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O etanol combustivel produzido no Brasil apresenta alguns problemas tecnologicos
que afetam a sua producdo em larga escala, entre estes destacamos a
contaminagcdo do processo por microrganismos indesejaveis, e a fermentagcédo de
mosto com baixa concentracdo de acgucares. Neste trabalho estudou-se aspectos
relacionados com leveduras contaminantes do processo industrial, e o
desempenho fermentativo de linhagens industriais utilizadas em mostos
concentrados e suplementados com fontes estruturalmente complexas de
nitrogénio. Foram utilizados dois meios basicos, um constituido da base
nitrogenada YNB, e outro a base de caldo de cana, no qual foi adicionado
diferentes concentracbes de sacarose. Estes meios foram suplementados com
fonte de nitrogénio que variaram de simples sal inorganico como sulfato de aménio,
e preparacdes comerciais de hidrolizados enziméticos (peptona) e &cidos de
proteinas (casaminodcidos). Trés linhagens industriais foram inoculadas em mosto
a base de caldo de cana contendo sacarose 22%, 30% e 35% (p/v), e
suplementados com fontes de nitrogénio. A 30°C, em cultivos agitados e néo
agitados, verificou-se que a utilizacdo completa de sacarose sO ocorreu no meios
suplementados com uma fonte de nitrogénio. No geral a suplementacdo com
peptona foi a que propiciou fermentagcdo mais eficiente, quando comparada com
sulfato de amoénio, maior acumulo de biomassa e manutencdo da viabilidade
celular. Os estudos mostraram que nas condi¢cdes de cultivo e com inoculacdo de
baixa densidade celular, € necessaria a suplementacao para completa utilizacao da
sacarose. No meio com sacarose 35% (p/v), atingiu-se um nivel de 14 % (v/v) de
etanol no cultivo ndo agitado e suplementado, sugerindo ser possivel a obtencao
de vinhos com maior quantidade de etanol, desde que encontradas as condi¢cdes
de trabalho que se aproximem do limite da alcool tolerancia das leveduras. O meio
YNB se mostrou mais adequado para se estudar a demanda de nitrogénio pelas
diferentes linhagens industriais. Neste meio também foi observado que a
suplementacdo com peptona é a que propicia fermentacdes mais eficientes. Os
estudos realizados com as linhagens isoladas de dornas de fermentacdo
mostraram, em meio YNB, desempenho inferior quando comparado com as
linhagens industriais, entretanto, o desempenho destes isolados em mosto

industrial € superior ao observado no meio YNB, indicando que podem causar
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prejuizos ao processo de producdo de etanol, se presentes em quantidades

significativas nas dornas de fermentacéo.
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The fuel ethanol industry in Brazil has some technological problems that affect its
production on a large scale, among those are contamination by undesirable
microorganisms, and wine with low ethanol concentration. We study aspects of
microbial contamination of industrial processes, and the fermentation performance
of industrial strains of concentrated musts supplemented with structurally complex
nitrogen sources. We used two basic media, one consisting of a nitrogen base YNB,
and another based on sugar cane juice, which was added increasing concentrations
of sucrose. These media were supplemented with nitrogen sources varying from
simple inorganic salt such as ammonium sulfate, and commercial preparations of
enzymatic hydrolysates (peptone) and acidic protein (casaminoacids). Three
industrial strains were inoculated into based sugar cane juice containing 22%
sucrose, 30% and 35% (w/v) and supplemented with nitrogen sources. At 30°C, in
shaken cultures, it was found that the efficient sucrose utilization occurred only in
media supplemented with a nitrogen source. In general supplementation with
peptone was the one that led to more efficient fermentation compared with
ammonium sulfate, with higher biomass accumulation and maintenance of cell
viability. Studies have shown that in conditions and with low cell density nitrogen
supplementation was required for almost complete sucrose utilization. In sucrose
35% (w/v), it was achieved a level of 14-15% (v/v) ethanol in nitrogen supplemented
cultures, suggesting the possibility of producting wines with higher amounts of
ethanol in working conditions approaching the limit of yeast alcohol tolerance. The
YNB medium was more appropriate to study the demand for nitrogen for different
industrial strains. In this medium was also observed that supplementation with
peptone induced more efficient fermentation. Studies with isolates from the
fermentation vats showed reduced fermentation performance when compared with
industrial strains, however the performance of these isolates on industrial must is
higher than in YNB medium, indicating that their presence in significant amount may

negativelly affect ethanol production.
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consumo de aclUcar de S. cerevisiae SA, durante
crescimento aerobico em mosto com 22% (p/v) de
sacarose, contendo 1% (p/v) de fontes de nitrogénio:
sulfato de amodnio, peptona, sem fontes de nitrogénio.
Condicdes de cultivo: 30°C, 200 rpm e pH inicial 5,0,
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reajustado o pH para 5,0 com NaOH 1M.
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reajustado o pH para 5,0 com NaOH 1M.

Producdo de biomassa, viabilidade celular, pH e
consumo de acucar de S. cerevisiae PE, durante
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Producdo de biomassa, viabilidade celular, pH e
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sulfato de amonio, peptona, sem fonte de nitrogénio.
CondigOes de cultivo: 30°C e pH inicial 5,0, sendo o
meio suplementado com sulfato de amonio, reajustado
0 pH para 5,0 com NaOH 1M.
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crescimento anaerébico em mosto com 30% (p/v) de
sacarose, contendo 1% (p/v) de fonte de nitrogénio:
sulfato de amonio, peptona, sem fonte de nitrogénio.
CondicOes de cultivo: 30°C e pH inicial 5,0, sendo o
meio suplementado com sulfato de amonio, reajustado
0 pH para 5,0 com NaOH 1M.
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sacarose, contendo 1% (p/v) de fonte de nitrogénio:
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cultivo: 30°C e pH inicial 5,0.
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Producdo de biomassa, viabilidade celular, pH e
consumo de acuUcar de S. cerevisiae PE, durante
crescimento aerobico em mosto com 35% (p/v) de
sacarose, contendo 1% (p/v) de fonte de nitrogénio:
sulfato de amonio, peptona, sem fonte de nitrogénio.
Condi¢des de cultivo: 30°C, 200 rpm e pH inicial 5,0,
sendo o meio suplementado com sulfato de amoénio,
reajustado o pH para 5,0 com NaOH 1M.

Produgdo de biomassa, viabilidade celular, pH e
consumo de acucar de S. cerevisiae CAT durante
crescimento aerdbico em mosto com 35% (p/v) de
sacarose, contendo 1% (p/v) de fonte de nitrogénio:
sulfato de amonio, peptona, sem fonte de nitrogénio.
CondicOes de cultivo: 30°C, 200 rpm e pH inicial 5,0,
sendo o meio suplementado com sulfato de amonio,
reajustado o pH para 5,0 com NaOH 1M.

Produgdo de biomassa, viabilidade celular, pH e
consumo de aclUcar de S. cerevisiae SA durante
crescimento aerobico em mosto com 35% (p/v) de
sacarose, contendo 1% (p/v) de fonte de nitrogénio:
sulfato de amonio, peptona, sem fonte de nitrogénio.
Condicdes de cultivo: 30°C, 200 rpm e pH inicial 5,0,
sendo o meio suplementado com sulfato de amonio,
reajustado o pH para 5,0 com NaOH 1M.

Producdo de biomassa, viabilidade celular, pH e
consumo de aclUcar de S. cerevisiae PE durante
crescimento aerobico em mosto com 35% (p/v) de
sacarose, contendo 2 % (p/v) de fonte de nitrogénio:
sulfato de amoénio, peptona, sem fonte de nitrogénio.
CondicOes de cultivo: 30°C, 200 rpm e pH inicial 5,0,
sendo o meio suplementado com sulfato de aménio,
reajustado o pH para 5,0 com NaOH 1M.
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Figura 24-

Figura 25 -

Figura 26-

Figura 27 -

Figura 28-

Producdo de biomassa, viabilidade celular, pH e
consumo de acucar de S. cerevisiae CAT durante
crescimento aerobico em mosto com 35% (p/v) de
sacarose, contendo 2 % (p/v) de fonte de nitrogénio:
sulfato de amonio, peptona, sem fonte de nitrogénio.
Condi¢des de cultivo: 30°C, 200 rpm e pH inicial 5,0,
sendo o meio suplementado com sulfato de amaonio,
reajustado o pH para 5,0 com NaOH 1M.

Produgdo de biomassa, viabilidade celular, pH e
consumo de acucar de S. cerevisiae SA durante
crescimento aerdbico em mosto com 35% (p/v) de
sacarose, contendo 2 % (p/v) de fonte de nitrogénio:
sulfato de amonio, peptona, sem fonte de nitrogénio.
CondicOes de cultivo: 30°C, 200 rpm e pH inicial 5,0,
sendo o meio suplementado com sulfato de amonio,
reajustado o pH para 5,0 com NaOH 1M.

Produgdo de biomassa, viabilidade celular, pH e
consumo de aclUcar de S. cerevisiae PE durante
crescimento anaerébico em mosto com 35% (p/v) de
sacarose, contendo 2 % (p/v) de fonte de nitrogénio:
sulfato de amonio, peptona. Condi¢cbes de cultivo: 30°C
e pH inicial 5,0, sendo o meio suplementado com
sulfato de amonio, reajustado o pH para 5,0 com NaOH
1IM.

Producdo de biomassa, viabilidade celular, pH e
consumo de aclUcar de S. cerevisiae CAT durante
crescimento anaerébico em mosto com 35% (p/v) de
sacarose, contendo 2 % (p/v) de fonte de nitrogénio:
sulfato de amonio, peptona. Condi¢cdes de cultivo: 30°C
e pH inicial 5,0, sendo o meio suplementado com
sulfato de aménio, reajustado o pH para 5,0 com NaOH
1M.

Produgdo de biomassa, viabilidade celular, pH e
consumo de aclUcar de S. cerevisiae SA durante
crescimento anaerdbico em mosto com 35% (p/v) de
sacarose, contendo 2% (p/v) de fonte de nitrogénio:
sulfato de amonio (o), peptona (A). Condicdes de
cultivo: 30°C e pH inicial 5,0, sendo o meio
suplementado com sulfato de aménio, reajustado o pH
para 5,0 com NaOH 1M.
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Figura 29 -

Figura 30 -

Figura 31-

Figura 32-

Figura 33-

Producdo de biomassa, viabilidade celular, pH e
consumo de acgucar de S. cerevisiae RED durante
crescimento anaerébico em mosto com 35% (p/v) de
sacarose, contendo 2% (p/v) de fonte de nitrogénio:
sulfato de amonio, peptona. Condi¢des de cultivo: 30°C
e pH inicial 5,0, sendo o meio suplementado com
sulfato de amonio, reajustado o pH para 5,0 com NaOH
1IM.

Producéo de trealose por S. cerevisiae pelas cepas PE,
CAT e SA, cultivadas sem agitacdo e com agitacdo em
mosto com 22% (p/v) de sacarose, contendo 1% de
fonte de nitrogénio: sem suplementacdo de nutriente,
sulfato de amoénio, peptona. O meio suplementado com
sulfato de aménio o pH foi reajustado para 5,0 com
NaOH 1M.

Producéo de trealose por S. cerevisiae pelas cepas PE,
CAT e SA, cultivadas sem agitacdo e com agitacdo em
mosto com 30% (p/v) de sacarose, contendo 1% de
fonte de nitrogénio: sem suplementacdo de nutriente,
sulfato de amonio, peptona. O meio suplementado com
sulfato de aménio o pH foi reajustado para 5,0 com
NaOH 1M.

Producéo de trealose por S. cerevisiae pelas cepas PE,
CAT e SA, cultivadas sem agitagdo em mosto com 30%
(p/v) de sacarose, contendo 1% de fonte de nitrogénio:
sem suplementacéo de nutriente, casaminoacidos.

Producéo de trealose por S. cerevisiae pelas cepas PE,
CAT, SA, cultivadas com agitacdo, em mosto com 35%
(p/v) de sacarose, contendo fontes de nitrogénio: 1% de
peptona (A), 2% peptona,1% de sulfato de aménio, 2%
de sulfato de aménio sem suplementacéo de nutriente.
O meio suplementado com sulfato de aménio o pH foi
reajustado para 5,0 com NaOH 1M.
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Figura 34-

Figura 35-

Figura 36-

Figura 37-

Figura 38-

Producéo de trealose por S. cerevisiae pelas cepas PE,
CAT, SA cultivadas sem agitacdo, em mosto com 35%
(p/v) de sacarose, contendo fontes de nitrogénio: 2% de
peptona, 2% de sulfato de amoénio. O meio
suplementado com sulfato de amoénio o pH foi
reajustado para 5,0 com NaOH 1M.

Atividade da invertase por S. cerevisiae pelas linhagens
PE, CAT, SA, cultivadas com agitacdo e sem agitacao,
em mosto com 35% (p/v) de sacarose, contendo fontes
de nitrogénio: 1% de peptona e 2% de peptona ou 1%
de sulfato de amonio e 2% de sulfato de amonio. O
meio suplementado com sulfato de aménio o pH foi
reajustado para 5,0 com NaOH 1M.

Producdo de biomassa, viabilidade celular, pH e
consumo de acucar de S. cerevisiae SC, durante
crescimento aerébico em meio YNB com 5% (p/v) de
sacarose, contendo 1% (p/v) de fonte de nitrogénio:
peptona, sulfato de amoénio. Condi¢des de cultivo: 30°C
e 200 rpm, pH inicial 5,0, sendo 0 meio suplementado
com sulfato de amadnio, reajustado o pH para 5,0 com
NaOH 1M.

Producdo de biomassa, viabilidade celular, pH e
consumo de aclUcar de S. cerevisiae RG, durante
crescimento aerdbico em meio YNB com 5% (p/v) de
sacarose, contendo 1% (p/v) de fonte de nitrogénio:
peptona, sulfato de amoénio. Condi¢des de cultivo: 30°C
e 200 rpm pH inicial 5,0, sendo o meio suplementado
com sulfato de amaonio, reajustado o pH para 5,0 com
NaOH 1M.

Produgdo de biomassa, viabilidade celular, pH e
consumo de acucar de S. cerevisiae LS, durante
crescimento aerdbico em meio YNB com 5% (p/v) de
sacarose, contendo 1% (p/v) de fontes de nitrogénio:
peptona, sulfato de aménio. Condi¢des de cultivo: 30°C
e 200 rpm pH inicial 5,0, sendo 0 meio suplementado
com sulfato de amaonio, reajustado o pH para 5,0 com
NaOH 1M.
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Figura 39-

Figura 40-

Figura 41-

Figura 42-

Figura 43-

Producdo de biomassa, viabilidade celular, pH e
consumo de aclUcar de S. cerevisiae SA, durante
crescimento aerobico em meio YNB com 5% (p/v) de
sacarose, contendo 1% (p/v) de fonte de nitrogénio:
peptona, sulfato de amoénio. Condi¢des de cultivo: 30°C
e 200 rpm, pH inicial 5,0, sendo o meio suplementado
com sulfato de amonio, reajustado o pH para 5,0 com
NaOH 1M.

Produgdo de biomassa, viabilidade celular, pH e
consumo de acucar de S. cerevisiae SC, durante
crescimento aerébico em meio YNB com 22% (p/v) de
sacarose, contendo 1% (p/v) de fontes de nitrogénio:
peptona, sulfato de aménio. Condi¢des de cultivo: 30°C
e 200 rpm, pH inicial 5,0, sendo o meio suplementado
com sulfato de aménio, reajustado o pH para 5,0 com
NaOH 1M.

Produgdo de biomassa, viabilidade celular, pH e
consumo de acucar de S. cerevisiae RG, durante
crescimento aerobico em meio YNB com 22% (p/v) de
sacarose, contendo 1% (p/v) de fontes de nitrogénio:
peptona, sulfato de amoénio. Condi¢des de cultivo: 30°C
e 200 rpm, pH inicial 5,0, sendo o0 meio suplementado
com sulfato de amonio, reajustado o pH para 5,0 com
NaOH 1M.

Producdo de biomassa, viabilidade celular, pH e
consumo de aclUcar de S. cerevisiae LS, durante
crescimento aerdbico em meio YNB com 22% (p/v) de
sacarose, contendo 1% (p/v) de fontes de nitrogénio:
peptona, sulfato de aménio. Condigbes de cultivo: 30°C
e 200 rpm, pH inicial 5,0, sendo o meio suplementado
com sulfato de amadnio, reajustado o pH para 5,0 com
NaOH 1M.

Producdo de biomassa, viabilidade celular, pH e
consumo de acuUcar de S. cerevisiae SA, durante
crescimento aerdbico em meio YNB com 22% (p/v) de
sacarose, contendo 1% (p/v) de fontes de nitrogénio:
peptona, sulfato de aménio, casaminoacidos. Condicfes
de cultivo: 30°C e 200 rpm, pH inicial 5,0, sendo o meio
suplementado com sulfato de amoénio, reajustado o pH
para 5,0 com NaOH 1M.
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Figura 44-

Figura 45-

Figura 46-

Figura 47-

Figura 48 -

Producdo de biomassa, viabilidade celular, pH e
consumo de acuUcar de S. cerevisiae CAT, durante
crescimento aerobico em meio YNB com 22% (p/v) de
sacarose, contendo 1% (p/v) de fontes de nitrogénio:
peptona, sulfato de aménio, casaminoacidos. Condi¢des
de cultivo: 30°C e 200 rpm, pH inicial 5,0, sendo o0 meio
suplementado com sulfato de amoénio, reajustado o pH
para 5,0 com NaOH 1M.

Produgdo de biomassa, viabilidade celular, pH e
consumo de agucar de S. cerevisiae PE, durante
crescimento aerébico em meio YNB com 22% (p/v) de
sacarose, contendo 1% (p/v) de fontes de nitrogénio:
peptona, sulfato de aménio, casaminoacidos. Condicdes
de cultivo: 30°C e 200 rpm, pH inicial 5,0, sendo o meio
suplementado com sulfato de amoénio foi reajustado o
pH para 5,0 com NaOH 1M.

Producdo de biomassa, viabilidade celular, pH e
consumo de acucar de S. cerevisiae, SC, SA, LS, RG,
durante crescimento aerébico em mosto com Brix 17°,
sem suplementagao de fontes de nitrogénio. Condigbes
de cultivo: 30°C e 200 rpm, pH inicial 5,0.

Producdo de biomassa, viabilidade celular, pH e
consumo de acucar de S. cerevisiae LS durante
crescimento anaerébico em mosto com 35% (p/v) de
sacarose, contendo 2 % (p/v) de fonte de nitrogénio:
sulfato de amonio, peptona. Condi¢gdes de cultivo: 30°C
e pH inicial 5,0, sendo o meio suplementado com
sulfato de amoénio, reajustado o pH para 5,0 com NaOH
1M.

Produgdo de biomassa, viabilidade celular, pH e
consumo de aclUcar de S. cerevisiae RG durante
crescimento anaerébico em mosto com 35% (p/v) de
sacarose, contendo 2 % (p/v) de fonte de nitrogénio:
sulfato de amoénio, peptona. Condi¢des de cultivo: 30°C
e pH inicial 5,0, sendo 0 meio suplementado com sulfato
de amonio, reajustado o pH para 5,0 com NaOH 1M.
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h de cultivo em mosto contendo 35 % (p/v) de sacarose,
com 1% e 2% de peptona ou 1% e 2% de sulfato de
amonio e com agitacao.

Atividade da invertase pelas linhagens industriais, apds 65
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DNS - 4cido 3,5-dinitrosalicilico
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NH4SO; - sulfato de aménio

YNB - yeast nitrogen base

YPD (ou YEPD) - meio de cultivo contendo extrato de levedura, peptona e glicose
PE, CAT, SA, RED,RG, LS - linhagens de Saccharomyces cerevisiae
Mg - microgramas

ML - microlitros
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1.0 INTRODUCAO
1.1. Producéo do etanol pelas usinas brasileiras

O processo de obtencdo do etanol comeca com o transporte da cana-de-
acucar até a moenda, onde sédo submetidas a lavagem com agua. A matéria-prima
€ picada, desfibrada e encaminhada para a extracdo do caldo. Na fabricacdo do
acucar o caldo é tratado através de processos de aquecimento e adicao de cal para
separar as impurezas e as bactérias, e em seguida € submetido a evaporacgéo para
transformar-se em xarope, que € utilizado na fabricagdo do agucar (AMORIM,
2005).

Este acucar por apresentar muita umidade € levado aos secadores rotativos
antes de ser ensacado. Nesta etapa, o acucar que nao se cristalizou da origem ao
mel final (melago), que é utilizado como uma fonte de aglcares para a producgéo do
alcool. O caldo misto, que resulta da moagem da cana, é diretamente encaminhado
para a fabrica do alcool. Neste caso ele é purificado por meio de varios processos e
técnicas de aquecimento e decantacédo para formar o mosto. Ao caldo misto pode,
ainda, ser adicionado o melaco. Este liquido é enviado as dornas para 0 processo
de fermentacdo (ALVES, 1994), e por ndo apresentar uma composicao definida
pode interferir com o processo fermentativo.

O mosto é colocado nas dornas juntamente com uma mistura composta de
“leite de levedura”, 4gua e acido sulfarico (“pé-de-cuba”). Atualmente, muitas das
leveduras sdo do género Saccharomyces cerevisiae, e foram resultantes de um
processo de selecdo considerando as suas caracteristicas fermentativas em
processos industriais. O sistema utilizado é baseado no método Melle-Boinot, em
gue o mosto fermentado é centrifugado para a separacéo das leveduras, que seréo
tratadas e recicladas no processo. A fermentacdo pode ser continua ou
descontinua com grande variedade de arranjo fisico. O mosto fermentado é
denominado vinho e € conduzido a destilacdo, onde através de varias colunas sera
alternadamente aquecido e condensado, separando-se todos o0s produtos
secundarios e proporcionando a obtencdo de varios tipos de etanol: etilico
hidratado, etilico anidro e outros. A tendéncia das industrias sucroalcooleiras é de

se transformar em complexos energéticos que além do etanol e do aglcar, possam
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fabricar racdo animal, fertilizantes entre outros e ainda gerar energia. (AMORIM,
2005).

Apesar do atrativo econdmico e ambiental do bioetanol, o atual estagio de
desenvolvimento tecnologico de producdo apresenta alguns passivos ambientais
gque carecem de solucdes tecnoldgicas, como por exemplo, a excessiva producéo
de vinhaca (12-14 L/L de etanol produzido), como conseqiéncia de processo de
fermentacdo de baixo teor alcodlico (~8,5-9,0 % v/v). Outra limitagdo do processo
€, em grande parte, associada a presenc¢a de contaminantes microbianos, os quais
requerem para O seu controle o uso intensivo de antibidticos e biocidas
(NOLASCO, 2010).

1.2. A levedura Saccharomyces cerevisiae

A fermentacdo alcodlica é um processo que consiste em um fenémeno
bioldgico, cujo principal agente € a levedura Saccharomyces cerevisiae, que possuli
a capacidade de transformar acucares, seu principal alimento, mas na auséncia
destes, pode utilizar &cidos organicos e até mesmo o proprio etanol. Este
microrganismo utiliza o acucar para obter energia para suas func¢des vitais e ndo
para produzir etanol como se requer na atividade industrial. Dessa forma para a
levedura, a fabricacdo de alcool € uma consequiéncia e ndo a finalidade da
fermentacdo. Ao metabolizar anaerobicamente o acucar, gera uma forma de
energia (ATP) que serd empregada na realizacdo de varios trabalhos fisiologicos
como absorcdo, excrecdo e outros, além de biossintese, necessarios a
manutencao da vida, crescimento e multiplicagcdo (AMORIM, 2005).

A diferenca entre fermentacdo e respiracdo nado consiste somente na
producao de alcool e gas carbbdnico, na fermentacao; e de agua e gas carbdnico,
na respiracdo. Na fermentacdo a molécula de glicose produz duas moléculas de
ATP e na respiragdo 38 moléculas de ATP. Se 0 meio possui oxigénio e a
concentracdo de acucar for baixa, ocorre a respiracdo. Em termos energéticos a
respiracdo € muito mais favoravel para a levedura do que a fermentacdo. Em
condicBes industriais a levedura utiliza anaerobicamente seu substrato (glicose e

frutose), através de uma série de reacdes enziméticas (a partir da sacarose) que
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ocorrem em sequUéncia ordenada. Isto ocorre no citoplasma celular sendo, portanto,
nessa regiao da célula que se processa a fermentacéo alcodlica (ALVES, 1994).

Diversos fatores podem afetar o rendimento fermentativo, ou seja, a eficiéncia
da conversao do acucar em etanol. Estes podem ser de ordem fisica (temperatura
e pressao osmotica), quimica (pH, oxigenacgao, nutrientes minerais, organicos e
inibidores) e microbiolégica (espécie, linhagem e concentracdo da levedura, além
da contaminagdo bacteriana). Geralmente as quedas na eficiéncia fermentativa
decorrem de uma alteracdo na estequiometria do processo, levando a maior
formacdo de produtos secundarios (glicerol, acidos organicos) e de biomassa
(CARVALHO, 2001).

O volume de élcool que a fermentacdo produz depende do grau Brix (medida
da quantidade de sélidos por cem gramas) do mosto, ou seja, da quantidade de
acucares nele existentes. A levedura absorve a sacarose na forma de seus
monossacarideos estruturais, glicose e frutose, apds a hidrélise pela exoenzima,
chamada invertase. A utilizacdo do acucar ocorre por duas formas: na respiracao,
com a presenca de oxigénio e na fermentacéo pela auséncia desse elemento. Por
isso, € denominado um microrganismo aerobio facultativo (ALVES, 1994).

A levedura Saccharomyces cerevisiae possui dois tipos de invertase: uma
forma extracelular (ou periplasmatica) e outra intracelular, que apresenta atividade
catalitica similar, mas sua composicdo de aminoacidos é diferente. A invertase
externa é localizada na parede celular e associada a manana, sendo esta
consequiéncia da expressdao de um RNA com um transcrito maior, o qual é
reprimido em altas concentracdes de sacarose ou pelos seus produtos de hidrolise.
Ja a invertase interna é localizada no citoplasma, isso em consequéncia da
expressdo de um RNA com um transcrito menor (SALVATO, 2006). Muitos
trabalhos tém estudado linhagens de leveduras com diferentes atividades de
invertase (CARVALHO, 2001; PATARO, et.al.2002; TAKESHIGE; OUCHI, 1995),
pois a velocidade de hidrolise da sacarose pode tornar o meio mais estressante,
uma vez que as hexoses em concentracbes elevadas no meio fermentativo
aumentam a pressdo osmaotica do meio com consequente aumento na producao da
trealose e glicerol, resultando em menor producdo de etanol (BASSO; AMORIM,
1998).
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A atividade invertésica de células de leveduras € oscilante. Vitolo, et.al.
1989, estudaram a atividade da invertase em células de S. cerevisiae, em melaco
de cana e concluiram que, durante o cultivo continuo das leveduras, a parede
celular e o espaco periplasmatico sdo submetidos a mudancas morfolégicas
continuas as quais afetam a interacdo entre a invertase e as moléculas de
sacarose conduzindo as oscilacdes na atividade invertasica.

As enzimas glicoliticas sofrem acdes de diversos fatores (nutrientes,
vitaminas, minerais, inibidores, substancias do proprio metabolismo, pH,
temperatura e outros). Alguns estimulam e outros reprimem a acdo enziméatica
afetando o desempenho do processo conduzido pelas leveduras. Os produtos
finais do metabolismo do acucar dependem das condicbes ambientais em que a
levedura se encontra. Assim enquanto uma porcdo do acgUcar € transformada em
biomassa a maior parte € convertida em etanol e gas carbdnico. Os carboidratos
considerados substrato para a fermentacdo podem ser enddgenos (glicogénio e a
trealose), quanto exdgenos (sacarose, glicose e frutose) que séo fornecidos a
levedura (AMORIM, 2005).

Outro fator importante na tecnologia da fermentacdo alcodlica € a trealose,
dissacarideo constituido de duas moléculas de glicose. Além de ser um carboidrato
de reserva, exerce funcéo protetora contra estresse, sendo responsavel pela
manutencéo das células vegetativas e de esporos viaveis. Essa funcao protetora é
resultado da inter-relacdo entre sua localizagdo e mobilizacdo na célula. Na
fermentacao industrial, a levedura se acha continuamente exposta a situagdes
estressantes, que de acordo com a intensidade pode acarretar a exaustao de seu
contetdo de trealose e se isso ocorrer ha queda da viabilidade celular (AMORIM,
2005).

O aumento no acumulo da trealose ocorre devido a mudancas na atividade
das enzimas que metabolizam a trealose provocado pelo aumento da temperatura,
pelo estresse osmotico e em situacdes de limitacdo de nutrientes. (THEVELEIN,
1984).

35



1.3. As caracteristicas do mosto e as exigéncias nutricionais das leveduras

O mosto utilizado pelas destilarias brasileiras € composto de caldo de cana,
melaco e agua, apresentam um grau Brix de 16 a 20 e, além disso, durante a
fermentacdo é necessario o controle da sua densidade, acidez, componentes
nutritivos ao crescimento das leveduras e temperatura, que deve ser mantida entre
30 a 33°C. A composicdo da cana-de-agucar é muito variavel, chegando divergir
dentro de uma mesma regido, especialmente em funcdo das condigfes climaticas,
com as propriedades fisicas, quimicas e microbiolégicas do solo, com o tipo de
cultivo empregado, com a variedade, o estagio da maturagéo e a idade da cana e a
utilizacdo da vinhaca na irrigacdo dos canaviais. As composicées quimicas do
melaco e do caldo da cana dependem muito da espécie de cana utilizada
(SANTOS, 2008).

A fermentacao alcodlica tem seu inicio devido a acao das leveduras que
usam o0s aclUcares do mosto para seu crescimento e multiplicacdo dando como
resultado a producdo de alcool. Isto é influenciado pelas condicbes que o meio
oferece. Entdo para suprir as exigéncias das leveduras alguns macros nutrientes
e/ou micro nutrientes (nitrogénio, fésforo, potassio, calcio, magnésio, manganés,
enxofre, cobalto, cobre, zinco) sdo adicionados ao mosto a fim de complementar as
deficiéncias do meio quanto a certos elementos indispensaveis as leveduras para a
méxima transformagdo dos acucares. O mosto exige uma suplementacao
adequada de certos sais minerais para que a fermentacao se processe com maior
vigor, pois embora seja rico em certos elementos possui um desequilibrio entre os
outros sais (SANTOS, 2008).

Um elemento importante para a qualidade do produto final € o nitrogénio
amoniacal, na auséncia deste a levedura metaboliza outros compostos como 0s
aminodcidos, cujos desdobramentos resultam substancias indesejaveis, verificando
um sensivel aumento no teor de alcodis superiores. Quanto a fonte de nitrogénio a
levedura Saccharomyces cerevisiae utiliza este elemento nas formas amoniacal
(NH4+) amidica (uréia) ou aminica (na forma de aminoacido) e pequenos peptideos
e ndo possui habilidade metabdlica para aproveitar o nitrato (SANTOS, 2008;
VILANOVA et al., 2007).

36



O transporte de nitrogénio através da membrana plasmatica da levedura é
feito através de permeases. Mais de 20 sistemas de transporte especificos
medeiam o transporte ativo de aminoacidos pela membrana plasmética de
Saccharomyces cerevisiae. Além dos sistemas especificos, a Saccharomyces
cerevisiae possui um sistema de transporte geral de aminoacido, o transportador
GAP (“general amino acid permease”), codificado pelo gene GAP1. Essa permease
apresenta elevada especificidade para o transporte de substratos, incluindo a
maioria do L- e D- isbmero de aminoacidos basicos, neutros e acidos (JAUNIAUX &
GRENSON, 1990; HORAK, 1986). Apds o transporte, as fontes de nitrogénio s&o
rapidamente acumuladas pelas leveduras na fase inicial da fermentacdo, onde séao
necessarios aminoacidos para a sintese de proteinas e producdo de biomassa,
enguanto que o0 excesso € armazenado em vacuolos celulares, e a insuficiéncia de
compostos nitrogenados no meio de cultura pode provocar baixa producdo de
biomassa e afetar o processo fermentativo (VILANOVA et al., 2007).

Os peptideos sao outra fonte importante de nitrogénio utilizado pela
levedura Saccharomyces cerevisiae, e seus sistemas de transportes sdo através
do transporte ativo. E um processo bioquimico especifico em que peptideos
pequenos sao transportados via dois sistemas de transportes: sistema
transportador PTR (“Peptide Transport”), onde sao transportados dipeptideos e
tripeptideos e sistema transportador OPT (“Oligopeptide Transport”), onde sao
transportados oligopeptideos contendo de 4 a 5 aminoacidos (MIRANDA et.al.,
2008).

Em relacdo a fonte de carbono, altas concentracdes de aclUcares podem ser
eficientemente fermentadas pela levedura. Apesar desta tecnologia ja ser
amplamente utilizada em varios processos fermentativos, como por exemplo, em
cervejaria, a utilizacdo de altas concentracdes de acucar para a producao de etanol
a partir da cana-de-aclcar ndo apresenta resultados satisfatorios jA que ocorre
uma queda do rendimento conforme a concentracdo de sacarose aumenta (JONES
et al., 1994; TAKESHIGE & OUCHI, 1995). Um dos possiveis problemas envolve a
rapida hidrélise extracelular da sacarose pela invertase (Figura 1), o que provoca
um severo estresse osmotico nas células de levedura pelas enormes
concentracOes de glicose e frutose produzidas. Altas concentracdes de glicose e

frutose reprimem a expressao dos transportadores de hexoses (HXT 1 e HXT 7),
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além de incrementar os ciclos de sintese e degradacédo de trealose, glicogénio e
glicerol (ERASMUS et al., 2003). Consequentemente, aumenta o gasto energético,
além de que menos carbono é direcionado para a producado de etanol, diminuindo o
rendimento da fermentacdo. Embora seja universalmente aceito que em S.
cerevisiae a sacarose € hidrolisada extracelularmente pela invertase, uma série de
trabalhos tem mostrado que este acucar é tambéem transportado diretamente para o
interior das células (FONTANA, 1992).

Na verdade os genes que codificam para a invertase (genes SUC) permitem
a sintese de duas formas da enzima, uma contendo um peptideo sinal que permite
a secrecdo da proteina, e outra forma intracelular sem este peptideo sinal. Em S.
cerevisiae o transportador codificado pelo gene AGT1 é responsavel pelo
transporte ativo de sacarose. Esta permease possui alta afinidade pelo acucar, e as
linhagens que possuem este transportador crescem mais rapidamente em
sacarose do que linhagens sem esta permease. Desta forma ocorre um rapido
equilibrio entre a concentracdo dos acucares no interior e exterior da célula,
impedindo o estresse osmoético (STAMBUK et al., 1999; STAMBUK et al., 2000)).

Figura 1: Representacdo das vias de utilizacdo de acUcares por Saccharomyces
cerevisiae. Fonte: SALVATO, 2006.

A glicose e a frutose sé@o consideradas aclUcares repressores, ou seja, Sao
utilizados preferencialmente pela levedura. Em uma mistura com outros agucares
nao repressores, serdo utilizados somente quando esses monossacarideos forem

exauridos do meio. Outro aspecto é que as leveduras do género Saccharomyces
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sao organismos glicofilicos, isto €, tem preferéncia por glicose. Num meio contendo
os dois acucares, frutose é utilizada concomitantemente, entretanto, a glicose é
exaurida mais rapidamente, o que causa uma discrepancia no consumo de glicose
e frutose ao longo da fermentagcdo, e muitas vezes com graves consequéncias
industriais (BERTHELS et al., 2004; BERTHELS et al., 2008).

Neste trabalho estudou-se a utilizacdo de diferentes concentracdes de
sacarose por linhagens industriais de levedura Saccharomyces cerevisae,
utilizadas na producdo de etanol. A escolha deste aclUcar deveu-se ao fato do
mosto utilizado na producéo de etanol ter como fonte de carbono a sacarose, e ser
deficientes em concentracdes de nitrogénio, por isso foi estudado o efeito da fonte
de nitrogénio no desempenho fermentativo das leveduras industrial PE, CAT, SA e
RED STAR, linhagens comercial utilizadas pela usina Santa Fé no inicio da safra
para comecar a fermentacdo; e também foram empregadas trés linhagens, SC, LS
e RG, isoladas das dornas de fermentacao.

A principal fonte de carbono utilizada neste trabalho foi sacarose nas
concentracbes de 5, 22, 30 e 35% (p/v). A concentracdo utilizada no mosto das
usinas para a producao de etanol € em torno de 19 a 22 % p/v. Uma linhagem que
consiga consumir sacarose a 35% p/v sera muito atrativa para as usinas. Além das
fontes de carbono e nitrogénio, os meios utilizados neste trabalho, continham
vitaminas, sais minerais e elementos tracos obtidos da base nitrogenada YNB sem
aminoacidos e sem sulfato de aménio, suplementados com sulfato de amaénio,
casaminoacidos ou peptona. As fermentacdes foram conduzidas em duas
condicOes diferentes: com agitacdo e sem agitacao.

Visto que as leveduras sdo capazes de utilizar diferentes compostos
nitrogenados e concentracdes diferentes fontes de carbono, os estudos referentes
a utilizacdo desses nutrientes e a relacdo entre o metabolismo do carbono e
nitrogénio se fazem necessario para se melhor compreender como a
suplementacdo nutricional pode ser utilizada para melhorar o desempenho

fermentativo.
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2.0. OBJETIVOS
Os principais objetivos deselvolvidos neste projeto foram:

Avaliar a eficiéncia fermentativa das linhagens industriais em mosto com

concentracdo de 22%, 30% e 35% de sacarose.

Estudar o efeito da adicdo das fontes de nitrogénio em mosto concentrado e

em meio sintético.

Isolar as linhagens de leveduras das dornas de fermentagdo para verificar

seu desempenho fermentativo em meios sintetico YNB e em mosto.

Comparar a capacidade fermentativa das linhagens industriais com as
linhagens isoladas através de diferentes condi¢cdes de cultivo: com e sem agitacao
e dos parametros fermentativos como a producdo de biomassa, consumo de
acucar, viabilidade celular, atividade enzimatica da invertase, producao de trealose
e de etanol.
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3.0 MATERIAL e METODOS
O presente projeto foi desenvolvido no Departamento de Bioquimica e

Tecnologia Quimica do Instituto de Quimica-UNESP, Araraquara.

3.1. Microrganismos utilizados

Os microrganismos usados neste estudo foram:

a) Linhagens industriais PE, CAT e SA, frequentemente utilizadas pelas
usinas de acucar e &lcool para iniciar o ciclo de fermentacdo, e RED STAR
linhagem cedida por Lasaffre, Lille, Franca;

b) Linhagens LS, SC e RG, isolados de dornas de fermentagdo da Usina

Santa Fé, em Nova Europa-SP.

3.2. Meios YEPD e YNB

As células de levedura foram mantidas em meio YEPD sélido 1,0% (p/v) de
extrato de levedura; 2,0% (p/v) de glicose; 2,0% (p/v) de peptona; 2,0% (p/v) de
Agar. No isolamento de leveduras contaminantes, ao meio YEPD foi adicionado 0,
003g de corante Rosa Bengala.

O meio de cultura YNB foi preparado contendo 0,17% (p/v), sacarose nas
concentracbes de 5% e 22% (p/v). As fontes de nitrogénio utilizadas foram:
preparacdes comerciais de hidrolisados de proteinas (peptona), sulfato de amdnia
[(NH4)2SO4] e hidrolisados acidos de proteinas (casaminoacidos), e adicionados

aos meios na concentracdo de 1 ou 2% (p/v).

3.3. Mosto industrial

O mosto tendo como base o caldo de cana foi cedido pela Usina Santa Fé,
com 17° Brix. Neste mosto foi acrescentada sacarose para se ter um meio com a
concentracdo de 22, 30 e 35% (p/v) de sacarose. Estes meios foram
suplementados com as fontes de nitrogénio acima citadas. Os meios de cultura

sempre foram esterilizados em autoclave por 20 minutos, a 120°C e 1 atm.
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3.4. Isolamento das leveduras contaminantes das dornas industriais

As leveduras coletadas na Usina Santa Fé foram inoculadas em placas de Petri
contendo meio YEPD, com Rosa de Bengala, 1,0% (p/v) de extrato de levedura;
2,0% (p/v) de glicose; 2,0% (p/v) de peptona; 2,0% de Agar e 0,003g de corante
Rosa Bengala, e foram incubadas a 30°C por 48 horas (Figura 2). As colbnias que
desenvolveram coloragcdo e caracteristicas morfologicas diferentes foram
transferidas aleatoriamente com auxilio de palitos esterilizados para meio YEPD
sélido, sem corante, e incubadas a 30 °C por 48 horas. Depois de crescidas foram
selecionadas aleatoriamente trés linhagens, que foram denominadas SC, LS e RG,
de acordo com o crescimento das colonias e morfologia (Figura 3), e a Figura 4
mostra as caracteristicas morfolégicas microscoépicas dos isolados.

Figura 2: Plagueamento das leveduras coletadas na Usina Santa Fé em meio YEPD com
corante Rosa Bengala.

B

Figura 3: Plagueamento em meio YEPD das col6nias obtidas do plagueamento em meio
YEPD com Rosa Bengala (Figura 2). A figura 3A mostra a cepa SC, colénia com pouco
crescimento e a Figura 3B mostra a cepa RG e LS que apresentam coldnia rugosa e
colbnia lisa.
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A B C

Figura 4: As fotos acima ilustram as 3 linhagens de Saccharomyces cerevisiae que foram
coletadas na Usina Santa Fé. (A) linhagem RG, apresenta coldnia rugosa (células em
cachos maiores), (B), linhagem LS apresenta col6nia lisa brilhante (células individuais) e
(C) linhagem SC apresenta a colbnia rugosa (células em cachos menores). As linhagens
SC e RG séo linhagens com caracteristicas floculantes.

3.5. Manutencéo da cultura e preparo do inoculo.

As culturas estoques das leveduras foram mantidas em meio YEPD Agar,
inicialmente sendo incubadas por 24 horas a 30°C e posteriormente foram
armazenadas a 4°C, sendo utilizada por um periodo maximo de 10 dias. O in6culo
foi preparado a partir das leveduras coletadas da cultura estoque com alca de
platina e transferidas para tubos de ensaio contendo 4 mL de agua destilada
esterilizada a fim de se obter uma concentracao de final de 0, 025mg de células/

mL.
3.6. Condicbes de crescimento e obtencao da suspenséao de células

O crescimento foi realizado em Erlenmeyer de 125 mL com volume de meio
de 25 mL. ApoOs a inoculacdo de 0, 025mg de células/mL, os frascos foram
incubados a 30°C em incubadora BOD (sem agitacéo), ou a 200 rpm, em mesa
agitadora New Brunswich Scientific Co. Inc.

Os parametros fermentativos foram obtidos através da determinacdo do
acumulo de biomassa, viabilidade celular, pH, consumo de acucar e producao de
etanol. Para isso foram coletados 0,5 mL da amostra do meio de cultura nos
seguintes intervalos de tempo: 15, 19, 23, 38, 42, 46, 61, 65 horas, onde a partir
desse volume, foi utilizado 0,1 mL determinar a biomassa e 0,05 mL para a
viabilidade celular e pH. O restante do material foi centrifugado, separando as
células do meio de cultura. O sobrenadante foi estocado a -5°C para analises

posteriores da utilizacdo da fonte de carbono, através da dosagem de acucar
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residual e etanol. As células foram separadas e utilizadas na determinacdo de
trealose.

3.7 Determinagdes da atividade enzimatica da invertase

Para a determinagdo da atividade invertasica, utilizou-se o procedimento
descrito por Vitolo (1989), no qual células intactas separadas do meio de
crescimento por centrifugacdo foram lavadas por trés vezes e suspensas em
tampéao acetato de sédio 0,05M, pH 4,6. Este procedimento mede a quantidade de
acucares redutores liberados da sacarose pela acdo da invertase de parede
usando o método de DNS. Os tubos de reacdo contendo 2 mL de solucdo 10% de
sacarose em tampao acetato e os tubos brancos contendo 2 mL de tampéao acetato
foram incubados a 37°C, por 10 minutos. A reagcdo enziméatica foi iniciada com a
adicdo de 30 uL das células intactas aos tubos. Ap6s os 10 minutos a 37°C, a
reacgéao foi interrompida com a adicdo de 1 mL do reagente de DNS. Os tubos foram
transferidos para banho de agua fervente por 5 minutos e apds o resfriamento em
banho de gelo, acrescentou-se 8 ml de agua destilada em cada tubo e as medidas
espectrofotométricas foram efetuadas a 546 nm. Uma curva de calibragdo foi
tracada utilizando solu¢cdes padroes com quantidades equimolares de glicose e
frutose 0, 005M. O fator que converte absorbancia em atividade € a inclinacdo do
grafico AA546 versus concentracao de acucar (umol). Uma unidade de atividade é
dada pela quantidade (umol) agucar redutor liberado por minuto/mL de amostra. A
atividade especifica, nUumero de unidade de atividade por miligrama de células
(U/mg) sera utilizada neste estudo para que se tenha um dado comparativo entre

as diferentes condi¢des de cultivo.
3.8. Determinagéo dos Parametros Fermentativos
3.8.1. Determinacao da producéo de biomassa

O crescimento celular foi medido periodicamente através de medidas
turbidimétricas a 570 nm de uma suspenséo de células com diluicdo conhecida,

relacionando-a com a massa celular, através da seguinte equacao:

[células] (mg/ml) = AA570 x diluicéo x f.
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Onde f, fator de conversdo de absorbancia em massa seca, que para a
levedura Saccharomyces cerevisiae é 0,6711. O fator f foi determinado a partir da
medida de absorbancias de suspensdes com diferentes concentracdes de células,
das quais 1,0 mL de cada suspenséao foi filtrado em membrana Millipore, secadas
em estufas a 100°C, por duas horas, e o fator f foi obtido de uma curva padrao que

relacionava absorbancia x massa seca.
3.8.2 Determinacgéo da viabilidade celular

A determinacdo da viabilidade celular foi periodicamente acompanhada
através método de coloragdo com azul de metileno (LEE et alL.,1981). Na
determinacao da viabilidade celular, o volume de 50 uL da amostra foi transferido
para 450 ul da solucédo padréo de azul de metileno (0, 0259 de azul de metileno;
0,09g NaCl; 0,042g KCI; 0,048g CaCl,. 2H,0; 0,02g NaHCO3) e o volume
completado para 1000 mL) 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 apresentaram-se incolores, enquanto as nao viaveis

coloridas.
3.8.3. Determinacéao do pH

A determinacdo do pH procedeu-se utilizando tiras com indicadores

coloridos, cuja alteragéo de cor € sensivel ao pH do meio.
3.9. Medidas do consumo de nutrientes e producao de etanol
3.9.1 Acgucar residual

A utilizacdo da glicose pelas leveduras foi determinada através do método
do acido 3,5 dinitrossalicilico - DNS (1,0 g acido 3,5 dinitrosalicilico; 30 g tartarato
de sddio e potassio; 1,6 g NaOH; e o volume completado para 100 mL), que se
baseia no poder redutor de agucares, originando um composto colorido 3-amino 5-
nitro salicilico (MILLER,1959). Para a dosagem do acUcar, as amostras obtidas
foram adequadamente diluidas e a 200 pL foram adicionados 150 uL de agua e
100 yL de HCI 6,0 M . As amostras foram incubadas a 60° C por 7 minutos e
neutralizadas com 0,5 mL de NaOH 2,4 M. Adicionou se 1,0 mL do reagente DNS

nos respectivos tubos de ensaio. O tubo contendo o branco foi preparado
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adicionando-se 0,2 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 absorbéncia foram realizadas a
546 nm.

3.9.2. Determinagédo concentragao de etanol

A concentracdo de etanol foi determinada por cromatografia gasosa, no
cromatégrafo CG, modelo 37-022, acoplado a um integrador - processador CG -
300, utilizando-se coluna cromatografica CG n° PAD/2499, operada
isotermicamente a 90°C. A temperatura do detector de ionizacdo de chama e do
vaporizador foi de 135°C. Utilizou-se o nitrogénio como gas de arraste, com vazao
de 30 mL/mim. A vazao do hidrogénio foi de 30 mL/min e do ar sintético de 300
mL/min. Foi utilizada uma solugcéo de etanol como padréo e a curva de calibracao

foram obtidos com soluc¢des de etanol 0,5 e 1% v/v.
3.9.3. Determinacao da Trealose

Para a determinacao de trealose 1,0 mL da cultura foi coletado e lavado por
3 vezes com solucao salina (0,85%). Para a extracdo da trealose as células foram
suspensas em 1 mL de Na,CO3 0,25mM e a suspenséo incubada por 20 minutos
em banho fervente. A seguir, as amostras foram centrifugadas e uma aliquota de
25 uL do sobrenadante foi adicionada 12,5 pyL de acido acético 1M e 12,5 yL de
tampéao acetato de s6dio 300 mM, contendo 15 mM de CaCl, em pH 5,5. Iniciou-se
a reacdo enzimatica com 50 pL da enzima trealase obtida a partir de Humicola
grisea. A mistura da reacéo foi incubada overnight a 50° C. A glicose proveniente
da hidrolise da trealose foi dosada pelo kit comercial (Labtest, Brasil) contendo o
sistema enzimatico Glicose oxidase/peroxidase. A quantidade de trealose foi

expressa em nmoles de glicose/mg de células (MIRANDA et.al. 2009).
4.0. Reprodutibilidade

Os dados apresentados nesta dissertacao representam, na maioria dos

casos, a média de pelo menos trés experimentos repetidos de forma idéntica.
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5.0 RESULTADOS

Os estudos apresentados neste trabalho foram realizados em dois tipos
basicos de meio: um meio utilizado foi o mosto industrial, constituido de caldo de
cana clarificado, no qual se adicionou melago e agua, com uma concentracao final
de 17° Brix, (17g de soluto por 100 mL de caldo), que foi gentilmente cedido pela
Usina Santa Fé, Nova Europa-SP. A este mosto foi adicionada sacarose comercial
para obter meios com concentracdes aproximadas de sacarose 22%, 30% e 35%
(p/v) para estudar o desempenho fermentativo das linhagens industriais em altas
concentracbes de sacarose. Um segundo meio contendo base nitrogenada YNB
0,17%, com sacarose 5% ou 22% (p/v). Este meio foi usado para comparar o
comportamento fermentativo de isolados do processo de fermentacdo com a
linhagem industrial SA, que foi escolhida aleatoriamente.

Aos meios de cultura foi adicionada uma fonte de nitrogénio na concentracao
de 1% ou 2%. As fontes de nitrogénio utilizadas neste trabalho foram preparacdes
comerciais de hidrolisados enziméticos de proteinas (Peptona), hidrolisados acidos
de proteinas (casaminoacidos) e sulfato de aménio [(NH,4).SO,]. Estas fontes foram
escolhidas por serem comumente utilizadas como constituintes no meio de cultura
e por apresentarem diferentes graus de complexidade estrutural devendo interferir
diretamente no fluxo metabdlico das leveduras quanto a assimilacdo e utilizagéo
como fonte de nitrogénio e também na mutua interacdo que deve ocorrer com a
fonte de carbono (MIRANDA et.al., 2008).

5.1 Andlise comparativa dos estudos dos parametros fermentativos das
linhagens industriais e dos isolados em mosto com 22, 30 e 35% de sacarose,

em diferentes condicdes de cultivo.

5.1.1. Estudos com sacarose 22%

As Figuras 5 a 10 e a Tabela 1 mostram a variagdo dos parametros
fermentativos na fermentacdo de sacarose 22% (p/v) pelas linhagens PE, CAT e
SA com agitagéo (Figuras 5 a 7), e sem agitacdo (Figuras 8 a 10). Nos cultivos
agitados sem suplementacao de fontes de nitrogénio a producdo de biomassa foi
de 9,0 mg/mL pelas linhagens PE CAT e SA e nos meios nao agitados foi em torno

de 7,0 mg/mL, a agitagdo promove o multiplicacdo das leveduras durante os
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cultivos. A Figura 7 mostra o desempenho fermentativo da linhagem SA e foi a
levedura que apresentou melhores condicdes fermentativas sobrando apenas 2,2%
de agucar no meio, ou seja, exauriu quase toda a sacarose presente no meio de
cultivo, enquanto que PE e CAT (Figuras 5 e 6) sobrou 39,6% e 41% de acUcar no
meio, respectivamente, nesta concentracdo de sacarose o efeito sobre a
viabilidade celular foi minimo.

No cultivo com agitacdo em mosto suplementado com peptona a producéo
de biomassa foi ainda maior em torno de 15 mg/mL e com sulfato de aménio 14
mg/mL, o consumo de acucar foi de 4,0 % para PE e SA e 3,0 % para CAT e a
viabilidade foi de 74% para CAT enquanto que para PE e SA foi de 96% e 82%,
pois a partir das 38 horas de cultivo a concentracdo de acucar no meio diminui
drasticamente e consequentemente a viabilidade também diminui. Esta fonte de
nitrogénio melhorou as condi¢cdes da fermentacdo para todas as linhagens e os
cultivos com suplementacao de sulfato de amonio o desempenho fermentativo das
leveduras foram inferiores.

Nos meios ndo agitados (Figura 8, 9,10 e Tabela 1), houve menor producéo
de biomassa, manutencao da viabilidade celular e o consumo eficiente da fonte de
carbono para as trés linhagens utilizadas quando suplementado com fontes de
nitrogénio, apesar de uma fermentacdo mais lenta. A linhagem PE no meio nao
suplementado com fontes de nitrogénio o consumo de acucar foi de 26,5% ja as
linhagens CAT e SA foram mais eficiente e o consumo foi de 10% e 7,4%. Com
estes estudos verificou-se a necessidade da suplementagdo nutricional para a

exaustao total da fonte de carbono.
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Figura 5: Producédo de biomassa, viabilidade celular e consumo de aclcar de S. cerevisiae
PE, durante crescimento aer6bico em mosto com 22% de sacarose, contendo 1% (p/v)
de fontes de nitrogénio: sulfato de amodnio (o), peptona (A), sem fontes de nitrogénio (o).
CondicBes de cultivo: 30°C, 200 rpm e pH inicial 5,0, sendo o meio contendo sulfato de
amonio, reajustado o pH para 5,0 com NaOH 1M.
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Figura 6: Produgéo de biomassa, viabilidade celular e consumo de agucar de S. cerevisiae
CAT, durante crescimento aerébico em mosto com 22% (p/v) de sacarose, contendo 1%
(p/v) de fontes de nitrogénio: sulfato de amonio (o), peptona (A), sem fontes de nitrogénio
(o) com 22% (p/v) de sacarose. Condicbes de cultivo: 30°C, 200 rpm e pH inicial 5,0, sendo
0 meio contendo sulfato de amdnio, reajustado o pH para 5,0 com NaOH 1M.
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Figura 7: Producao de biomassa, viabilidade celular e consumo de agucar de S. cerevisiae
SA, durante crescimento aer6bico em mosto com 22% (p/v) de sacarose, contendo 1%
(p/v) de fontes de nitrogénio: sulfato de amonio (o), peptona (A), sem fontes de nitrogénio
(o). Condicdes de cultivo: 30°C, 200 rpm e pH inicial 5,0, sendo o meio contendo sulfato de
amonio, reajustado o pH para 5,0 com NaOH 1M.
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Figura 8: Producdo de biomassa, viabilidade celular, pH e consumo de aclUcar de S.
cerevisiae PE, durante crescimento anaerébico em mosto com 22% (p/v) de sacarose,
contendo 1% (p/v) de fonte de nitrogénio, sulfato de amoénio (o), peptona (A) sem fontes de
nitrogénio (o). Condic¢des de cultivo: 30°C e pH inicial 5,0, sendo o meio contendo sulfato
de amobnio, reajustado o pH para 5,0 com NaOH 1M.
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Figura 9: Producdo de biomassa, viabilidade celular, pH e consumo de aclUcar de S.
cerevisiae CAT, durante crescimento anaerébico em mosto com 22% (p/v) de sacarose,
contendo 1% (p/v) de fonte de nitrogénio: sulfato de amonio (o), peptona (A) sem fonte de
nitrogénio (o). Condi¢Bes de cultivo: 30°C e pH inicial 5,0, sendo 0 meio suplementado com
sulfato de aménio, reajustado o pH para 5,0 com NaOH 1M.
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Figura 10: Producédo de biomassa, viabilidade celular, pH e consumo de agucar de S.
cerevisiae SA, durante crescimento anaerébico em mosto com 22% (p/v) de sacarose,
contendo 1% (p/v) de fonte de nitrogénio: sulfato de amonio (o), peptona (4), sem fonte de
nitrogénio (o). CondigBes de cultivo: 30°C e pH inicial 5,0, sendo o meio suplementado com
sulfato de amonio, reajustado o pH para 5,0 com NaOH 1M.
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Tabela 1: Producédo de biomassa (mg/mL), viabilidade (%) e consumo de aglcar (%) pelas linhagens PE CAT e SA apés 65 h de cultivo em

mosto contendo 22% (p/v) de sacarose sem fontes de nitrogénio, 1% de peptona ou 1% sulfato de amonio.

Formas
de Linhagens Sacarose 1% Peptona 1% Sulfato de Aménio
cultivo
Biomassa Viabilidade A(;gcar Biomassa Viabilidade A(;gcar Biomassa Viabilidade Agl_Jcar
(mg/mL) (%) Residual (mg/mL) (%) Residual (mg/mL) (%) Residual
(%) (%) (%)
Com PE 9,15 100 39,6 14,8 96 4,0 13,3 79 2,7
Agitacdo CAT 9,36 99 41,0 15,4 74 3,3 14,0 95 2,0
200(rpm) SA 9,25 94 2,2 14,8 82 4,0 13,3 45 0,0
Sem PE 7,5 100 26,5 10 97 15 8,4 98 0,5
Agitacio CAT 7,5 99 10,0 9,6 93 15 8,8 98 15
SA 7,3 99 7,4 9,5 98 0,7 8,4 98 0,7

Condi¢Ges de fermentacdo: 30°C, pH inicial 5,0, sendo o meio contendo sulfato de amdnio, reajustado o pH para 5,0 com NaOH 1M.
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5.1.2. Estudos com sacarose 30%

Os resultados obtidos na fermentacdo de mosto com sacarose 30% (p/v)
com e sem suplementacédo de peptona ou sulfato de amonio estdo mostrados nas
Figuras 11 a 13 (com agitacao) e Figuras 14 a 16 (sem agitacdo) e na Tabelas 2.
Nos cultivos com agitacao e na auséncia de suplementacgao as linhagens PE, CAT
e SA nao tiveram desempenho fermentativo eficiente e o acucar residual foi de
44,4%, 50,6% e 31,3% (Tabela 2), ou seja, sobrou agucar no meio de cultivo,
consequentemente a viabilidade se manteve em torno de 98 e 100% e a producao
de biomassa foi de 8,6 mg/mL, 9,2mg/mL e 8,3 mg/mL e nos cultivos ndo agitados
estes parametros foram inferiores.

Nos cultivos agitados e suplementados com peptona a producdo de
biomassa foi de 14,8 mg/mL, 15 mg/mL e 13,9 mg/mL para as linhagens PE, CAT e
SA, respectivamente; e para o meio suplementado com sulfato de aménio foi de
12,5 mg/mL, 12,3 mg/mL e 12,3 mg/mL, sendo inferior para as trés linhagens
(Tabela 2 e Figuras 11, 12 e 13) e o consumo de acUcar destas linhagens foi mais
eficiente nos meios suplementados com peptona, principalmente para a linhagem
PE que praticamente exauriu 0 acucar no meio em 38 horas de cultivo, o que pode
ter induzido a queda da viabilidade celular apos este tempo de fermentacéo.

Nos cultivos sem agitacdo os meios suplementados com peptona a
producdo de biomassa € menor que no cultivo agitado para as linhagens PE, CAT
e AS, respectivamente, 10 mg/mL, 9,3 mg/mL e 8,7mg/mL, e nos meios com
sulfato de amonio foi inferior, e a viabilidade celular de 97%, 89% e 91% e nos
meios com sulfato de aménio foram maior, pois 0 consumo de agucar nos meios
suplementados com peptona foi mais eficiente que em sulfato de amonio (Figuras
14, 15 e 16 e Tabela 2). No geral , apesar de ser eficiente o consumo de agUcar, a
velocidade de fermentacao € inferior a observada no meio com agitacao.

Em alguns experimentos foi utilizado casamindéacido como fonte de
nitrogénio, que apresenta predominantemente aminodacidos livres na sua
composicdo. Os cultivos foram sem agitacdo por ser uma condicdo em que
apresentou condi¢ces de fermentacéo inferiores nos estudos anteriores. Esta fonte
de nitrogénio induziu também melhores condi¢cdes da fermentacéo (Figuras 17, 18
e 19 e Tabela 3). A producdo de biomassa pelas linhagens PE CAT e SA foi de
10,4 mg/mL, 9,2 mg/mL e 10 mg/mL e a viabilidade celular de 96%, 98% e 97% e o
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consumo de acucar de 6,0%, 8,0% e 1,2%, sendo a Linhagem SA a que
apresentou melhor desempenho fermentativo quando comparado com as outras
linhagens.

A producao de etanol nos cultivos sem agitacéo foi de 14% (v/v) nos meios
suplementados com peptona e de 13% (v/v) com sulfato de aménio. Nos meios
sem suplementacdo a producdo de etanol foi inferior (9,0% v/v), sugerindo que
houve utilizacdo plena da fonte de carbono e que é possivel a obtencdo de vinhos
mais concentrados em etanol com a preservacéo da viabilidade celular (Tabela 4).

Portanto a fonte de nitrogénio é necessaria para melhorar a condicbes da
fermentacao.
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Figura 11: Producdo de biomassa, viabilidade celular e consumo de aclcar de S.
cerevisiae PE, durante crescimento aerdébico em mosto com 30% (p/v) de sacarose,
contendo 1% (p/v) de fonte de nitrogénio: sulfato de amoénio (o), peptona (A) sem fontes de
nitrogénio (o). Condicbes de cultivo: 30°C, 200 rpm e pH inicial 5,0, sendo o meio
suplementado com sulfato de amdnio, reajustado o pH para 5,0 com NaOH 1M.
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Figura 12: Producdo de biomassa, viabilidade celular e consumo de aclcar de S.
cerevisiae CAT, durante crescimento aerébico em mosto com 30% (p/v) de sacarose,
contendo 1% (p/v) de fonte de nitrogénio: sulfato de aménio (o), peptona (A) sem fontes de
nitrogénio (o). Condigbes de cultivo: 30°C, 200 rpm e pH inicial 5,0, sendo o meio
suplementado com sulfato de amonio, reajustado o pH para 5,0 com NaOH 1M.
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Figura 13: Producdo de biomassa, viabilidade celular e consumo de aclcar de S.
cerevisiae SA, durante crescimento aerdbico em mosto com 30% (p/v) de sacarose,
contendo 1% (p/v) de fonte de nitrogénio: sulfato de amonio (o), peptona (A) sem fontes de
nitrogénio (o). Condi¢cbes de cultivo: 30°C, 200 rpm e pH inicial 5,0, sendo o meio
suplementado com sulfato de amdnio, reajustado o pH para 5,0 com NaOH 1M.

63



Acucar Residual (%)

Biomassa (mg/mL)

.
=

.
o

=
5]

©

o

~

110

100

90

80

70

60

50

40

30

20

10

100

80 -

60 -

Viabilidade (%)

20

70

o

ES
T

pH

10

20

30 40 50 60 70

Tempo (h)

10

20

0O
A
30 40 50 60 70
Tempo (h)

Figura 14: Producdo de biomassa, viabilidade celular, pH e consumo de acUcar de S.
cerevisiae PE, durante crescimento anaerébico em mosto com 30% (p/v) de sacarose,
contendo 1% (p/v) de fonte de nitrogénio: sulfato de amdnio (o), peptona (A), sem fonte de
nitrogénio (o). Condicdes de cultivo: 30°C e pH inicial 5,0, sendo 0 meio suplementado
com sulfato de aménio, reajustado o pH para 5,0 com NaOH 1M.

64



80 - B

3
10 4 ~
60 - g
E 3 - %
2 hel
@ 3
g © 1 g« .
S >
om
4 4
20 - g
2 -
110 1 ] 1 1 1 1 1 1 1
70 10 20 30 40 50 60 70

100 g

® ©

S o

T T

1 1
~ 3]
% i
1 1

L 0} i
K|
g 60 |- g
-“7)) 50 3 o |
T - 1 Q
T 40 F 4
% 2k i
< 30 E
20 T 1k g
10 E
0 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1
0 10 20 30 40 50 60 70 0 10 20 30 40 50 60 70
Tempo (h) Tempo (h)

Figura 15: Produgcdo de biomassa, viabilidade celular, pH e consumo de agucar de S.
cerevisiae CAT, durante crescimento anaerébico em mosto com 30% (p/v) de sacarose,
contendo 1% (p/v) de fonte de nitrogénio: sulfato de amdnio (o), peptona (4), sem fonte de
nitrogénio (o). CondigBes de cultivo: 30°C e pH inicial 5,0, sendo o meio suplementado com
sulfato de amonio, reajustado o pH para 5,0 com NaOH 1M.
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Figura 16: Producdo de biomassa, viabilidade celular, pH e consumo de acUcar de S.
cerevisiae SA, durante crescimento anaerdbico em mosto com 30% (p/v) de sacarose,
contendo 1% (p/v) de fonte de nitrogénio: sulfato de amonio (o), peptona (A), sem fonte de
nitrogénio (o). Condi¢des de cultivo: 30°C e pH inicial 5,0, sendo 0 meio suplementado com
sulfato de amonio, reajustado o pH para 5,0 com NaOH 1M.
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Figura 17: Producdo de biomassa, viabilidade celular, pH e consumo de aclUcar de S.
cerevisiae PE, durante crescimento anaerébico em mosto com 30% (p/v) de sacarose,

contendo 1% (p/v) de fonte de nitrogénio: casaminoécidos (v), sem fonte de nitrogénio (o).
Condic¢8es de cultivo: 30°C e pH inicial 5,0.
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Figura 18: Produgcdo de biomassa, viabilidade celular, pH e consumo de agucar de S.
cerevisiae CAT, durante crescimento anaerébico em mosto com 30% (p/v) de sacarose,

contendo 1% (p/v) de fonte de nitrogénio: casaminoécidos (v), sem fonte de nitrogénio (o).
Condigdes de cultivo: 30°C e pH inicial 5,0.
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Figura 19: Producdo de biomassa, viabilidade celular, pH e consumo de agucar de S.
cerevisiae SA, durante crescimento anaerdbico em mosto com 30% (p/v) de sacarose,
contendo 1% (p/v) de fonte de nitrogénio: casaminoacidos (v), sem fonte de nitrogénio (o).

Condicdes de cultivo: 30°C e pH inicial 5,0.
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Tabela 2: Producéo de biomassa (mg/mL), viabilidade (%) e consumo de acUcar (%) pelas linhagens PE, CAT e SA ap6s 65 h de cultivo em

mosto contendo 30% (p/v) de sacarose sem fontes de nitrogénio, 1% de peptona ou 1% de sulfato de amonio.

Formas . o o -
de cultivo Linhagens Sacarose 1% Peptona 1% Sulfato de Amoénio
Biomassa Viabilidade Rﬁe 93?33;' Biomassa Viabilidade RAegsliJgS;I Biomassa Viabilidade R'Ag;slijgjgl
0, 0, 0,
(mg/mL) (%) (%) (mg/mL) (%) (%) (mg/mL) (%) (%)
Com PE 8,6 100 44,4 14,8 88 0,58 12,5 86 2,8
Agitacéo CAT 9,2 100 50,6 15,0 64 1,17 12,3 91 14,4
200(rpm) SA 8,3 98 31,3 13,9 70 2,4 12,3 73 4.4
Sem PE 6,2 99 56,3 10 97 8,0 79 97 10,3
Aditacio CAT 6,8 99 54 9,3 89 10,5 7,8 97 6,7
grag SA 6,0 99 33 8,7 91 5,0 7,9 93 7.8

Condigbdes de fermentagao: 30°C, pH inicial 5,0, sendo o meio contendo sulfato de amdnio, reajustado o pH para 5,0 com NaOH 1M.

Tabela 3: Producéo de biomassa (mg/mL), viabilidade (%) e consumo de acguUcar (%) pelas linhagens PE, CAT e SA apds 65 h de cultivo em

mosto contendo 30% (p/v) de sacarose e 1% de casaminonodcidos.

Formas Linhagens Casaminoécidos
de cultivo Biomassa (mg/mL) Viabilidade (%) Acucar Residual (%)
Sem PE 10,4 96 6,0
agitagdo CAT 9,2 98 8,0
SA 10,0 97 1,2

Condigdes de fermentagdo: 30°C, pH inicial 5,0.
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Tabela 4: Producgdo de etanol (v/v) pelas linhagens industriais, apds 65 h de cultivo em
mosto contendo 30% (p/v) de sacarose, sem fontes de nitrogénio, 1% de peptona ou 1%
de sulfato de amoénio.

Sulfato
Sacarose  Amonio  Peptona
PE 8,6 13,4 13,9
CAT 9,2 13,0 13,3
SA 9,0 12,9 13,8

Condicbes de fermentacdo: 30°C sem agitacdo, pH inicial 5,0, sendo 0 meio contendo
sulfato de amonio, reajustado o pH para 5,0 com NaOH 1M.

5.1.3. Estudos com sacarose 35%

As figuras 20 a 29 e as Tabelas 5, 6 e 7 mostram a variacdo dos parametros
fermentativos em mostos com 35% (p/v) de sacarose suplementado com 1% ou 2%
de peptona ou sulfato de amonio, com e sem agitacdo. Estes estudos foram
utiizados para avaliar o efeito da concentracdo da fonte de nitrogénio no

desempenho fermentativo das leveduras.

Nos meios agitados e sem suplementacao da fonte de nitrogénio a producao
de biomassa, o consumo de acucar foi inferior e a viabilidade se manteve como foi
observado nos estudos com concentracdo de 22% e 30% (p/v) de sacarose quando
comparado com os cultivos com adigdo de peptona ou sulfato de amonio, e isto
acontece devido o baixo consumo de agucar. Os estudos com mosto com 35%
(p/v) e suplementado com 1% (p/v) de peptona (Figuras 20, 21 e 22 e Tabela 5)
mostraram que a producéo de biomassa pelas linhagens PE, CAT e SA foram de
13mg/mL; 14,6mg/mL e 14,5 mg/mL, a viabilidade de 53,4%, 46,7% e 41,3%, e o
consumo de acucar eficiente, remanescendo no meio de cultura para as linhagens
PE e SA 10% e CAT de 1,3%, respectivamente; e aparentemente foi a CAT a

linhagem que consumiu mais eficientemente o aglcar presente no meio.

Nos cultivos com agitacdo e suplementados com 2% (p/v) de peptona as
linhagens CAT e SA apresentaram maior producédo de biomassa com 15,3 mg/mL,
15,4 mg/mL e PE 13,0 mg/mL e o consumo de acgucar de CAT e SA foi de 1,4%, e

PE de 4,4% sendo superior quando comparado com 1% desta fonte de nitrogénio
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(Tabela 5). A viabilidade diminuiu mais rapidamente apos 38 horas de fermentacao
gquando comparado com a utilizacdo de 1% de fonte de nitrogénio. Pode-se
observar com estes estudos que uma concentracdo maior da fonte de nitrogénio
melhora o desempenho fermentativo das linhagens, e que a queda no valor da
viabilidade celular ocorre, principalmente, apds 38h de cultivo, momento em que
praticamente acontece a estabilizacdo de consumo de acucar.

O desempenho fermentativo das linhagens industriais em meios
suplementados com de 1% ou 2% (p/v) de sulfato de aménio (Tabela 6 e Figuras
20 a 25) foi inferior ao obtidos na complementacdo com peptona. Este
comportamento foi observado para todas as linhagens industriam estudadas (RED,
PE, CAT e SA). Apesar da peptona induzir melhores condicoes de fermentacéo,
em algumas condicdes o sulfato de aménio também ¢é eficiente, como € na

fermentacdo com as linhagens CAT e SA.

Os cultivos sem agitacao foi realizados com a adicédo de 2% (p/v) de sulfato
de amonio ou peptona e estdo mostrados na Tabela 7 e nas Figuras 26, 27, 28 e
29. Estes resultados comparam os parametros fermentativos das linhagens
industriais e isoladas. A comparacdo entre os cultivos agitados e nao agitados
mostra que a agitacdo propicia melhores condi¢cbes de fermentacéo, induzida pela
presenca do oxigénio e/ou por propiciar homogeneizacdo do meio de cultura
durante o processo fermentativo. A producédo de biomassa das linhagens isoladas
foi inferior quando comparadas com as linhagens industriais, a linhagem RG foi de
3,6 mg/mL, a viabilidade foi mantida com 99% e o acucar remanescente de 20%
(p/v), indicando que mesmo com baixa producéo de biomassa o isolado é capaz de
consumir uma quantidade consideravel de acucar, o que sugere que a sua
presenca como pode interferir negativamente no processo fermentativo. O isolado

LS deve ser a uma das linhagens industriais adicionadas no inicio da safra.

A analise dos dados mostra que a suplementacdo nutricional, com uma
fonte de nitrogénio, € fundamental para propiciar maior acumulo de biomassa,
utilizacao eficiente da fonte de carbono e conseqientemente maior producdo de

etanol. A viabilidade celular permaneceu alta em todas as condi¢cfes estudadas e a
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gueda so foi observada apés a exaustdo da fonte de carbono especialmente com a
suplementacdo com peptona.

A fermentacdo de mostos concentrados € importante para aumentar a
producdo de etanol e a consequente reducdo da vinhaca. As Tabelas 8 e 9
mostram a quantidade de etanol nas diferentes condi¢cdes de cultura. As maiores
concentracbes foram em torno 14-15% (v/v), nos meios suplementados com
peptona. Na analise destes resultados tem que se considerar a perda de etanol
provocada pela evaporagdo, principalmente nos cultivos agitados. A Tabela 10
mostra a concentracao de etanol apds 38 e 65 horas, em condi¢des de agitacdo e
estatico. Neste controle uma solucdo aquosa de etanol foi colocada juntamente
com os frascos de cultivo, e nos tempos definidos foi feita a determinacdo da
concentracao de etanol.

Pode-se observar uma perda consideravel causada pela evaporacdo. A
expectativa com este tipo de resultado € que concentragcdes mais altas de etanol
podem ser obtidas no processo fermentativo. Este resultado tem importancia
aplicada, pois indica que leveduras industriais podem tolerar concentracdes de
etanol muito acima do que é atualmente praticada se utilizadas condi¢cdes de
fermentacdo que permitam as linhagens fermentar proximas do seu limite de

tolerancia ao etanol.
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Figura 20: Produgcdo de biomassa, viabilidade celular, pH e consumo de agucar de S.
cerevisiae PE, durante crescimento aerébico em mosto com 35% (p/v) de sacarose,
contendo 1% (p/v) de fonte de nitrogénio: sulfato de amonio (o), peptona (A), sem fonte de
nitrogénio (o). Condigdes de cultivo: 30°C, 200 rpm e pH inicial 5,0, sendo o meio
suplementado com sulfato de amonio, reajustado o pH para 5,0 com NaOH 1M.
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Figura 21: Produgdo de biomassa, viabilidade celular, pH e consumo de agucar de S.
cerevisiae CAT durante crescimento aerébico em mosto com 35% (p/v) de sacarose,
contendo 1% (p/v) de fonte de nitrogénio: sulfato de amonio (o), peptona (A), sem fonte de
nitrogénio (o). Condi¢des de cultivo: 30°C, 200 rpm e pH inicial 5,0, sendo o meio
suplementado com sulfato de amdnio, reajustado o pH para 5,0 com NaOH 1M.
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Figura 22: Producdo de biomassa, viabilidade celular, pH e consumo de acucar de S.
cerevisiae SA durante crescimento aer6bico em mosto com 35% (p/v) de sacarose,
contendo 1% (p/v) de fonte de nitrogénio: sulfato de amdnio (o), peptona (A), sem fonte de
nitrogénio (o). Condicdes de cultivo: 30°C, 200 rpm e pH inicial 5,0, sendo o meio
suplementado com sulfato de amonio, reajustado o pH para 5,0 com NaOH 1M.
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Figura 23: Producdo de biomassa, viabilidade celular, pH e consumo de acucar de S.
cerevisiae PE durante crescimento aerébico em mosto com 35% (p/v) de sacarose,
contendo 2% (p/v) de fonte de nitrogénio: sulfato de aménio (o), peptona (A), sem fonte
de nitrogénio (o). Condi¢des de cultivo: 30°C, 200 rpm e pH inicial 5,0, sendo o0 meio
suplementado com sulfato de amonio, reajustado o pH para 5,0 com NaOH 1M.
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Figura 24: Produgcdo de biomassa, viabilidade celular, pH e consumo de agucar de S.
cerevisiae CAT durante crescimento aerébico em mosto com 35% (p/v) de sacarose,
contendo 2% (p/v) de fonte de nitrogénio: sulfato de aménio (o), peptona (4), sem fonte
de nitrogénio (o). Condi¢des de cultivo: 30°C, 200 rpm e pH inicial 5,0, sendo o meio
suplementado com sulfato de amonio, reajustado o pH para 5,0 com NaOH 1M.
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Figura 25: Producdo de biomassa, viabilidade celular, pH e consumo de acUcar de S.
cerevisiae SA durante crescimento aer6bico em mosto com 35% (p/v) de sacarose,
contendo 2% (p/v) de fonte de nitrogénio: sulfato de amonio (o), peptona (A), sem fonte
de nitrogénio (o). Condi¢cBes de cultivo: 30°C, 200 rpm e pH inicial 5,0, sendo 0 meio
suplementado com sulfato de amdnio, reajustado o pH para 5,0 com NaOH 1M.
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Figura 26: Producdo de biomassa, viabilidade celular, pH e consumo de acUcar de S.
cerevisiae PE durante crescimento anaerébico em mosto com 35% (p/v) de sacarose,
contendo 2% (p/v) de fonte de nitrogénio: sulfato de amonio (o), peptona (A). Condigbes
de cultivo: 30°C e pH inicial 5,0, sendo o0 meio suplementado com sulfato de aménio,
reajustado o pH para 5,0 com NaOH 1M.
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Figura 27: Produgdo de biomassa, viabilidade celular, pH e consumo de agucar de S.
cerevisiae CAT durante crescimento anaerébico em mosto com 35% (p/v) de sacarose,
contendo 2% (p/v) de fonte de nitrogénio: sulfato de amdnio (o), peptona (A). Condicbes
de cultivo: 30°C e pH inicial 5,0, sendo o meio suplementado com sulfato de amonio,
reajustado o pH para 5,0 com NaOH 1M.
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Figura 28: Producdo de biomassa, viabilidade celular, pH e consumo de acUcar de S.
cerevisiae SA durante crescimento anaer6bico em mosto com 35% (p/v) de sacarose,
contendo 2% (p/v) de fonte de nitrogénio: sulfato de amdnio (o), peptona (A). Condicbes
de cultivo: 30°C e pH inicial 5,0, sendo o meio suplementado com sulfato de amonio,
reajustado o pH para 5,0 com NaOH 1M.
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Figura 29: Producdo de biomassa, viabilidade celular, pH e consumo de aclcar de S.
cerevisiae RED durante crescimento anaerobico em mosto com 35% (p/v) de sacarose,
contendo 2% (p/v) de fonte de nitrogénio: sulfato de aménio (o), peptona (A). Condi¢des
de cultivo: 30°C e pH inicial 5,0, sendo o0 meio suplementado com sulfato de amoénio,
reajustado o pH para 5,0 com NaOH 1M.
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Tabela 5: Producéo de biomassa (mg/mL), viabilidade (%) e consumo de acUcar (%) pelas linhagens PE, CAT e SA ap6s 65 h de cultivo em
mosto contendo 35% (p/v) de sacarose sem fontes de nitrogénio, 1% de peptona ou 2% de peptona, com agitagao.

Sacarose 1% Peptona 2% Peptona
. Tempo Biomassa Viabilidade Aggcar Biomassa Viabilidade Aggcar Biomassa Viabilidade Aggcar
Linhagens ) (mg/mL) %) Residual (mg/mL) %) Residual (mg/mL) %) Residual
(%) (%) (%)
PE 38 10 100 60 10,5 88 30 10,7 82,4 26
65 11,9 97,9 39 13 53,4 11,7 13 49,5 4,4
CAT 38 9,8 100 60 12,7 99 21,3 12,6 95,5 12
65 11,9 86,8 44 14,6 46,7 1,3 15,3 25 1,4
SA 38 9,4 100 62 13 97 24,8 14 92,5 13,3
65 10,6 86,2 44,5 14,5 41,3 10,5 15,4 47,5 1,4

CondicOes de fermentac&o: 30°C, a 200 rpm, pH inicial 5,0.
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Tabela 6: Produgdo de biomassa (mg/mL), viabilidade (%) e consumo de agucar (%) pelas linhagens PE CAT e SA ap6s 65 h de cultivo em
mosto contendo 35% (p/v) de sacarose sem fontes de nitrogénio, 1% de Sulfato de amoénio ou 2% de Sulfato de amdnio, com agitagao.

Sacarose 1% Sulfato de Amdnio 2% Sulfato de Amonio
. Tempo Biomassa Viabilidade A(;L.Jcar Biomassa Viabilidade Aggcar Biomassa Viabilidade A(;L.Jcar
Linhagens ) (mg/mL) %) Residual (mg/mL) %) Residual (mg/mL) %) Residual
(%) (%) (%)
PE 38 10 100 60 10,3 97 44 7,2 99 54
65 11,9 97,9 39 10,8 57,5 25,5 9,5 55 32
CAT 38 9,8 100 60 8,8 99 33 8,5 99 42,4
65 11,9 86,8 44 10,3 63 16 9,7 87,6 27,6
SA 38 9,4 100 62 11 98 39 9,8 95 34
65 10,6 86,2 44,5 11,4 64,9 24,4 10,6 69 13,5
RED 38 - - - 8,8 93 44 7,7 95 50
65 - - - 10 70 25,5 8,3 82 25

Condi¢Oes de fermentag&o: 30°C, a 200 rpm, pH inicial 5,0.
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Tabela 7: Producdo de biomassa (mg/mL), viabilidade (%) e consumo de agucar (%) pelas
linhagens, apds 65 h de cultivo em mosto contendo 35% (p/v) de sacarose, suplementado
com 2% de peptona ou 2% de sulfato de amonio, sem agitacao.

2% Peptona 2% Sulfato Amonio
: Tempo Biomassa Viabilidade Aggcar Biomassa Viabilidade Aggcar
Linhagem (h) (mg/mL) (%) Residual (mg/mL) (%) Residual
(%) (%)
PE 38 8,6 100 53 5,6 99 62
65 9,5 74,5 18,8 6,8 91,5 29
CAT 38 8,0 99 52,5 6,3 100 55
65 9,5 71 17,8 7,4 88 16
SA 38 8,0 100 52 6,5 100 51
65 9,0 72,8 20,6 7,5 86,9 15,5
LS 38 7,2 99 50 6,4 99 58
65 9,7 70,7 12,9 8,7 97,7 15,5
RG 38 1,9 100 79 2,0 100 65
65 3,6 99 20,5 2,8 99 21,7
RED 38 7,3 100 47 4,8 100 50
65 8,2 75,3 11,6 6,0 89,6 12

CondicOes de fermentacéo: 30°C, sendo o meio contendo sulfato de amonio reajustado o
pH para 5,0 com NaOH 1M.

Tabela 8: Producdo de etanol (v/v) pelas linhagens, apds 65 h de cultivo em mosto
contendo 35% (p/v) de sacarose, sem fontes de nitrogénio, 1 e 2% de peptona e sulfato
de aménio, com agitagédo

Linhagem sem . 1% Peptona 2% Peptona 1% Sulfato 2% Sulfato
Suplementacgao

PE 6,8 11,6 11,5 6,8 6,6
CAT 8,4 13,4 13,4 12,6 8,4

SA 8,2 12 12,2 8,2 9,8
RED 8 7,8

LS 15,2 13,6

RG 14,6 13,9

Condic¢bes de fermentacdo: 30°C, a 200 rpm, pH inicial 5,0, sendo o meio contendo sulfato
de amonio, reajustado o pH para 5,0 com NaOH 1M.
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Tabela 9: Producédo de etanol (v/v) pelas linhagens, apo6s 65 h de cultivo em mosto
contendo 35% (p/v) de sacarose, sem fontes de nitrogénio, 2% de peptona ou 2% de
sulfato de amodnio, sem agitagéo.

Linhagem 2% Peptona 2% sulfato
PE 14,2 11
CAT 13 12,8
SA 13,6 13,2
LS 14,8 12,8

Condi¢des de fermentacéo: 30°C, pH inicial 5,0, sendo o meio contendo sulfato de amaonio,
reajustado o pH para 5,0 com NaOH 1M.

Tabela 10: Efeito da condi¢do de cultivo na perda de etanol causada pela evaporacgéao.

Tempo (h) % Etanol (v/v)
Com Agitacao Sem Agitacao
0 10,2 10,2
38 7,4 8,6
65 54 8,0

Condigdes de fermentagéo: temperatura de cultivo 30°C, frasco agitado (200rpm).

5.3. Determinacé&o da Trealose

As Figuras de 30 a 34 mostram a producédo de trealose pelas linhagens
industriais PE, CAT, SA em cultivos agitados e néo agitados, com e sem
suplementacao, nos meios contendo sacarose 22%, 30% e 35% (p/v).

Observamos que as linhagens cultivadas em meios contendo sacarose 30%
e 35% (p/v) e com agitacdo a viabilidade diminuiu depois de 42 horas de
fermentacdo quando suplementado com fontes de nutrientes, tempo em que ocorre
a exaustdo do acucar no meio, neste periodo a producao de trealose foi maior para
algumas linhagens enquanto que em 65 horas foi inferior. Nestes experimentos nos
meios suplementados com peptona, a producdo de trealose pelas linhagens foi
maior que em meios suplementados com sulfato de amonio e sem suplementacéo,
neste caso a linhagem PE a producéo de trealose foi diferente comparado com SA
e CAT (Figura 31 e 33). Segundo Miranda et.al. (2009) a presenca de oxigénio no
meio diminui a producéo de trealose pelas linhagens, talvez por propiciar condi¢cdes

menos estressante, do ponto de vista fermentativo.
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Em estudos realizados sem agitacdo observou-se que a producdo de
trealose foi maior que nos experimentos agitados (Figuras 30, 31, 32 e 34). Este
comportamento também foi observado por Miranda et. al. (2009), e a maior
producdo de trealose em meio ndo agitado foi associado ao melhor desempenho
de linhagens industriais na fermentacédo da sacarose.

As Figuras de 31 a 33 mostram a quantidade de trealose produzida pelas
linhagens industriais em cultivos agitados e nao agitados, com e sem
suplementacdo, nos meios contendo sacarose 22%, 30% e 35% (p/v). Como
amplamente descrito na literatura, a trealose é um dissacarideo envolvido com
mecanismos de estresse celular. Durante o processo fermentativo a levedura €
submetida a varios tipos de estresse: osmotico, etandlico, térmico e outros. Estes
fatores estressantes podem ser relacionados com a concentracdo de trealose
produzida e o desempenho fermentativo das linhagens. No geral, observou-se que
nos cultivos nédo agitados as linhagens apresentaram maiores quantidades de
trealose, e que a producéo do dissacarideo variou entre as linhagens e com a fonte
de nitrogénio. Os dados com trealose ainda ndo permitem conclusées detalhadas,
sendo necessaria a realizagcdo de mais experimentos para obterem-se melhores

resultados.
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Figura 30: Producéo de trealose por S. cerevisiae pelas cepas PE, CAT e SA, cultivadas
sem agitacdo (A, B e C) e com agitacao (D, E e F) em mosto com sacarose 22% (p/v),
contendo 1% de fonte de nitrogénio: sem suplementacédo de nutriente (A e D), sulfato de
amonio (B e E) peptona (C e F). O meio suplementado com sulfato de amoénio o pH foi
reajustado para 5,0 com NaOH 1M.
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Figura 31: Producédo de trealose por S. cerevisiae pelas cepas PE, CAT e SA, cultivadas
sem agitagéo (A, B e C) e com agitacdo (D, E e F) em mosto com sacarose 30% (p/v),
contendo 1% de fonte de nitrogénio: sem suplementacdo de nutriente (A e D), sulfato de
amonio (B e E) peptona (C e F). O meio suplementado com sulfato de amonio o pH foi
reajustado para 5,0 com NaOH 1M.
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Figura 32: Producédo de trealose por S. cerevisiae pelas cepas PE, CAT e SA, cultivadas
sem agitacdo em mosto com sacarose 30% (p/v), contendo 1% de fonte de nitrogénio:
sem suplementacao de nutriente (A), casamino&cidos (B).
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Figura 33: Producdo de trealose por S. cerevisiae pelas cepas PE, CAT, SA, cultivadas
com agitacdo, em mosto com sacarose 35% (p/v), contendo fontes de nitrogénio: 1% de
peptona (A), 2% peptona (B), 1% de sulfato de amdnio (C), 2% de sulfato de amobnio (D)
sem suplementacao de nutriente (E). O meio suplementado com sulfato de amonio o pH foi
reajustado para 5,0 com NaOH 1M.
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Figura 34: Producéo de trealose por S. cerevisiae pelas cepas PE, CAT, SA cultivadas
sem agitacdo, em mosto com sacarose 35% (p/v), contendo fontes de nitrogénio: 2% de
peptona (A), 2% de sulfato de aménio (B). O meio suplementado com sulfato de aménio o
pH foi reajustado para 5,0 com NaOH 1M.
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5.4. Determinacéao da Invertase

Os resultados da atividade da invertase das linhagens PE, CAT e SA
utilizando sacarose 35% (p/v) e 1% e 2% de peptona ou 1% e 2% de sulfato de
amonio com e sem agitacdo estdo mostrados na Tabela 11 e 12 e Figura 35.
Podemos observar que a atividade da invertase foi diferente para todas as linhagens
e a SA apresentou maior atividade da enzima. Esta variacdo segundo Vitolo, 1989
pode ocorrer devido as intensas modificagcdes conformacionais e quimicas sofridas
pela parede celular durante os processos de crescimento e multiplicagdo da
levedura, causando posicionamentos diversos e aleatérios das moléculas da enzima
no espaco periplasmatico, além de mudancas na propria estrutura da proteina,
tornando-a mais ou menos acessiveis a molécula de substrato. E segundo Laluce

et.al. (1991) a atividade da invertase € dependente da linhagem de cada levedura.

Segundo PAPARAZI 2006, a etapa de lavagem das células em tampao
acetato permitiu a eliminacdo da possivel presenca de invertase livre presente no
meio de cultura; e assim, ao adicionar a solucdo de sacarose para iniciar o teste,
pode se dizer que toda a atividade da invertase est4 associada a célula, seja no
espacgo periplasmatico, na parede celular ou liberada no meio no transcorrer da
incubacdo. Os ensaios fermentativos da atividade da invertase sdo resultados da
atividade da invertase extracelular, uma vez que atividade da invertase intracelular

nao foi quantificada.

Nos cultivos realizados sem agitacdo, para a maioria das linhagens, foram
observadas maiores atividades da invertase que os cultivos com agitagdo, mesmo
com agitacdo consumindo mais acgucar, consequentemente a presenca de oxigénio
afeta a sua atividade. Como a fermentac@o de sacarose 35% (p/v) € mais eficiente
nos meios agitados, este resultado pode ser devido a maior concentracdo de etanol,
0 que estad de acordo com Fontana et.al. (1992), que mostraram que a invertase
sofre influéncia da concentracdo de etanol, das caracteristicas do meio e da

linhagem da levedura.

Nestes experimentos foi utilizada também a linhagem RED STAR. O objetivo
destas medidas foi o de tentar correlacionar a atividade invertasica com o
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desempenho fermentativo. Observou-se que a atividade enzimatica variou entre as
linhagens e com a condicdo de fermentacdo. As linhagens SA e RED mostraram
maiores atividades, pois a SA apresentou maior consumo de acglcar, mas os dados
obtidos ndo permitem concluir sobre a importancia da atividade invertasica da

definicdo do desempenho fermentativo.

Tabela 11: Atividade da invertase pelas linhagens industriais, ap6s 65 h de cultivo em mosto
contendo sacarose 35 % (p/v), com 1% e 2% de peptona ou 1% e 2% de sulfato de amonio

e com agitacao.

Fonte de . _ Atiyidaqle Atividagle
Linhagens Biomassa Biomassa/ Enzimética Especifica
Nutriente (mg/mL)  Diluicdo (Mmol /min/mL) U/mg
1% PE 13,31 0,40 1,59 3,97
Peptona CAT 14,56 0,44 1,37 3,11
SA 13,1 0,39 2,40 6,15
20 PE 11,44 0,34 1,67 491
Peptona CAT 14,56 0,44 1,61 3,65
SA 15,4 0,46 3,84 8,34
PE 10,81 0,32 1,71 5,34
1% CAT 10,29 0,31 1,39 4,48
Sulfato SA 11,44 0,34 3,20 9,41
RED 10,08 0,30 6,05 20,16
PE 9,56 0,29 1,58 5,45
2% CAT 9,77 0,29 1,73 5,96
Sulfato SA 10,61 0,32 2,08 6,50
RED 8,32 0,25 4,01 16,04

Condi¢des de fermentacdo: 30°C, a 200 rpm, pH inicial 5,0, sendo o meio contendo sulfato
de ambnio, reajustado o pH para 5,0 com NaOH 1M.
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Tabela 12: Atividade da invertase pelas linhagens industriais, apds 65 h de cultivo em mosto

contendo sacarose 35 % (p/v), com 2% de peptona ou 2% de sulfato de amdnio, sem

agitacao.

~ Fonte  Atividade  Atividade
de Linhagens Biomassa Biomassa/ Enziméatica Especifica

Nutriente (mg/mL)  Diluicao (Mmol /min/mL) U/mg

PE 9,67 0,29 3,47 9,24

2% CAT 9,36 0,28 3,44 8,72

Peptona SA 9,04 0,27 5,35 12,7

RED 8,21 0,25 3,31 13,24

PE 6,86 0,2 2,11 7,1

2% CAT 7,48 0,22 2,0 9,43

Sulfato SA 7,69 0,23 3,44 12,36

RED 6,13 0,18 1,87 10,38

Condigdes de fermentacao: 30°C, pH inicial 5,0, sendo o meio contendo sulfato de amonio,
reajustado o pH para 5,0 com NaOH 1M.
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Figura 35: Atividade da invertase por S. cerevisiae pelas linhagens PE (A e C), CAT (B e D),
cultivadas com agitacdo (A, B) e sem agitacdo (C e D), em mosto com sacarose 35%
(p/v), contendo fontes de nitrogénio: 1% de peptona ou 2% de peptona ou 1% de sulfato de
amonio ou 2% de sulfato de amonio. O meio suplementado com sulfato de amoénio o pH foi
reajustado para 5,0 com NaOH 1M.

97



Figura 36: Atividade da invertase por S. cerevisiae pelas linhagens, SA (E e G) e RED (F e
H), cultivadas com agitacéo (E e F) e sem agitacdo (G e H), em mosto com sacarose 35%
(p/v), contendo fontes de nitrogénio: 1% de peptona ou 2% de peptona ou 1% de sulfato de
amonio ou 2% de sulfato de aménio. O meio suplementado com sulfato de aménio o pH foi
reajustado para 5,0 com NaOH 1M.
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5.5. Estudos com meio YNB contendo 5 % (p/v) de sacarose com diferentes

fontes de nitrogénio

Os experimentos com o meio YNB continham sacarose 5 % (p/v), esta
concentracéo foi usada para verificar o comportamento fermentativo das linhagens
em concentracdes baixa de sacarose e foram realizados com o objetivo de verificar
a capacidade de crescimento dos isolados. Este meio foi suplementado com sulfato
de amonio ou peptona, duas fontes de nitrogénio com caracteristicas estruturais
distintas.

As Figuras 37 a 40 ilustram a variacdo do acumulo de biomassa, viabilidade
celular, monitoramento do pH e consumo de acgucar ao longo do cultivo das
linhagens SC, RG, LS e SA. Estas linhagens foram estudas nesta concentracao para
verificar se as linhagens isoladas eram boas fermentadoras de sacarose em meio
YNB contendo sacarose 5% (p/v) e a Tabela 13 compara os dados obtidos nos
tempos de 15 e 63 horas. A linhagem SA foi utilizada para efeito de comparacéo dos
isolados com uma linhagem industrial, por ser uma linhagem utilizada pelas usinas
na producdo de etanol. Observou-se que o melhor desempenho fermentativo das
linhagens ocorreu em meios suplementados com peptona, uma fonte nitrogenada
onde predomina nitrogénio na forma de peptideos, com maior producdo de
biomassa, consumo mais eficiente de aclUcar e na manutencdo da viabilidade
celular. As linhagens LS e SA apresentam bom desempenho fermentativo e se deve
ao fato de, provavelmente, a linhagem LS ser também uma linhagem industrial, com
desempenho fermentativo proximo daquele obtido para a linhagem SA. A linhagem
LS foi a que obteve melhor desempenho fermentativo comparado com as outras
linhagens isoladas. A comparacao de desempenho aparece de forma mais clara na
Tabela 13. O desempenho fermentativo no meio suplementado com sulfato de
amonio foi inferior, porém a linhagem RG mostrou ser mais eficiente que a SC para
0s parametros analisados e estes sugerem que estas duas linhagens apresentam

diferentes exigéncias com relacéo as fontes de nitrogénio.
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Figura 37: Producdo de biomassa, viabilidade celular, pH e consumo de acuUcar de S.
cerevisiae SC, durante crescimento aerébico em meio YNB com sacarose 5% (p/v),
contendo 1% (p/v) de fonte de nitrogénio: peptona (o), sulfato de amonio (o). Condi¢des de
cultivo: 30°C e 200 rpm, pH inicial 5,0, sendo 0 meio suplementado com sulfato de amonio,
reajustado o pH para 5,0 com NaOH 1M.
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Figura 38: Produgcédo de biomassa, viabilidade celular, pH e consumo de acglcar de S.
cerevisiae RG, durante crescimento aerébico em meio YNB com sacarose 5% (p/v),
contendo 1% (p/v) de fonte de nitrogénio: peptona (o), sulfato de amdnio (o). Condi¢cBes de
cultivo: 30°C e 200 rpm pH inicial 5,0, sendo o meio suplementado com sulfato de amonio,
reajustado o pH para 5,0 com NaOH 1M.
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Figura 39: Produgcéo de biomassa, viabilidade celular, pH e consumo de aclcar de S.
cerevisiae LS, durante crescimento aerébico em meio YNB com 5% (p/v) de sacarose,
contendo 1% (p/v) de fontes de nitrogénio: peptona (o), sulfato de aménio (o). Condi¢des de
cultivo: 30°C e 200 rpm pH inicial 5,0, sendo 0 meio suplementado com sulfato de amdnio,
reajustado o pH para 5,0 com NaOH 1M.
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Figura 40: Produgcédo de biomassa, viabilidade celular, pH e consumo de acglcar de S.
cerevisiae SA, durante crescimento aerébico em meio YNB com sacarose 5% (p/v),
contendo 1% (p/v) de fonte de nitrogénio: peptona (o), sulfato de aménio (o). Condi¢des de
cultivo: 30°C e 200 rpm, pH inicial 5,0, sendo o meio suplementado com sulfato de am®onio,
reajustado o pH para 5,0 com NaOH 1M.
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Tabela 13: Producgéo de biomassa, viabilidade celular e consumo de acgucar pelas linhagens,
cultivadas em meio YNB contendo sacarose 5 % (p/v) e 1% de peptona ou 1% de sulfato
de amonio, com agitacao.

1% Peptona 1% Sulfato de Amdnio
Linhagens Tempo (h) Biomassa Viabilidade R'Afsl:gj;l Biomassa Viabilidade R'?sl?gj;l
(MG/mL) (%) (MG/mL) (%)

(%) (%)

sc 15 0,09 100 62 0,24 96 86
63 0,18 99 0 1,98 74 0

RG 15 3,02 100 18 1,04 69 74
63 5,93 95 0 1,56 49 0

LS 15 9,15 100 11 2,36 76 56

63 13,0 99 0 4,47 36 2,0

SA 15 7,07 100 18 1,53 90 77
63 10,82 99 0 4,47 76 0

Condi¢cbes de fermentacdo: 30°C, a 200 rpm, pH inicial 5,0, sendo o meio suplementado
com sulfato de aménio, reajustado o pH para 5,0 com NaOH 1M.

5.6. Estudos com meio YNB contendo 22% (p/v) de sacarose e diferentes
fontes de nitrogénio

Estudo semelhante foi realizado em meio YNB contendo sacarose 22% (p/v) e
1% (p/v) de peptona e sulfato de amoénio, neste caso a analise foi ampliada,
incluindo duas outras linhagens industriais, as linhagens CAT e PE, também
largamente utilizadas por usinas brasileiras. As Figuras 41 a 46 mostram a variagcao
do acumulo de biomassa, viabilidade celular, monitoramento do pH e consumo de
acucar ao longo do cultivo das linhagens SC, RG, LS e SA, em meio YNB contendo
sacarose 22% (p/v) e a Tabela 14 compara os dados obtidos nos tempos de 15 e 65
horas. Os isolados SC e RG apresentaram desempenho inferior aos observados
pelas linhagens industriais e também pelo isolado LS. Os resultados obtidos com
estes estudos refletem as diferencas metabdlicas das linhagens de leveduras,
mostrando o efeito de fontes nitrogenadas estruturalmente complexas no fluxo
metabdlico do carbono. Como ja citado, a suplementacdo com peptona é que

propiciou melhor desempenho fermentativo, para as condi¢cdes estudadas, e que

104



houve diferencas nos parametros para as diferentes linhagens. Na suplementacao
com sulfato de amdnio, quando ha consumo eficiente da fonte de carbono, ha um
impacto maior sobre a viabilidade celular.

Em alguns dos experimentos o casaminoécidos foi utilizado como fonte de
nitrogénio, os dados estdo mostrados nas Figuras 44 a 46. O desempenho
fermentativo das linhagens foi inferior no meio com casaminoacidos, quando
comparado com os meios contendo peptona e sulfato de amonio. Estudos anteriores
mostraram que as linhagens produtoras de etanol combustivel ndo tém desempenho
satisfatério em meios YNB, suplementado com casaminoacidos (MIRANDA, et. al.,
2009).
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Figura 41: Producdo de biomassa, viabilidade celular, pH e consumo de acUcar de S.
cerevisiae SC, durante crescimento aerébico em meio YNB com sacarose 22% (p/v),
contendo 1% (p/v) de fontes de nitrogénio: peptona (o), sulfato de amdnio (o). Condigbes de
cultivo: 30°C e 200 rpm, pH inicial 5,0, sendo 0 meio suplementado com sulfato de amdonio,
reajustado o pH para 5,0 com NaOH 1M.
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Figura 42: Produgcédo de biomassa, viabilidade celular, pH e consumo de aclcar de S.
cerevisiae RG, durante crescimento aerdbico em meio YNB com sacarose 22% (p/v),
contendo 1% (p/v) de fontes de nitrogénio: peptona (o), sulfato de aménio (o). Condi¢des de
cultivo: 30°C e 200 rpm, pH inicial 5,0, sendo 0 meio suplementado com sulfato de amdnio,
reajustado o pH para 5,0 com NaOH 1M.
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Figura 43: Produgcédo de biomassa, viabilidade celular, pH e consumo de acglcar de S.
cerevisiae LS, durante crescimento aerébico em meio YNB com sacarose 22% (p/v),
contendo 1% (p/v) de fontes de nitrogénio: peptona (o), sulfato de amdnio (o). Condi¢des de
cultivo: 30°C e 200 rpm, pH inicial 5,0, sendo o meio suplementado com sulfato de amdnio,
reajustado o pH para 5,0 com NaOH 1M.
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Figura 44: Producdo de biomassa, viabilidade celular, pH e consumo de acucar de S.
cerevisiae SA, durante crescimento aerébico em meio YNB com sacarose 22% (p/v),
contendo 1% (p/v) de fontes de nitrogénio: peptona (o), sulfato de amoénio (o),
casaminoacidos (A). Condicdes de cultivo: 30°C e 200 rpm, pH inicial 5,0, sendo o meio
suplementado com sulfato de amonio, reajustado o pH para 5,0 com NaOH 1M.
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Figura 45: Producdo de biomassa, viabilidade celular, pH e consumo de agucar de S.
cerevisiae CAT, durante crescimento aerébico em meio YNB com sacarose 22% (p/v),
contendo 1% (p/v) de fontes de nitrogénio: peptona (o), sulfato de amobnio (o),
casaminoacidos (A). Condicdes de cultivo: 30°C e 200 rpm, pH inicial 5,0, sendo 0 meio
suplementado com sulfato de amdnio, reajustado o pH para 5,0 com NaOH 1M.
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Figura 46: Produgcédo de biomassa, viabilidade celular, pH e consumo de aclcar de S.
cerevisiae PE, durante crescimento aerobico em meio YNB com sacarose 22% (p/v),
contendo 1% (p/v) de fontes de nitrogénio: peptona (o), sulfato de amobnio (o),
casaminoacidos (A). Condicdes de cultivo: 30°C e 200 rpm, pH inicial 5,0, sendo o meio
suplementado com sulfato de amonio foi reajustado o pH para 5,0 com NaOH 1M.

111



Tabela 14: Producéo de biomassa, viabilidade celular, monitoramento do pH e consumo de agucar pelas linhagens SC, RG, LS, SA, CAT e
PE, cultivadas em meio YNB, contendo sacarose 22% (p/v), 1% de peptona ou 1% sulfato de amdnio ou 1% de casaminoacidos, com
agitagao.

1% Peptona 1% Sulfato de aménio 1% Casaminoéacidos
. Tempo Biomassa Viabilidade A(;L_Jcar Biomassa Viabilidade AgL.Jcar Biomassa Viabilidade A(;L_Jcar
Linhagens ") (mg/mL) %) Residual (mg/mL) %) Residual (mg/mL) %) Residual
(%) (%) (%)
sc 15 1,35 100 90 0,31 100 100 - - -
65 4,16 51 34 3,33 89 27 - - -
RG 15 1,98 100 97 0, 312 92 93 - - -
65 4,06 55 24 2,08 35 67 - - -
LS 15 6,44 99 81 1,87 94 80 - - -
65 12,48 79 1,25 54 62 19 - - -
SA 15 5,54 99 91 2,08 88 83 2,49 99 97
65 8,73 59 21 6,03 75 8,0 4,16 96 74
CAT 15 7,79 99 88 2,08 81 96 2,6 95 94
65 13,1 87 4,20 5,2 56 37 4,47 77 84
PE 15 6,03 100 88 2,7 93 90 2,39 100 98
65 8,73 97 21 6,76 83 5,0 4,57 99 85

Condig6es de fermentacdo: 30°C, a 200 rpm, pH inicial 5,0, sendo 0 meio suplementado com sulfato de aménio, reajustado o pH para 5,0 com
NaOH 1M.
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5.8. Estudos realizados com as linhagens isoladas utilizando mosto com 17°
Brix sem suplementacdo e mosto com 35% (p/v) de sacarose com
suplementacao de fontes de nitrogénio.

O mosto industrial foi também utilizado com os isolados da fermentacdo. A
figura 47 mostra o desempenho fermentativo da linhagem SA e os isolados (SC, LS
e RG) em mosto com 17° Brix, sem suplementacdo de fontes de nitrogénio, com
agitacdo. As linhagens LS e SA tiveram um maior acumulo de biomassa e consumo
de aclcar, enquanto que as linhagens SC e RG apresentaram parametros

fermentativos inferiores, mas com desempenho superior ao observado no meio YNB.

As linhagens LS e RG foram também avaliadas em mosto com 35% (p/v) de
sacarose com suplementacao de 2% de peptona e sulfato de amonio, sem agitacao
(Figuras 48 e 49). A linhagem LS apresentou maior producdo de biomassa e
consumo de acUcar que a linhagem RG em mosto suplementado com peptona,
porém, com sulfato de aménio foi inferior. A manutencao da viabilidade foi inferior na
linhagem LS em mosto suplementado com peptona, e esta queda se manifesta com
mais intensidade ap0s a exaustdo da fonte de carbono, depois de 40h de

fermentacao.

Ao comparar os dados em meio YNB com, obtidos em mosto industrial com
17° Brix, pode-se observar a melhor adequacdo dos isolados ao caldo de cana
(‘habitat natural’), com maior producdo de biomassa e consumo de aclUcar mais
eficiente do que o observado em YNB, o que pode ser uma indicagdo do efeito
deletério de contaminantes no processo industrial de producéo de etanol. O efeito
diferencial das fontes de nitrogénio sobre as leveduras industriais sugerem,
juntamente com estes resultados obtidos com mosto industrial ser possivel encontrar
condicbes mais adequadas de fermentacdo, obtendo-se mostos com conteudos
alcoolicos mais elevados com a concomitante manutencdo da viabilidade celular,

permitindo assim o reciclo de células.
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Figura 47: Produgcédo de biomassa, viabilidade celular, pH e consumo de acglcar de S.

cerevisiae, SC (o), SA (o), LS (4), RG (V), durante crescimento aerébico em mosto com
Brix 17°, sem suplementacéo de fontes de nitrogénio. Condi¢des de cultivo: 30°C e 200
rpm, pH inicial 5,0.
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Figura 48: Producdo de biomassa, viabilidade celular, pH e consumo de acucar de S.
cerevisiae LS durante crescimento anaerébico em mosto com sacarose 35% (p/v),
contendo 2 % (p/v) de fonte de nitrogénio: sulfato de aménio (o), peptona (A). Condicbes
de cultivo: 30°C e pH inicial 5,0, sendo o meio suplementado com sulfato de amdénio,
reajustado o pH para 5,0 com NaOH 1M.
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6.0. DISCUSSAO

O atual programa de producédo de etanol combustivel no Brasil apresenta
varios gargalos tecnoldgicos, e entre eles destacam-se as contaminacdes do
processo por microrganismos indesejaveis e a baixo rendimento alcodlico, devido a
fermentacdo com baixos teores de acucar. Este trabalho tinha o objetivo inicial de
estudar o efeito das leveduras contaminantes do processo fermentativo e estes
resultados estdo descritos nos experimentos com meios YNB, contendo sacarose
5% e 22% (p/v). Entretanto, foi constatado que uma pesquisa com contaminantes
necessitaria de um tempo maior que o0 destinado ao Mestrado, e por isso
redirecionamos trabalho experimental com o objetivo de verificar as condi¢cdes de
trabalho que permitissem definir um possivel limite da alcool tolerancia das
leveduras industriais, com a producéo de vinhos com altos teores de etanol.

Este trabalho foi desenvolvido realizando fermentacfes em meio a base de
caldo de cana, ao qual foi adicionadas sacarose suplementar, para obterem-se
concentracdes aproximadas de 22%, 30% e 35% (p/v) de sacarose. A concentracao
mais baixa € a que esta proxima da realidade industrial, e 35% seria uma condicao
para obter-se um vinho com quantidade elevada de etanol. As condi¢cdes de cultivo
foram com e sem agitagéo, pois a presenca de pequena quantidade de oxigénio no
processo permite maior producdo de biomassa, além de a agitacdo permitir melhor
homogeneizacdo do meio de cultura. Adicionalmente, os meios de cultura foram
suplementados com uma fonte nitrogenada, e esta suplementacao foi & peptona, um
hidrolisado enzimatico de proteinas ou um sal inorgéanico, o sulfato de aménio. Em
alguns experimentos também foi utilizado casaminoacidos, um hidrolisado &cido de
proteinas.

As fontes de nitrogénio utilizadas neste trabalho foram preparacdes
comerciais de hidrolisados enzimaticos de proteinas (Peptona), hidrolisados acidos
de proteinas (casaminoacidos) e sulfato de aménio [(NH;).SO,4]. Essas fontes de
nitrogénio foram escolhidas por serem comumente utilizadas como constituintes no
meio de cultura e por apresentarem diferentes graus de complexidade estrutural
devendo interferir diretamente no fluxo metabdlico das leveduras quanto a
assimilacao e utilizacdo como fonte de nitrogénio e também na mutua interacao que

deve ocorrer com a fonte de carbono (MIRANDA et.al., 2008).
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Os dados mostram que, nas condi¢cdes de fermentagcdo, com baixa densidade
celular, a suplementagcdo com uma fonte de nitrogénio é essencial para obter uma
fermentacdo eficiente. Nos meios suplementados, a adicdo de peptona foi a que
propiciou melhores condi¢cdes de fermentacdo: maior producdo de biomassa e
etanol, com a preservacao da viabilidade celular. Os resultados obtidos neste estudo
tém que ser analisados com a expectativa da execu¢do de um processo industrial
com controle de temperatura, mostos tratados e com qualidade sanitaria adequada.
Nestas condi¢cBes é possivel, pelos menos, encaminhar a problematica do bioetanol
numa direcdo de obtencdo de vinhos mais concentrados em etanol, que além de
diminuir os custos operacionais, como 0s causados pela destilagdo, diminuiriam a
guantidade de vinhaca. A proposta central deste estudo € encontrar condicdes
otimizadas de fermentacdo, para que se atinja o limite maximo da alcool tolerancia
das linhagens industriais. Os resultados destes estudos ja indicam ser necesséria,
pelo menos a adicdo de suplementos nitrogenados.

Este estudo devera ser complementado, e um dos aspectos a serem
analisados é o comportamento fermentativo das leveduras industriais, em mosto
concentrados, e em processo fermentativo com alta densidade celular. Nestas
condicBes sera essencial a observacdo de como a pressdo osmotica do mosto
concentrado podera afetar o processo fermentacdo, pois parece ser possivel
aumentar a concentracdo de sacarose acima de 30% (p/v). O esfor¢co experimental
sera no sentido de se obter vinhos com quantidades de etanol proximas ao do

rendimento tedrico, atingindo concentragcdes acima de 17% (V/v).
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