, 250 rpm e pH inicial 5,0.
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Figura 25. Produgdo de biomassa (A), agucar residual (B), produgcéo de etanol (C), e
viabilidade celular (D). Linhagem Fiso, crescimento aerdbico em meio YNB contendo 3%
(p/v) de peptona (1), casaminoacidos (O) ou sulfato de amoénio (A) e 15% (p/v) de
glicose. Condigbes de cultivo: 30°C, 250 rpm e pH inicial 5,0.
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IV.2.2. Estudos com concentragoes de galactose 15%

A analise do perfil de crescimento, consumo de agucar, producido de etanol e
viabilidade celular das linhagens A3, L52 e Fiso, em galactose 15% (p/v), e fonte de
nitrogénio 3% (p/v), mostra que ocorre, como no caso da glicose, uma melhora no
desempenho fermentativo nos meios complementados com peptona e casaminoacidos.

A figura 26 mostra que a linhagem A3 retoma a sua capacidade de consumir o
agucar e de produgao de etanol no meio complementado com peptona, apresentando
um comportamento diferente em relagéo a fonte de nitrogénio 1% (p/v) .

O aumento da concentragdo de peptona e casaminoacidos para 3% melhora o
desempenho fermentativo da linhagem L52, quando comparado com a concentragao
de 1%, e a peptona continua a ser o suplemento nitrogenado superior a
casaminodcidos.

A linhagem Fiso, na presengca de maior disponibilidade de compostos
nitrogenados, como observado para as outras linhagens, também melhora o seu
desempenho fermentativo, e neste caso a peptona se torna o melhor suplemento
nitrogenado, diferentemente do que foi observado na concentracdo de 1%, onde
peptona e casaminoacidos propiciou condigbes semelhantes de crescimento (CRUZ et
al., 2003).
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Figura 26. Producado de biomassa (A), agucar residual (B), produgéo de etanol (C), e
viabilidade celular (D). Linhagem A3, crescimento aerébico em meio YNB contendo 3%
(p/v) de peptona (1), casaminoacidos (O) ou sulfato de aménio (A) e 15% (p/v) de
galactose. Condigdes de cultivo: 30°C, 250 rpm e pH inicial 5,0.
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Figura 27. Producédo de biomassa (A), agucar residual (B), producao de etanol (C), e
viabilidade celular (D). Linhagem L52, crescimento aerébico em meio YNB contendo 3%
(p/v) de peptona (1), casaminoacidos (O) ou sulfato de aménio (A) e 15% (p/v) de
galactose. Condigdes de cultivo: 30°C, 250 rpm e pH inicial 5,0.
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Figura 28. Producdo de biomassa (A), agucar residual (B), produgéo de etanol (C), e
viabilidade celular (D). Linhagem Fiso, crescimento aerdbico em meio YNB contendo 3%
(p/v) de peptona (1), casaminoacidos (O) ou sulfato de aménio (A) e 15% (p/v) de
galactose. Condigdes de cultivo: 30°C, 250 rpm e pH inicial 5,0.
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IV.2.3. Estudos com concentragées de maltose 15%

A figura 29 apresenta os resultados da linhagem A3 no meio complementado
com peptona 3% (p/v), e mostra que a linhagem retoma o consumo de agucar e a
produgao de etanol, apresentando um perfil diferente daquele apresentado quando o
meio é suplementado com a fonte de nitrogénio 1% (p/v).

O aumento da concentragéo da fonte de nitrogénio, como observado para outros
acgucares, melhora o desempenho fermentativo das linhagens L52 e Fiso, entretanto a
linhagem Fiso fermenta maltose mais rapidamente. Sulfato de aménio € o que induz
condicao menos favoravel de fermentagdo, e 0 aumento na sua concentragdo tém um
impacto negativo quando comparado com 1%.

A Tabela 3 compara os valores dos parametros fermentativos obtidos para as
linhagens Fiso, L52 e A3 na fermentagcdo de diferentes agucares e na presencga de
fontes nitrogenadas com diferentes complexidades estruturais. Pode-se observar que,
no geral, a producédo de biomassa e de etanol € maior no meio com fonte de nitrogénio
3%, exceto para a complementagdo com sulfato de amoénio. Como ja comentado este
fato decorre da maior disponibilidade de compostos nitrogenados assimilaveis no meio
de cultura (CASEY et al.,, 1984). Pode-se explicar o fato da linhagem A3 retomar a
capacidade de fermentar maltose e galactose na presenga de peptona, como um

aumento na disponibilidade de aminoacidos na forma livre na concentragao de 3%.
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Figura 29. Producdo de biomassa (A), agucar residual (B), producao de etanol (C), e
viabilidade celular (D). Linhagem A3, crescimento aerébico em meio YNB contendo 3%

(p/v) de peptona (1), casaminoacidos (O) ou sulfato de amoénio (A) e 15% (p/v) de
maltose. Condigbes de cultivo: 30°C, 250 rpm e pH inicial 5,0.
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Figura 30. Produgdo de biomassa (A), agucar residual (B), produgéo de etanol (C), e
viabilidade celular (D). Linhagem L52, crescimento aerébico em meio YNB contendo 3%

(p/v) de peptona (1), casaminoacidos (O) ou sulfato de aménio (A) e 15% (p/v) de
maltose. Condigbes de cultivo: 30°C, 250 rpm e pH inicial 5,0.
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Figura 31. Produgdo de biomassa (A), agucar residual (B), produgéo de etanol (C), e
viabilidade celular (D). Linhagem Fiso, crescimento aerdbico em meio YNB contendo 3%
(p/v) de peptona (1), casaminoacidos (O) ou sulfato de aménio (A) e 15% (p/v) de
maltose. Condigbes de cultivo: 30°C, 250 rpm e pH inicial 5,0.
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A Tabela 3 mostra os dados de producdo de biomassa e etanol pelas linhagens
A3, L52 e Fiso nos meios contendo glicose, galactose ou maltose 15% plv,
complementados com fonte de nitrogénio nas concentragbes de 1% e 3%. A analise
comparativa dos dados mostrados na tabela indica diferencas significativas no
comportamento das linhagens frente as diferentes fontes de carbono e de nitrogénio.
Por exemplo:

1. Fermentagdo em glicose - No geral se observa que a peptona é a fonte de
nitrogénio que propicia melhores condi¢cdes de fermentagdo: com maior producdo de
biomassa e etanol, e ainda com a preservacdo da viabilidade celular (dado nao
mostrado na tabela). Como ja foi citado anteriormente (CRUZ et al., 2002), a
complementagdo com casaminoacidos parece eliminar possivel fase de crescimento
aerobico, provavelmente devido a perda de viabilidade celular. O aumento da
concentragao da fonte de nitrogénio de 1 a 3%, tanto na complementagao com peptona
como com casaminoacidos, sempre induziu um efeito favoravel ao processo
fermentativo, aumentando-se a produgdo de biomassa e etanol, e com valores de
viabilidade mais altos. A complementacdo com sulfato de amdnio sempre propiciou
condicbes desfavoraveis de fermentagdo. Ha uma acentuada acidificacdo do meio, e
mesmo com o ajuste de pH, ou trabalhando em condigbes tamponante a produgao de
biomassa e de etanol sempre foram inferiores no meio com sulfato de aménio.

2. Fermentacdo em galactose - A galactose, apesar de exercer o efeito de
repressao catabdlica, de alguma forma é considerado um agucar “ndo repressor”,
aparentemente devido a um efeito mais atenuado quando comparado com a glicose
(GANCEDO, 1998). Com galactose, ja foi observado um comportamento diferenciado
das linhagens, na concentragédo de 1% da fonte de nitrogénio (CRUZ et al., 2002). A
linhagem L52 mostrou um perfil semelhante ao observado para a glicose, sendo a
peptona o melhor complemento nitrogenado. Com as linhagens Fiso e A3 o melhor
complemento nitrogenado é o casaminoacidos, a tal ponto da linhagem A3 crescer,
mas nao produzir etanol, isto €, ndo fermentar galactose no meio complementado com
peptona (CRUZ et al., 2003).

3. Fermentacdo em maltose - Os resultados mais interessantes e, ao mesmo
tempo intrigantes, sdo os obtidos com maltose, na medida em que este dissacarideo é
0 mais abundante em mostos industriais de producéo de cerveja. A linhagem A3 cresce
bem nos meios complementados com peptona e casaminoacidos, mas s6 consegue

produzir grande quantidade de etanol no meio complementado com casaminoacidos, a
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exemplo do observado para o caso da galactose. Este comportamento da linhagem A3
pode sugerir que a mesma apresenta uma capacidade limitada em utilizar peptideos. A
linhagem L52 também se destaca na medida em que apresenta desempenho
fermentativo semelhante nos meios complementados com peptona e casaminoacidos.

Os dados da Tabela 3 sao exemplos de como a complexidade estrutural da fonte de
nitrogénio pode interferir com o metabolismo de leveduras. Os efeitos sobre os
parametros fermentativos ndo sao so6 sensiveis a complexidade estrutural da fonte de
nitrogénio, mas também ao tipo de acglucar e sua concentragdo, e varia entre as
diferentes linhagens.

O aumento da concentragdo da fonte de nitrogénio para 3%, ndo s6 melhora os
parametros fermentativos, como restitui a capacidade da linhagem A3 de produzir
etanol na presenga de maltose e galactose 15%, no meio complementado com
peptona. Uma explicacao deste fato € que ao se aumentar a concentragao de peptona,
aumenta-se também a quantidade de aminoacidos livres no meio em quantidade
suficiente para propiciar condi¢des adequadas para a linhagem A3 crescer e fermentar

maltose e galactose.
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Tabela 3: Produgcdao de biomassa (mgcels/mL) e de etanol (% v/v, valor entre
parénteses) produzidos por linhagens industriais em meios com diferentes

acucares 15% e nas concentragoes de 1 e 3% (p/v) de fonte de nitrogénio.

Linhagem Fiso L52 A3
FN1%* ]| FN3% |FN1%*| FN3% | FN1%* | FN3%

Pep [ 9,7 (4,8) | 15,0(55) | 8,0(55) | 13,0 (7.0) | 9,8 (4,4) | 15,8 (6,0)

Glicose |[cas [4,0(3,0) [62(50) [39(36) [58(55) [52(40) [80(52)
Am [25(25) [25(20) [20(03) [18(04) [30(1,2) [25(20)

Pep | 142(27) | 16,0 (5,5) | 7.5 (4,2) | 10,0 (4,0) | 9,0 (0,8) | 18,0 (6,0)
Galactose** | Cas | 13,8(5,0) | 12,0 (5,0) [55(1,7) [ 7,0(3,3) |11,74,5) | 13,0 (5,5)
Am [3,0(1,1) [2,0(0,70) [1,4(0,6) [20(04) |[32(1,00 [22(1,0)

Pep | 13,8(5,0) | 11,0 (5,5) | 8,0 (4,4) | 11,0 (5,5) | 10,5 (1,0) | 18,0 (5,6)

Maltose [Cas [6,0(3,5) |6,0(50) |7.8(4,0)|7,0(45) [13,0(4,0) |135(6,0)
Am [25(1,0) {2020 [20(10) [1,003) [2802) |[3,0(10)

*Os dados com glicose e FN 1% (fonte de nitrogénio) estdo publicados em (CRUZ et al., 2002).
**Os dados com galactose e FN 1% estao publicados em (CRUZ et al., 2003).
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IV.3. 0 ESTUDO DO EFEITO DE FRAGOES PEPTIDICAS ISOLADAS DA PEPTONA
NO CRESCIMENTO DE LEVEDURAS INDUSTRIAIS

Com o objetivo de observar se o comportamento fermentativo diferenciado das
linhagens industriais em peptona e casaminoacidos eram devido a presenga de
aminoacidos na forma de peptideos, realizou-se estudos com fragcées peptidicas
isoladas de peptona. Para este estudo foram selecionadas duas fragdes: uma
designada fragédo (4-8), resultante do material eluido nos tubos de 4 a 8, contendo
somente peptideos; e outra designada fragao ( 9-14 ) , resultante do material eluido nos
tubos de 9 a 14, contendo uma fracdo de peptideos menores e aminoacidos. Estas
fragcdes foram utilizadas como fonte de nitrogénio.

As figuras 32 a 35 mostram os dados fermentativos obtidos com a utilizagdo de
diferentes fragées peptidicas isoladas da peptona como fonte de nitrogénio pelas
leveduras A3 e L52 (ambas de cervejaria) e Fiso (linhagem de panificagdo), em meio

YNB contendo glicose e maltose 2% (p/v).

IV.3.1. Estudos com diferentes fragdes da peptona em glicose

A figura 32 mostra o efeito da presencga da fragdo peptidica ( 4-8 ), como fonte
de nitrogénio, no crescimento e utilizagdo de glicose. Pode-se observar que maior
acumulo de biomassa ocorreu para a linhagem Fiso, seguido pela L52. A linhagem A3
foi a que apresentou menor acumulo de biomassa. Na presenca da fragéo ( 9-14), na
figura 33 todas as linhagens crescem bem, sendo a A3 que apresenta maior acumulo

de biomassa.

IV.3.2. Estudos com diferentes fragoes da peptona em maltose

A figura 34 mostra os dados obtidos quando as linhagens industriais sao
cultivadas em meio YNB contendo maltose e a fragéo ( 4-8 ) como fonte de nitrogénio.
Observa-se que as linhagens Fiso e L52 apresentam crescimento semelhante em
maltose, e que o crescimento da linhagem A3, mesmo em maltose, € menor e
assemelha-se ao detectado no meio com glicose. No meio contendo a fragéo (9-14 )
como fonte de nitrogénio na figura 33 o crescimento das linhagens industriais € intenso,

sendo que a linhagem A3 é a que produz mais biomassa.
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Os dados mostrados nas figuras 32 e 35 indicam que as linhagens apresentam
diferentes capacidades de utilizarem peptideos como fonte de nitrogénio. Os dados
obtidos através da analise da utilizacdo das fracdes peptidicas isoladas da peptona
como fonte de nitrogénio, corroboram, em parte com os resultados obtidos com as
linhagens industriais em experimentos com células crescidas em glicose e maltose

15% na fonte de nitrogénio 1%.
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Figura 32. Producéao de biomassa (A), agucar residual (B), viabilidade celular (C) e pH
(D). Linhagem A3 (A), L52 (o) e Fiso (o), crescimento em meio YNB contendo 1% (p/v)
da fragcédo (4 — 8) em 2% (p/v) de glicose. Condi¢des de cultivo: 30°C, 250 rpm e pH
inicial 5,0.
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Figura 33. Producéao de biomassa (A), agucar residual (B), viabilidade celular (C) e pH
(D). Linhagem A3 (A), L52 (0) e Fiso (o), crescimento em meio YNB contendo 1% (p/v)
da fragéo (9 — 14) em 2% (p/v) de glicose. Condi¢cbes de cultivo: 30°C, 250 rpm e pH
inicial 5,0.
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Figura 34. Producéao de biomassa (A), agucar residual (B), viabilidade celular (C) e pH
(D). Linhagem A3 (A), L52 (o) e Fiso (o), crescimento em meio YNB contendo 1% (p/v)
da fragédo (4 - 8) em 2% (p/v) de maltose. Condigdes de cultivo: 30°C, 250 rpm e pH
inicial 5,0.
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Figura 35. Producéo de biomassa (A), acucar residual (B), viabilidade celular (C) e pH
(D). Linhagem A3 (A), L52 (o) e Fiso (o), crescimento em meio YNB contendo 1% (p/v)
da fracao (9 - 14) em 2% (p/v) de maltose. Condigbes de cultivo: 30°C, 250 rpm e pH
inicial 5,0
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IV.4. O EFEITO DA COMPLEXIDADE ESTRUTURAL DA FONTE DE CARBONO E
NITROGENIO NO PERFIL DOS NIVEIS DE GLICOGENIO E TREALOSE EM
CELULAS DE LEVEDURAS INDUSTRIAIS CRESCIDAS EM DIFERENTES
AGUCARES.

Este estudo refere-se aos efeitos da complexidade estrutural da fonte de
carbono e nitrogénio no acumulo de glicogénio e trealose pelas leveduras industriais:
A3, L52 e Fiso. Glicogénio e trealose sdo, primariamente, considerados como
carboidratos de reserva, mas que também podem estar envolvidos em outras
atividades fisiolégicas (FRANCOIS & PARROU, 2001). A glicose € uma importante
fonte de energia para os processos fisiolégicos e apresenta um forte mecanismo de
repressado catabdlica. Assim, o estudo das possiveis interferéncias da glicose e de
outros agucares no perfil dos niveis de glicogénio e trealose em leveduras, possa
fornecer informagdes que permitam melhor entendimento dos eventos metabdlicos
diferenciados que ocorrem nas leveduras industriais, quando crescidas na presencga de
fontes de nitrogénio com diferentes complexidades estrutural. As figuras 36 a 71
mostram o acumulo de glicogénio e trealose durante crescimento aerdbico em meio
YNB contendo 2% e 15% (p/v) das fontes de carbono (glicose, maltose e galactose),
complementadas com diferentes fontes de nitrogénio na concentragéo de 1% (p/v).

A andlise das curvas de crescimento das linhagens industriais em glicose 2%
mostrou a ocorréncia de diauxia, e que em torno de 24 horas observa-se a exaustao da
glicose e a transigcdo do metabolismo fermentativo para o oxidativo. Estudos recentes
(PARROU et al., 1999) mostraram que o acumulo de glicogénio acontece no estagio
final da fase exponencial de crescimento, ainda na presencga de glicose, e utilizado na
fase estacionaria, em condicdes limitantes de nutrientes.

Neste estudo escolhemos trés diferentes tempos de cultivo para avaliar a
quantidade de glicogénio e trealose presentes nas células de leveduras: 25, 40 e 60
horas. O primeiro (25 horas) € na regido de exaustao do agucar, e também quando se
observa a transigao diauxica. Os outros tempos representam a regiao inicial (40 horas)
e mais tardia (60 horas) da fase estacionaria. Em cultivo na presenca de 15% de
acucar as condigdes sao diferentes, mas mesmo assim as linhagens devem responder
metabolicamente as imposi¢cdes das condi¢cbes de cultivo, com reflexo no acumulo de

carboidratos de reserva.

106



IV.4.1. Perfil dos niveis de glicogénio em células crescidas em glicose

O efeito da complexidade estrutural das fontes de nitrogénio sobre o
metabolismo de glicogénio das linhagens A3, L52, Fiso estdo nas figuras 36 a 41, as
quais mostram o acumulo deste carboidrato de reserva durante o crescimento de
células S. cerevisiae, em glicose nas concentragdes de 2% e 15% (p/v).

A analise dos perfis da quantidade de glicogénio para todas as linhagens, nos
diferentes tempos de cultivo, mostra que eles apresentam a mesma caracteristica: a
concentragao do carboidrato variou, mas foi sempre menor em peptona e maior em
sulfato de amoénio, exceto para a linhagem A3, quando crescida em glicose 2%. Neste
caso as quantidades de glicogénio em peptona e casaminoacidos sao proximas. Os
dados mostram nas tabelas 4, 5 e 6, que no geral, em glicose, a linhagem Fiso
acumula maior quantidade de glicogénio quando comparada com as outras linhagens.
Outro aspecto a se comentar € que a concentragao de glicogénio € maior em 25 horas
de cultivo, o que esta de acordo com a fungdo de carboidrato de reserva, que se
acumula no final da fase exponencial e € mobilizado na fase estacionaria. Este

fendbmeno melhor observado na presencga de glicose 2%.
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Figura 36. Perfil dos niveis de glicogénio em células S. cerevisiae da linhagem A3,
durante o crescimento aerobico em meio YNB contendo 2% (p/v) de glicose
suplementados com 1% (p/v) peptona, casaminoacidos ou sulfato de aménio.
Condicdes de cultivo 30°C, 250 rpm e pH inicial 5,0.
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Figura 37. Perfil dos niveis de glicogénio em células de S. cerevisiae A3, durante o
crescimento aerobico em meio YNB contendo 15% (p/v) de glicose, suplementado
com 1% (p/v) de peptona, casaminoacidos ou sulfato de aménio. Condigdes de cultivo
30°C, 250 rpm, pH inicial 5,0
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Figura 38. Perfil dos niveis de glicogénio em células de S. cerevisiae L52, durante o
crescimento aerdbico em meio YNB contendo 2% (p/v) de glicose, suplementado com
1% (p/v) de peptona, casaminoacidos ou sulfato de aménio. Condicdes de cultivo 30°C,

250 rpm, pH inicial 5,0
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Figura 39. Perfil dos niveis de glicogénio em células de S. cerevisiae L52, durante o
crescimento aerébico em meio YNB contendo 15% (p/v) de glicose, suplementado
com 1% (p/v) de peptona, casaminoacidos ou sulfato de amdnio. Condigdes de cultivo

30°C, 250 rpm, pH inicial 5,0
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Figura 40. Perfil dos niveis de glicogénio em células de S. cerevisiae Fiso, durante o
crescimento aerobico em meio YNB contendo 2% (p/v) de glicose, suplementado com
1% (p/v) de peptona, casaminodacidos ou sulfato de aménio. Condigdes de cultivo 30°C,
250 rpm, pH inicial 5,0.
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Figura 41. Perfil dos niveis de glicogénio em células de S. cerevisiae Fiso, durante o
crescimento aerébico em meio YNB contendo 15% (p/v) de glicose, suplementado
com 1% (p/v) de peptona, casaminoacidos ou sulfato de amdnio. Condigdes de cultivo
30°C, 250 rpm, pH inicial 5.0.
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IV.4.2. Perfil dos niveis de glicogénio em células crescidas em maltose

A producéo de glicogénio pelas linhagens A3, L52 e Fiso, em maltose 2% e 15%
(p/v), estdo mostradas nas figuras 42 a 47. A analise dos perfis da quantidade de
glicogénio para todas as linhagens, nos diferentes tempos de cultivo, mostra a mesma
caracteristica observada em glicose: a concentragdo do carboidrato variou, mas foi
sempre menor em peptona e maior em sulfato de aménio, exceto para a linhagem A3,
quando crescida em maltose 2% e 15%. Nestas condigdes as quantidades de
glicogénio em peptona sdo maiores do que no meio com casaminoaciods. Os dados
mostrados nas tabelas 4, 5 e 6 mostram, que no geral, em maltose, maior acumulo de
glicogénio acontece em 15% do agucar; e em 25 horas de cultivo a quantidade de
glicogénio € sempre maior que em 60 horas; o que € de alguma forma condizente com
a funcdo de reserva atribuido ao glicogénio: se acumulando no final da fase

exponencial e mobilizado na fase estacionaria.
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Figura 42. Perfil dos niveis de acumulo de glicogénio em células de S.cerevisiae A3,
durante o crescimento aerdbico em meio YNB contendo 2% (p/v) de maltose,
suplementado com 1% (p/v) de peptona, casaminoacidos ou sulfato de aménio.
Condigdes de cultivo: 30°C, 250 rpm, pH inicial 5,0.
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Figura 43. Perfil dos niveis de acumulo de glicogénio em células S. cerevisiae A3,
durante o crescimento em meio YNB contendo 15% (p/v) maltose, suplementado com
1% (p/v) de peptona, casaminoacidos ou sulfato de aménio. Condigdes de cultivo 30°C,
250 rpm, pH inicial 5,0.
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Figura 44. Perfil dos niveis de acumulo de glicogénio em células de S.cerevisiae L52,
durante o crescimento aerdbico em meio YNB contendo 2% (p/v) de maltose,
suplementado com 1% (p/v) de peptona, casaminoacidos ou sulfato de amonio.
Condicdes de cultivo: 30°C, 250 rpm, pH inicial 5,0.
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Figura 45. Perfil dos niveis de acumulo de glicogénio em células S. cerevisiae L52,
durante o crescimento em meio YNB contendo 15% (p/v) maltose, suplementado com
1% (p/v) de peptona, casaminoacidos ou sulfato de aménio. Condicdes de cultivo 30°C,
250 rpm, pH inicial 5,0.
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Figura 46. Perfil dos niveis de acumulo de glicogénio em células de S.cerevisiae Fiso,
durante o crescimento aerdbico em meio YNB contendo 2% (p/v) de maltose,
suplementado com 1% (p/v) de peptona, casaminoacidos ou sulfato de amonio.
Condigdes de cultivo: 30°C, 250 rem, pH inicial 5,0.
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Figura 47. Perfil dos niveis de acumulo de glicogénio em células de S.cerevisiae Fiso,
durante o crescimento aerébico em meio YNB contendo 15% (p/v) de maltose,
suplementado com 1% (p/v) de peptona, casaminoacidos ou sulfato de aménio.
Condicdes de cultivo: 30°C, 250 rpm, pH inicial 5,0.
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IV.4.3 Perfil dos niveis de glicogénio em células crescidas em galactose

O efeito da complexidade estrutural das fontes de nitrogénio sobre o
metabolismo de glicogénio das linhagens A3, L52, Fiso na presenca de galactose 2% e
15% (p/v) estéo nas figura 48 a 53.

A analise dos perfis da quantidade de glicogénio para todas as linhagens, nos
diferentes tempos de cultivo, apresentou caracteristica semelhante a observado em
glicose e maltose: a concentracdo do carboidrato variou, mas foi sempre menor em
peptona e maior em sulfato de amonio.

Em concentragbes mais altas da fonte de carbono o maior acumulo deste
carboidrato ocorre no meio suplementado com casaminoacidos. Os dados mostrados
nas tabelas 4, 5 e 6 mostram, que no geral, em galactose, maior acumulo de glicogénio
acontece em 15% do acucar, e em 25 horas de cultivo a quantidade de glicogénio é
sempre maior que em 60 horas, o que condiz, como ja comentado no caso da glicose e

maltose, com a func¢ao de reserva atribuida a este composto.
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Figura 48. Perfil dos niveis de acumulo de glicogénio em células de S.cerevisiae A3,
durante o crescimento aerdbico em meio YNB contendo 2% (p/v) de galactose,
suplementado com 1% (p/v) de peptona, casaminoacidos ou sulfato de amonio.
Condicdes de cultivo: 30°C, 250 rpm, pH inicial 5,0.
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Figura 49. Perfil dos niveis de acumulo de glicogénio em células de S.cerevisiae A3,
durante o crescimento aerébico em meio YNB contendo 15% (p/v) de galactose,
suplementado com 1% (p/v) de peptona, casaminoacidos ou sulfato de aménio.
Condigdes de cultivo: 30°C, 250 rpm, pH inicial 5,0.
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Figura 50. Perfil dos niveis de acumulo de glicogénio em células de S.cerevisiae L52,
durante o crescimento aerébico em meio YNB contendo 2% (p/v) de galactose,
suplementado com 1% (p/v) de peptona, casaminoacidos ou sulfato de amonio.
Condigbes de cultivo: 30°C, 250 rem, pH inicial 5,0.
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Figura 51. Perfil dos niveis de acumulo de glicogénio em células de S.cerevisiae L52,
durante o crescimento aerdbico em meio YNB contendo 15% (p/v) de galactose,
suplementado com 1% (p/v) de peptona, casaminoacidos ou sulfato de aménio.
Condigdes de cultivo: 30°C, 250 rpm, pH inicial 50.
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Figura 52. Perfil dos niveis de acumulo de glicogénio em células de S.cerevisiae Fiso,
durante o crescimento aerébico em meio YNB contendo 2% (p/v) de galactose,
suplementado com 1% (p/v) de peptona, casaminoacidos ou sulfato de amonio.
Condigdes de cultivo: 30°C, 250 rpm, pH inicial 50.
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Figura 53. Perfil dos niveis de acumulo de glicogénio em células de S.cerevisiae Fiso,
durante o crescimento aerdbico em meio YNB contendo 15% (p/v) de galactose,

suplementado com 1% (p/v) de peptona, casaminoacidos ou sulfato de aménio.
Condicdes de cultivo: 30°C, 250 rpm, pH inicial 50.
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IV.4.4 Perfil dos niveis de trealose em células crescidas em glicose

O efeito da complexidade estrutural das fontes de nitrogénio sobre a produgao
de trealose pelas linhagens A3, L52 e Fiso quando crescidas em glicose 2% e 15%
estdo nas figuras 54 a 71, e nas tabelas 4 a 6.

A analise dos perfis da quantidade de trealose para todas as linhagens, no meio
com glicose, nos diferentes tempos de cultivo, apresenta a mesma caracteristica: a
concentracado do carboidrato variou, mas foi sempre menor em peptona e maior em
sulfato de aménio. A Unica exceg¢ao € a producao de trealose pela linhagem L52, em
glicose 15%. As figuras também mostram que, independente do complemento
nitrogenado, a maior produ¢cdo do carboidrato acorre apos 25 horas de cultivo.
Inequivocadamente, os dados das figuras e os das tabelas 6-8 indicam que a linhagem
Fiso, de panificacdo, é aquela que produz menor quantidade de trealose, em glicose;
mesmo em condicoes de estresse fermentativo, como o que ocorre no meio
complementado com sulfato de aménio. As linhagens A3 e L52 acumulam quantidades
de trealose consideravelmente superiores a linhagem Fiso, e no meio com sulfato de

amonio é que fica mais evidente a questao do estresse fermentativo.
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Figura 54. Perfil dos niveis de trealose em células S.cerevisiae A3, durante o
crescimento aerobico em meio YNB contendo 2% (p/v) glicose suplementado com 1%
(p/v) de peptona, casaminoacidos ou sulfato de aménio. Condigdes de cultivo: 30°C,
250 rpm e pH inicial 5,0.
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Figura 55. Perfil dos niveis de trealose em células de S.cerevisiae A3, durante o
crescimento aerdébico em meio YNB contendo 15% (p/v) glicose suplementado com
1% (p/v) de peptona, casaminoacidos ou sulfato de aménio. Condi¢cdes de cultivo:
30°C, 250 rpm e pH 5,0.
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Figura 56. Perfil dos niveis de trealose em células de S.cerevisiae L52, durante o
crescimento aerdbico em meio YNB contendo 2% (p/v) glicose suplementado com 1%
(p/v) de peptona, casaminoacidos ou sulfato de aménio. Condi¢des de cultivo: 30°C,
250 rpom e pH 5,0.
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Figura 57. Perfil dos niveis de trealose em células de S.cerevisiae L52, durante o
crescimento aerdébico em meio YNB contendo 15% (p/v) glicose suplementado com
1% (p/v) de peptona, casaminoacidos ou sulfato de aménio. Condi¢cdes de cultivo:
30°C, 250 rpm e pH 5,0.
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Figura 58. Perfil dos niveis de trealose em células de S.cerevisiae Fiso, durante o
crescimento aerdobico em meio YNB contendo 2% (p/v) glicose suplementado com 1%
(p/v) de peptona, casaminoacidos ou sulfato de amoénio. Condigdes de cultivo: 30°C,
250 rpom e pH 5,0.
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Figura 59. Perfil dos niveis de trealose em células de S.cerevisiae Fiso, durante o
crescimento aerdébico em meio YNB contendo 15% (p/v) glicose suplementado com
1% (p/v) de peptona, casaminoacidos ou sulfato de amoénio. Condi¢cdes de cultivo:
30°C, 250 rpm e pH 5,0.
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IV.4.5. Perfil dos niveis de trealose em células crescidas em maltose

O estudo do efeito da complexidade estrutural da fonte de nitrogénio no
metabolismo das leveduras crescidas em maltose € importante uma vez que este
carboidrato fermentescivel estd presente em grande quantidade nos mostos de
cervejaria, e desta forma é interessante verificar as possiveis interferéncias deste
carboidrato nos niveis de trealose. Através da sua quantificagao sera possivel entender
melhor os processos metabdlicos diferenciados das leveduras de cervejaria e de
panificagdo, em meios contendo este agucar e complementados com diferentes fontes
de nitrogénio.

Os niveis de trealose das linhagens A3, L52 e Fiso, durante o crescimento em
maltose 2% e 15% (p/v), estdo mostrados nas figuras 60 a 65 e nas tabelas 4 a 6.

A analise dos perfis da quantidade de trealose, nos diferentes tempos de cultivo,
como ja observado para o meio com glicose, apresenta a mesma caracteristica: a
concentragao do carboidrato variou, e foi sempre menor em peptona e maior em sulfato
de aménio, exceto para a linhagem A3. Esta linhagem apresenta um comportamento
diferenciado na fermentacdo de maltose (e galactose). Tanto as figuras como as
tabelas 4 a 6 mostram que as trés linhagens produzem altos niveis de trealose em

maltose, principalmente, quando comparada com a linhagem Fiso em glicose.
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Figura 60. Perfil dos niveis de trealose em células de S.cerevisiae A3, durante o
crescimento aerdbico em meio YNB contendo 2% (p/v) de maltose suplementado com
1% (p/v) de peptona, casaminoacidos ou sulfato de amdnio. Condigbes de cultivo:
30°C, 250 rpm e pH incial 5,0.
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Figura 61. Perfil dos niveis de trealose em células de S.cerevisiae A3, durante o
crescimento aerébico em meio YNB contendo 15% (p/v) de maltose suplementado
com 1% (p/v) de peptona, casaminoacidos ou sulfato de aménio. Condi¢des de cultivo:
30°C, 250 rpm e pH incial 5,0.
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Figura 62. Perfil dos niveis de trealose em células de S.cerevisiae L52, durante o
crescimento aerdbico em meio YNB contendo 2% (p/v) de maltose suplementado com
1% (p/v) de peptona, casaminoacidos ou sulfato de amdnio. Condigbes de cultivo:
30°C, 250 rpm e pH incial 5,0.
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Figura 63. Perfil dos niveis de trealose em células de S.cerevisiae L52, durante o
crescimento aerébico em meio YNB contendo 15% (p/v) de maltose suplementado
com 1% (p/v) de peptona, casaminoacidos ou sulfato de aménio. Condi¢des de cultivo:
30°C, 250 rpm e pH incial 5,0.
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Figura 64. Perfil dos niveis de trealose em células de S.cerevisiae Fiso, durante o
crescimento aerdbico em meio YNB contendo 2% (p/v) de maltose suplementado com
1% (p/v) de peptona, casaminoacidos ou sulfato de amdnio. Condigbes de cultivo:
30°C, 250 rpm e pH incial 5,0.
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Figura 65. Perfil dos niveis de trealose em células de S.cerevisiae Fiso, durante o
crescimento aerébico em meio YNB contendo 15% (p/v) de maltose suplementado
com 1% (p/v) de peptona, casaminoacidos ou sulfato de aménio. Condi¢des de cultivo:
30°C, 250 rpm e pH incial 5,0.
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IV.4.6. Perfil dos niveis de trealose em células crescidas em galactose

O efeito da complexidade estrutural das fontes de nitrogénio sobre o a produgao
de trealose pelas linhagens A3, L52 e Fiso quando crescidas em galactose 2% e 15%
estdo nas figuras 66 a 71 e nas tabelas 4 a 6.

A analise dos perfis da quantidade de trealose, nos diferentes tempos de cultivo
em galactose, apresenta caracteristicas diferentes daquelas observadas em glicose e
maltose: somente para a linhagem A3 (galactose 2% e 15%) observa-se o padrao no
qual a complementacdo com peptona é sempre menor e sulfatode aménio maior. Este
mosaico de variagdo de concentracdo de trealose pode ser uma indicagdo da resposta
metabdlica da levedura e de estresse fermentativo aos diferentes agucares. Cumpre
salientar que as maiores concentracdes de trealose produzidas sempre acorreram do
meio suplementado com sulfato de amobnio, situacdo indutora de condigdes de

fermentacdo menos favoravel, isto €, com maior estresse fermentativo.
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Figura 66. Perfil dos niveis de trealose em células de S.cerevisiae A3, durante o
crescimento aerdbico em meio YNB contendo 2% (p/v) de galactose suplementado
com 1% (p/v) de peptona, casaminoacidos ou sulfato de amdnio. Condigbes de cultivo:

30°C, 250 rpm e pH incial 5,0.

800

700

600

500

400
300

nmoles glicose/mg Células

200 |
100 |

0
25

40
Tempo (h)

O Peptona
m Casaminoéacido
@ Sulf. Amdnio

60

Figura 67. Perfil dos niveis de trealose em células de S.cerevisiae A3, durante o
crescimento aerobico em meio YNB contendo 15% (p/v) de galactose suplementado
com 1% (p/v) de peptona, casaminoacidos ou sulfato de aménio. Condi¢des de cultivo:

30°C, 250 rpm e pH incial 5,0.

128



1200

O Peptona
m Casaminodcido
‘_% 1000 r @ Sulf. Amdnio
> 800 |
£
[ )
8 600 |
Q
=)
8 400 |
o
e
c
200
0
25 40 60

Tempo (h)

Figura 68. Perfil dos niveis de trealose em células de S.cerevisiae L52, durante o
crescimento aerdbico em meio YNB contendo 2% (p/v) de galactose suplementado
com 1% (p/v) de peptona, casaminoacidos ou sulfato de amdnio. Condigbes de cultivo:
30°C, 250 rpm e pH incial 5,0.
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Figura 69. Perfil dos niveis de trealose em células de S.cerevisiae L52, durante o
crescimento aerdbico em meio YNB contendo 15% (p/v) de galactose suplementado
com 1% (p/v) de peptona, casaminoacidos ou sulfato de amdnio. Condigbes de cultivo:
30°C, 250 rpm e pH incial 5,0.
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Figura 70. Perfil dos niveis de trealose em células de S.cerevisiae Fiso, durante o
crescimento aerobico em meio YNB contendo 2% (p/v) de galactose suplementado
com 1% (p/v) de peptona, casaminoacidos ou sulfato de amdnio. Condigbes de cultivo:
30°C, 250 rpm e pH incial 5,0.
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Figura 71. Perfil dos niveis de trealose em células de S.cerevisiae L52, durante o
crescimento aerobico em meio YNB contendo 15% (p/v) de galactose suplementado
com 1% (p/v) de peptona, casaminoacidos ou sulfato de amdnio. Condigbes de cultivo:
30°C, 250 rpm e pH incial 5,0.
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IV.4.7. Influéncia da fonte de carbono e nitrogénio no acumulo dos niveis

de glicogénio e trealose em células de levedura.

Sabe-se que mudancas na concentragdo de um nutriente essencial durante o
crescimento de um organismo leva a um ajuste permanente da maquinaria genética e
metabdlica da célula (FRANCOIS & PARROU 2001, SCHNEPER et al., 2004), e em
Saccharomyces cerevisiae ajustes metabdlicos interferem diretamente nas quantidades
de glicogénio e trealose. As tabelas 4, 5 e 6, respectivamente, mostram que as
quantidades de glicogénio e trealose produzidas apos de 25 e 60 horas do crescimento
pelas linhagens A3, L52 e Fiso em meio YNB contendo as fontes de carbono glicose,
maltose e galactose nas concentragbes de 2% e 15%, e suplementadas com diferentes
fontes nitrogenadas (peptona, casaminacidos e sulfato de amdnio). As concentragdes
dos carboidratos variam e estdo de acordo com as informacdes descritas na literatura,
que relatam uma grande variagdo nas suas concentragdes, em resposta a diferentes
condi¢gdes de cultivo, tanto ao que se refere aos paréametros fisico-quimicos (ex.
temperatura e osmolaridade) quanto a questdbes de deficiéncias nutricionais
(FRANCOIS & PARROU, 2001).

Um aspecto interessante de ser observado é como a producido destes
carboidratos varia para diferentes linhagens, e € com a trealose que se observa
maiores diferencas. Além do que ja foi comentado sobre as caracteristicas dos perfis
da produgéo dos carboidratos em diferentes tempos de cultivo e do efeito da fonte de
nitrogénio, se observa que a produgado de trealose, em glicose, pela linhagem Fiso é
muito inferior a produzida por A3 e L52. Entretanto em maltose, a linhagem Fiso produz
mais trealose que as linhagens cervejeiras. Este fenbmeno é particularmente mais
acentuado na concentracgao de glicose 2% (p/v), independente da fonte nitrogenada.

A producgdo de glicogénio é baixa nos meios complementados com peptona e
casaminoacidos e o menor acumulo de glicogénio é observado, para as trés linhagens,

no meio contendo galactose.
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Tabela 4 - Efeito das diferentes fontes de carbono e nitrogénio no perfil dos

niveis de acumulo de glicogénio e trealose.

Fonte de nitrogénio Peptona

A3 L52 Fiso
Linhagens
Glicogénio Trealose Glicogénio Trealose Glicogénio Trealose
(ng glicose) (nmoles glicose) (ng glicose) (nmoles glicose) (ug glicose) (nmoles glicose)
Tempo

h) 25 60 25 60 25 60 25 60 25 60 25 60
Glicose 2% 61 49 325 | 214 60 28 | 198 61 104 56 42 32
Glicose 15% 39 38 253 | 129 65 39 | 518 67 85 50 40 33
Maltose 2% 47 39 356 | 250 43 35 | 152 | 132 18 25 527 | 296
Maltose 15% | 84 41 295 | 188 81 37 | 251 116 57 40 148 | 121
Galactose 2% | 32 19 256 | 216 53 29 | 652 | 476 34 25 417 | 251
Galactose 15% | 12 17 314 | 240 27 19 | 177 | 109 44 52 241 146
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Tabela 5 — Efeito das diferentes fontes de carbono e nitrogénio no perfil

dos niveis de acumulo de glicogénio e trealose.

Fonte de nitrogénio Casaminoacidos

A3 L52 Fiso
Linhagens

Glicogénio Trealose| Glicogénio Trealose Glicogénio Trealose

(ng glicose) | (nmoles glicose) (ng glicose) (nmoles glicose) (ug glicose) (nmoles glicose)

Tempo

(h)

25 | 60 25 60 25 60 | 25 60 25 60 25 60

Glicose 2% 66 | 44 | 492 | 205 84 41 | 319 | 81 119 74 58 31

Glicose 15% 49 | 45 | 438 | 380 99 88 | 204 | 488 105 123 140 | 92

Maltose 2% 38 | 26 | 383 | 167 75 40 | 202 | 137 23 36 | 1.258 | 498

Maltose 15% 36 | 32 | 259 | 134 | 117 | 683 | 282 | 145 109 43 303 | 227

Galactose 2% 28 22 434 | 248 51 24 | 922 | 283 60 34 513 | 353

Galactose 15% | 14 | 20 | 495 | 274 | 66 28 | 236 | 258 82 33 126 | 250
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Tabela 6 - Efeito das diferentes fontes de carbono e nitrogénio no perfil dos

niveis de acumulo de glicogénio e trealose.

Fonte de nitrogénio Sulfato de Aménio

Linhagens A3 L52 Fiso
Glicogénio Trealose Glicogénio Trealose Glicogénio Trealose
(ug glicose) (nmoles glicose) (ug glicose) (nmoles glicose) (ug glicose) (nmoles glicose)
Tempo
h) 25 60 25 60 25 60 25 60 25 60 25 60
Glicose 2% 121 | 64 888 | 799 90 60 | 386 | 170 347 197 164 147
Glicose 15% | 134 | 75 | 1.092 | 818 | 239 | 135 | 254 | 161 227 132 140 92
Maltose 2% 74 55 649 | 543 82 62 | 324 | 222 27 61 1.639 | 1.454
Maltose 15% | 118 | 70 568 | 539 | 287 97 | 384 | 290 291 128 383 374
Galactose 2% | 39 38 643 | 452 62 40 | 244 | 540 66 38 216 192
Galactose 15% | 44 29 619 | 572 80 20 | 215 40 68 36 309 430
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ESTUDOS REALIZADOS COM DIFERENTES FONTES DE CARBONO E DE
NITROGENIO NO DESEMPENHO FERMENTATIVO DE LEVEDURAS INDUSTRIAIS

Considerando que a maioria dos meios industriais contém agucares e compostos
nitrogenados com composicao estruturalmente complexa (MORENO-ARRIBAS et al.
2002; STEWART & RUSSELL, 1998), os estudos apresentados nesta tese sobre o
efeito da fonte de nitrogénio no metabolismo de leveduras industriais foram realizados
empregando meios que continham um agucar como fonte de carbono, e compostos
nitrogenados com diferentes niveis de complexidade estrutural. As fontes de nitrogénio
variaram de um simples sal de aménio (sulfato de aménio) a hidrolisados acidos de
proteinas (casaminoacidos) constituidos predominantemente de aminoacidos na forma
livre, e hidrolisado enzimatico de proteinas (peptona) com predominancia de peptideos.
Como fonte de carbono foram utilizados os acucares glicose, galactose e maltose em
concentragdes de 2% e 15% (p/v), com o objetivo de submeter as células de levedura a
diferentes condi¢cdes metabdlicas: baixo e alto nivel de repressao catabdlica.

Resultados obtidos em nosso laboratério mostraram que a complexidade
estrutural da fonte de nitrogénio tem um forte impacto no metabolismo fermentativo de
leveduras industriais (CRUZ et al., 2002, CRUZ et al., 2003). Foi observado que o
acumulo de biomassa e a produgao de etanol, além da dependéncia da natureza do
suplemento nitrogenado, também sofria forte influéncia do tipo e da concentragdo do
acucar. Os estudos iniciais foram desenvolvidos de maneira mais completa com uma
linhagem de panificagdo e em meios contendo glicose e maltose como fonte de
carbono. Em baixas concentragdes de glicose e maltose (2%, p/v) foi observado um
perfil de crescimento diduxico. Para a mesma linhagem a produgao de biomassa era
aproximadamente a mesma para os meios complementados com casaminoacidos e
peptona. Na presenca de sulfato de amoénio, o agucar era convertido em etanol e este
utilizado muito vagarosamente pela levedura. Em concentragbes mais altas de agucar,
a diauxia nao era facilmente observada, e a transicdo do metabolismo fermentativo
para o oxidativo acontecia mais rapidamente na complementacdo com peptona. Na
suplementagdo com casaminoacidos observou-se uma mudanca drastica no
desempenho fermentativo das leveduras, e o tempo para a transicdo metabdlica
fermentativo-oxidativo aumentou com a concentragdo de glicose, concomitantemente
com a diminuigdo da producao de biomassa, resultando na extingdo da segunda fase

de crescimento. Estes efeitos sobre a producédo de biomassa e etanol assemelham-se
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aqueles atribuidos a fermentagdes problematicas observados na producéo de cervejas
e de vinhos, conhecidas como “stuck fermentation” (incompleta) ou “sluggish
fermentation” (demasiadamente longa) (ALEXANDRE e CHARPENTIER, 1998;
BISSON, 1999).

O estudo da fermentacao de galactose mostrou que leveduras de cervejaria (A3
e L52) e de panificagdo (Fiso) fermentavam galactose diferentemente, e que a
complexidade estrutural da fonte de nitrogénio induziam padrées diferenciados de
utilizagao de galactose 15% (p/v), tendo forte impacto na conversao do agucar a etanol
(Figuras 13 e 14) (CRUZ et al., 2002). Em baixa concentracao de galactose observa-se
a diauxia, como ja descrito para glicose e maltose. Entretanto, nos estudos com
galactose 15% (p/v) a linhagem A3 apresenta crescimento consideravel nos meios com
casaminoacidos e peptona, mas a linhagem s6 é capaz de produzir altas
concentragdes de etanol no meio complementado com casaminoacidos. A linhagem
Fiso também tem melhor desempenho fermentativo no meio com casaminoacidos, e o
consumo de galactose e producdo de etanol mais limitado no meio complementado
com peptona. A peptona € o complemento nitrogenado que propicia melhor
desempenho a linhagem L52. Os resultados com galactose foram associados a
respostas das diferentes linhagens industrtiais ao fendbmeno de represséo catabdlica
exercido pelos agucares.

Os estudos do efeito da complexidade estrutural da fonte de nitrogénio na
fermentacdo de glicose e maltose foram continuados com leveduras de cervejaria
(linhagens A3 e L52) e de vinicola (VIN7 e VIN13). Alto rendimento celular foi obtido
para todas as linhagens nos meios contendo glicose e maltose e complementados com
peptona e casaminoacidos (Figuras 3 a 10 e tabelas 1 e 2). Entretanto foi na
concentragdo de 15% (p/v) que os efeitos da complexidade estrutural da fonte de
nitrogénio foram mais acentuados. As linhagens L52 e VIN7 apresentaram crescimento
e producgao de etanol proximos nos meios com maltose e suplementados com peptona
e casaminoacidos (Figuras 20 e 21). Altas concentragdes de biomassa e de etanol
pelas linhagens A3 e VIN13 foram obtidas apenas no meio contendo casaminoacidos
(Figuras 19 e 22). Na fermentacdo de glicose 15% (p/v), para as quatro linhagens,
peptona foi a fonte de nitrogénio que propiciou melhor desempenho fermentativo, com
alta produgao de biomassa e etanol, e ainda preservando a viabilidade celular (Figuras
7 e 10).
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Os resultados mais intrigantes foram os obtidos com as linhagens A3 e VIN13 no
meio contendo maltose e suplementado com peptona, onde se observou uma alteragao
drastica no perfil de utilizacdo de maltose: a levedura utilizou o agucar para crescer,
mas nao foi capaz de produzir etanol. Estes resultados sdo semelhantes aos obtidos
com galactose para a linhagem A3. A suplementagdo com sulfato de amdnio sempre
propiciaram desempenhos fermentativos inferiores aos obtidos com peptona e
casaminoacidos. Cumpre salientar que a complementagao com sulfato de aménio
sempre causa uma acidificacao acentuada do meio de cultivo. Entretanto, estudos nos
quais o pH dos meios foi mantido durante o periodo de cultivo também mostraram que
a complementagao com sulfato de amoénio é inferior (CRUZ et al., 2001).

Para as industrias de producdo de cerveja e vinho a presenga de quantidades
adequadas dos constituintes utilizados como fontes de carbono e de nitrogénio é
considerado um importante fator para se completar uma fermentacao industrial e que
também contempla as qualidades desejadas do produto, seja ele vinho ou cerveja
(GARDNER et al.,2005; MANGINOT et al.,1998; STEWART & RUSSELL, et al 1998). A
fracdo nitrogenada assimilavel, além de suprir as necessidades fisioldégicas da
levedura, contribui e muito para a sintese de sub-produtos que determinam o sabor e o
aroma das bebidas. De outro lado, a fragdo nao assimilavel tem impacto da
estabilidade microbiolégica e na determinagdo da aparéncia do produto (MORENO-
ARRIBAS et al., 2002, STEWART & RUSSELL, 1998). Apesar de se reconhecer
importancia da composi¢cao dos constituintes nitrogenados nos meios industriais e o
impacto no processo fermentativo e na qualidade da bebida, pouco tem sido feito no
sentido de se observar o efeito da complexidade do meio de cultura, sendo que maior
atencao tem sido dedicada a utilizacao da fonte de carbono (MORENO-ARRIBAS et al.,
2002, STEWART & RUSSELL, 1998). A falta de informagbes mais detalhadas da
importancia de peptideos na fermentacédo de mostos de cervejaria e de vinicolas se
deve as dificuldades de isolamento e de analises de misturas muito complexas. Sé
para se ter uma idéia da complexidade da composigédo destes meios de cultura, estima-
se que em meio de produgao de cerveja exista em torno de 400 dipeptideos e 8000
tripeptideos, além de outros compostos nitrogenados (PATTERSON & INGLEDEW,
1999a).

Muitos estudos foram desenvolvidos com o objetivo de se elucidar a importancia
da composi¢ao de aminoacidos e de peptideos no processo fermentativo e no sabor e

aroma da bebidas e também da cinética de utilizacdo de aminoacidos e peptideos
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pelas leveduras durante o processo fermentativo (CALDERBANK et al., 1985;
CLAPPERTON, 1971; JONES et al, 1969; PATTERSON & INGLEDEW 1999a;
PATTERSON & INGLEDEW 1999b; THORNE, 1933; THORNE, 1941; THORNE,
1949). Os aminoéacidos e peptideos menores sao utilizados por leveduras. Os
aminoacidos na forma livre sao incorporados diretamente sem modificacdo nas
proteinas, ou sao degradados e o nitrogénio é usado na sintese de outros constituintes
nitrogenados e o derivado ceto-acido também pode ser utilizado em processo
biosintéticos (LARGE, 1986). Foi observado que a assimilagdo de diferentes
aminoacidos segue uma ordem de remogao, 0 que permite até a classificacdo dos
aminoacidos em grupos (PIERCE, 1987). Pouco se sabe sobre a diversidade estrutural
dos peptideos presentes nos meios industriais ou a ordem de remoc¢ao dos diferentes
peptideos do mosto de fermentagdo (CALDERBANK et al., 1985, CLAPPERTON,
1971; HICKMAN & BUCKEE, 1982; YOKATA et al., 1993).

A caréncia nutricional de compostos nitrogenados assimilaveis em mostos
industriais € um problema comum em industrias de fermentacdo, e a adicao de
suplemento nutricional a base de ambénio € uma pratica usual como forma de se
superar a possibilidade de problemas durante a fermentacgao industrial (a ocorréncia de
“sluggish ou stuck fermentation”) (CASEY et al., 1984; GARDNER, et al., 2005;
MANGINOT et al., 1998). Na industria cervejeira as primeiras manifestagcdes de
preocupacao com a deficiéncia nutricional de mostos aconteceram com a introducao da
pratica de fermentacdo com mostos de concentrados (“high gravity brewing”) (CASEY
et al., 1984; STEWART & RUSSELL, 1998). Nas primeiras tentativas de fermentacao
de mostos concentrados, os fatores que levaram a ocorréncia de fermentacbes
incompletas foram atribuidos principalmente aos seguintes fatores: efeito toxico do
etanol, efeito inibitério induzido por alta pressdo osmética e alteracdo no perfil
nutricional do mosto (CASEY & INGLEDEW, 1986). A adicdo aos mostos concentrados
de complexos lipidicos e compostos nitrogenados (peptona, extrato de levedo,
aminoacidos e misturas), evitaram a ocorréncia de fermentagao incompleta, permitindo
assim a producao de niveis mais elevados de etanol e a manutengédo da viabilidade
celular (CASEY et al., 1983). A ocorréncia de fermentacdes problematicas na industria
de vinhos é um fendbmeno comum, e uma forma de evita-las é através da adicdo de
suplemento nitrogenado, como sais de aménio (BELTRAN et al., 2005; MANGINOT et
al., 1998; MENDES-FERREIRA et al., 2004).
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Ainda ndo conhecemos 0s mecanismos moleculares responsaveis pelas
alteragbes nos parametros fermentativos induzidos pela complexidade estrutural da
fonte de nitrogénio descritas neste e em trabalhos anteriores (CRUZ et al., 2002, CRUZ
et al., 2003). Os resultados obtidos e baixa concentracdo de agucar (2% p/v) com
glicose, galactose e maltose, na presencga de peptona e casaminoacidos sugerem que
as duas fontes de nitrogénio propiciam condi¢gées favoraveis para o crescimento
celular. Alteragdes nos perfis dos parametros fermentativos sdo observados em altas
concentragdes de agucares (15% p/v), onde o efeito da repressédo catabdlica é mais
intenso. Para a glicose, considerada um acucar repressor, no geral, a peptona é a
melhor fonte de nitrogénio para o crescimento celular e fermentacédo. Na presenca de
maltose e galactose, agucares que sofrem a represséo pela glicose, casaminoacidos
induz melhores condi¢gdes de fermentagdo para as linhagens A3 e VIN13 (maltose) e
linhagem Fiso (galactose). De outro lado, para as linhagens L52 e VIN7 a
complementacao com peptona € que propicia as melhores condicdes de fermentacao
de galactose e maltose.

Casaminoacidos €& uma preparagcdo comercial com a predominancia de
aminoacidos na forma livre, resultante da hidrélise acida de proteinas; enquanto que a
peptona também é um produto comercial com predominancia de aminoacidos na forma
de peptideos, resultante da hidrélise enzimatica de proteinas (FARREL et al., 1993,
CRUZ et al., 2002). Assim, o desempenho fermentativo das linhagens dependerao da
capacidade transporte destas diferentes fontes de nitrogénio através da membrana
plasmatica. O transporte de aminoacidos envolve a participagdo de permeases
especificas para certos aminoacidos e uma permease geral de aminoacidos de menor
especificidade (HORAK, 1997). A utilizacdo de compostos nitrogenados de fontes
complexas acontece devido a uma combinagdo de um conjunto de permeases, suas
especificidades, e ainda os efeitos de retroinibicdo induzido pela concentracido e
composi¢ao do aminodcidos intracelulares (STEWART & RUSSELL, 1998).

As leveduras apresentam limitagdes em secretar enzimas proteoliticas e por isso
os aminoacidos e peptideos presentes em casaminoacidos e peptona entram nas
células como peptideos, processos mediados através de permeases de peptideos.
Assim, a utilizacdo de peptideos também depende da habilidade da célula de
transportar peptideos por permeases que sao proteinas diferentes das envolvidas no
transporte de aminoacidos (STEINER et al.,1995).
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Resultados ja publicados indicaram que aminoacidos, livres e na forma de
peptideos, presente em peptona e casaminoacidos sao utilizados por leveduras (CRUZ
et al., 2002). Estes resultados sugerem que tanto peptona como casaminoacidos séo
boas fontes nitrogenadas para o crescimento de leveduras. O comportamento
metabdlico diferenciado observado em altas concentracbes de aglucar e a
complexidade estrutural da fonte de nitrogénio, em correlagdo com a intensidade da
repressao catabdlica induzida pela fonte de carbono, sdo, em parte, responsaveis pelos
efeitos descritos nesta tese, e também, uma indicagéo de que a interagao mutua entre
a fonte de carbono e de nitrogénio deve exercer alguma influéncia no processo.
Cumpre salientar que somente nos ultimos anos € que o tema envolvendo a mutua
interagdo entre as fontes de carbono e nitrogénio foram publicados (ter SCHURE et al.,
1995; ter SCHURE et al, 2000; SCHNEPER et al.,, 2004), incluindo a recente
publicagdo que preconiza a regulagdo da atividades de aminoacidos permeases pelo
mecanismo de repressao catabodlica (PETER et al., 2006).

A capacidade diferenciada de utilizagdo dos peptideos pelas linhagens
industriais pode ser um dos fatores a promover alteracdo no perfil metabdlico das
leveduras industriais. Para abordar este aspecto foram planejados dois tipos de
experimentos: aumento na concentragdo da fonte nitrogenada, e utilizagdo da fragéo
peptidica isolada de peptona por diferentes linhagens industriais. Foi observada que as
linhagens apresentam diferentes capacidade de crescimento em peptideos, sendo que
a linhagem Fiso, € que produziu maior acumulo de biomassa quando crescida na
presenca de peptideos como fonte de nitrogénio. Esta parte do trabalho ainda nao foi
concluida, mas os resultados obtidos indicam que ndo € sé a capacidade de utilizagcao
de aminoacidos na forma de peptideos que determinam as alteragcbes no
comportamento fermentativo das leveduras industriais.

Os resultados descritos nesta tese e em estudos anteriores (CRUZ et al., 2002;
CRUZ et al., 2003) mostraram alteragdes nos perfis de utilizagdo de glicose, maltose e
galactose por leveduras industriais, com efeitos acentuados na produ¢ao de biomassa
e etanol, e que este comportamento foi influenciado pela complexidade estrutural da
fonte de nitrogénio. A fermentagcdo incompleta de acgucares e os efeitos sobre a
producdo de biomassa e etanol, e também sobre a viabilidade celular assemelham-se
aqueles descritos quando o corre o que se convencionou chamar de sluggish/stuck
fermentation, nos processo de produgcdo de cervejas e vinhos (ALEXANDRE &
CHARPENTIER, 1998; BISSON, 1999). Estes resultados tém importancia académica e
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aplicada na medida em que sugerem que nao s6é a complexidade estrutural da fonte de
nitrogénio, mas também a resposta metabdlica da levedura a repressao catabdlica tem
forte influéncia no desempenho de leveduras industriais. Assim, € de se esperar que
em Saccharomyces cerevisiae os mecanismos de controle de utilizacdo de uma fonte
de nitrogénio estruturalmente mais complexas ndo sdo os mesmos de fontes
estruturalmente mais simples, e que a mutua interagao entre as fontes de carbono e de
nitrogénio, incluindo os mecanismos envolvidos na repressao induzida por agucares e
nitrogénio devem desempenhar importantes efeitos nos processo de indugao/repressao

para a utilizacdo de compostos nitrogenados e agucares em leveduras.

O EFEITO DA COMPLEXIDADE ESTRUTURAL DA FONTE DE NITROGENIO E DO
TIPO DE AGUCAR NO ACUMULO DE CARBOIDRATOS DE RESERVA TREALOSE
E GLICOGENIO.

Os estudos realizados sobre o acumulo de trealose e glicogénio em diferentes
condicbes de cultivo deram-se devido ao fato de observamos que o desempenho
fermentativo das leveduras utilizadas neste estudo, com relagdo ao crescimento,
producao de etanol, consumo de nutrientes sofreu um forte impacto da natureza
estrutural da fonte de nitrogénio, refletindo inclusive na viabilidade celular das
leveduras. Este estudo foi realizado considerando-se os aspectos ainda nao
compreendidos da participacdo destes carboidratos de reserva no metabolismo de
leveduras industriais, particularmente no que diz respeito ao efeito da complexidade
estrutural da fonte de nitrogénio na producao de glicogénio e trealose.

Os resultados obtidos, de uma forma geral, estdo de acordo com o
comportamento esperado para o acumulo destes compostos, uma vez que foi
observado que a quantidade destes carboidratos de reserva nas células sofrem
acentuadas variacbes em resposta a diferentes alteragcdes nutricionais experimentadas
pelas leveduras durante o processo fermentativo, como consequéncia do complexo
sistema regulatério que controla a produgao dos carboidratos (FRANCOIS & PARROU,
2001). Entretanto, a analise dos resultados apresentados neste trabalho indica que o
comportamento das diferentes linhagens, com relagdo ao acumulo de glicogénio e
trealose, possa ser reflexo da natureza estrutural da fonte de nitrogénio, do processo

de selegdo a que foram submetidas as linhagens, o tipo a e concentragdo da fonte de
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carbono e o tempo de cultivo. As maiores flutuagbes de concentracbes dos

carboidratos, nas diferentes condi¢ées ocorreram para a trealose.

A linhagem A3

A linhagem A3 (“ale”) Saccharomyces cerevisiae apresenta um bom
desempenho fermentativo em glicose, com comportamento semelhante ao da linhagem
Fiso, tanto em 2% como a 15% de glicose produz quantidade de trealose
consideravelmente mais elevadas que a levedura de panificagdo. Nos critérios para a
selecao de linhagens cervejeiras sao consideradas algumas especificagdes inerentes a
producao de cerveja tipo “ale”, na qual o processo fermentativo se processa a uma
temperatura ao redor de 20°C, e a levedura deve ter a capacidade de fermentar de
forma eficiente a maltose e maltotriose. Como nossos experimentos foram realizados a
30°C, este pode ser um dos motivos que poderia induzir o microrganismo a produzir
mais trealose. Pode-se observar que a producao de trealose é superior na presencga de
todas as fontes de carbono analisadas, quando comparada com a linhagem de
panificagcdo. A producdo de glicogénio pela linhagem A3 é baixa, como também

observado para as linhagens Fiso e L52.

A linhagem L52

A linhagem L52 (“lager”), atualmente classificada com Saccharomyces
cerevisiae, mas por muito tempo conhecida como Saccharomyces uvarum
(carlsbergensis), levedura selecionada para a produgédo de cerveja tipo “lager”, cujo
processo de fermentagdo, entre outras particularidades, € conduzido a 15°C. Como a
linhagem A3 uma das propriedades da L52 é fermentatar eficientemente maltose e
maltotriose. Ao realizar experimentos a 30°C, esta deveria ser a levedura que refletisse
uma situacao mais acentuada de estresse fermentativo, com a producao elevada de
trealose (como protetor de estresse térmico e fermentativo). Entretanto, o resultados
indicam que esta levedura produz quantidades de trealose menores que o0 observado

para a linhagem A3.

A linhagem Fiso
A linhagem Fiso, selecionada para a industria de panificagdo, e também utilizada
no inicio da temporada de produgcdo de etanol combustivel em varias regides

brasileiras: no geral uma linhagem com bom desempenho fermentativo a 30°C em
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glicose, tanto em 2% como a 15% (p/v), principalmente no meio complementado com
peptona. Esta baixa producédo de trealose é observada mesmo nos meios contendo
casaminoacidos, quando a linhagem é submetida a um consideravel estresse
fermentativo na concentragao de 15% de acgucar, onde se observa baixo consumo de
glicose e acentuada perda da viabilidade celular. Se considerarmos que uma das
fungdes da trealose é atuar como protetor a estresse fermentativo, poderia se sugerir
que a baixa produgéo de trealose, quando comparado as outras linhagens, deve-se a
sua robustez fermentativa.

A producdo de trealose é aumentada consideravelmente na presenca de
maltose, parece ser a Fiso uma linhagem mais adaptada metabolicamente para
fermentar glicose ou frutose (ou ainda sacarose) do que maltose. O acumulo de
trealose, como esperado é maior em maltose 2% (p/v), pois o seu acumulo deve
ocorrer proximo a exaustao da fonte de carbono. A linhagem de panificagdo apresenta
altos niveis de trealose, também na presenga de galactose.

Um outro aspecto a ser considerado é o relacionado a fermentagao enddgena
em Saccharomyces cerevisiae, processo metabdlico de conversao de carboidratos de
reserva (glicogénio e trealose) em etanol, na auséncia de substratos exdgenos
(FERREIRA et al., 1999).

A trealose e o glicogénio ja foram considerados apenas substancias de reserva
energética para a levedura, mas atualmente diversos autores sugerem que a trealose
exerca a fungao de protegcédo para a célula de levedura quando esta se encontra em
uma situagao estressante: como altas temperaturas, choque osmatico, efeitos toxicos
do etanol, estresse nutricional e desidratagdo; sendo assim, o glicogénio seria entdo o
principal carboidrato de reserva em leveduras (ALCARDE & BASSO, 1997). Uma
questao importante foi mostrado por (LILLIE & PRINGLE, 1980) que um composto para
ser considerado de reserva deve ser acumulado em condicoes nas quais as fontes
externas de nutrientes sejam abundantes para serem utilizados em periodos
desfavoraveis, fato este que nao ocorre com a trealose, acumulada quando o meio se
encontra quase exaurido em glicose. Na fase diauxica de crescimento e proximo a fase
estacionaria observa-se diferengas entre a vias de acumulo de glicogénio e trealose,
estes resultados sugerem que glicogénio e trealose, apresentam fungdes diferentes
qguando submetidas a limitacdo da fonte de nutrientes.

Os resultados mostrados neste trabalho foram importantes, uma vez que

Saccharomyces cerevisiae € um microrganismo mundialmente utilizado na produgéao de

144



insumos biotecnoldgicos, e este trabalho mostra a complexa interagdo entre as fontes
de carbono e nitrogénio no crescimento celular. Os diferentes niveis de repressao
catabdlica exercida pelos diferentes tipos de agucares presentes no meio de cultura, e
ocorréncia de interagbes mutuas com as diferentes fontes de nitrogénio e de carbono
podem ser responsaveis pela alteracdo dos parametros fermentativos das leveduras
observados neste estudo. O complexo metabolismo deste organismo também foi
mostrado através dos estudos das fracoes peptidicas, isoladas da peptona como fontes
de nitrogénio, e através dos niveis de acumulo dos carboidratos de reserva glicogénio e
trealose. Esperamos que estes resultados, juntamente com os realizados em outros
laboratdérios possam permitir uma melhor compreensao dos processos fisioldgicos que

ocorrem nos meios com composigdes complexas de fontes de carbono e de nitrogénio.
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