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RESUMO

As destilarias brasileiras produzem etanol utilizando o processo fermentativo
continuo ou por batelada alimentada. Nas fermentagdes sucessivas, as células sao
recicladas e usadas continuamente durante toda a safra. No final de cada ciclo de
fermentacdo as células sdo concentradas e tratadas com acido para reducédo dos
contaminantes antes da utilizagdo como starter da fermentagéo seguinte. Alteragdes
no estado fisiologico das células podem ocorrer dependendo das condi¢gbes que
ocorrem antes e durante o processo e também durante o tratamento acido, bem
como a concentracdo de subprodutos formados. Tais alteracbes podem afetar a
produtividade e a eficiéncia do processo fermentativo. As variagdes no estado
fisiolégico podem ser avaliadas através da medida de alguns indicadores, tais como
niveis de trealose e seu grau de mobilizagado, proteinas e glicerol. Além disso, sao
necessarios estudos para selecionar e utilizar os parametros fisioldgicos como
ferramentas de diagndstico do desempenho do processo. O objetivo do presente
trabalho foi o de expor as células a tratamentos adequados entre os ciclos de
fermentacdo, a fim de restaurar ou melhorar o seu estado fisiologico, evitando
perdas na viabilidade, na atividade de crescimento e de fermentacdo. Dois métodos
para a propagacgao da linhagem |IQAr/45-2 foram estabelecidos e ambos mostraram
ser eficientes no acumulo de células. No entanto, maiores aumentos foram obtidos
quando o lisado celular de levedura (LC) foi adicionado ao meio, o qual levou a um
crescimento semelhante a linhagem PE-2. A obtencédo LC consiste em um método
rapido, facil e de menor custo do que o uso do extrato de levedura comercial. Dois
tipos de meio (meios MR1 e MR2) foram utilizados para manter as células entre os
ciclos de fermentagéo. O meio de MR1 continha sais de zinco, aménio e magnésio e
o meio MR2 era constituido por LC e sais. O meio MR2 beneficiou tanto o
crescimento celular quanto a produgdo de etanol (82-83% de rendimento
fermentativo) nas fermentagdes a 34°C e 37°C. A mobilizacdo de trealose foi
atribuida as células metabolicamente ativas, enquanto que o seu aumento ou menor
mobilizagdo parece estar correlacionado com as condi¢gdes de estresse. Aumentos
no glicerol foram associados com o estresse osmaético e baixos niveis de proteinas
foram correlacionados com a protedlise e morte celular, mas sem haver um padrao
de comportamento bem definido. A revitalizagcdo portanto mostrou resultados
benéficos no aumento do rendimento fermentativo, porém o longo tempo de
armazenamento das células poderia ser prejudicial ao longo dos ciclos, mostrado por
uma curva descendente de viabilidade. O tratamento acido das linhagens 1QAr/45-2
e PE-2 nao afetou o crescimento celular nem a viabilidade, no entanto, afetou a
cultivabilidade celular (crescimento de colbénias) da linhagem PE-2, observado por
plagueamento em meio YPD e WLN. A cultivabilidade da linhagem |QAr/45-2 nao foi
afetada em nenhuma das condigdes de tratamento, mas o corante do meio WLN
teve um efeito inibitério. O limite de tolerancia da levedura IQAr/45-2 quanto a acidez
latica (CIM = 3%, p/v) pareceu ser beneficiado quando adicionou-se sais e LC ao
melaco 10% (ART) solidificado com agar. O limite de acidez acética ndo pareceu ser
beneficiado pela adicédo de sais ou LC (CIM = 0,4 % p/v).

Palavras-chave: Saccharomyces cerevisiae. Indicadores fisioldgicos. Revitalizagao
celular. Ciclos de fermentacao. Tratamento acido. Acidez latica e acética.
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ABSTRACT

Brazilian distilleries produce ethanol using continuous or fed-batch fermentations. In
repeated fed-batch fermentations, cells are sequentially transferred from one
fermentation cycle to the next. At the end of each fermentation, the yeast cells are
harvested and acid-treated in order to kill contaminants prior to its use as starter of
the next fermentation. Depending on stresses conditions occurring before and during
the fermentation process, as well as the concentration of the by-products and acid
treatment, changes in the physiological state of the cells can occur. Such changes
can affect the productivity and fermentation efficiency of the process. The variations
in physiological state can be evaluated by measuring indicators such as levels of
trehalose, proteins and glycerol and their degree of mobilization. In addition, studies
are required for selection and use of the physiological parameters as diagnostic tools
of the process performance. The aim of present work was to improve and/or avoid
losses in viability, growth and fermentation activities by exposing the cells to
appropriate treatments between fermentation cycles, particularly in order to restore or
improve their properties. Two methods for the propagation of the strain 1QAr/45-2
were stablished and both showed efficiency on cell acumulation. However, greater
biomass and viability were obtained for IQAr/45-2 strain when yeast cell lysate (LC)
was added to the medium, having a similar growth when compared to the PE-2
strain. The procedure to LC obtention is a faster, easier and lower coast method than
the commercial yeast extract. Two kinds of medium (MR1 and MR2 media) were
used to storage the cells between the fermentation cycles. The MR1 medium was
supplemented with ammonium, zinc and magnesium salts and MR2 medium was
supplemented with LC. The MR2 medium benefits both cell growth and ethanol
production (82-83% theorethical ethanol yield) at 34°C and 37°C fermentations.
Regarding the physiological parameters, the trehalose mobilization was associated
with metabolic active cells but its increase or smaller mobilization seems to be
correlated with stress conditions. Glycerol increases were associated with osmotic
stress and low levels of proteins were correlated with proteolysis and cellular death,
but a clear correlation was not observed. The revitalization therefore showed
beneficial results in increased fermentation yield, but the long-time storage of the
cells could be harmful over the cycles, shown by a descending curve of viability. The
acid treatment for IQAr/45-2 and PE-2 strains did not affect both cell growth neither
viability, nevertheless it affected cell cultivability (colonies growth) of PE-2 strain,
observed by plating cells on YPD and WLN media. IQAr/45-2 strain cultivability was
not affected by acid treatment of the cells at any conditions but sensibility to dye was
observed. The limit of lactic acid tolerance for 1QAr/45-2 strain (MIC = 3%, p/v)
seems to benefit when salts and LC was added to medium. The limit of acetic acid
was not improved with salts and LC addition (MIC 2 0,4 % p/v).

Keywords: Saccharomyces cerevisiae. Physiological indicators. Cell revitalization.
Fermentation cycles. Acid treatment. Lactic and acetic tolerance.
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1. INTRODUGAO

1.1. Cenario energético

O acumulo de CO; na atmosfera € considerado como um dos principais
contribuintes para o aquecimento global e alteragbes climaticas que vem ocorrendo
ao longo dos anos (WARD; SINGH, 2002). A crescente preocupagdo com as
mudangas ambientais do planeta e uma possivel crise energética fez com que
formas de energias limpas e/ou renovaveis recebessem mais atencdo e
investimento. Dentre essas formas alternativas de energia estdo: energia eolica,
solar, hidraulica, biomassa e biocombustiveis (biodiesel e etanol).

O etanol ndo era usado em quantidades significativas até meados dos anos
1970. O aumento do preco do petroleo durante a primeira crise do petroleo impos
graves encargos cambiais para os paises dependentes de sua importacdo, incluindo
o Brasil. Como um dos principais produtores de agucar de cana, o Brasil encontrava-
se bem situado para explorar a produgao de etanol como uma alternativa a gasolina,
sendo que seu uso reduz as emissoes de CO, veicular em 90% (WARD; SINGH,
2002). O Brasil tem uma longa histéria de produgao de biocombustiveis datando de
1975 quando o Programa Nacional do Alcool Combustivel (Proalcool) foi iniciado. O
programa foi destinado a aumentar a producédo de bioetanol como um substituto
para a gasolina, redirecionando parte da produgdo de cana para a geragado de
etanol, reduzindo as importagdes de petroleo (BALAT; BALAT, 2009;
GOLDEMBERG, 2008).

Desde entdo, a agroindustria canavieira brasileira tem se expandido,
consolidando-se economicamente com indicadores positivos de sustentabilidade
ambiental. A partir do Proalcool deu-se vida nova ao setor, com investimentos em
equipamentos, servigos e desenvolvimento de novas tecnologias, tanto na parte
agricola quanto para a industrial (BANCO..., 2009). O Brasil € o maior produtor de
cana-de-agucar (569 milhdes de toneladas em 2009) processando 45% da produgao
mundial e destinando aproximadamente 50% desse material bruto para a producgao
de etanol, resultando em cerca de 27 bilhées de litros na safra de 2008/2009
(UNICA, 2011).
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1.2. Producgao de etanol

O etanol pode ser fabricado por via quimica ou fermentativa. A primeira é
aplicada esporadicamente no Brasil, e efetuada a partir de hidrocarbonetos nao-
saturados (eteno e etino), de gases do petrdleo e de hulha. E uma forma
competitiva, que apresenta bom potencial de expansao nos proximos anos. A via
fermentativa, no entanto, € a mais importante no Brasil. Essa forma sempre tera
importancia tanto na produgcdo de combustivel como também de aguardente. A
fabricacdo do etanol compreende trés etapas distintas: o preparo do substrato, a
fermentagéo e a destilagéo (Figura 1) (AMORIM; LEAO, 2005).

Cana

Bagaco
Caldeiras

Caldo

Tratamento
quimico

Filtracdo Torta de filtro

v .

5 Melaco
Evaporacdo 4 Fermentacdo

Destilacdo Vinhaca

Centrifugacdo Retificacdo

Etanol
(hidratado)

Desidratacao

Actcar Etanol
(anidro)

Figura 1 — Esquema da producéo de etanol de cana-de-agucar (BANCO..., 2009)
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1.2.1. Matéria-Prima

O etanol pode ser obtido por uma grande variedade de matérias-primas
renovaveis, que sao classificadas em trés grupos principais: (1) aqueles que contém
grandes quantidades de agucar prontamente fermentesciveis (cana-de-agucar,
beterraba), (2) amido e frutosanas (milho, batata, arroz, agave, trigo) e (3) material
celulésico (forragem, madeira, bagago de cana-de-agucar) (INGLEDEW et al., 2009).

A cana-de-agucar (Saccharum officinarum) € uma cultura tropical e subtropical
plurianual, com colheita anual. Admite-se que, em grandes culturas e condi¢des
normais, a meédia do rendimento agricola atinge entre 85 e 100 toneladas por
hectare por ano. O caldo obtido da moagem da cana-de-agucar pode conter: 78 a
86% de agua, 10 a 20% de sacarose, 0,1 a 2% de acgucares redutores, 0,3 a 0,5%
de cinzas e 0,5 a 1,0% de compostos nitrogenados (LIMA et al., 2001; WHEALS et
al., 1999).

O caldo de cana-de-acucar € usado para a producado de acgucar, e parte do
mesmo pode ser usado diretamente como substrato para a fermentacdo. Da
cristalizacado e centrifugacdo do acucar resulta um produto secundario conhecido
como melaco. Em fermentagdes, o melagco pode ser misturado ao caldo em
diferentes proporgdes. A composicao mineral dos substratos de cana podem variar
(Tabela 1), dependendo da propor¢édo de melago usado no meio, variedade e
maturidade da cana-de-agucar, solo, clima e processamento do caldo (AMORIM,;
LEAO, 2005). O melaco ainda pode ser usado s6, como ja ocorre em certas
destilarias, nesse caso ele pode ser diluido com agua e tratado com acido sulfurico
(pH 4,5). O melago contém carboidratos que podem ser prontamente utilizados pelas

leveduras produtoras de alcool sem nenhum pré-tratamento (MURTAGH, 1999).
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Tabela 1 — Variagdo de mineirais presentes no mosto
(AMORIM; LEAO, 2005)

Mineral Variagdo no mosto (mg.L™)
N assimilavel 7 — 350
Fésforo 20 -200
Potassio 300 — 12000
Magnésio 80 — 3900
Enxofre 80 — 3900
Calcio 150 — 2000
Zinco 0,45-9
Cobre 0,20-8
Manganés 2-8
Aluminio 5-240

1.2.2. Fermentagao descontinua alimentada

Nesse tipo de processo, também conhecido por batelada alimentada, o mosto
e/ou nutrientes sao adicionados ao fermentador durante o cultivo e seus produtos so
sao retirados no final do processo. A vazao de alimentacido pode variar com o tempo
ou ser constante, e a adicdo de mosto pode ser continua ou intermitente
(SCHMIDELL, 2001).

Devido a flexibilidade de utilizacido de diferentes vazbes de alimentacdo é
possivel controlar a concentracdo de substrato de modo que o metabolismo
microbiano seja deslocado para uma determinada via metabdlica, levando ao
acumulo de um produto especifico (SCHMIDELL, 2001).

Esse tipo de operacédo apresenta as seguintes aplicagdes: 1) Minimizar os
efeitos do controle do metabolismo celular, aplicacdo na qual a concentracdo de
glicose é mantida em baixa concentragao, restringindo o crescimento em detrimento
do aumento do produto via desrepressao enzimatica; 2) Minimizar a formacao de
produtos toxicos do metabolismo (e.g. acido acético); 3) Superar os problemas
frequentes de instabilidade em processo continuo, como por exemplo contaminagao
e mutacao; 4) Adequar o processo a condigdes operacionais, como por exemplo a
menor formacdo de espuma através de vazbes decrescentes de alimentagao
(ZHANG, 2009). Ao fim do processo, as células sao separadas do meio fermentado
por centrifugagcao e reusadas em subsequentes fermentagcdes depois de tratamento

em acido sulfurico para reduzir a contaminacao bacteriana. Tempos curtos de
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fermentacao (6 a 10h) permitem que a levedura seja reciclada até trés vezes por dia,
por um periodo de 200 dias (WHEALS et al., 1999).

1.2.3. Leveduras

As leveduras sao organismos eucarioéticos unicelulares e seu tamanho varia
de 1 a5 um em largura e 5 a 30 ym ou mais em comprimento, nao apresentando
flagelos ou outros meios de locomocgao. Apresentam parede celular rigida formada
por manana, um polimero de manose. Elas apresentam-se sob formas variadas, de
esférica a ovoide, de elipsdide a filamentosa (PELCZAR, 1997). As linhagens de
Saccharomyces cerevisiae sao tradicionalmente usadas nas industrias de
panificagdo, producdo de cervejas e vinhos, além de serem extensivamente
estudadas para a producdo de etanol combustivel, processo no qual as células
estdo sujeitas a variedade de condi¢des adversas (ZHAO; BAI, 2009). O estudo da
revitalizacdo do fermento € de vital importancia quando se considera os teores de
compostos toxicos a fermentacdo, visto que, se eles sdo produzidos durante a
fermentagcdo podem acumular-se no inéculo, promovendo perdas em viabilidade,
alterando seu estado fisioldgico, abaixando a eficiéncia e diminuindo a produtividade
(MARQUES; SERRA, 2004).

1.2.4. Fermentagao

Organismos quimiotroficos usam compostos quimicos como fonte de energia.
S&o aqueles que obtém energia de nutrientes organicos e que devem, inicialmente,
decompo-los em compostos mais simples que possam ser utilizados para a
producdo de ATP. Isto é feito por uma série de reagdes quimicas consecutivas,
catalisadas por enzimas, chamada catabolismo. Muitos organismos
heteroquimiotréficos podem degradar monossacarideos, especialmente o agucar de
seis carbonos, a glicose. Embora existam diferentes vias de degradacgao, a glicolise
€ a via mais comum. Nessa via uma molécula de glicose é clivada e convertida em 2
moléculas de acido piruvico, com a formacao de 2 moléculas de ATP e 2 moléculas
de NADH, (Figura 2) Como as células possuem uma quantidade limitada de NAD"
devem dispor de meio de regenerar continuamente o NAD" a partir de NADH, para
que a glicolise ndo seja interrompida (PELCZAR, 1997; NORDSTROM et al., 1966).
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Os seres vivos usam dois métodos para realizar essa regeneragdo: a
respiracdo e a fermentacao. Na respiracdo, o NADH, é utilizado como doador de
elétrons para um sistema de transporte de elétrons localizado nas cristas
mitocondriais, tendo como principal aceptor final de elétrons o oxigénio. Como
resultado sado formadas 38 moléculas de ATP. Ja, a fermentacdo € um processo
independente do oxigénio no qual o NADH; é produzido durante a glicolise ou outra
via de degradacdo é utilizado para reduzir um aceptor organico de elétrons
produzido pela préopria célula. Na fermentagdo alcoolica esse aceptor é o
acetaldeido, sendo reduzido a etanol e regenerando assim o NAD". A fermentagéo é
um processo pouco eficiente na producdo de energia, porque os produtos finais
ainda contém grande quantidade de energia quimica, razao pela qual o etanol é um
excelente combustivel (PELCZAR, 1997).

Glicose

.

Frutose - 1,6 - PP

Diidroxiacetona - P

S 4
 _NAD'

Glicerol Piruvato

| SRER— ----NADH, }
Acetaldeido

Gliceraldeido - P

o

Etanol

Figura 2 — Esquema simplificado da regeneragao
de NAD" em células de levedura (NORDSTROM
et al., 1966)

1.3. Fisiologia e Estresse

As linhagens industriais sao submetidas a muitas condigbes adversas
impostas pelo processo, tais como: a limitagdo por falta de sais minerais (fosfato,
sais de amdnio e minerais trago), altas temperaturas atingidas nas dornas, efeito

inibitério do etanol, estresse osmoético (ZHAO; BAI, 2009), producdo de acidos
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organicos (latico, malico, fumarico e succinico) e inibidores (aldeido e acetato),
presenca de contaminantes como bactérias (Lactobacillus sp, Leuconostoc
mesenteroides, Bacillus sp, Acetobacter sp) ( GALLO; CANHOS, 1991) e leveduras
selvagens (Saccharomyces sp, Pichia sp, Candida sp) (CABRINI; GALLO, 1999). O
efeito de todos esses fatores ainda séo intensificados pela pratica da reciclagem de
células (BASSO et al., 2011).

As respostas ao estresse em leveduras séo caracterizadas pela sintese de
proteinas de choque térmico, aumentos nos niveis de trealose e glicerol, alteragbes
na composigao lipidica e atividade ATPase da membrana plasmatica e, no caso de
estresse oxidativo, produgdo das enzimas glutationa e superdxido dismutase
(BIRCH; WALKER, 2000).

Em S. cerevisiae, elementos de controle transcricional, denominados
elementos de resposta ao estresse (STREs) foram indentificados, sendo ativados
por uma grande variedade de condigbes de estresse (WALKER, 1998). Segundo
Amorim e Ledo (2005), a presenga de estresse ndo é totalmente prejudicial para o
processo pois em condicdes muito favoraveis as leveduras multiplicam-se
excessivamente desviando mais acucar para a formacdo de seus constituintes
celulares, ou seja biomassa, diminuindo a produgao de etanol.

Os estudos das respostas dos micro-organismos as situagdes de estresse sao
de grande importancia para entender como as células podem responder e se
adaptar as varias mudancas nos ambientes em que vivem (ATTFIELD et al., 2001).
Segundo Brejning e Jespersen (2002), a exposig¢ao das células de levedura em um
novo meio enriquecido levaria a uma resposta imediata através de mudangas nas
vias bioquimicas. Como essas mudancgas estao relacionadas ao estado fisiolégico

celular, elas poderiam refletir o desempenho das células durante o processo.
1.3.1. Estresse osmético

Quando submetidos a alteragbes na osmolaridade do meio, uma série de
mudangas moleculares, fisiologicas e morfoldégicas conhecidas como respostas ao
estresse osmaotico aparecem na maioria dos micro-organismos . A resposta mais
pronunciada a esse tipo de estresse parece ser a producdo e acumulo intracelular
de solutos osmoprotetores (osmolitos), tais como glicerol, arabitol e manitol. A

capacidade de produzir, conservar ou exportar esses osmolitos € um processo bem
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controlado e parece ser uma caracteristica intrinseca de todos os organismos vivos.
Os processos adaptativos a hiper-osmolaridade tém sido bastante estudados, mas o
estresse hipo-osmoético tem recebido menos atengao. A exposig¢ao das ceélulas a um
meio hipo-osmaético gera um rapido influxo de agua e aumentando o volume das
células. Por efeito da turgescéncia, a pressdo aumenta e a célula pode romper-se.
Para superar esta situagdo, a célula precisa ajustar os seus niveis intracelulares de
soluto. Esse mecanismo ¢ feito principalmente pela ativacdo de transportadores de
membrana que permitem que o efluxo de solutos e ions (KAYINGO et al., 2001).

Pode-se deduzir que o estresse osmotico imposto por agucares parece ser
praticamente desconsiderados durante a fermentagdo. Durante a produgao de etanol
combustivel por batelada alimentada, com tempo de alimentagdo de 4-6 h, as
concentragbes totais de acucares dificilmente excedem 5-7% (p/p) durante a
alimentagdo. De fato, em algumas ocasides, a taxa de consumo de agucar pelas
células de levedura ¢é igual a prépria taxa de alimentagdo, e niveis muito baixos de
agucares, menores que 2% (p/v), sao atingidos. (BASSO et al., 2011).

Por outro lado, o estresse osmaético causado por sais, que estado presentes
em grandes quantidades no melago de cana, € uma questdo de preocupagao. Os
elevados niveis de calcio, potassio e magnésio encontrados neste substrato,
excedem os requisitos para a nutricdo das leveduras. Os niveis médios de potassio
(4.000 mg.L™") sao suficientemente elevados para induzir respostas de estresse,
aumentando a formacdo de glicerol, reduzindo os carboidratos de reserva e
baixando a produgéo de etanol (BASSO et al., 2011).

1.3.2. Etanol

Em vista das concentracbes elevadas de etanol ao fim de cada ciclo de
fermentacao, entre 8 e 12% (v/v), o alcool é um dos principais fatores de estresse
que agem sobre a levedura. O papel inibitério do etanol sobre S. cerevisiae néo é
totalmente compreendido até o momento. Mesmo assim, o principal alvo do etanol €
considerado a membrana citoplasmatica das células (Figura 3). A fluidez da
membrana, a qual esta relacionada com a sua composicgao lipidica, € profundamente
alterada na presenca de etanol e, como um resultado, a permeabilidade da
membrana para alguns ions (especialmente ions H*) é significativamente afetada. A

entrada dos ions nas células, alteram a formacao e manutencao da forgca motriz com
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subsequente diminuicdo do pH intracelular. Além de afetar a composicdo da
membrana, o etanol pode inibir o crescimento e causar inativagdo enzimatica,
levando a uma diminui¢ao da viabilidade celular (BASSO et al., 2011).

As células de levedura devem manter a viabilidade alta ao final de cada ciclo
de fermentacdo, a fim de resistir ao reciclo. E por isso que uma determinada
linhagem pode ter um bom desempenho em um ciclo de fermentagdo, com um teor
final de etanol de 18% (v/v), mas as células de baixa viabilidade ndo podem ser
utilizadas nos ciclos subsequentes de fermentacédo (BASSO et al.,, 2011). Além
disso, o estresse por etanol pode ser intensificado pela alta temperatura e acidez, e
todos esses fatores estressantes sdo impostos simultdnea ou sequencialmente para
as leveduras (DORTA et al., 2006). A tolerancia ao etanol € um fendtipo complexo,
sendo que mais de 250 genes parecem estar envolvidos com essa caracteristica. A
maioria destes genes esta relacionada com o metabolismo da energia, a sintese

lipidica, homeostase iénica e sintese de trealose (BASSO et al., 2011).

Proteinas hidrofébicas
(membrana celular e mitocondrial)
J

Proteinas hidrofilicas (soluveis)

Membrana

vacuglar Membrana lisossomal

Membrana mitocondrial

Membrana nuclear T Reticulo endoplasméhco
Membrana celular

Figura 3 — Possiveis alvos do etanol na célula de levedura (D"AMORE et al., 1990)

1.3.3. Acidez

Embora seja bem conhecido que as leveduras possam tolerar pH baixo, o
tratamento do "creme de levedura" (pH 1,8-2,5) com acido sulfurico a fim de reduzir
contaminagdo bacteriana, provoca alteragbes fisiologicas nas células. Isto é
observado por perda celulares de minerais (N, P, K, Mg) e uma diminui¢ao do nivel

de trealose celular em paralelo com a queda de viabilidade (BASSO et al., 2011).
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Os acidos organicos fracos presentes no substrato ou produzidos por

bactérias contaminantes, podem também prejudicar o processo.

1.3.4. Outros estresses

A presencga de niveis toxicos de aluminio nos substratos provenientes da
moagem da cana € também responsavel por prejudicar o desempenho da
fermentacdo. Devido a condigdo acida da fermentagdo, o aluminio (absorvido pela
cana em solos acidos) esta presente principalmente em sua forma téxica (Al*),
levando a sérios problemas durante a fermentacéo. Esse ion afeta negativamente a
viabilidade, os niveis celulares de trealose, a taxa de fermentacédo e producéo de
etanol. Os efeitos tdéxicos do aluminio podem ser parcialmente reduzidos por ions de
magnésio e completamente neutralizados em um meio rico como o melago,
sugerindo a presenca de compostos quelantes neste substrato (BASSO et al., 2011).

A temperatura também é conhecida como um agente estressante,
intensificando os estresses acidos e por etanol sobre as leveduras, afetando o
metabolismo e resultando na formacéo de metabdlitos secundarios como glicerol,
acido acético e succinico (TORIJA et al., 2002). Apesar disso varias tentativas foram
feitas a fim de selecionar cepas termo-tolerantes para a fermentagao industrial.
Como a contaminacao bacteriana é fortemente estimulada pela temperatura acima
de 32°C, argumenta-se se temperaturas mais elevadas seriam viaveis (BASSO et
al., 2011)

O nivel residual de sulfito, utilizado para clarificagdo do caldo de cana, apesar
de ser considerado um produto téxico para levedura a um nivel de 200 mg.L™, pode
ser considerado benéfico para a fermentagdo, uma vez que pode reduzir
contaminagao bacteriana. Outros agentes estressantes também podem prejudicar o
processo, tais como os herbicidas usados nos campos de cana-de-agucar, os fendis
encontrados no caldo de cana e quantidades excessivas de ferro no melago
(BASSO et al., 2011).
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1.3.5. Respostas fisiologicas

1.3.5.1. Trealose

De acordo com varios autores, o estado fisioloégico pode ser avaliado pela
medida de diferentes indicadores. As reservas de carboidrato sdo conhecidas por
serem importantes para a sobrevivéncia das leveduras durante o armazenamento,
sendo usadas para manter as fun¢des metabdlicas essenciais (GABIER et al., 2005).
A habilidade de acumular esses carboidratos de reserva é um critério importante
para a selegdo de linhagens industriais devido ao seu envolvimento na robustez
celular e qualidade do extrato de levedura (e.g. para aplicagbes alimenticias), como
descrito por Hazelwood et al., (2009). A trealose € um dissacarideo nao redutor
formado por duas unidades de glicose através de uma ligagdo a1« 1a (LEHNINGER
et al., 2002). Apresenta grande ocorréncia, sendo detectado em muitos procariotos,
fungos e em algumas plantas e animais. O metabolismo da trealose pode incluir
mais de uma enzima, como a trealose fosfatase e trealose sintase responsaveis pela
biossintese. Outra enzima importante € a trealase, que parece estar envolvida no
metabolismo energético e desempenhando papel regulatério nos niveis de trealose,
controlando sua concentragao de acordo com os niveis de estresse. (ELBEIN, 2003).

O primeiro passo na biossintese da trealose é a formacédo da trealose-6-
fosfato (T-6-P), a partir da uridina-5-difosfoglicose (UDPG) e glicose-6-fosfato (G-6-
P), pela acado da enzima trealose-6-fosfato sintetase (TPS). O grupo fosfato da T-6-P
€ removido por uma fosfatase especifica, trealose-6-P-fosfatase (TPP), formando a
trealose (Figura 4). A degradacéo da trealose € feita por duas trealases distintas,
uma acida, confinada nos vacuolos, e outra neutra, localizada no citosol, que é
ativada pela fosforilagdo do AMP ciclico (GANCEDO; FLORES, 2004).

Segundo Lillie e Pringle (1980), também observa-se acumulo de trealose
quando ocorre diauxia e a fonte preferencial de carbono € limitante. Esses autores
verificaram que a trelose pode corresponder até 20 % da massa seca da célula.

Originalmente, a trealose, juntamente com o glicogénio, eram considerados
substancias com a fungéo primaria de reserva energética para a levedura, porém,
recentemente, varios autores (ELBEIN et al., 2003, MAHMUD et al., 2010, ERDEI et
al., 2011) sugerem que a trealose desempenhe também a fungdo de protegao

celular durante os processos de estresse, tais como altas temperaturas, choque
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osmotico, efeitos toxicos do etanol e desidratacdo, ficando o glicogénio como o
principal carboidrato de reserva (ALCARDE; BASSO, 1997).

Acredita-se que a trealose mantenha a integridade da membrana plasmatica,
uma vez que essa integridade e suas fungdes sao criticas para a sobrevivéncia da
levedura (GABIER et al.,, 2005). Esse dissacaridio estabiliza as membranas
formando pontes de hidrogénio com os grupos polares dos fosfolipidios da
membrana. A presenga de trealose no citosol aumenta a pressdo osmatica e,
portanto, reduz a mobilidade da agua para fora da célula mantendo o volume celular.
Ela também protege as proteinas da desnaturacdo substituindo a agua de sua
superficie (GABIER et al., 2005; FRANCOIS; PARROU, 2001).

Glicose< Trealase
HXK'“'-!.;; ............ Treglose
v ps i TP
G-6-PT*T‘6‘
UDPG
Piruvato

Figura 4 — Esquema do metabolismo da trealose em S.
cerevisiae. G-6-P é glicose-6-fosfato, UDPG ¢é uridina-5-
difosfoglicose, T-6-P é trealose-6-fosfato, TPS é trealose-
6-fosfato sintase, TPP ¢é trealose-6-fosfato fosfatase, e
HXK é hexoquinase (EASTMOND et al., 2003, modificado)

1.3.5.2. Proteinas

Paralelamente, todos esses estresses que induzem a formacéo de trealose
também induzem a formagao de proteinas, principalmente as de choque térmico
(Heat Shock Proteins, HSPs) (ATTFIELD, 1987).

As HSPs sao uma familia conservada de proteinas cuja expressdao aumenta
em resposta a uma variedade de estresses diferentes. O seu papel como
chaperonas facilita a sintese e enovelamento de proteinas em toda a célula. Além
disso, as HSPs participam na montagem, secrec¢do, transporte e degradagdo de

proteinas e na regulacdo dos fatores de transcricdo e proteinas quinases. Niveis
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altos de HSPs desempenham um papel central na homeostase celular. Apesar da
sua designagdo como HSPs ou proteinas de estresse, sabe-se que quase todas
estas proteinas estdo presentes na célula sob condi¢des normais e que sua sintese
aumenta apos a indugao por estresse. As chaperonas facilitam as etapas iniciais de
montagem e enovelamento de outras proteinas celulares, funcionando como
proteinas auxiliares. Elas agem através da estabilizacdo e reorganizagdo dos
polipeptideos e assim reduzem a probabilidade de erro durante a sintese proteica,
facilitando a capacidade das células de reparar e sintetizar novas proteinas para
substituir aquelas que foram danificadas apds estresse (ENZO..., 2010).

Segundo Ding et al., (2009), o pré tratamento com choque térmico, induzindo
a sintese de HSPs, poderia resultar em um aumento significante na tolerancia ao
etanol. Ja, segundo Hohmann e Mager (1997), a mudanca das células de levedura
de 23°C para 36°C resulta na indugdo da expressdo de uma gama de genes que
codificam para as respostas celulares ao estresse, as células passam a sintetizar um
numero grande e diversificado de proteinas em diferentes niveis e com atividades

diferentes daquelas desempenhadas antes da exposicao ao estresse.

1.3.5.3. Glicerol

O dlicerol € um polihidroxi alcool que pode ser consumido e utilizado pelas
leveduras como um recurso de carbono e energia. Além disso, o glicerol é também
produzido como um produto secundario durante a fermentagao de agucares a etanol
e sua sintese tem fungdes fisioldgicas importantes (HOHMANN; MAGER, 1997).

A sintese desse composto € umas das respostas a diversas situacées de
estresse. Sua sintese depende de varios fatores, tais como a linhagem selecionada,
quantidades de células inoculadas, concentragdo de bissulfito presente no mosto,
concentracdo de acgucares, estresse osmatico, tipo de fonte de nitrogénio e sua
concentragao, pH, e aeracado (ALBERS et al., 1996; GARDNER et al., 1993; OUGH
et al., 1972; RIBEREAU-GAYON et al., 2000; TORIJA et al., 2002; CARRASCO et
al., 2001). O (dlicerol é o principal subproduto da fermentagcdo, formado
principalmente como resultado de reacdes de reoxidagcdo para consumir 0 excesso
de NADH, formado, auxiliando no balango redox celular. Durante as fermentac¢des
industriais, 5 a 8% dos agucares consumidos sao desviados para a formagao de

glicerol (BASSO et al., 2011). A produgao elevada de glicerol esta relacionada com o
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aumento da expressao de duas isoenzimas (GPD1 e GPD2) da glicerol-3-fosfato
desidrogenase (PIGEAU; INGLIS, 2005). O acumulo intracelular de glicerol em S.
cerevisiae também esta relacionado ao equilibrio osmético, sendo controlado por um
canal proteico (Fps1). Sob condi¢des de estresse hiper-osmatico, o canal é fechado
conservando o glicerol dentro da célula a fim de manter um equilibrio osmoético com
o ambiente externo. Na auséncia desse estresse, o canal permanece aberto e o

glicerol difunde-se livremente da célula (WANG et al., 2001).

1.4. Exigéncias nutricionais

Os microelementos apresentam um papel importante no metabolismo celular
uma vez que sao requeridos como co-fatores por um grande numero de enzimas.
fons de Zn, Cu e Mn tém um efeito positivo na atividade respiratéria e taxa de
crescimento de S. cerevisiae (STEHLIK-TOMAS et al., 2004). O Mg, por outro lado,
esta envolvido em muitas fungdes fisioldgicas, incluindo crescimento, divisao celular
e atividade enzimatica. Os ions de magnésio diminuem a permeabilidade da
membrana plasmatica aos protons e anions, estabilizando a bicamada lipidica da
membrana, eles ainda estdo associados a protecao celular em presencga de etanol
(BIRCH; WALKER, 2000). O zinco atua como co-fator em enzimas, como a alcool
desidrogenase, aumentando o crescimento e produgdo de etanol na quantidade de
5-15 uM (STEHLIK-TOMAS, 2004). Walker (1998) descreveu que os limites 6timos
dos cations Mg®* e Zn?" para crescimento das leveduras sdo respectivamente 2-4
mmol.L™" e 4-8 pmol.L™,

A reproducdo de S. cerevisiae varia em funcdo do nivel de nutrientes
encontrados na matéria-prima, entre eles o nitrogénio e fosforo constituem as
principais exigéncias nutricionais para o crescimento e eficiéncia da produgédo de
etanol, pois estado presentes nos acidos nucleicos e fosfolipidios. A suplementacéo
com DAP (Di-amdnio-fosfato) tem sido usada como fontes de fosfato e nitrogénio. A
necessidade de DAP apresenta um o6timo entre 32 a 54 ppm dependendo da
matéria-prima (MUHKTAR et al., 2010).

Segundo Amorim e Leao (2005), existem varios tipos de nitrogénio no mosto,
entre eles, o nitrico resultante da adubacg¢do do solo, o aminico das proteinas e o
amoniacal. Normalmente, a cana-de-agucar traz grande quantidade do primeiro, que

nao € utilizado pela levedura. As formas mais utilizadas pelas leveduras para
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sintetizar seus constituintes celulares sdo a amoniacal e aminica, requerendo
quantidades adequadas de nitrogénio assimilavel para um crescimento rapido
(EARNEST et al., 2009).

O teor de proteina e aminoacidos € o referencial mais importante no
estabelecimento do valor nutricional. Esse teor tem variado, em leveduras secas
comercializadas, numa faixa ampla de 28-45%. Essa variacao pode ser atribuida a
diversos fatores como a linhagem da levedura, composi¢ao do meio de fermentacao,
impurezas presentes no meio de fermentacao e no leite de levedura centrifugado,
métodos e cuidados na secagem da levedura, entre outros (PULZATTO, 2000).

Embora o valor nutricional das proteinas de levedura seja considerado
adequado se comparavel ao de outras fontes de uso convencional, é preciso lembrar
qgue elas nao se encontram em uma forma totalmente disponivel nas células intactas,
necessitando de procedimentos para extragao de seus constituintes.

A composigdao quimica bruta da biomassa da levedura é de 7,5-9,0% de
nitrogénio, 47-56% de proteina, 6-15% de acidos nucléicos, 5,0-9,5% de cinzas e 2-
6% de lipidios (PULZATTO, 2000). Dentre os aminoacidos determinados em
Saccharomyces cerevisiae destacam-se: lisina (8,43%), leucina (8,13%), valina
(6,67%), arginina (5,35%), treonina (5,20%), isoleucina (5,19%), tirosina (4,87%),
fenilalanina (4,50%) e outros como histidina, cistina, metionina e triptofano
(PULZATTO, 2000). Ja, segundo Steckelberg (2001), os aminoacidos mais
abundantes em varias linhagens de leveduras estudadas sao: acido glutamico (11-
12%), acido aspartico (11-12%) e lisina (8-9%).

Segundo Pulzatto (2000), em termos nacionais o potencial de produgcao de
levedura seca proveniente da fermentacdo alcdolica pode garantir uma ampla oferta
desse produto, de modo a interessar decisivamente as empresas no
desenvolvimento de produtos contendo levedura seca (por exemplo, enriquecimento
de ragdes animais). A levedura produzida pode ser vendida na forma de levedura

prensada ou levedura seca.
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Objetivos
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Objetivo geral

O objetivo principal do projeto de pesquisa consistiu na padronizacdo de uma
condicdo em que as células pudessem ser mantidas e/ou revitalizadas entre os
ciclos de fermentacdo sucessivos, de forma que isso refletisse melhorias no

desempenho do processo.

Objetivos especificos

e Melhorar as condigdes de propagacao do indculo para que se possa iniciar cada
ciclo de fermentagao com células fisiologicamente adaptadas ao processo;

e Padronizacao de condi¢bes para o armazenamento e/ou revitalizagdao do fermento
entre um ciclo de fermentagéo e o seguinte;

e Comparar os efeitos da revitalizacdo sobre a fermentacdo com os indicadores do
desempenho fisiolégico para buscar uma forma de prever alteragdes na condugao
dos ciclos sucessivos de fermentacao;

e Efeitos das condi¢cbdes de tratamento acido da levedura sobre os fendtipos das
coldnias e viabilidade celular;

e Determinar os limites maximos de concentracdo dos acidos latico e acético que

possam ser tolerados pela levedura sem prejuizos em variaveis do processo.
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Material e Métodos
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. Leveduras utilizadas

As leveduras utilizadas foram: 1QAr/45-2 e PE-2. A linhagem 1QAr/45-2 foi
obtida a partir da levedura geneticamente construida de Saccharomyces cerevisiae
IQAr/45-2 (Protocolo N° 01808004893, INPI, Brasil) enquanto que a PE-2 foi
gentilmente cedida pelo Prof. Dr Luiz Carlos Basso, Escola Superior de Agricultura
“Luiz de Queiroz"-USP, Piracicaba, SP.

A cultura estoque das leveduras foi mantida a 4°C em vials contendo meio
YPD solido.

3.2. Meios de cultivo
3.2.1. Melago de cana-de-agucar e sua clarificagao

O meio de cultivo utilizado nos experimentos foi 0 melago de cana-de-agucar
clarificado. O melaco bruto foi gentilmente doado pela Unidade Sao José da Usina
Zilor Engenharia e Alimento, localizada em Macatuba-SP e pela Usina Sao Martinho,
localizada na Fazenda S&o Martinho em Praddpolis-SP, apresentando as seguintes
caracteristicas: °Brix de 82 a 83%, Pol de 55 a 56% e pureza de 66 a 68%.

O melaco bruto foi diluido na proporcao de 1:1 e teve o pH ajustado para 4,5
com H,SO, 6molL"'. Em sequéncia a clarificacdo foi realizada através de
aquecimento por vapor de autoclave a 100°C por 30 min, seguido de repouso por
48h a 4°C para a sedimentacdo dos sélidos suspensos e, por fim, sifonagcdo do
sobrenadante, para eliminar a presenga de impurezas no meio (SGUAREZI et al.,
2009; CEBALLOS-SCHIAVONE, 2009)".

O melago clarificado permaneceu estocado a 4°C até o momento do uso.

Depois de prontos, os meios foram autoclavados a 121°C por 20 minutos.

! Trata-se de um método modificado por M. R. Morais, estudante de doutorado de nosso grupo de
pesquisa. A modificagao consiste no uso de H,SO, em substituicdo ao NaH,PO,4.H,O e aumento no
tempo de tratamento térmico de 15 min para 30 min.
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3.2.2. Meio YPD

O meio YPD foi preparado segundo Sherman e Hicks (1991) e apresentou a

seguinte composicao (p/v):

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

Todos os ingredientes foram misturados em agua e o meio foi esterilizado em
autoclave por 20 min a 121°C. Apds autoclavagem o meio foi vertido em placa de

Petri para solidificagéo.

3.2.3. Meio WL Nutrient (WLN)

Preparado segundo especificacbes do fabricante (Himedia Laboratories,
M115-500G, lote 0000075378, Mumbai, India), contendo (p/v):

Extrato de levedura 0,4%
Caseina hidrolisada 0,5%
Glicose 5,0%
KH,PO4 0,055%
KCI 0,0425%
CaCl, 0,0125%
MgSO, 0,0125%
FeCl; 0,00025%
MnSO,4 0,00025%
Verde de bromocresol 0,0022%
Agar 2%

Todos os ingredientes foram misturados em agua e o meio foi esterilizado em
autoclave por 20 min a 121°C. Apds autoclavagem o meio foi vertido em placa de

Petri para solidificagéo.
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3.2.4. Meios soélidos para determinagao de resisténcia ao estresse

Etanol: Meio YPD solido, contendo etanol na faixa de 8 a 12% (v/v). O etanol foi
adicionado ao meio apoés a esterilizagao.

Temperatura: meio YPD sodlido incubado na faixa de 30°C a 40°C.

NaCl: Meio YPD solido, contendo NaCl na faixa de 4 a 10% (p/v). A solugcéo de NaCl
foi esterilizada por membranas filtrantes esterilizadas e adicionada ao meio apos a

esterilizacdo do mesmo em autoclave.

3.2.5. Meio contendo acido acético

Esse meio foi constituido por melago 10% ART contendo acido acético na
faixa de 0,1 a 0,9% (p/v). O pH do meio foi ajustado para 4,5 e solidificado com agar
2%. O meio foi esterilizado em autoclave por 20 min a 121°C. A adi¢ao de acido foi

feita apos a esterilizacao.

3.2.6. Meio contendo acido latico

Preparado como o anterior, porém acrescido de acido latico na faixa de 0,5 a

4% (p/v). A adigéo de acido foi feita apos a esterilizagdo do meio por autoclave.

3.3. Lisado celular de levedura (LC)

Um lisado celular de levedura (LC) foi usado como fonte de nitrogénio
organico e sua concentragcao é quantificada em termos de nitrogénio livre, usando-se
glicina como padrao. Diferentes metodologias foram usadas para aumentar o teor de
nitrogénio deste extrato. Os detalhes destes procedimentos estdo sendo omitidos

por haver na manutengao temporaria de sigilo.

3.3.1. Dosagem do nitrogénio aminico livre

A dosagem do nitrogénio livre presente no LC foi feita pelo método da

ninidrina segundo Abernathy et al., (2009). Foi obtida uma curva padrdo usando-se
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uma solucdo de glicina (1072 mg.L™) para relacionar a absorbancia com a
concentragdo de aminoacidos livres (Figura 9 do Apéndice A).

A equacao da reta obtida mostrou um coeficiente angular a = 0,040 e
coeficiente linear b = -0,009. Substituindo os valores na equagéo dareta y = ax + b,
obtem-se a seguinte relagao:

y = 0,040x — 0,009 (1)
Onde:
y = Absorbancia (nm)
x = Concentragao de nitrogénio aminico livre (mg.mL™)
Simplificando a equacéao 1, obtem-se:
Abs = 0,040. Nypre — 0,009 (2)

Abs+0,009
0,040

Niipre = X diluigao (3)

Os resultados obtidos pela equacao 3 foram expressos em g.L‘1

Composicao do reagente de Ninidrina:

Na,HPO,4 49
KH,PO4 69
Ninidrina 0,5¢
Frutose 0,3¢

Agua destilada q.s.p. 100 mL

Composicao do reagente de diluigao:

KIO; 29
Agua destilada 600 mL
Etanol 96% 400 mL

Procedimento: Para a dosagem do nitrogénio aminico 2 ml do sobrenadante foi
transferido para um tubo de ensaio. Adicionou-se 1mL do reagente de ninidrina e os
tubos foram aquecidos num banho de agua a fervente durante 16 min. Os tubos
foram resfriados em banho de gelo e em seguida adicionou-se 5 mL de reagente de

diluicdo. Os tubos foram agitados e a absorbancia foi medida a 575 nm.
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3.3.2. Crescimento da levedura IQAr/45-2 em melago acrescido de LC e outros

aditivos

O efeito das concentracbes de aditivos sobre o crescimento celular foi
avaliado através de propagacdes agitadas com duracdo de 12h. As propagacoes
foram realizadas em Erlenmeyers com 100 mL de melago 5% ART, a 37°C. O meio
foi inoculado com 1 g.L™" de células da linhagem IQAr/45-2.

Os aditivos testados foram: lisado celular de levedura (LC) na faixa de
concentragdo de 0,3, a 2 g.L™" de nitrogénio organico, extrato de levedura comercial
na faixa de concentragdo de 3 a 20 g.L”" (SHERMAN; HICKS, 1991), glutamato nas
concentragdes de 0,05, 0,1, 2,5 e 5,0 g.L'(ALBERS et al., 1996) sob a forma
comercial de glutamato monossodico e solugao mineral dos seguintes sais com suas
respectivas concentracdes finais no meio: 0,87 g.L ™" K;HPOy; 0,66 g.L” (NH4)2SO04;
0,3 gL' uréia; 0,49 gL' MgS0,.7H,0; 0,03 gL' ZnS0,7H,0; 0,01 g.L”
MnSO4.H,0O (BASSO et al., 2008).

3.3.3. Comparacgao da adicao de LC centrifugado e bruto sobre o crescimento

da linhagem IQAr/45-2 em melago

O efeito da adicdo de LC sobre o crescimento celular foi avaliado a partir de
propagacdes agitadas com duragcdo de 8h. As propagacdes foram realizadas em
Erlenmeyers com 100 mL de melago 5% ART, a 37°C. O meio foi inoculado com 1
gL" de células da linhagem IQAr/45-2. O teste consistiu-se na adicdo do
sobrenadante resultante da lise com ou sem separagdo dos fragmentos celulares
nas concentracdes de 1 e 2 g.L™' de nitrogénio organico. A analise de crescimento foi
feita a partir da contagem celular em camara de Neubauer, uma vez que a presenga
de células intactas no LC acarreta em erros nas medidas de densidade otica
realizadas em espectrofotdbmetro. O numero de células foi correlacionado com a
absorbancia através de uma curva padréo (Figura 1 do Apéndice A).

A equacgao da reta obtida mostrou um coeficiente angular a = 5,39 x 10% e
coeficiente linear b = -0,023. Substituindo os valores na equagao da reta y = ax + b,
obtem-se a seguinte relagao:

y = 539x1078 x — 0,023 (1)
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Onde:
y = Absorbancia (nm)
x = Numero de células.mL’

Simplificando a equagéao 1, obtém-se:

Abs = 5,39x1078. N° células.mL™* — 0,023 (2)
N° células.mL™t = MLO’OZ_?; x diluicio (3)
5,39 x 10

Posteriormente a absorbancia obtida na relacao anterior (3) foi correlacionada
com a massa seca através de outra curva padrao (Figura 2 do Apéndice A).

A equacado da reta obtida mostrou um coeficiente angular a = 1,893 e
coeficiente linear b = 0,026. Substituindo os valores na equacéo da reta y = ax + b,
obtem-se a seguinte relagéo:

y= 1893x+ 0,026 (1)
Onde:
y = Absorbancia (nm)
x = biomassa seca (g.L™")

Simplificando a equagéao 1, obtém-se:

Abs = 1,893. Biomassa g.L™* + 0,026 (2)
Biomassa g.L™! = Ab;‘;’:zs x diluicio (3)

Dessa forma o numero de células péde ser convertido em biomassa através

da equacao 3.
3.4. Propagacao do inéculo
O meio de propagacgao também foi preparado a partir de melago clarificado e

o indculo foi propagado tanto a 34°C quanto a 37°C em pH inicial ajustado para 4,5 e

agitacado de 80 rpm. Foram realizados dois tipos de propagacao:
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3.4.1. Propagacao em concentragoes crescentes de agucar (Método 1)

A primeira forma de propagacéao foi realizada em 4 etapas com tempo de
cultivo de 12h cada (Figura 5), sendo a relagao ViascoVmeio de 5:2. Foram utilizadas
concentragdes crescentes de melago: 3% ART (50mL de meio) na etapa 1, 10%
ART (50mL de meio) na etapa 2, 16% ART (100ml de meio) na etapa 3 e 24% ART
(200 ml de meio) na etapa 4. O melago 3% foi inoculado com 0,24 g.L™" de células
(massa seca) e apos 12h de cultivo fez-se a transferéncia para o frasco contendo
melago 10%. Em sequéncia, fez-se nova transferéncia para o melago 16% e por fim
o meio foi transferido para o melaco 24%, de modo que a concentracdo final de
acucares foi 3%, 5%, 8% e 12% respectivamente para as etapas 1, 2, 3 e 4.
Segundo Lima et al., (2001) a propagacao em concentragdes e volumes crescentes
de meio n&do deve ultrapassar 13°Brix. Essa propagacédo foi realizada a 34°C e a
37°C.

-
l | . 12h

Etapa 1 Etapa 2 Etapa 3 Etapa 4
3% ART 5%ART 8%ART 12%ART

Centrifugagado

Figura 5 — Propagacgédo realizada em 4 etapas a 34°C e 37°C com
concentragdes crescentes de melago. As concentragdes finais de acgucares
redutores totais e volumes finais de meio para as etapas 1, 2, 3 e 4 foram
respectivamente: 3%/50mL, 5%/100mL, 8%/200mL e 12%/400mL. Cada
etapa teve a duragao de 12h.

ApOs a propagacao as células foram concentradas por centrifugagéo a 4700
rom por 15 min, lavadas com agua destilada esterilizada e suspensas em um volume

pequeno de agua estéril para obter-se o leite de levedura.
3.4.2. Propagacao em duas etapas de concentragao alta de agucar (Método 2)
A segunda forma de propagacéao foi realizada em 2 etapas a 34°C e 37°C

(Figura 6). A etapa 1 consistiu na inoculagédo de 100 mL de melago 12% ART para

uma concentracdo final de 1 g.L ™' de células (massa seca). Apos 9h de cultivo o
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meio foi separado em duas partes (corte) de 50 mL e cada parte foi acrescida de
meio novo contendo 50mL de melaco 24% ART. A etapa 2, portanto, consistiu-se de
2 frascos com 100 mL de meio e concentragao final de 12% ART em cada, tendo
tempo de cultivo de 12h. Cada etapa foi realizada sob agitagao (80 rpm) com o pH
do meio ajustado para 4,5. Também testou-se a adicdo de lisado celular de levedura
(LC).

24% ART
50mL
A 12% ART
ETAPA 1 ( - Vinst 100mL 1\ ETAPA 2

Inéculo ' 12h Centrifugagao
\ 9h 24% ART
) 50mL

12% ART \
12%ART
Vst 100mL

Figura 6 — Propagacéo realizada em 2 etapas a 34°C e 37°C utilizando
melago 12% ART. Apods a primeira etapa, com duragdo de 9h, o meio foi
separado em duas partes de 50 mL e acrescido de 50 mL de meio fresco
com concentragdo de 24% ART. A concentragdo e volume final da etapa 2
foi 12% ART e 100mL, com duragéo de 12h.

3.5. Ensaios de fermentagcao em batelada alimentada

As fermentagdes ocorreram em modo de batelada alimentada em biorreatores
de aproximadamente 250 mL de capacidade (Marconi, modelo MA505/2X4,
Piracicaba, SP), como mostrado na Figura 7. A alimentagao do reator teve duragao
de 3 horas com um fluxo continuo de aproximadamente 0.38 mL.min™" por meio de
bomba peristaltica (Masterflex®, modelo 7518-00). Os reatores foram alimentados
com melago 28,5%, tal que apos 3h a concentragcdo de ART era de 20% em relacao
ao volume final. As temperaturas de fermentagdo foram de 34°C e 37°C, mantidas
através de banho de agua circulante, pH 4,5, inéculo inicial de 24 g.L™" (9 % viv, em
relacdo ao volume final de trabalho). Para a padronizagao do tempo de fermentacgao

foi realizado um unico ciclo de fermentagdo em batelada alimentada, considerando-
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se como tempo ideal de fermentacdo o momento no qual a producdo de etanol
tornou-se constante e o agucar ndo foi mais consumido.

O melaco usado na fermentacao foi suplementado com 1 g.L™" de (NH,),HPO,
(DAP), 0,1 g.L" de ZnS0,4.7H,0e 0,1 g.L' de MgSO47H,O como descrito na
literatura (LIMA, et al.,, 2001, STEHLIK-TOMAS et al.,, 2004; SILVA, 2010,
MUKHTAR et al., 2010). Segundo Lima (2001), a adicdo de sais minerais é
vantajosa para corrigir deficiéncias que o caldo e consequentemente o melago

normalmente apresentam.

Figura 7 — Sistema utilizado nas fermentagdes em batelada alimentada
(Marconi, modelo MA505/2X4, Piracicaba, SP)

3.6. Condigoes para revitalizagao do leite levedura

Considerou-se como revitalizacdo a renovacao da biomassa celular sem
perda de viabilidade e as variagbes correspondentes dos indicadores do estado
fisiolégico das células durante a revitalizacao (trealose, glicerol e proteina).

A revitalizagdo das células resultantes de um ciclo de fermentacao (leite de
levedura) foi realizada em Erlenmeyers de 250 mL contendo 50 mL de melago na
faixa de 5% a 12% (ART), temperatura de 30 e 34°C, pH 4,5 e 5,5, coquetel de sais
e lisado celular de levedura (LC). A otimizagdo da concentragdo do melago e pH

(itens 3.6.1 e 3.6.2 respectivamente) em presenga das seguintes concentragbes de
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sais: 1 gL' de (NH4),HPO, ou DAP, 0,1 g.L"' de ZnS04.7H,0 e 0,1 gL' de

3.6.1. Ajuste da concentragcao do melago e temperatura

A quantidade de células em suspensao na solucéo de revitalizagao variou na
faixa de 19 a 29 g.L'1 e com esse indculo variou-se a concentragcao de melago na
faixa de 5 a 12% ART e a temperatura na faixa de 30°C a 34°C durante 16h da

revitalizagao.
3.6.2. Ajuste do pH do melago

Usando melago 8% e temperatura de 30°C escolhidas como descrito
anteriormente, variou-se o pH inicial do meio de revitalizagdona faixa de 4,5 e 5,5. O
pH foi ajustado com NaOH 2,4mol.L™" ou H,S0, 6mol.L”" no inicio do preparo do

meio de revitalizacao.
3.6.3. Ajuste na quantidade do coquetel de sais adicionado ao melago

O coquetel salino (1 g.L”" de (NH4);HPO4ou DAP, 0,1 g.L™" de ZnS0,4.7H,0 e
0,1 g.L™" de MgS0,.7H,0) até entdo usado nos dois testes anteriores foi avaliado
quanto a sua concentragdo no meio de revitalizagcdo em metade (0,5x) e o dobro (2x)
de sua concentracdo original (1x). O meio no qual se adicionou os sais foi 0 melago
8% a 30°C e com pH ajustado a 5,5. ApOs este ajuste 0 meio passou a chamar-se

meio de revitalizacdo 1 (MR1).

3.6.4. Ajuste na quantidade de lisado celular de levedura (LC) adicionado ao

melago

O LC foi adicionado ao meio de revitalizagao contendo melago 8% a pH 5,5

na faixa de 0,5, a 2 g.L™" de nitrogénio organico.
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3.6.5. Armazenamento em agua em substituicao ao meio de revitalizagao

As células coletadas ao fim de um ciclo de fermentacao a 34°C e 37°C foram
mantidas sob agitagcdo a temperatura ambiente até 16h. Ao final desse periodo, as
células foram concentradas por centrifugacéo a 4700 rpm por 15 min, lavadas com
agua destilada e ensaios foram realizados no sobrenadante (glicerol, etanol, ART) e

nos extratos celulares (trealose, proteinas, glicerol).

3.7. Ensaio qualitativo de resisténcia aos fatores de estresse durante a curva

de revitalizacao

A fim de verificar se o alto teor de trealose poderia aumentar a resisténcia ao
estresse, células da linhagem IQAr/45-2 foram coletadas em dois momentos
distintos da curva de revitalizagdgo em meio MR1 (Oh e 12h). Em Oh o teor de
trealose era de 247 pg.Mgceuas | € €m 12h era de 62 Pg.MPceias - As células foram
lavadas com agua destilada estéril e inoculadas por replicagdo em meio YPD sélido
contendo etanol 8%, 10% e 12% v/v (CARRASCO et al., 2001), NaCl 4%, 6% e 10%
p/v. (LOGOTHETIS et al., 2007) e no mesmo meio também foram submetidas a
estresse térmico por crescimento a 37°C e 40 °C (HAMPSEY, 1997). A analise foi

baseada na observacgao qualitativa do crescimento apds 48h de incubacao.
3.8. Resisténcia do leite de levedura ao tratamento acido

Apos 1 ciclo de fermentacédo, as células foram coletadas por centrifugagéo a
4700 rpm por 15 min, lavadas com agua destilada estéril e suspensas em 50 mL de
trés meios contendo agucares: agua destilada estéril (controle), glicose 0,5% e
melaco 1% (GARCIA, 2009). As células foram submetidas a um tratamento com
acido sulfarico 6mol.L™", de modo que a verificacdo do pH e adicdo de acido foi feita
em intervalos de 30 min, mantendo-se o pH em aproximadamente 2,0 por 2h com a
adicdo de pequenas quantidades de acido. No inicio e ao final do tratamento as

células foram plagueadas em meio YPD e meio diferencial WLN.
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3.9. Limites da acidez latica e acética da linhagem 1QAr/45-2

A concentracdo inibitéria minima (CIM) dos acidos latico e acético foi
ensaiada por meio da replicacdo da linhagem IQAr/45-2 (1x10® células.mL™) em
meio solido de melago 10% ART. Variou-se as concentragdes de acido latico na
faixa de 0 a 4% (p/v), acido acético na faixa de 0 a 0,9% (p/v), como descrito por
Narendranath et al., (2001). Ensaiou-se também o efeito protetor de dois aditivos
sobre as células, os quais foram adicionados ao meio sélido durante sua
preparacdo: a) coquetel de sais (1 g.L”' de (NH4).HPO, ou DAP, 0,1 g.L" de
ZnS0,.7H,0 e 0,1 g.L™' de MgS0,4.7H,0) e b) LC 1 g.L™.

A concentracéo inibitéria minima foi definida como a menor concentracido de

acido capaz de inibir o crescimento da linhagem ap6s um periodo de 48 h.
3.10. Ensaios das variaveis dependentes do processo

Os ensaios foram:
3.10.1. Viabilidade celular

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

seguinte relacao:

, . n° células vivas
% Células vidveis = —— — x 100
n° células totais

Composicao do reagente azul de metileno:

Glicose 5049
KCI 0,21¢
CaCl,.6H,0 0,24 g
NaHCO; 0,19
NaCl 45¢

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

Os componentes foram dissolvidos em agua destilada, sendo o reagente

estocado a temperatura ambiente.

Procedimento: a suspensao de células foi diluida no reagente azul de metileno e,
apdés 5 minutos de contato com o corante, realizou-se a contagem das células
através de camara de Neubauer e microscopio 6tico comum com aumento de 40X

(Microscopio Carl Zeiss, West Germany).

3.10.2. Agucares redutores totais

O ART foi determinado usando o método do acido 3,5-dinitrosalicilico
(MILLER, 1959). Foi obtida uma curva padrao usando-se uma solugao de glicose
0,2%, (m/v) para relacionar a absorbancia com a concentracdo de agucar nos
hidrolisados (Figura 3 do Apéndice A). A equacédo da reta obtida mostrou um
coeficiente angular a = 28,74 e coeficiente linear b = -0,098. Substituindo os valores
na equacgao da reta y = ax + b, obtem-se a seguinte relagao:

y = 28,74 x— 0,098 (1)
Onde:
y = Absorbancia (nm)
x = Agucares redutores totais (%)

Simplificando a equacéao 1, obtem-se:

Abs = 28,74. ART % — 0,098 (2)
_ Abs+0,098 -
ART % = oz X diluigao (3)

Composicao do reagente DNS:

Acido 3,5-dinitrosalicilico 1049
Tartarato de sodio e potassio 30,0¢g
NaOH 1,69

Agua destilada q.s.p. 100 mL
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Os componentes foram dissolvidos em agua destilada, a seguir adicionou-se
o acido dinitrosalicilico, sendo dissolvido separadamente. O reagente foi estocado a

temperatura ambiente.

Procedimento: as amostras foram centrifugadas a 10400 rpm por 3 minutos a 4°C
(centrifuga Sorvall, Legend Mach 1.6R, Thermo) o residuo celular foi descartado
enquanto o sobrenadante foi diluido em agua destilada, hidrolisado em HCI 6mol.L™
por 7 minutos a 60°C e neutralizado com NaOH 2,4mol.L™". As medidas de
absorbancia foram obtidas utilizando um espectrofotdmetro (marca Biospectro SP-
22) a 546 nm.

3.10.3. Etanol

O etanol foi medido por cromatografia gasosa (modelo CG-37; Instrumentos
Cientificos, Sao Paulo, Brasil), operando com um detector de ionizagdo de chama e
usando uma coluna empacotada PAD/2499. A calibracdo foi feita com solugdes
padrées de concentragdo 0,5% e 1,0% (v/v). As concentragdes de etanol foram

expressas em g.L™".

Procedimento: o sobrenadante das amostras foi diluido 10 vezes em &agua
destilada, 4uL desta solugao foram injetados no cromatografo para obter as medidas
proporcionais da concentracdo de etanol nas amostras em funcdo do tempo de

retencéo.
3.10.4. Biomassa celular

A biomassa das leveduras IQAr/45-2 e PE-2 foram determinadas por medidas
de densidade 6tica a 570nm e convertidas a valores de massa seca (g.L™") através
da correlagdo obtida por uma curva padrdo (Figuras 4 e 5 do Apéndice A). A
equacgao da reta obtida para a linhagem IQAr/45-2 mostrou um coeficiente angular a
= 1,895 e coeficiente linear b = 0,0078. Substituindo os valores na equacao da reta
y = ax + b, obtem-se a seguinte relagao:

y = 1,895x+ 0,0078 (1)
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Onde:
y = Absorbancia (nm)
x = Biomassa seca (g.L™)
Simplificando a equacéao 1, obtem-se:
Abs = 1,895. Biomassa g.L™! + 0,0078 (2)

Abs—0,0078
1,895

Biomassa g.L™! = x diluicio (3)

J4, para a linhagem PE-2, a equacéo da reta obtida mostrou um coeficiente
angular a = 1,531 e coeficiente linear b = 0,073. Substituindo os valores na equagao
dareta y = ax + b, obtem-se a seguinte relagao:

y= 1,531x+ 0,073 (1)
Onde:
y = Absorbancia (nm)
x = Biomassa seca (g.L™")
Simplificando a equacéao 1, obtem-se:
Abs = 1,531. Biomassa g.L™* + 0,073 (2)

Abs—0,073
1,531

Biomassa g.L™! = x diluicio (3)

3.11. Ensaio dos parametros fisiolégicos
3.11.1. Trealose

A trealose foi determinada usando o método da antrona (YEMM; WILLIS,
1954; MAHMUD et al., 2009; ROTH, 1970). Foi obtida uma curva padrao usando-se
uma solugcado de glicose 60 pg.mL'1 para relacionar a absorbancia com a
concentragdo de glicose (Figura 6 do Apéndice A). A equagdo da reta obtida
mostrou um coeficiente angular a = 0,030 e coeficiente linear b = -0,009.
Substituindo os valores na equacdo da reta y =ax + b, obtem-se a seguinte
relacao:

y = 0,030 x — 0,009 (1)
Onde:
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y = Absorbancia (nm)
x = Glicose (ug.mL™)
Simplificando a equacéao 1, obtem-se:
Abs = 0,030. glicose pg.mL™* — 0,009 (2)

Abs+0,009
0,030

glicose pg.mL™t = x diluicdo (3)

Os valores de glicose obtidos pela equacdo 3 foram entdo convertidos em
trealose através da correlagao entre seus respectivos pesos moleculares, sendo que
uma molécula de trealose (P.M. = 342,23) é formada por duas moléculas de glicose

(P.M. = 180,16). Os resultados foram expressos em Hg.Mgcsiuias -

Composicao do reagente de antrona:
Antrona 40 mg
H,SO4 95 % 20 mL
Agua destilada 1mL

Foi adicionado 40 mg de antrona a 1 ml de agua destilada e em seguida
acrescentou-se 20 ml de acido sulfurico. Este reagente foi preparado sob

resfriamento e na hora do uso.

Procedimento: um volume de cultura contendo 100 mg de células foi centrifugado e
o pellet formado foi lavado 2 vezes com &agua destilada, sendo centrifugado
novamente a cada lavagem. A extragcdo da trealose foi feita suspendendo o pellet
em 0,2 ml de acido tricloroacético (TCA) 0,5 M por 40 min a temperatura ambiente.
O sobrenadante foi separado por centrifugacéo a 10400 rpm por 3 min. A extragao
foi repetida para o pellet. Os sobrenadantes das duas extragdes foram reunidos e o

ensaio colorimétrico foi realizado, com leituras em 620nm.
3.11.2. Proteinas totais

A proteina total foi determinada usando o método do reagente de biureto

como descrito por Robyt e White (1987). Foi obtida uma curva padrdo usando-se
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uma solucdo de soroalbumina 1% para relacionar a absorbancia com a
concentragdo de proteinas (Figura 7 do Apéndice A). A equagao da reta obtida
mostrou um coeficiente angular a = 0,751 e coeficiente linear b = -0,045.
Substituindo os valores na equagdo da reta y =ax + b, obtem-se a seguinte
relagao:
y = 0,751 x — 0,045 (1)

Onde:
y = Absorbancia (nm)
x = Proteinas totais (%)
Simplificando a equacgéao 1, obtem-se:

Abs = 0,751. Proteinas % — 0,045 (2)

Abs+0,045
0,751

Proteinas % = X diluicao (3)

Os resultados foram obtidos através da equacado 3, sendo posteriormente

expressos em pg.mgcé|u|as'1.

Composicao do reagente de Biureto:

CuS04.5H,0 0,3g
Tartarato de sédio e potassio 09g
NaOH 0,2N 50 mL
KI 059
Agua destilada q.s.p. 100 mL

Procedimento: para cada 100 mg de células foi adicionado 1mL de tampao Tris/HCI
0,01 M, pH 7,2. O rompimento celular foi realizado em agitador de tubos (Phoenix,
modelo AP56), por trituragdo com 1 g de microesferas de vidro de didmetro 0,4-0,6
mm (Glasperlen, BBI-8541701) por 4 vezes (por periodo de 30 segundos seguido de
30 segundos de intervalo, em banho de gelo). As microesferas de vidro e as células
foram separadas por centrifugagdo em tubos Falcon a 10400 rpm por 3 min a 4°C e
0 sobrenadante foi separado por nova centrifugagao. A reagao colorimétrica para

dosagem de proteinas totais foi feita em seguida, com leituras em 540nm.
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3.11.3. Glicerol interno e externo

A dosagem de glicerol foi feita através de reacdo enzimatica, utilizando-se o
kit para Triglicérides GPO Trinder, Laborclin, lote: 10415006. Foi obtida uma curva
padrdo usando-se uma solugcdo de glicerol 0,208 mg.mL'1 para relacionar a
absorbancia com a concentragao de glicerol (Figura 8 do Apéndice A). A equacao da
reta obtida para mostrou um coeficiente angular a = 92,17 e coeficiente linear b = -
0,001. Substituindo os valores na equacao da reta y = ax + b, obtem-se a seguinte
relacao:

y = 92,17 x — 0,001 (1)
Onde:
y = Absorbancia (nm)
x = Glicerol (mg.mL™)
Simplificando a equacéao 1, obtém-se:
Abs = 92,17. Glicerolmg.mL™* — 0,001 (2)

Abs+0,001
92,17

Glicerolmg.mL™t = x diluicio (3)

Os resultados foram obtidos através da equacdo 3, sendo posteriormente

expressos em mg.mL™" e pg.mgcsiuias -

Procedimento: para dosagem do glicerol interno a cada 100 mg de células foi
adicionado 1mL de tampao Tris/HCI 0,01 M, pH 7,2. O rompimento celular foi
realizado em agitador de tubos (Phoenix, modelo AP56), por trituragdo com 1 g de
microesferas de vidro de diametro 0,4-0,6 mm (Glasperlen, BBI-8541701) por 4
vezes (por periodo de 30 segundos seguido de 30 segundos de intervalo, em banho
de gelo). As microesferas de vidro e as células foram separadas por centrifugacéao
em tubos Falcon a 10400 rpm por 3 min a 4°C. O sobrenadante foi separado por
nova centrifugagdo em tubos Falcon a 10419 g por 5 min. a 4 °C. Para a dosagem
do glicerol externo as amostras foram centrifugadas a 10400 rpm por 3 minutos a
4°C, o residuo celular foi descartado. Os sobrenadantes nos dois casos foram

usados na reacgao colorimétrica, com leituras em 500nm.
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3.12. Calculo do fator de conversao de substrato em células (Yxs) e rendimento

fermentativo

O fator de conversao de substrato em células fornece a quantidade de massa
celular produzida por grama de agucar consumido (HISS, 2001). A formula utilizada

para o calculo foi a da Equacgéo 1:

XX
Yx/s = s:—sr (1)

O rendimento fermentativo foi calculado com base na estequiometria
proporcionada pela fermentagdo alcéolica, sendo considerado como 100% de
rendimento quando ocorre a formagao de 51,11 g de etanol a partir de 100 g de
acgucar (PARAZZI JUNIOR, 2006). O calculo foi feito como mostrado na Equagéo 2,
segundo Silva et al., (2008):

. Etanol
Rendimento % = @/1%9) __ » 100 (2)
ART ;1004 X 0,511

Onde:

S, = massa de substrato residual no meio;
St = massa de substrato total adicionada ao meio;
X; = massa celular seca inicial;

X¢ = massa celular seca final.
3.13. Tratamento estatistico
3.13.1. Comparagao entre médias: test t
O teste t student foi utilizado para a comparagao entre as médias dos valores
obtidos nos experimentos. Antes de se aplicar o teste t, verificou-se o grau das

varidncias das amostras, usando o teste F. O teste t forneceu o valor da

probabilidade p, calculado usando-se um nivel de significancia de 5% (0=0,05) em
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todos os casos. O valor de p maior que o nivel de significancia (p>0,05), implica o
aceite da hipétese nula de que as médias comparadas sao iguais e um valor de p
menor que o nivel de significancia (p<0,05) implica que as duas médias comparadas
sao diferentes. Os calculos estatisticos foram calculados utilizando o programa Excel
(Pacote Office 2010).

3.13.2. Comparacio entre proporgdes: teste qui-quadrado (X?)

O teste qui-quadrado (X?) foi utilizado para a comparacdo entre as medidas
de viabilidade. Este teste foi realizado no programa Excel (Pacote Office 2010) que
forneceu o valor da probabilidade p do teste X?> com um nivel de significancia de 5%
(a=0,05). O valor de p maior que o nivel de significancia (p>0,05) implica o aceite da
hipotese nula de que as proporgdes comparadas sdo iguais € um valor de p menor
que o nivel de significancia (p<0,05) implica que as duas proporgdes comparadas

sdo diferentes.
3.13.3. Analise de variancia (ANOVA)

A analise da variancia (ou ANOVA) consiste em um procedimento que
decompde, em varios componentes identificaveis, a variacdo total entre os valores
obtidos no experimento. Cada componente atribui a variacdo a uma causa ou fonte
de variacao diferente, o numero de causas de variagdo ou "fatores" depende do
delineamento da investigacdo. Um valor de F significativo na ANOVA né&o indica
quais sdo os tratamentos significativamente diferentes entre si quando comparados
dois a dois; ele apenas mostra que existe ao menos uma diferenga entre os grupos
estudados. Este teste foi realizado no programa Excel (Pacote Office 2010) que
forneceu o valor da probabilidade F com um nivel de significancia de 5% (a=0,05).0
valor de p maior que o nivel de significancia (p>0,05) implica o aceite da hipotese
nula de que as médias comparadas sdo iguais e um valor de p menor que o nivel de

significancia (p<0,05) implica que as médias comparadas s&o diferentes.
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3.13.4. Teste de Tukey

A identificacdo de diferencas particulares entre médias, tomando-as duas a
duas, deve ser feita usando um dos varios testes de Comparacdes Multiplas entre
Médias existentes na literatura. O procedimento de Tukey € um complemento a
ANOVA e visa identificar quais as médias que, tomadas duas a duas, diferem
significativamente entre si. Este teste foi realizado no programa Excel (Pacote Office
2010) que forneceu o valor da probabilidade g com um nivel de significancia de 5%
(a=0,05). O valor de q calculado maior que o valor critico de q (tabelado) implica na
rejeicdo da hipétese nula de que os pares de médias comparadas sdo iguais e um

valor de g calculado menor implica que os pares de médias comparadas sao iguais.
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Resultados e Discussao
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Rendimento do nitrogénio aminico no lisado celular de levedura

Um método de lise foi estabelecido e utilizado para obtengdo do nitrogénio
organico usado como fonte de N nos experimentos de propagacgao e revitalizagao.
Para tal variou-se a concentragao de células na suspensao de lise, o seu pH, efeito
da agitagao e alguns aditivos. Obteve-se um nitrogénio orgéanico livre (expresso pela
curva padrdo de glicina) no sobrenadante ao redor de 7,87 g.L”' (dados nao

mostrados).

4.2. Efeitos dos diferentes aditivos sobre o crescimento das leveduras durante

a propagacgao em melaco 5%

O uso do lisado de leveduras (LC) e de outros aditivos representou uma
tentativa de solucionar o problema do crescimento limitante apresentado pela
levedura 1QAr/45-2. Como o crescimento celular é importante na competicao entre
leveduras durante o processo de fermentacdo, decidiu-se verificar o efeito dos
aditivos sobre a atividade de crescimento da levedura IQAr/45-2. Por essa razao
decidiu-se ensaiar diversos nutrientes a fim de estimular o crescimento em melaco
5% em batelada simples. Esses aditivos foram os seguintes: a) extrato de levedura
comercial, b) glutamato monossddico, c) autolisado de levedura e d) mistura de sais
e uréia.

A Tabela 2 e a Figura 8 permitem comparar a eficiéncia dos aditivos e de
suas concentracdes. A adicdo de extrato de levedura nas concentragdes de 10 e 20
g.L'1 promoveu o maior crescimento da linhagem da ordem de 5,2 - 5,4 g.L‘1 (Tabela
3). O uso desse aditivo nutricional na elaboragao de meios de cultivo microbiolégicos
e seu efeito no crescimento dos micro-organismos é bem conhecido, podendo ainda
aumentar a taxa de utilizacdo de acucar e reduzir o tempo de uma fermentacao
(JONES; INGLEDEW, 1994). Como esperado, a adicao do extrato de levedura levou
a um crescimento expressivo da biomassa em todas as concentracdes. Porém, seu
uso rotineiro em grandes quantidades, como por exemplo, em grandes dornas de
fermentacdo tornaria sua aplicagdo desvantajosa devido ao alto custo (JONES;
INGLEDEW, 1994).
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Comparado ao controle, a adicdo de LC promoveu um maior crescimento em
todas as concentragdes testadas, principalmente nas concentracbes de 1 e 2 g.L'1,
nas quais o crescimento foi 3,77 e 4 vezes maior, sendo este um resultado
semelhante ao obtido com o extrato de levedura. Segundo Jones e Ingledew (1994),
as células de levedura ja esgotadas quando em fase estacionaria podem ser uma
fonte de nutrientes relativamente barata e prontamente disponivel.

Apesar de o acido glutamico apresentar um papel central na biossintese dos
aminoacidos e ser, portanto, uma escolha apropriada para servir como fonte de
nitrogénio, a adi¢do de glutamato monossodico apresentou um desempenho inferior
aos demais nutrientes (ALBERS et al., 1996). Talvez a adicdo de aminoacidos que
sejam mais abundantes na constituicdo celular da levedura apresentasse um
resultado mais positivo, como o acido aspartico por exemplo (STECKELBERG,
2001).

A simples solugdo de minerais (auséncia de outros aditivos) aumentou o
crescimento em 1,15 vezes em relacdo ao controle. A literatura descreve que altos
teores de nitrogénio prontamente utilizavel (uréia, 46% em relagdo ao nitrogénio
utilizavel e sulfato de amoénio 21%) nao foram assimilados instantaneamente
(MALTA, 2006).

Tabela 2 — Obtencao de biomassa apés 12h de cultivo em melago 5%
a 37°C na presenga de diferentes aditivos

Aditivos Biomassa
p g.L" no ] 4 . .
roduto . Apo6s 12h (g.L") Final/lnicial
meio
Controle - 1,3+0,0 1,4
3,0 3,6+0,0 4,0
Extrato 5,0 48+0,0 53
de levedura 10,0 54+0,0 6,0
20,0 52+0,0 5,8
0,3 2,7+0,0 3,0
LC 0,5 3,6+0,0 4,0
1,0 49+0,0 54
2,0 52+0,1 5,8
0,05 1,7+£0,0 1,7
Glutamato 0,10 1,7+0,0 1,7
monossodico 2,5 1,8+0,0 1,6
5,0 1,8+£0,0 1,6
Uréia™: 0,30
KoHPO, 0,87
(NH4)>,SO4 0,66
MgSO,.7H,0 0.49 15202 17
ZnS0,.7H,0 0,03
MnSO4.H20 0,01

“Basso et al., (2008)
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Figura 8 — Efeitos dos aditivos nutricionais sobre a curva de
crescimento da Ievedura IQAr/45-2 a 37°C em melago 5%
ART: (-®-)LC 1 g. L7, (-@-) extrato de Ievedura 20g.L, (-@-)
glutamato monossod|co 0,050 g. L7, (-@-) glutamato
monossodico 5 g. L’ , (-@-) solugéo de sais e uréia e (-@-)
controle Concentragao flnal da solugao de sals no meio: 0, 87
g. L K,HPO,; 0,66 g. L’ (NH4)ZSO4, 0,3 g. L’ Urela 0,49 g. L’
MgS0,.7H,0; 0,03 g.L”' ZnS0,.7H,0; 0,01 g.L”" MnSO,.H,0
(Basso et al., 2008)

4.2.1. Comparacgao da adicao de sobrenadante de lisado celular centrifugado e

nao centrifugado sobre a curva de crescimento

Como ilustrado pela Figura 9, a adigdo de LC bruto e centrifugado na
concentracao de 1 g.L'1 nao apresentou diferenca quanto ao crescimento celular. Ja
na concentracao de 2 g.L'1, a utilizacdo do lisado bruto apresentou um pequeno

estimulo no crescimento celular na ordem de 1,7 vezes.
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Figura 9 — Efeitos da adi¢do de lisado celular (LC) sobre a curva de crescimento da levedura
IQAr/45-2 a 37°C, em melaco 5% ART: (-@-) sobrenadante do LC 1 g.L’1 centrifugado, (-@-)
sobrenadante do LC 1 g.L'1 nao centrifugado, (-®-) sobrenadante do LC 2 g.L'1 centrifugado,
(-®-) sobrenadante do LC 2 g.L'1 nao centrifugado e (-@-) controle.

4.3. Otimizacgao das condi¢coes de propagacgao do fermento

Os resultados referentes aos dois métodos de propagacado a 34°C e 37°C

estao discutidos abaixo.

4.3.1. Propagacao1: propagacao em 4 etapas em concentragoes crescentes de

melago

A utilizagcado deste procedimento de quatro etapas deve permitir uma maior
adaptacao ao estresse osmotico. A elevacdo da temperatura de 34°C para 37°C
durante a propagacao resultou em aumentos semelhantes no acumulo final de
biomassa, consumo de ART e producédo de etanol. A viabilidade média foi pouco
afetada nas duas temperaturas, variando de aproximadamente 95,5% a 34°C para
96,3% a 37°C no final da 4° etapa de propagacdo. O rendimento da biomassa foi
inibido por concentragdes crescentes de agucar até 8%, e partir dessa concentragéao
a levedura tornou-se adaptada a pressao osmaética de 12% de agucar.

Uma vez que os parametros foram praticamente os mesmos, optou-se pela
propagacao a 37°C, priorizando-se assim a adaptacgao celular as altas temperaturas.
As medidas (biomassa, ART e etanol) referentes a todas as etapas estdo descritas

nas Tabelas 3 e 4 abaixo.
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Tabela 3 — Efeito da concentracdo do melago (3%, 5%, 8% 12%) e da temperatura (34°C e
37°C) sobre os valores iniciais e finais de biomassa, sobre a propagagéo da levedura IQAr/45-2

Condigdes Biomassa (g.L")
Etapas  Melago (%) T (°C) Inicio Final (ﬁf::/?:"i‘(’;al)

1(50 ml) 3 0,24 £ 0,01 0,50 £ 0,01 2,08
2 (100 mL) 5 o 025002  0,62%0,02 2,48
3 (200 mL) 8 0,31 0,01 0,39 £ 0,02 1,25
4 (400 mL) 12 018002 2,40 0,01 13,33
1(50 ml) 3 024002  0,48%0,01 2

2 (100 mL) 5 . 0,25 £ 0,01 0,64 £ 0,02 2,56
3 (200 mL) 8 0,30£0,02  0,35%0,03 1,16
4 (400 mL) 12 0,15 £ 0,01 2,351 0,02 15,66

Condicoes: tempo de incubacgdo de 12h para cada concentragdo de melaco, vfrasco/vmeio de
5:2, agitacdo de 80 rpm em batelada simples. A viabilidade ao final da etapa 4 foi de 95,5% +
1,40 para 34°C e de 96,3% + 1,45 para 37°C

Tabela 4 — Efeito da concentragdo do melago (3%, 5%, 8% 12%) e da temperatura (34°C e
37°C) sobre os valores iniciais e finais de agucares redutores totais e producao de etanol sobre
a propagacéo da levedura IQAr/45-2

Condigoes Etanol (g.L™) ART
Etapas Melaco (%) T (°C) Inicio Final Residual (%)
1 (50 ml) 3 0,00 + 0,00 0,65 + 0,00 2,4 +£0,07
2 (100 mL) 5 34 0,72+ 0,10 3,00+0,16 4,9+0,12
3 (200 mL) 8 3,80+ 0,19 7,20 £ 0,20 7,5+1,04
4 (400 mL) 12 6,00 + 0,25 31,00 £ 0,25 10,1 £ 0,60
1 (50 ml) 3 0,00 + 0,00 0,70 + 0,00 2,2+0,11
2 (100 mL) 5 37 0,73+0,15 2,70+ 0,19 4,8 +0,11
3 (200 mL) 8 3,90 + 0,20 7,00 + 0,25 7,0+£0,18
4 (400 mL) 12 6,00 + 0,25 39,00 £ 0,25 9,5+0,30

Condigdes: tempo de incubagéo de 12h para cada concentragdo de melaco, vfrasco/vmeio de
5:2, agitacdo de 80 rpm em batelada simples. A viabilidade ao final da etapa 4 foi de 95,5% +
1,40 para 34°C e de 96,3% + 1,45 para 37°C

4.3.2. Propagagao 2: propagacao em duas etapas em melago 12% e na

presenca de LC

A levedura IQAr/45-2 foi propagada em melago contendo lisado celular
enquanto que a levedura PE-2 foi propagada sem adigdo do lisado a 34°C e 37°C.
Durante a primeira etapa de propagacgédo foi obtida uma curva de variacédo de
biomassa para ambas as leveduras para verificar o tempo de estabilizacido do
crescimento (Figura 10). Na primeira etapa de propagacgéo observou-se o inicio da
fase estacionaria apos 9h e neste momento foi realizado um corte, ou seja, uma

divisdo do meio em duas porgdes com a adigcdo de meio fresco em cada uma delas,
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com o intuito de manter as células em crescimento exponencial na segunda etapa
de propagacao.

Conforme ilustra as Tabelas 5 e 6, a propagacdo da levedura IQAr/45-2
dependeu da adicdo de LC, com rendimento de biomassa, ao final da segunda
etapa, passando de 1,37 g.L™' (controle) para 9,74 g.L”' (aumento de 7,10 vezes) a
34°C. A 37°C o rendimento da biomassa passou de 2,45 g.L™" (controle) para 6,71
g.L" (aumento de 2,73 vezes). Assim, a elevacdo da temperatura prejudicou o
rendimento da biomassa desta levedura mesmo na presenca do LC. Isto também se
repetiu com a com a levedura PE-2 (concentragao final de 10,99 g.L'1 a 34°C para
7,56 gL' a 37°C). A figura 10 mostra que a levedura PE-2 ndo necessita de
suplementagao, mas o seu rendimento em presenca de LC nao foi determinado. Em
auséncia de LC o rendimento da biomassa da levedura PE-2 foi maior em ambas as
temperaturas. Isto sugere que a levedura IQAr/45-2 apresenta maior exigéncia
nutricional.

Um teor de acgucar residual baixo foi obtido ao final da segunda etapa para a
levedura IQAr/45-2 em presenca de LC na faixa de1,64 a 3,68% e PE-2 na faixa de
6,51 a 3,75%.

A viabilidade da etapa 1 nao variou, sendo de aproximadamente 100% para
ambas as temperaturas e linhagens. Na etapa 2, a viabilidade variou de 100% a
94,5% a 34°C e de 100% a 98,7 a 37°C.

Biomassa (g.L")
Biomassa (g.L")

2 4 6 8 10 2 4 6 8 10
Tempo (h)
Figura 10 — Efeito da adicdo de lisado celular de levedura (LC) e da elevagao da temperatura de
34°C (A) para 37°C (B) sobre a curva de crescimento das linhagens de levedura: (-®-) IQAr/45-2, (-
A-) IQAr/45-2 em presenca de LC ( 1 g.L'1) e (-M-) PE-2 durante a primeira etapa de propagacédo em
melago 12 %. Condig¢des: tempo de incubagédo de 9h, vfrasco/vmeio de 5:2, agitagdo de 80 rpm. A

viabilidade da etapa 1 n&o variou, ficando ao redor 100 % para ambas as condi¢des e para as duas
leveduras
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Tabela 5 — Efeito da adicdo de lisado celular de levedura (LC) e da elevagédo da
temperatura (34°C e 37°C) sobre os valores iniciais e finais de biomassa produzida
pela linhagens de levedura: IQAr/45-2 em auséncia e presenca de LC 1 g.L'1 e pela
levedura PE-2 em auséncia de LC e durante as duas etapas de propagacdo em

melaco 12 %

Condigdes Biomassa (g.L™)
T (°C) Etapas Linhagens Inicial Final Filr-‘:::/al::;::al
PE-2 0,93 £ 0,01 6,95 + 0,02 7,5
1 IQAr/45-2 0,82 £ 0,00 1,58 £ 0,00 1,9
34 IQAr/45-2 + LC 0,80 £ 0,00 5,81+ 0,37 7,3
PE-2 4,27 £ 0,04 10,99 £ 0,12 2,6
2 IQAr/45-2 0,87 £ 0,16 1,37 £ 0,03 1,6
IQAr/45-2 + LC 3,13+0,18 9,74 £ 0,05 3,1
PE-2 0,93 £ 0,01 5,81 +0,37 6,2
1 IQAr/45-2 0,79 £ 0,00 1,55+ 0,00 2,0
IQAr/45-2 + LC 0,80 + 0,06 5,51+0,03 6,9
3 PE-2 3,67 £ 0,21 7,56 £ 0,02 2,1
2 IQAr/45-2 0,93 £ 0,02 2,45+ 0,08 2,6
IQAr/45-2 + LC 3,38 £ 0,03 6,71+ 0,08 2,0

Condicoes: tempo de incubagdo de 9h para a etapa 1 e 12h para a etapa 2,
vfrasco/vmeio de 5:2 e agitagdo de 80 rpm. A viabilidade da etapa 1 nao variou,
sendo de 100,00% + 1,40 para ambas as condi¢des. A viabilidade ao final da etapa 2
foi de: PE-2 (100,00 + 0,10), IQAr/45-2 (94,55 + 0,10) e IQAr/45-2 + LC 1 g.L
(100,00 + 0,20) a 34°C e PE -2 (98,70 £ 0,20), IQAr/45-2 (100,00 % 0,00) e IQAr/45-2
+LC 1g.L" (100,00 + 0,10) a 37°C.

72



Condicdes de propagacao e armazenamento da levedura IQAr/45-2...

Tabela 6 — Efeito da adi¢édo de lisado celular de levedura (LC) e da elevacao da temperatura
(34°C e 37°C) sobre os valores iniciais e finais de agucares redutores totais e produgéo de
etanol pelas linhagens de levedura: IQAr/45-2 em auséncia e presenca de LC 1 g.L'1 e PE-2
em auséncia de LC durante as duas etapas de propagacao em melaco 12 %

Condigoes Etanol (g.L™)
- — - ART residual (%)
T (°C) Linhagens Inicial Final
PE-2 0,00 £+ 0,00 33,35+ 0,37 6,14 £ 0,05
IQAr/45-2 0,00 £ 0,00 3,72+ 0,02 11,48 £ 0,41
34 IQAr/45-2 + LC 0,00 £ 0,00 35,99 + 0,26 5,76 £ 0,25
PE-2 15,38 +£0,22 78,83+0,24 3,75+0,32
IQAr/45-2 1,07 £ 0,03 5,36 + 0,42 15,27 £ 2,24
IQAr/45-2 + LC 16,84 £ 0,00 75,98 + 0,00 1,64 £ 1,11
PE-2 0,00 £+ 0,00 32,50+ 0,72 6,91 £ 0,55
IQAr/45-2 0,00 £+ 0,00 6,80 £ 0,03 11,69 £ 0,02
IQAr/45-2 + LC 0,00 £+ 0,00 37,46 + 0,02 6,05+ 0,16
%7 PE-2 15,80+ 0,93 59,32 +8,13 6,51+ 0,11
IQAr/45-2 2,56 £ 0,29 10,02 £+ 0,09 14,92 £ 1,42
IQAr/45-2 + LC 17,63+0,00 66,92+ 0,00 3,68 £ 1,00

Condigdes: tempo de incubacéo de 9h para a etapa 1 e 12h para a etapa 2, vfrasco/vmeio
de 5:2 e agitagdo de 80 rpm. A viabilidade da etapa 1 n&o variou, sendo de 100,00% * 1,40
para ambas as condi¢des. A viabilidade ao final da etapa 2 foi de: PE-2 (100,00 = 0,10),
IQAr/45-2 (94,55 + 0,10) e IQAr/45-2 + LC 1 g.L'1 (100,00 + 0,20) a 34°C e PE -2 (98,70
0,20), IQAr/45-2 (100,00 £ 0,00) e IQAr/45-2 + LC 1 g.L'1 (100,00 £ 0,10) a 37°C.

A Tabela 7 ilustra as variacbes nos parametros de rendimento de biomassa
(Yxs) na etapa final da Propagacao 1 e da Propagagéao 2. Os calculos do fator de
conversdo de substrato em células (Yxs) mostraram que a levedura 1QAr/45-2
apresentou valores de Yxs semelhantes pela Propagacgado 1 tanto para 34°C (Yxs
de 0,04) quanto a 37°C (Yxs de 0,03). Para propagacéo 2 foi observado Yx;s de 0,02
a 34°C e 0,04 a 37°C, sem a adi¢cao de LC. Quando o LC foi adicionado o Yys foi
maior, sendo de 0,06 a 34°C, assim como para a linhagem PE-2. Isto mostra que a
adicao de LC promoveu uma maior conversao dos agucares em biomassa.

A propagacédo escolhida para ser usada durante os experimentos com a
linhagem 1QAr/45-2 foi a do método em concentragdes crescentes de melago, uma
vez que o fator de conversdo de substrato em células foi maior a 34°C e foi
semelhante a 37°C do que o observado para o método de duas etapas com corte. O
método em 4 etapas ainda beneficia a adaptacao as altas concentracdes de agucar.
A linhagem PE-2 foi usada apenas como uma comparagao ja que € uma linhagem

usada comercialmente com aplicagao industrial.
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Tabela 7 — Comparacéo do fator de conversédo de substrato em células (Yy;s) da etapa final
nos 2 métodos de propagagado: propagagcao 1 em concentragdes crescentes de melago e
propagacao 2 em cortes em melago 12%

Yyxss ao final de cada propagacio x 10
T (°C) Propagacao 1 Propagacgao 2
IQAr/45-2 com
IQAr/45-2 IQAr/45-2 LC1gL" PE-2
34 4,00°+0,18 2,00°+ 0,14 6,00°+ 0,13 6,00°+ 0,14
37 3,00°+ 0,12 4,00° 0,16 4,00°+0,18 4,00° + 0,17

2 valores indicados pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si conforme
indica o teste t (a = 0,05)

4.4. Padronizacao de um meio para revitalizagcao do leite de levedura entre
ciclos de fermentagcao e sua comparagao com o armazenamento em agua sem

revitalizagao

Conforme descrito em material e métodos, a revitalizagdo consiste de um
processo no qual se tem crescimento e renovacao celular, sem perda de viabilidade.
A atividade de fermentacdo do in6culo depende do seu estado fisiologico, e tal
estado pode ser avaliado pela medida de alguns indicadores celulares. Neste caso
as células foram adaptadas a uma fase induzida de laténcia caracterizada por jejum

nutricional.

4.4.1. Efeito da concentragcao do melago e da temperatura sobre a produgao de

biomassa na solugao de revitalizagao

Variou-se a concentragado de melago (5% a 12%) na solugao de revitalizagao
contendo sais (1 g.L™" de (NH,),HPO4 ou DAP, 0,1 g.L™' de ZnS0,4.7H,0 e 0,1 g.L
de MgS0,4.7H,0). A Tabela 8 mostra os dados de biomassa e viabilidade e os
parametros fisiologicos (trealose, proteina total e glicerol) a 30°C enquanto que os
dados obtidos a 34°C estdo descritos na Tabela 9.

Observando a Tabela 8, nota-se que o cultivo em melago 5% né&o apresentou
crescimento significativo durante o tratamento sob agitagcao, durante 16h. Quando se
trabalha com fermentagdes sucessivas com reciclo de células é interessante que
haja uma renovagao celular, conseguida por meio do crescimento. Embora o
aumento da biomassa (32,4%) tenha sido maior com a concentragao inicial de

agucar de 12%, a concentragédo de glicerol apresentou um aumento de 46% apos
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16h, mostrando que essa concentracdo de acucar causa um estresse sobre as
células. O cultivo em melago 8% apresentou um crescimento satisfatorio de 14,6%,
enquanto que a quantidade de glicerol foi de apenas 3,5% e uma mobilizagdo maior
de trealose. Isto indica que concentragdes de agucar maiores que 8% causou mais
estresse sobre a levedura.

A Tabela 9 indica que a 34°C ndo houve aumento significativo de biomassa
em melago 5%. Em melago 12% o acumulo de biomassa foi maior apos 16h (23,5%)
comparado as concentragcbes menores de agucar enquanto que o aumento de
glicerol ndo foi observado como a 30°C na mesma concentragdo de acgucar,
havendo uma reducdo do mesmo em melago 5 e 8%. Ja, a mobilizagcado da trealose,
diminui em todos os casos a 34°C, havendo maior trealose final em melago 12%.
Sebollela et al., (2004) verificaram que o efeito inibitério da trealose sobre algumas
enzimas era menor com o aumento da temperatura, essa portanto n&o precisaria ser
tdo prontamente degradada resultando em maiores teores finais. Por outro lado, a
elevacdo da temperatura poderia inibir a mobilizagdo da trealose como fonte de
energia e atuar como um agente estressante, requerendo maiores teores de
trealose destinados a protecao celular.

De acordo com Mahmud et al., (2010), sob condigdes normais de
crescimento, o conteudo de trealose em S. cerevisiae € muito baixo durante a fase
exponencial e seu aumento é apenas observado em uma fase estacionaria tardia,
que também simula condicdes de estresse. Dessa forma o presente trabalho permite
concluir que quanto maior a adaptagédo maior a mobilizacdo da trealose para
crescimento, obtengao de energia de manutengao ou energia de sobrevivéncia.

Pelo exposto, selecionou-se o melago 8 % (ART) como concentragao inicial

mais adequada para a revitalizagdo do fermento, as temperaturas de 30°C e 34°C.
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Tabela 8 — Efeito da concentracdo de melaco no meio de revitalizacdo® sobre a
formacao de biomassa e pardmetros dependentes da fisiologia celular (viabilidade,
proteina total, glicerol interno e trealose) durante a revitalizagdo do fermento mantido
em agitacédo a 30°C e pH 4.5 por 16h

Determinagdes durante Melago (% ART)
a estocagem em melago 5 3 12

Viabilidade (%):

Inicial 93,6°+ 2,64 93,6°+2,77 93,6°+ 5,70

Final do armazenamento 91,8°+265 90,2°+298 91,8°+0,07
Biomassa (g.L™):

Inicial 27,37+ 0,19 28,4°+0,19 26,3°+0,19

Final do armazenamento 28,5°+0,00 32,5°+0,84 34,8°+0,47

Rendimento relativo (%) 4,2% 14,6% 32,4%
Proteina total (ug.mgcsiuias ' X 10%):

Inicial 1,73%+ 0,01 1,73%+ 0,01 1,73%+ 0,01

Final do armazenamento 1,39°+0,02 1,48°+£0,03 1,63°+0,03

Mobilizagao (%) 19,6% V¥ 14,4% 5,78%
Trealose (Mg.MGcsiulas )

Inicial 29,01+ 0,06 29,01°+0,06 29,01%+ 0,06

Final do armazenamento 1,57°£0,21  2,22°+0,59 7,30°+ 1,21

Mobilizacao (%) 94,6% Vv 92,4% 75% Vv
Glicerol interno (ig.Mgcétutas”):

Inicial 2,80%+ 0,08 2,807+ 0,08 2,807+ 0,08

Final do armazenamento 1,80°+£0,00 2,70°+0,01  4,10°+0,13

Mobilizagao (%) 35,7% 3,5% ¥ 46,4 % 1

®Melago contendo 1 g.L”" de (NH4),HPO, (DAP), 0,1 g.L”" de ZnS0O,.7H,0 e 0,1
g.L”" de MgS0,.7H,0

2 ® valores indicados pela mesma letra nao diferem significativamente em relagéo
aos seus respectivos valores iniciais conforme indica o teste t e X2 (a =0,05)

Os simbolos Vv e 1M referem-se respectivamente a queda e acumulo dos
parametros fisioldgicos avaliados
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Tabela 9 — Efeito da concentracdo de melaco no meio de revitalizacdo® sobre a
formacao de biomassa e pardmetros dependentes da fisiologia celular (viabilidade,
proteina total, glicerol interno e trealose) durante a revitalizagdo do fermento mantido
em agitacédo a 34°C e pH 4.5 por 16h

Determinagdes durante Melaco (% ART)
a estocagem em melago 5 3 12

Viabilidade (%):

Inicial 93,6% + 2,64 93,6% £ 2,77 93,6° £ 5,70

Final do armazenamento 89,6°+0,10 93,9+ 1,75 96,0% + 3,77
Biomassa (g.L™):

Inicial 29,0+ 0,75 26,47+ 0,75 28,87+ 1,49

Final do armazenamento 30,1% + 0,65 30,7°+0,84  355°+0,56

Rendimento relativo (%) 3,6% 16,2% 23,3%
Proteina total (ug.mgcsiuias ' X 10%):

Inicial 1,73% £ 0,01 1,73% £ 0,01 1,73+ 0,01

Final do armazenamento 1,40° + 0,01 1,70% £ 0,02 1,39° + 0,01

Mobilizagao (%) 19% V¥ 1,7% Vv 19,6% v
Trealose (Mg.MGcsiulas )

Inicial 29,01% + 0,06 29,01% + 0,06 29,01% + 0,06

Final do armazenamento 4,18° £ 0,41 9,87°+0,18  14,78°+ 228

Mobilizacao (%) 85,6% 66% 49% v
Glicerol interno (ig.Mgcétutas ' ):

Inicial 2,80% + 0,08 2,80% + 0,08 2,80% + 0,08

Final do armazenamento 1,40°+0,03  2,40°+0,07  3,00°+0,14

Mobilizagao (%) 50% 14,3% V¥ 6,6% M

®Melago contendo 1 g.L™" de (NH4),HPO, (DAP), 0,1 g.L”" de ZnS0O,..7H,0 e 0,1 g.L"
' de MgS0,.7H,0

2 " valores indicados pela mesma letra nao diferem significativamente em relagéo
aos seus respectivos valores iniciais conforme indica o teste t e X2 (a=0,05)

Os simbolos V' e N referem-se respectivamente a queda e acumulo dos
parametros fisioldégicos avaliados

4.4.2. Efeito do pH da solugao de revitalizagao

Em geral, Saccharomyces cerevisiae € um organismo aciddfilo e, como tal,
cresce melhor sob condi¢gdes acidas (NARENDRANATH; POWER, 2005). Segundo
esses autores, a faixa de pH 6timo para o crescimento de leveduras pode variar de
4,0 a 6,0, dependendo da temperatura, presenca de oxigénio e tipo de linhagem.

A Tabela 10 mostra os efeitos da elevagao do pH de 4,5 para 5,5 em solugéo
de melaco 8% contendo sais (1 g.L”" de (NH4)HPO,; ou DAP, 0,1 g.L” de
ZnS0,4.7H,0 e 0,1 gL' de MgS04.7H,0) sobre os parametros fisioldgicos das
células a 30°C. A mudanca de pH teve pouco efeito sobre a fisiologia das células
durante a revitalizagdo, uma vez que quase todos os parametros avaliados foram
praticamente iguais nos dois pHs. Em pH 5,5 verificou-se uma queda menor (15,4%)

no nivel de proteinas totais apds 16h (menor protedlise).
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Imai e Ohno (1995) verificaram que as células que apresentavam mais
brotamento, depois de 16h de cultivo a 20°C, foram as células cujo pH intracelular foi
maior (pH 5,5-6,5) e brotamento celular foi menor em pH intracelular menor (pH 4,5-
5,0). Quando o pH extracelular desvia do valor 6timo, a célula precisa investir
energia para bombear os prétons para fora ou para dentro das células a fim de
manter o pH intracelular 6timo, contudo ao aumentar o pH externo préximo ao pH
intracelular desejado, ha menor estresse sobre as células. (NARENDRANATH,;
POWER, 2005; NARENDRANATH et al., 2001). Optou-se, portanto, pela escolha do
pH 5,5. Como resultado da padronizacdo, a condicdo escolhida como sendo
adequada para a revitalizagao do leite de levedura foi a seguinte: uso de melago 8%
mantido a 30°C por 16h e pH 55. O meio que permitiu essa condigao foi

denominado de meio de revitalizagdo (MR).

Tabela 10 — Efeito do pH (4,5 e 5,5) no meio de revitalizagéo® sobre as
variagbes em biomassa e as caracteristicas fisioldgicas (viabilidade,
proteina total, glicerol interno e trealose) das células da levedura IQAr/45-2
durante o revitalizagdo a 30°C por 16h

Determinagées durante PH
a estocagem em melago 45 55

Viabilidade (%):

Inicial 94,7% £ 2,40 94,77 + 2,40

Final do armazenamento 92,7+ 7,55 93,77+ 2,51
Biomassa (g.L™"):

Inicial 26,87+ 0,19 27,9+ 0,93

Final do armazenamento 29,8°+0,37  30,8°+0,19

Rendimento relativo (%) 11,3% 10,4%
Proteina total (ug.mg csiuias " X 10°):

Inicial 2,01% + 0,01 2,01%+ 0,01

Final do armazenamento 1,37°+£0,00  1,70°£0,01

Mobilizacao (%) 31,8% V¥ 15,4% V¥
Trealose (Ug.MQ csiulas '):

Inicial 47,26+ 4,43  47,26°+ 4,43

Final do armazenamento 2,53°+0,13 2,03°+£0,19

Mobilizagao (%) 94,6% Vv 95,7%
Glicerol interno (ug.mg cé|u|as-1):

Inicial 4,00% + 0,00 4,00% + 0,00

Final do armazenamento 3,00°+0,02  2,90°+0,08

Mobilizagao 25% Vv 27,5% v

®Melago 8% contendo 1 g.L” de (NH,),HPO, (DAP), 0,1 gL’ de

ZnS0,.7H,0 € 0,1 g.L”" de MgS0,.7H,0

2 ® Valores indicados pela mesma letra ndo diferem significativamente en;
relacdo aos seus respectivos valores iniciais conforme indica o teste t e X

(a = 0,05)

Os simbolos e 1 referem-se respectivamente a queda e acumulo dos

parametros fisiologicos avaliados
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4.4.3. Efeito de variagbes na quantidade do coquetel de sais adicionado ao

meio de revitalizagao resultando no meio de revitalizagao MR1

A Tabela 11 ilustra os efeitos da concentracéo final da solugdo de sais no
meio em 0,5, 1 e 2 vezes a concentragdo da solucdo original (1 g.L™' de DAP, 0,1
g.L™" de ZnS0,4.7H,0 € 0,1 g.L™" de MgS0,.7H,0).

A adicao do coquetel de sais equivalente a 1x em relagdo a solugdo estoque
apresentou os melhores resultados durante a revitalizagdo da linhagem 1QAr/45-2.
Essa concentragdo de sais proporcionou o maior rendimento em biomassa (6,5%) e
aumento da sintese de proteinas (9,3%). A mobilizacdo de trealose nao foi afetada
em nenhuma das condigdes enquanto que a diminuigdo de glicerol em todos os
casos indicou a redugcdo do estresse osmotico. Zhao et al., (2009) também
verificaram a redugcdo do glicerol quando ZnS0O4.7H,O foi adicionado durante a
fermentacdo e segundo Silva (2010), as concentragbes de DAP, ZnS0O,4.7H,0 e
MgS0O4.7H,0O que melhor apresentaram rendimento em termos de etanol foram 1
gL' 01 gL' e 0,1 gL’ respectivamente. No trabalho de Stehlik-Tomas et al.,
(2004) o uso de 0,1 g.L”" de ZnSO4, MnSO4 e CuSO4 em melago de beterraba com
9% de acucares a pH 6,0, contendo uma densidade inicial de células de 4,5 g.L'1
resultou em um aumento de biomassa de 11% apds 8h, comparados com os
resultados obtidos neste trabalho. Isto sugere que a beterraba é uma matéria-prima
menos pobre em sais.

Como o meio de revitalizagdo € um meio destinado ao crescimento e a
renovagao celular é interessante que o acgucar seja destinado ao acumulo de
biomassa e ndao a producdo de etanol. A concentracdo de sais que melhor
proporcionou o aumento de biomassa foi 0 uso do coquetel de sais equivalente a 1x
em relagdao a solucado estoque e, portanto, esta adi¢cao foi considerada adequada
para a suplementagcao do meio MR. O meio MR acrescido de sais na concentragao

de 1x passou a ser denominado meio MR1.
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Tabela 11 — Efeito da quantidade de sais presentes ao melaco 8% sobre as células da levedura

IQAr/45-2

Determinagoes durante a
estocagem do fermento

Variagdo na quantidade de sais adicionados em relagéo a
solugao estoque (1x)

Controle 0,5x 1x 2x

Viabilidade (%):

Inicial 95,65%+2,17 95,657+ 2,17 95,65°+2,17 95,657+ 2,17

Final 92,78%+1,57 90,267 + 5,20 92,64°+ 1,45  89,86°+ 1,76
Biomassa (g.L"):

Inicial 26,147+ 0,56 24,827+ 0,93 26,277 +0,37  23,83°+0,47

Final 27,65°+0,09  26,00°+0,19 27,98°+0,00 24,95°+0,75

Rendimento relativo (%) 5,7% 4,7% 6,5% 4,7%
Proteina total (Mg.Mmgcsiulas ' X 10%):

Inicial 1,82% + 0,02 1,82% +0,02 1,82% £ 0,02 1,82%+ 0,02

Final 1,59° + 0,03 1,69° + 0,02 1,99° + 0,03 2,00° £ 0,04

Mobilizagao (%) 13 %V 71%V 9,3 % M 9,9 % M
Trealose (Ug.MQcsiulas ):

Inicial 56,19+ 0,65 56,197 + 0,65 56,19°+ 0,65 56,197 + 0,65

Final 7,29° + 0,03 4,53° + 0,06 6,99° +1,16 5,37° £ 1,07

Mobilizagio (%) 87 % 92 % v 87,5 % 90 % ¥
Glicerol interno (ug.mgceiutas ):

Inicial 2,937 + 0,01 2,937 + 0,01 2,937 + 0,01 2,937 + 0,01

Final 1,80° + 0,04 1,87° £ 0,03 2,21°+0,03 1,90° + 0,02

Mobilizagéo (%) 38,5% Vv 36,2% ¥ 24,5% Vv 34,1% Vv

“Cultivo em melago 8% a pH 5,5 por 16h a 30°C
2 ® valores indicados pela mesma letra ndo diferem significativamente em relagdo aos seus
respectivos valores iniciais conforme indica o teste t e X2 (a =0,05)
Os simbolos V' e M referem-se respectivamente a queda e acumulo dos pardmetros fisioldgicos

avaliados

4.4.4. Efeito da quantidade do lisado de levedura adicionado ao meio de

revitalizagao resultando no meio MR2

A Tabela 12 indica o efeito da adicao de diferentes concentracdes do lisado
celular de levedura sobre o crescimento da levedura IQAr/45-2 em meio MR. A
adicdo de LC elevou o actimulo de biomassa (9,2 % com adicdo de 1g.L" e 25.3 %
com 2 g.L"). Com relagdo aos parametros fisioldgicos houve queda da proteina total
em relagdo ao controle em todas as concentragdes de LC, sendo que a menor
reducdo foi observada com a adigcao de 1 g.L'1. Houve aumento de mobilizacao de
trealose caracteristica de células metabolicamente ativas para crescimento. O
glicerol interno diminuiu em todos os casos. Esse resultado parece estar em
conformidade com o que foi observado por Albers et al.,, (1996). Estes autores

observaram um aumento da taxa de crescimento especifico celular, aumento do



Condicdes de propagacao e armazenamento da levedura IQAr/45-2...

rendimento de biomassa e redu¢ao dos niveis de glicerol quando a mistura de 20
aminoacidos (0,47 g.L™" de N) foi adicionada ao meio de fermentagéo como fonte de
N organico.

Por apresentar um crescimento satisfatério e menor redugao proteica o LC na
concentracdo de 1 g.L'1 foi escolhido para ser adicionado ao meio MR1, sendo

denominado de meio MR2.

Tabela 12 — Efeito da adi¢géo de lisado celular de levedura (LC) ao meio de revitalizagdo MR sobre
as células da levedura IQAr/45-2 e seus parametros fisiolégicos 30°C em melago 8% @

Variagio na quantidade de LC adicionado (g.L™)

Determinagdes durante a
estocagem do fermento

Controle 0,5 1 2

Viabilidade (%):

Inicial 95,65°+2,17  95,65°+2,17 95,65° + 2,17 95,65% + 2,17

Final 92,78°+157  94,83%+ 1,70 91,70° £ 0,72 86,41° £ 0,58
Biomassa (g.L'1):

Inicial 26,14°+ 0,56 25,157+ 1,03 24,42° £ 0,37 19,54% + 0,19

Final 27,65°+0,09 26,66+ 0,37 26,66° £ 0,75 24,49 + 0,28

Rendimento relativo (%) 5,7% 6,0% 9,2% 25,3 %
Proteina total (ug.mgcsiuias * X 10%):

Inicial 1,827 + 0,02 1,827 + 0,02 1,827 + 0,02 1,82% + 0,02

Final 1,59° + 0,03 1,08 + 0,01 1,80 + 0,03 1,76 + 0,01

Mobilizagio (%) 13 %V 40,6 % 1,1% v 3,3% ¥
Trealose (ug.mgcé|u|as'1):

Inicial 56,19°+ 0,65  56,19%+ 0,65 56,19° + 0,65 56,19 + 0,65

Final 7,29° + 0,03 6,56° £ 0,42 4,07°%0,13 3,02° £ 0,06

Mobilizagzo (%) 87 % 88 % 92,7 % ¥ 94,6 %
Glicerol interno (pg.mgcé|u|as'1):

Inicial 2,93%+ 0,01 2,93%+ 0,01 2,93%+ 0,01 2,93%+ 0,01

Final 1,80° + 0,04 2,23°+ 0,01 2,62°+0,12 2,04° + 0,04

Mobilizagio (%) 38,5 %V 24 %\ 10,6 % 30,3 % ¥

Cultivo em melago 8% a pH 5,5 por 16h a 30°C
2 ® valores indicados pela mesma letra ndo diferem significativamente em relacdo aos seus

respectivos valores iniciais conforme indica o teste t e X2 (a=0,05)

Os simbolos V' e M referem-se respectivamente a queda e acumulo dos parametros fisiologicos

avaliados

4.4.5. Efeito do armazenamento da levedura IQAr/45-2 em agua sem

revitalizagao

O efeito da armazenagem em agua (Tabela 13) ndo apresentou diferencga
significativa em biomassa celular. O armazenamento das células nessa condigédo
nao apresentou mudangas significativas nos niveis de proteina, mas sim uma

reducao de 86,4% no nivel de trealose, indicando que houve metabolizagédo desse

81



Condicdes de propagacao e armazenamento da levedura IQAr/45-2...

carboidrato. A metabolizacido da trealose foi alta e semelhante a observada nas
Tabelas 11 e 12 e a diminui¢gdo do glicerol interno indicou situagédo de estresse hipo-

osmotico.

Tabela 13 — Comparacao das variagdbes em biomassa e parametros
fisiolégicos (viabilidade, proteina total, glicerol interno e trealose) durante
a estocagem das células da levedura IQAr/45-2 por 16h em agua
destilada a temperatura ambiente e meio de revitalizagao MR.

Comparacao dos parametros de processo e fisiologicos entre
o0 armazenamento em agua e meio MR

Agua Meio MR

Viabilidade (%):

Inicio 91,41+ 0,26 94,7% + 2,40

Final do armazenamento 81 ,75b +0,22 93,7% £ 2,51
Biomassa (g.L™"):

Inicial 26,07°+0,46  27,9°+0,93

Final do armazenamento 24,60%+ 0,50 30,8b +0,19

Rendimento relativo (%) - 10,4%
Proteina total (ug.mg csiulas * X 10%):

Inicial 2,85% + 0,09 2,01 £ 0,01

Final do armazenamento 2,712+ 0,05 1,70° + 0,01

Mobilizagao (%) 4,9% Vv 15,4% ¥
Trealose (Mg.MQ celutas ' ):

Inicial 85,00% + 2,84 47,26% + 4,43

Final do armazenamento 11,57°+£3,83  2,03°+0,19

Mobilizacéo (%) 86,4% V 95,7% Vv
Glicerol interno (ug.mg ceiulas):

Inicial 4,137+ 0,69 4,00 + 0,00

Final do armazenamento 1,72°+0,00  2,90°+0,08

Mobilizagao (%) 58,3% V 27,5% v

2 ®Valores indicados pela mesma letra nao diferem significativamente em
relacdo aos seus respectivos valores iniciais conforme indica o teste t e
X (a = 0,05)

Os simbolos ¥ e M referem-se respectivamente a queda e acimulo dos
parametros fisiologicos avaliados

4.5. Efeitos das revitalizacbes em meio MR1 e MR2 sobre o desempenho
fermentativo da levedura a 34°C e 37°C

Com o intuito de testar a eficacia da revitalizagao do fermento pelo tratamento
com o meio MR1 e MR2 foram realizados de 8 a 10 ciclos de fermentagcao
sucessivos a 34°C e 37°C para verificar o desempenho da linhagem [QAr/45-2
durante o processo. Como base de comparacdo as células também foram
armazenadas em agua destilada a temperatura ambiente entre fermentagdes

sucessivas.
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O tempo de fermentacado para ambas as temperaturas foi padronizado em 6h,
tempo no qual a producdo de etanol tornou-se constante e os agucares residuais

nao foram mais consumidos, como observado na Figura 11 abaixo:
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Figura 11 — Curvas tempo de fermentagéo das medidas de ART (%) e Etanol (g.L") a 34°C (-®-) e

37°C (-®-), durante um unico ciclo de fermentagdo com tempo de alimentagdo de 3h em melago 20%

4.5.1. Comparacgao entre a revitalizagao em solugao MR1, MR2 e agua destilada

(controle) entre fermentagdes sucessivas a 34°C

Quando revitalizadas em meio MR1 as células apresentaram uma queda na
viabilidade celular de 95% para 81% até o 7° ciclo. Posteriormente observou-se uma
recuperacdo de 86 a 89% a partir do 8° ciclo (Figura 12A). O acgucar residual
apresentou um pico compreendido entre o 6° e 8° ciclo (Figura 12B). O aumento
médio de biomassa celular durante os ciclos foi de 51% (Tabela 14 e Figura 13A).
Por fim, a producéo de etanol apresentou uma reducéo até o 6° ciclo e manteve-se
constante na faixa de 80 g.L™" (Figura 12C), sendo o rendimento fermentativo no
ultimo ciclo de 78%.

Quando o meio MR2 foi utilizado a viabilidade celular apresentou uma
reducdo de 95% para 84% até o 4° ciclo, permanecendo constante em 85% nos
demais ciclos (Figura 12A). Assim como o meio MR1, a revitalizagdo em meio MR2
apresentou um acumulo de agucar residual entre o 6° e 8° ciclo, porém em menor
concentragao (Figura 12B). O aumento médio da biomassa foi de 47% (Tabela 14 e
Figura 13B), enquanto que o etanol apresentou uma redugdo até o 6° ciclo,
permanecendo constante em 82 g.L™(Fig. 12C). O rendimento fermentativo ao final
do 10° ciclo foi de 83%.
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As células armazenadas em agua destilada apresentaram uma reducao na
viabilidade de 95% para 72-73% até o 8° ciclo, porém com recuperacao de 86% nos
dois ciclos finais (Figura 12A). O acgucar residual foi maximo no 8° ciclo, sendo maior
que nos meios MR1 e MR2 e coincidindo com uma redugao de etanol e viabilidade
celular (Figura 12B). A biomassa sofreu um aumento médio de 44% (Tabela 14 e
Figura 13C) e o etanol apresentou uma queda constante até o 7° ciclo,
permanecendo em média 74 g.L™ (Figura 12C). O rendimento fermentativo no ultimo
ciclo foi de 72,7%.

A anadlise estatistica de comparacdo entre médias mostrou que existe
diferenca entre o tratamento em meio MR2 e os tratamentos em meio MR1 e agua
destilada do 6° ao 8° ciclo (Tabela 15).
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Figura 12 — Comparacéo da revitalizacdo das células da linhagem IQAr/45-2 em meio MR1 (-®-),
MR2 (-®-) e agua destilada (-®-) sobre as medidas de viabilidade final (A), ART residual (B) e etanol
produzido (C) em cada um dos ciclos de fermentacéo sucessivos a 34°C, realizados em melaco 20%
a pH 4.5, com duragao de 6h e tempo de alimentagao de 3h.
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Figura 13 — Comparacéo da revitalizagdo das células da linhagem 1QAr/45-2 em meio MR1 (A), MR2
(B) e agua destilada (C) sobre as medidas iniciais (™) e finais (M) de biomassa em cada um dos
ciclos de fermentagéo sucessivos a 34°C, realizados em melago 20% a pH 4.5, com duragéo de 6h e
tempo de alimentacdo de 3h.
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Tabela 14 — Comparacéo da revitalizagdo das células da linhagem IQAr/45-2 em meio MR1, MR2 e
agua destilada sobre as medidas de biomassa em cada um dos ciclos de fermentagdo sucessivos a
34°C, realizados em melaco 20% a pH 4.5, com duracao de 6h e tempo de alimentacao de 3h.

Biomassa (g.L™") (Fermentagées a 34°C)

. MR1 MR2 Agua destilada
Ciclos - - "
Final Relativa Final Relativa Final Relativa
(final/inicial) (final/inicial) (final/inicial)
1 34,78 + 1,96 1,46 30,10 + 4,67 1,24 35,01 £ 0,39 1,48
2 39,01+ 0,84 1,52 37,16 £ 1,40 1,52 35,38 + 2,59 1,34
3 39,93+ 0,65 1,57 38,21+ 0,28 1,46 35,48 + 0,98 1,34
4 38,81 +0,75 1,49 39,01 £ 0,09 1,61 37,03+ 0,61 1,46
5 39,07 + 1,12 1,39 37,95+ 1,03 1,37 36,40 + 2,20 1,28
6 36,50 + 0,65 1,52 35,11 +£0,19 1,50 37,03+ 0,60 1,42
7 38,41+ 0,37 1,57 34,58 + 0,75 1,43 35,64 + 2,21 1,48
8 35,77 £ 0,19 1,51 34,58 + 0,19 1,48 36,07 + 1,83 1,47
9 35,38+ 2,24 1,51 36,89 + 0,28 1,54 38,02+ 0,88 1,58
10 37,55+ 0,28 1,58 37,03+ 1,40 1,59 36,00 + 0,66 1,51
Média 3752+ 1,80 1,51 36,06 + 2,59 1,47 36,20 + 0,92 1,44

Tabela 15 — Comparacéo da revitalizagdo das células da linhagem
IQAr/45-2 em meio MR1, MR2 e &gua destilada sobre as medidas de
etanol produzido em cada um dos ciclos de fermentacao sucessivos a
34°C, realizados em melaco 20% a pH 4.5, com duracdo de 6h e
tempo de alimentacao de 3h.

Etanol produzido (g.L™)

Ciclos (Fermentacgoes a 34°C)
MR1 MR2 Agua destilada
17 97,20° + 3,01 96,42° + 1,61 99,25% + 3,91
2 91,11 + 4,11 90,90° + 1,20 87,06% + 2,89
3F 90,92% + 1,23 89,99 + 1,14 84,60 + 1,51
4 85,41 + 3,09 91,07 + 4,52 77,82% + 1,34
5% 86,287 + 0,21 85,38 + 0,84 78,08° + 0,36
6% 79,97% + 0,46 81,36% + 0,25 76,93 + 1,33
7" 79,52°° + 1,38 83,417 + 0,94 76,53% + 1,44
8t 76,53 + 1,44 81,77%° + 2,66 70,82° + 0,54
9 83,82% + 0,22 83,68% + 3,21 79,93% + 1,08
10" 79,75 + 4,61 84,70 + 0,78 74,26% + 1,98
a b¢ d vsdias indicadas pela mesma letra ndo diferem

significativamente entre si pelo teste de Tukey (a = 0,05)

E Ciclos de fermentacgéo cujos tratamentos apresentaram diferenga
significativa entre si pelo teste ANOVA (a = 0,05)

F Ciclos de fermentacdo cujos tratamentos nao apresentaram
diferenca significativa entre si pelo teste ANOVA (a = 0,05)
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4.5.2. Comparacgao entre a revitalizagao em solugao MR1, MR2 e agua destilada

(controle) entre fermentagdes sucessivas a 37°C

Na presenca do meio MR1 foram verificados pequenos decréscimos de
viabilidade em relagcédo ao valor inicial (97,7%) ao longo dos ciclos, mas uma queda
de viabilidade mais significativa foi observada nos dois ultimos ciclos de fermentacao
(uma queda de 79,6%-78,5%) (Figura 14A). A producao de etanol apresentou uma
pequena queda até o 4° ciclo e posteriormente manteve-se constante com um valor
médio de 76,8 g.L™" (Figura 14C). O aumento de biomassa entre os ciclos foi de
31,2% que deveria ser controlado para se ter um maior rendimento de etanol (Tabela
16 e Figura 15A). Possivelmente, devido a perda de viabilidade nos ultimos ciclos, o
agucar residual aumentou (Figura 14B). O rendimento fermentativo no ultimo ciclo foi
de 75%.

A revitalizagdo em meio MR2 apresentou uma queda na viabilidade celular
até o 5° ciclo, permanecendo constante em média 82% nos demais ciclos (Figura
14A). O agucar residual apresentou um pequeno aumento até o 5° ciclo,
permanecendo constante e menor que em meio MR1 e agua destilada (Figura 14B).
O aumento médio de biomassa foi de 33% (Tabela 16 e Figura 15B). Ja o etanol,
mostrou uma reducdo pequena até o 4° ciclo, permanecendo constante em 81 g.L™
(Figura 14C). O rendimento fermentativo do ultimo ciclo foi de 82%.

No armazenamento em agua foram verificados decréscimos de viabilidade em
relagdo ao valor inicial ao longo dos ciclos, atingindo uma média de 70% no 7° ciclo
(Figura 14A). A produgao de etanol também reduziu, com um valor final de 66,2 g.L™
(Figura 14C). O acucar residual aumentou apresentando um maximo no 4° ciclo
(Figura 14B). O aumento meédio de biomassa foi de 35% (Tabela 16 e Figura 15C). O

rendimento fermentativo ao final do 10° ciclo foi de 66,6%.

86



Condicdes de propagacao e armazenamento da levedura IQAr/45-2...

_ =8 B —":1004 Cc
= <7 e ]

g gs 890-

= 25 N 80+

o 4 3 4

H <4 270

z -3 g q

S 1 e 550=‘= =

IR AR EA I | w T T

\J LI |
1234567891

Ciclos de fermentagao
Figura 14 — Comparacéo da revitalizagdo das células da linhagem IQAr/45-2 em meio MR1 (-®-),
MR2 (-®-) e agua destilada (-®-) sobre as medidas de viabilidade final (A), ART residual (B) e etanol
produzido (C) em cada um dos ciclos de fermentagéo sucessivos a 37°C, realizados em melago 20%
a pH 4.5, com duragao de 6h e tempo de alimentagao de 3h.
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Figura 15 — Comparacéo da revitalizacdo das células da linhagem 1QAr/45-2 em meio MR1 (A), MR2
(B) e agua destilada (C) sobre as medidas iniciais (™) e finais (M) de biomassa em cada um dos
ciclos de fermentagéo sucessivos a 37°C, realizados em melago 20% a pH 4.5, com duragéo de 6h e
tempo de alimentacéao de 3h.

Tabela 16 — Comparagao da revitalizagdo das células da linhagem IQAr/45-2 em meio MR1, MR2 e
agua destilada sobre as medidas de biomassa em cada um dos ciclos de fermentacdo sucessivos a
34°C, realizados em melago 20% a pH 4.5, com duragéo de 6h e tempo de alimentagéo de 3h.

Biomassa (g.L"') (Fermentagées a 37°C)

i MR1 MR2 Agua destilada

Ciclos - - -
Final Relativa Final Relativa Final Relativa
(final/inicial) (final/inicial) (final/inicial)

1 30,29+ 1,68 1,25 32,04 £ 1,65 1,33 32,77 £ 1,08 1,37
2 35,11 £ 0,56 1,45 33,13+ 1,64 1,34 32,70+ 0,72 1,33
3 33,03 +£0,89 1,36 31,94 + 1,53 1,30 33,07 £ 0,95 1,33
4 29,90 + 0,28 1,24 30,72 + 0,59 1,21 32,67 £ 0,38 1,31
5 34,06 £ 2,05 1,41 32,74 + 0,34 1,29 31,61+0,84 1,26
6 29,30 £ 2,24 1,21 33,23 + 0,54 1,41 31,28 + 0,46 1,34
7 31,81+224 1,31 34,19 + 0,55 1,37 35,51 +£0,30 1,47
8 30,29 £ 0,65 1,25 35,01 +0,90 1,39 36,83+ 0,15 1,43
9 - - 35,31+ 1,47 1,38 34,85+ 0,15 1,39
10 - - 32,80 +£0,35 1,30 31,75+ 0,08 1,28

Média 31,73+2,14 1,31 33,11+ 1,42 1,33 33,30 + 1,83 1,35
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Dentre os tratamentos aquele que proporcionou um melhor rendimento em
etanol foi o meio MR2 (82-83%) em ambas as temperaturas de fermentagéo (34°C e
37°C). Um rendimento semelhante de aproximadamente 83% foi encontrado por
Parazzi Junior (2006) para as leveduras comerciais BG-1, CAT-1 e PE-2 em trés
ciclos seguidos de fermentagao realizados a temperatura ambiente, sem tratamento
entre eles. A analise estatistica de comparacao entre médias mostrou que nao existe
diferencga significativa nos ciclos finais entre os tratamentos com meio MR1 e MR2,
mas sim diferenga entre esses tratamentos e o armazenamento em agua destilada
(Tabela 17).

Ja em relacdo a biomassa, um aumento muito semelhante foi visto entre os
trés tratamentos, sendo de aproximadamente 47% a 34°C e 33% a 37°C. Como dito
anteriormente, uma linhagem desejavel deve ser uma boa produtora de etanol,
porém também deve prevalecer sobre as demais linhagens até o final do processo
por meio de um crescimento satisfatorio.

Um tratamento de revitalizagdo que melhore o estado fisiolégico das células
certamente sera uma garantia da robustez das células revitalizadas frente aos
estresses do processo. A revitalizagao da levedura IQAr/45-2, portanto, mostrou-se
eficiente e favoreceu o processo de producao de etanol (principalmente em meio
MR2) e um aumento constante de biomassa. Uma levedura que mostra indicadores
de estresse superiores tera chance maior de manter o seu crescimento nos ciclos de
fermentacao.

Observa-se que do 1° ao 5° ciclo das fermentagdes a 34°C e 37°C as curvas
de viabilidade e etanol produzido seguem um perfil descendente. Isso poderia estar
associado ao longo tempo de revitalizagédo aliado a falta de nutrientes, uma vez que
0 agucar é totalmente consumido em 6h (dados ndo mostrados). Nas fermentacgdes
a 37°C a curva de etanol produzido mostrou-se mais constante ao longo dos ciclos,
sugerindo que a revitalizagcdo seja mais benéfica para fermentagdes em

temperaturas maiores.
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Tabela 17 — Comparacéo da revitalizagdo das células da linhagem
IQAr/45-2 em meio MR1, MR2 e agua destilada sobre as medidas de
etanol produzido em cada um dos ciclos de fermentacao sucessivos a
37°C, realizados em melaco 20% a pH 4.5, com duracdo de 6h e
tempo de alimentacéao de 3h.

Etanol produzido (g.L")

Ciclos (Fermentagodes a 37°C)
MR1 MR2 Agua destilada

17 84,26% + 3,63 85,98% + 1,92 91,33%+ 1,92
2F 78,29 + 3,79 87,74 + 0,16 79,50° + 0,85
3F 80,05% + 2,02 82,78°+1,13 83,87% £ 2,73
4 73,64% + 5,49 80,14% + 1,60 81,09% + 0,60
5% 79,27°% + 1,09 79,03 + 2,44 73,18°+ 0,05
6" 77,397 + 1,51 81,12 + 2,40 66,11°+ 1,72
7" 77,50 + 4,03 80,10 + 0,22 62,25° + 2,29
8t 76,50° + 1,21 80,14 + 0,59 66,46° + 0,93
9k - 81,23% + 0,42 68,45° + 0,09
10% - 83,69% + 0,06 68,04° + 1,15

a, b

» ¢ d Médias indicadas pela mesma letra nao diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey (a = 0,05)

Ciclos de fermentacao cujos tratamentos apresentaram diferencga
significativa entre si pelo teste ANOVA (a = 0,05)

Ciclos de fermentacdo cujos tratamentos ndo apresentaram
diferenca significativa entre si pelo teste ANOVA (a = 0,05)

4.5.3. Variacbes dos parametros fisiolégicos ao final dos

fermentagao a 34°C e 37°C

ciclos de

Os parametros fisiologicos avaliados ao final do 1°, 5° e 10° ciclos de

fermentagcao a 34°C e 37°C nao apresentaram diferenca aparente quando as células

foram submetidas ao tratamento em meio MR2 e agua destilada, com exceg¢ao do

glicerol para as fermentagdes a 34°C e 37°C (Tabelas 18 e 19). Os niveis de glicerol

interno foram, aproximadamente, 4,6 vezes maior nas fermentagbes a 34°C e o

glicerol externo foi 2,6 vezes maior para fermentagbes a 37°C, para ambos os

tratamentos (meio MR2 e agua destilada).

Os parametros das fermentagdes intercaladas por revitalizagdo em meio MR1

nao foram determinados.
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Tabela 18 — Parametros fisioldgicos (trealose e proteinas totais) determinados ao final das fermentagdes
intercaladas pelos tratamentos do fermento em meio de revitalizagdo MR2 e agua destilada

Parametros fisiolégicos ao final das fermentagoes
intercaladas pelos tratamentos

Tratamentos Ciclos d% Trealose Proteina total

fermentacgao - A

(“g-mgcélulas ) (pg-mgcélulas )

34°C 37°C 34°C 37°C

1° 117,16 £ 2,24 112,75+ 1,07 564,33 +2,31 297,01 + 2,31
Meio MR2 5° 118,36 + 2,51 116,77 £ 2,01 490,53 +£0,61 321,00+ 1,29
10° 93,36 + 4,03 118,23+ 1,11 51554 +1,08 329,00 + 1,47
1° 124,06 + 2,93 109,24 +2,08 427,98+1,09 327,60+ 0,86
Agua destilada 5° 102,73 + 1,61 108,56 + 1,57 473,01+2,30 332,76+ 1,35
10° 113,81 £ 0,10 113,05+0,44 513,04 £0,61 351,01 £2,01

Tabela 19 — Parémetros fisiologicos glicerol interno e externo ao final das fermentagées
intercaladas pelos tratamentos em meio MR2 e agua destilada

Parametros fisioldgicos ao final das fermentagdes
intercaladas pelos tratamentos

Tratamentos Ciclos d? Glicerol interno Glicerol externo
fermentacgao - A
(Mg-MGceiutas ) (mg.mL")
34°C 37°C 34°C 37°C
1° 11,35+£0,20 256+0,10 8,10+0,02 18,96 + 0,00
Meio MR2 5° 10,44 £0,07 209+0,06 7,19+x0,08 18,30+0,01
10° 8,46 +0,05 2,85+0,08 6,93+0,11 20,41+0,01
1° 7,69 £ 0,25 1,78+0,11 7,500,714 18,01 £ 0,01
Agua destilada 5° 10,47 +£0,10 1,42+0,06 7,83£0,05 19,84 +0,00
10° 7,11 £0,20 1,19+0,24 6,83+0,13 20,40+0,04

4.6. Variagoes em biomassa e parametros fisiolégicos em fungao do tempo de

revitalizagdao nos meios MR1, MR2 e agua destilada

No experimento das Figuras 16, 17 e 18 verificou-se o comportamento
(variagbes em biomassa, viabilidade e parametros fisioldgicos) da linhagem 1QAr/45-
2 durante as 16h de armazenamento apds passarem por um ciclo de fermentagao.
O armazenamento foi feito em diferentes condigbes: 1) meio MR1(com 1x de
solucdo de sais), 2) meio MR2 (MR1 com 1 g.L”" de LC) e 3) agua destilada em
temperatura ambiente.

Na Figura 16A, com excegao da estocagem em agua, durante a qual ocorreu
um pequeno decréscimo de biomassa, as demais condigdes promoveram um
aumento de biomassa ou renovagao celular (aproximadamente 8,5% na condicao 1
e de 15,5% na condicao 2). A viabilidade foi semelhante nas trés condigdes, ficando

em meédia 80% (Figura 16B). Em todos os casos os niveis altos de trealose,
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provavelmente em decorréncia do estresse sofrido durante a fermentagao, foram
seguidos por uma rapida queda com valor minimo em trés horas.

Segundo Sebollela et al., (2004), a presenga de elevados teores de trealose
(1,0 = 1,5 M) inibem a atividade (57 — 70%) de enzimas importantes (glutationa
redutase, pirofosfatase citosélica e glicose—6—fosfato desidrogenase). Esses
resultados, portanto, sugerem que as células podem apresentar uma significativa
inibicdo de enzimas importantes durante, ou mesmo depois ao estresse, a menos
que esse dissacarideo seja rapidamente degradado durante a fase de recuperagéo,
evitando a inibigao de tais enzimas.

Aparentemente a condicdo 2 chegou ao fim do armazenamento com uma
concentragdo maior de trealose (17,7 pg.MQcewas ') do que as condicdes 1 (13,2
Hg.MGceiuas 1) € 3 (11,5 Hg.Mgesiuias ) cOMo mostra a Figura 17A. Segundo
Jorgensen et al., (2002) e D'Amore et al., (1991), uma maior capacidade
fermentativa e osmotolerancia estariam associadas a elevados niveis de trealose
inicial, visto que essas células, ao fim das 16h, serdo usadas para iniciar um novo
ciclo de fermentacdo. Ja, segundo Amorim e Ledo (2005), as reservas energéticas,
como a trealose, quando mantidas até o fim do processo, podem ser usadas como
parametro para avaliar a eficiéncia de determinada levedura, concluindo que ela é
resistente e suporta bem as ameacgas a sua sobrevivéncia.

Os niveis de proteinas permaneceram constantes sem grandes alteragbes
durante as 16h (Figura 17B).

No intervalo entre 2 e 6h observa-se a fase logaritmica de crescimento nas
condi¢cdes 1 e 2, com respectivo aumento de etanol e consumo maximo de agucar
(dados ndo mostrados). Esses fatores em conjunto poderiam gerar um estresse
nutricional e hipo-osmatico.

O estresse hipo-osmético faz com que o glicerol interno seja liberado para o
meio (KAYINGO et al., 2001), como observado 2h apos o inicio da revitalizagdo
(Figuras 18A e B).
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Figura 16 — Efeito dos tratamentos sobre as células da levedura IQAr/45-2 sobre a biomassa (A) e
viabilidade (B) quando mantidas em: meio MR1 (-®-), meio MR2 (-®-) e agua destilada (-®-),
durante 16h de revitalizagdo e armazenamento entre ciclos sucessivos de fermentagao.
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Figura 17 — Efeito dos diferentes tratamentos sobre as células da levedura IQAr/45-2 sobre a trealose
(A) e proteinas totais (B) quando mantidas em: meio MR1 (-®-), meio MR2 (-®-) e agua destilada (-
@®-), durante 16h de revitalizagdo e armazenamento entre ciclos sucessivos de fermentagéo.
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Figura 18 — Efeito dos diferentes tratamentos sobre as células da levedura IQAr/45-2 sobre o glicerol
interno (A) e externo (B) quando mantidas em: meio MR1 (-®-), meio MR2 (-®-) e agua destilada (-
@®-), durante 16h de revitalizagdo e armazenamento entre ciclos sucessivos de fermentagao.

4.7. Ensaio qualitativo da resisténcia conferida por teores diferentes de
trealose dos indéculos sobre o crescimento da levedura em condigdes de

estresse osmotico, alcoodlico e térmico

Segundo varios autores (ELEUTHERIO et al., 1993; LILLIE; PRINGLE, 1980;
MAHMUD et al., 2010) a trealose € um agucar capaz de conferir protegao as células
frente a diversos fatores de estresse. Os resultados obtidos a partir do plaqueamento
da linhagem |QAr/45-2 em meio YPD ndo mostram a influéncia da trealose no
crescimento sob estresse térmico e etanol. Contudo, verificou-se um crescimento
melhor no meio com 10% de NaCl quando as células encontravam-se com maiores
teores de trealose, ou seja, no tempo zero da curva de revitalizagdo quando
comparado ao tempo de 12h (niveis de trealose menores) (Figura 19). Segundo
Mahmud et al., (2009), uma linhagem de S. cerevisiae com tripla delecdo dos genes
codificadores de trealase (NTH1, NTH2 e ATH1) apresentaram uma taxa especifica
de crescimento maior do que o controle quando exposta a um estresse salino de
aproximadamente 6% de NaCl. Os mesmos autores ainda propdem que o acumulo
de trealose antes da exposi¢cao ao estresse € necessario para a protegao celular.
Portanto, pode-se concluir que a trealose pode conferir uma protecdo as células

frente ao estresse osmatico, favorecendo o crescimento em meio hiper-osmatico.
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Figura 19 — Crescimento em meio YPD das células iniciais

(247 Ugtrealose-mgcélulas_1) € ap()s 12h (62 “gtrealose-mgcélulas_1)
de revitalizagdo em meio MR1 sob condicbes de estresse
térmico, osmotico (NaCl) e alcéolico

4.8. Efeito do tratamento acido do fermento sobre a viabilidade e fenétipo das

colonias em meios diferenciais

Na industria de etanol, € necessaria a manutencido de altos niveis de
viabilidade celular. Porém, como ha reciclo de células apds a fermentagdo, as
células de levedura sao coletadas por centrifugacéo e tratadas com acido sulfurico
em pH 2,0-2,5 por 1-2 h, a fim de reduzir a contaminagéo bacteriana e a floculagao.
Depois disto sdo reinoculadas em caldo-de-cana, melago, xarope ou mistura dos
mesmos. Esse procedimento, entretanto, pode interferir negativamente no
metabolismo e fisiologia do fermento (DORTA, 2006; WHEALS et al., 1999).

Muitas vezes a Vviabilidade celular da levedura permanece constante

(atividade metabdlica e integridade da membrana), contudo sua cultivabilidade, ou
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seja, a capacidade da célula de crescer em meio solido pode ser afetada (GABIER
et al., 2005).

O tratamento acido (pH 2,0 em agua destilada; solugédo de glicose 0,5%;
melagco 1%) ndo causou perdas de biomassa e viabilidade das leveduras IQAr/45-2

e PE-2 durante os trés tipos de tratamento acido (Tabela 20).

Tabela 20 — Efeito do tratamento acido’ das linhagens de levedura IQAr/45-2 e PE-2, resultante
de um ciclo de fermentagao a 37°C, sobre a biomassa e viabilidade celular

Leveduras Solugao de tratamento Biomassa Viabilidade final
pH 2,0 por 2h Inicial Final Final/Inicial (%)

Agua destilada 38,68°+0,93 39,86°+0,37 1,03 99,00° £ 0,77
1QAr/45-2 Glicose 0,5 % 47,397+ 0,19  48,18°+0,19 1,02 95,507 £ 2,47
Melaco 1,0 % 4540%+0,00 46,46°+ 0,75 1,02 97,807 £ 1,17
Agua destilada 86,33°+£0,75  82,24°+ 1,31 0,95 99,30 £ 0,90
PE-2 Glicose 0,5 % 72,60°+1,04 79,737 +£0,37 1,10 100,00 + 0,00
Melaco 1,0 % 83,69°+1,12 76,96 £ 4,29 0,92 99,607 £ 0,47

Valores iniciais médios de viabilidade para levedura IQAr/45-2 (98,41° + 0,20) e PE-2 (100,00? + 0,00)
2 ® valores indicados pela mesma letra ndo diferem significativamente em relacdo aos seus
respectivos valores iniciais conforme indica o teste t e X2 (a=0,05)

'Células mantidas em suspensao em agua, glicose 0,5% e melago 1%, mantendo-se o pH em 2,0 por
2h com adigéo de H,SO, 6mol.L" a intervalos de 30 min.

A Tabela 21 mostra que os trés tipos de tratamento ndo causaram letalidade
celular apenas para a linhagem IQAr/45-2 quando plagueada em meio YPD, no qual
a contagem de colénias mostrou um aumento na cultivabilidade entre 21% a 93%
Ja, a levedura PE-2 mostrou uma redugéao de cultivabilidade de 38% a 51%. Dessa
forma os valores relativos (final/inicial) mostraram a ocorréncia de multiplicagao
celular para a linhagem [IQAr/45-2 durante os trés tipos de tratamento apesar do

teste estatistico mostrar que alguns dados nao apresentam diferenga significativa.
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Tabela 21 — Efeito do tratamento &cido’ apo6s1 ciclo de fermentagao sobre a sobrevivéncia
das leveduras IQAr/45-2 e PE-2 no meio YPD

Solugao
de tratamento

YPD
(células.ml™ x 10%)

Leveduras .. . Crescimento
pH 2,0 por 2h Inicial Final Relativo
’ (Antes do tratamento) (Apo6s tratamento) L
(final/inicial)
Agua destilada 13,00° £ 2,12 1,46
IQAr/45-2 Glicose 0,5 % 8,90% + 0,71 17,20° + 2,47 1,93
Melaco 1,0 % 10,80° + 2,23 1,21
Agua destilada 7,65° + 1,05 0,62
PE-2 Glicose 0,5 % 12,30% £ 2,60 6,88° + 1,99 0,56
Melaco 1,0 % 6,02° + 1,58 0,49

22 valores indicados pela mesma letra nao diferem significativamente em relagéo aos seus
respectivos valores iniciais conforme indica o teste t (a = 0,05)

'Células mantidas em suspensado em agua, glicose 0,5% e melago 1%, mantendo-se o pH
em 2,0 por 2h com adigcao de H,SO, 6mol.L™" a intervalos de 30 min.

Baseado no numero inicial de colénias em meio YPD e WLN, verificou-se a
inibicdo no crescimento das células de 1QAr/45-2 no meio WLN contendo corante
verde de bromocresol. A redugdo no numero de colbnias (sensibilidade aos
corantes) para a levedura IQAr/45-2 nao foi observada para a levedura PE-2. Assim,
o corante reduziu o numero de colénias em 31,5% em meio WLN para a levedura
IQAr/45-2 (Tabela 22).

Tabela 22 — Efeito do tratamento &cido’ apo6s1 ciclo de fermentagao sobre a sobrevivéncia
das leveduras IQAr/45-2 e PE-2 no meio diferencial WLN

WLN

Solugao
(células.ml™ x 10%)

de tratamento

Leveduras . . . Crescimento
pH 2,0 por 2h Inicial Final Relativo
’ (Antes do tratamento) (Apos tratamento) e
(final/inicial)
Agua destilada 8,887 + 1,59 1,45
1QAr/45-2 Glicose 0,5 % 6,10% + 2,97 7,50% + 1,41 1,23
Melaco 1,0 % 9,00% + 2,33 1,47
Agua destilada 5,58 + 0,58 0,43
PE-2 Glicose 0,5 % 13,00% + 1,30 7,31°+1,18 0,56
Melago 1,0 % 6,70° £ 1,74 0,51

2 ® Valores indicados pela mesma letra ndo diferem significativamente em relagéo aos seus
respectivos valores iniciais conforme indica o teste t (a = 0,05)

'Células mantidas em suspensédo em agua, glicose 0,5% e melago 1%, mantendo-se o pH
em 2,0 por 2h com adigcao de H,SO, 6mol.L™" a intervalos de 30 min.

Em meio WLN, a linhagem IQAr/45-2 apresentou fendtipos diferenciados da
linhagem PE-2, apresentando coloragdo verde clara com o centro verde escuro, ao
contrario da linhagem PE-2, cuja coloracao foi uniforme e verde clara (Figura 20).

Ambas apresentaram uma homogeneidade dos fendtipos antes e apds os 3
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tratamentos, mostrando que o tratamento acido nao foi

aparecimento dessa caracteristica.

responsavel

pelo
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Tratamentos Linhagens

(pH 2,0 por 2h) IQAr/45-2 PE-2

Antes do tratamento
(Leite de levedura)

Apés tratamento em
agua destilada

Apos tratamento em
glicose 0,5%

Apos tratamento em
melago 1%

Figura 20 - Efeitos dos diversos tratamentos acidos com H,SO, (2h em pH 2,0) sobre a
estabilidade das colbnias da levedura IQAr/45-2 e PE-2 no meio diferencial WLN nas
condi¢des: antes do tratamento e apds tratamentos com agua destilada, glicose 0,5% e melaco
1%
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4.9. Limites da acidez latica e acética para o crescimento da linhagem IQAr/45-
2

A Figura 21 indica que a menor concentragao de acido acético que conseguiu
inibir o crescimento da levedura 1QAr/45-2 em melago solidificado 10% (ART) foi =
0,4 % (p/v). O limite para crescimento em meio sintético liquido foi de 0,6% (p/v)
como descrito por Narendranath et al., (2001). A presenga da solugcdo de sais
pareceu nao ter efeitos benéficos sobre a tolerdncia a acidez nem sobre o
crescimento. J4, a adigdo de EN promoveu uma maior proliferagao celular, contudo
pareceu nao beneficiar a tolerancia a concentracdes maiores de acido acético.

A Figura 22 indica que o crescimento foi inibido em concentragdes de acido
latico = 3%, sendo este valor elevado para 3,5-4,0% com a adi¢édo de sais e EN. O
limite encontrado por Narendranath et al., (2001) em meio sintético foi de 2,5%.
Segundo Maiorella (1983), 4% (p/v) de acido latico foi suficiente para o decréscimo
de 80% na populacédo de Saccharomyces cerevisiae crescidas em meio sintético.

Como conclusdo pode-se dizer que a levedura IQAR/45-2 é bastante tolerante
tanto ao acido acético quanto ao latico quando cultivada em melago 10%. Os
resultados descritos na literatura indicam que o acido acético € mais inibitorio a
levedura em concentragdes muito menores do que o acido latico. Isso pode ser
explicado pelo fato dos dois acidos apresentarem diferentes constantes de
dissociagdo. Em um dado pH acido, no caso 4,5, ha mais moléculas de acido acético
(PKa = 4,74) na forma nao dissociada do que seria encontrado para uma
concentracao igual de acido latico (pK, = 3,86). Por apresentarem natureza lipofilica,
as formas nao dissociadas desses acidos se difundem passivamente através da
membrana plasmatica celular e, em pHs intracelulares maiores, eles dissociam-se
produzindo anions e prétons (PALMQVIST; HAHN-HAGERDAL, 2000). A fim de
restituir a homeostase celular, perdida pelo acumulo de prétons, a célula bombeia os
protons para o exterior por meio da H*-ATPase. Isso pode resultar em uma queda do
ATP celular diminuindo o pool de energia destinado ao crescimento e fungdes
metabdlicas essenciais (BRUL; COOTE, 1999, HOLYOAK et al., 1996).
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Figura 21 — Concentragao inibitéria minima do acido acético sobre o crescimento
da linhagem IQAr/45-2 em meio sélido de melago 10% acrescido de solugédo de
sais e LC 1 g.L" apos 48h. Sais: 1 g.L”" DAP; 0,1 g.L" MgS0,.7H,0; 0,1 g.L”
ZnSO4.7H20.
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Figura 22 — Concentragao inibitéria minima do acido latico sobre o crescimento
da linhagem IQAr/45-2 em meio de melago 10% acrescido de solugéo de sais e
LC 1 gL' apés 48h. Sais: 1 g.L'' DAP; 0,1 gL' MgSO,.7H,0; 0,1 g.L"
ZnSO4.7H20.
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CONCLUSOES

A) Lisado celular

O lisado celular de levedura (LC) mostrou ser um bom estimulador do
crescimento, apresentando um rendimento semelhante ao uso de extrato de
levedura comercial, sua obtencdo ainda mostrou-se facil e de baixo custo,

dispensando a necessidade de aditivos para a lise celular.

B) Propagacoes

A propagacdo em 4 etapas com concentracdo crescente de acgucar
apresentou o mesmo rendimento de biomassa da linhagem IQAr/45-2 e sem efeito
das temperaturas. Ja, na propagag¢ao em 2 etapas com concentragao de agucar fixa
(12% ART), a levedura IQAr/45-2 apresentou menor biomassa que a PE-2, porém
um rendimento semelhante entre as duas leveduras foi observado na presencga de
LC.

C) Revitalizagao

A padronizagao da revitalizagao celular resultou no seguinte meio: melago 8%
a 30°C, pH 5,5 (meio MR). A esse meio foi adicionado sais e LC na concentragao de
1 g.L”" (meio MR2), o que pareceu ser a melhor condigdo para a revitalizagéo das
células entre os ciclos de fermentacdo, com maiores rendimentos em etanol, em
ambas as temperaturas. Nas fermentacbes a 34°C a formacdo de biomassa foi
favorecida. A revitalizagdo portanto beneficiou o processo, aumentando o
rendimento em etanol, porém o longo tempo de armazenamento pode ter
prejudicado o desempenho ao longo dos ciclos, observado por uma curva
descendente de viabilidade etanol produzido, principalmente a 34°C.
A curva de revitalizagdo em meio MR2 apresentou maiores aumentos em biomassa
e trealose final. O glicerol interno apresentou um pico em 2-3h como resultado da
exposicao ao estresse osmotico do meio, seguido de uma queda acompanhada pelo
aumento de glicerol externo (estresse hiposmotico). Os teores de proteina néo
apresentaram diferengca aparente nos diferentes tratamentos, permanecendo

constantes.
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D) Tratamento acido do fermento

O tratamento com &cido sulfurico ndo acarretou em perdas de biomassa e
viabilidade sobre as duas leveduras nem diferencas nos trés tipos de tratamento.
Porém observou-se redugao no crescimento (cultivabilidade) da levedura PE-2 de
51% em meio YPD e de 57% em meio WLN. Isso nao foi observado para a levedura
IQAr/45-2, apenas uma sensibilidade ao corante verde de bromocresol com redugéo
no crescimento de 31,5% comparado ao meio YPD. O plaqueamento em meio WLN
ainda revelou uma diferenga nos fendtipos das duas leveduras estudadas. Apesar
de ndo apresentar prejuizo a linhagem [QAr/45-2, o tratamento acido teria que ser
testado ao longo dos ciclos sucessivos de fermentacdo juntamente com a

revitalizagao das células, de forma a verificar seu efeito a longo prazo.

E) Tolerancia a acidez latica e acética

O limite de tolerancia da levedura IQAr/45-2 quanto a acidez latica (CIM = 3%,
p/v) pareceu ser beneficiado quando adicionou-se sais e LC ao melago 10% (ART)
solidificado com agar. O limite de acidez acética ndo pareceu ser beneficiado pela
adi¢ao de sais ou LC (CIM =2 0,4 % pl/v).
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APENDICE — Curvas de calibragao

Equation y=a+b'x
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Figura 1 — Curva padrédo de calibragdo correlacionando nimero de células
com a absorbancia. A equacdo da reta mostrou o seguinte: coeficiente
angular b=5,39 x 10 intercepto da reta a=-0,023 e fator de correlagao
(R"=0,997) para o espectrofotometro Bioespectro modelo SP-22.
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Figura 2 — Curva padrdo de calibragdo correlacionando massa seca da
levedura 1QAr/45-2 com a absorbancia. A equacéao da reta mostrou o seguinte:
coeficiente angular b=1,893, intercepto da reta a=0,026 e fator de correlacdo
(R2=0,992) para o espectrofotdbmetro Bioespectro modelo SP-22.
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Figura 3 — Curva padréo de calibragdo de glicose (%m/v) para dosagens de
acucares redutores totais pelo método DNS (MILLER, 1959). A equacéo da reta
mostrou o seguinte: coeficiente angular b=28,74, intercepto da reta a=-0,098 e

fator de correlagéao (R2=0,999) para o espectrofotdmetro
22.

Bioespectro modelo SP-
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Figura 4 — Curva de calibragéao para analise de biomassa da linhagem IQAr/45-2 da
levedura Saccharomyces cerevisiae. A equacao da reta mostrou o seguinte:
coeficiente angular b=1,895, fator de correlagéo R?=0,999 e coeficiente linear a =
0,0078 para o espectrofotdmetro Bioespectro modelo SP-22.
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Figura 5 — Curva de calibragdo para analise de biomassa da linhagem PE-2 da
levedura Saccharomyces cerevisiae. A equagdo da reta mostrou o seguinte:
coeficiente angular b=1,531, fator de correlagédo R?=0,993 e coeficiente linear a =

0,073 para o espectrofotdbmetro Bioespectro modelo SP-22.
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Figura 6 — Curva padréo de calibragao de glicose 60 pg.mL'1 para dosagens de
trealose pelo método da antrona. A equacdo da reta mostrou o seguinte:
coeficiente angular b=0,030, intercepto da reta a=-0,009 e fator de correlacao
(R2=0,994) para o espectrofotdbmetro Bioespectro modelo SP-22.
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Figura 7 — Curva padrao de calibragdo de soroalbumina 1% (m/v) para dosagens
de proteinas totais feitas pelo método do reagente de Biureto. A equacdo da reta
mostrou o seguinte: coeficiente angular b=0,751, intercepto da reta a=-0,045 e
fator de correlagéao (R2=0,999) para o espectrofotdmetro Bioespectro modelo SP-

22.
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Equation
0,8 1 Adj. R-Square
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0,99728
Value Standard Error
Intercept 0,00118 0.00438
Slope 92,17235 0,80641

—
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Figura 8 — Curva padrao de calibragdo de glicerol 0,208 mg.mL'1 para dosagens
de glicerol através de kit enzimatico. A equacao da reta mostrou o seguinte:
coeficiente angular b=92,17, intercepto da reta a=-0,001 e fator de correlagédo
(R2=0,997) para o espectrofotdbmetro Bioespectro modelo SP-22.

Glicerol (mg.mL")
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4 [Equation y=a+b'x
0,9 4 |AdiR-Square 099854
Value Standard Error
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Figura 9 — Curva padrao de calibragdo de glicina 1072 mg.L'1 para dosagens de
amino nitrogénio livre feitas pelo método da ninidrina. A equacao da reta mostrou
0 seguinte: coeficiente angular b=0,040, intercepto da reta a=-0,009 e fator de
correlagao (R2=0,998) para o espectrofotdmetro Bioespectro modelo SP-22.



9L'0F LY'L LO'0F 2L L0'0F6L°L LI0'0F /9L 20'0FG9'L cl

20'0Fov'L 00'0 8L} L0'0F 6L 00°0F.L9°) L0'0F99°) ol

20’0 F¥E'L LO'0F 2L L0'0F6L°L L0'0F /9L  20'0FG9'L 8

LO'0F LEL 00°0 ¥89°IL L0'0F99°L  00°0F8G') L0'0 ¥8S°I 9

L0'0F €T l0'0F8S'L 20'0F8S'L 2Z00F8YL LO'0F LV 1%

LO'OF LLL 20'0FvE'L  20'0FEEL l0'0F62'L 20'0F6Z) 14

20'0¥98°0 00°0¥60°'L lI0'0F60°L 20'0F¥F66'0 000F1L0°) 0

0's ST 10 G0°0
(,76) stes (,.7°6) oo1wein|b opioy (y) odwa}
(,71°P) essewolg
(o1x@) op g eunbi4) %G odejow wa oedebedoid ap eaIn) — g elage |
L0'0F¥6l'G 200F¥G8Y 200F8S€ <200F0LC LOOFPC'S €00F.LEGS LOOFOLY <200F8SE LOOFEEL cl
L0°'0¥82'S LO0OF¥6'Y LOOFLO9E 000F89C €00FLES GOOF9V'S LOOFL6'Y LO0OF09C 000F€Et ol
60°0F¥¥0'GS  LO0OFI6'Y 000F8E€ LL'OFCvre <ZL'0F8L'S 000F85S 000Fc¢6y O000FLvE POOFGCL 8
00'0¥20'S  vO0'0F€9Y LL'OF98C GO0F.LEC VOOF.LvY LZO0FELY 600F9YY LOOFLL'E 000FGC| 9
L0'0FLL'E  €0'0F¥8E€ 600F69C 000F02C GOOF¢cl'e L0'0OFZL'E €LO0FLL'E 200F¥LC 1LO0F9L'L 14
€0'0F8EL 000FG¥'L 2O0FEVL L0'0F8E'L  200FL¥L  000FEYL ¥VO'0OFLEL LO'0OFLEL  90°0F L0} 4
00'0¥88°0 €0'0F¥6'0 L0'0F¥26'0 LO'0OFZ6'0 000F¥680 O000FL60 €0'0F06'0 €00F98°0 200F16%0 0
4 l S0 €0 0c oL 0's 0‘c
(.71°6) 01 (,.7°6) eanpans| ap ojenx3 PIOBU9D () odwisy

(,.1°P) essewolg

(o1x@1 op g eunbi) %G odejow wae oedebedoid ap eAin) — | ejage L

(sreuibuio sopep) 0jxa) op seanby se sejuaisyal sejaqel — g 30IANIV

" Z-G/IVD| BINPaAS| ep ojusweuszewle 8 oedebedoid ap sa0dipuo)

ecl



Condigdes de propagacgao e armazenamento da levedura IQAr/45-2...

Tabela 3 — Curva de propagacao em melago 5% usando LC bruto e centrifugado (Figura 9

do texto)
Numero de células (cél.mL ' x 10°)
Tempo (h) LC (1g.L" LC (2g.L")
Controle Bruto Centrifugado Bruto Centrifugado
0 0,32+0,00 0,40+ 0,01 0,43 + 0,03 0,36 + 0,06 0,31 +0,08
2 0,52+0,00 0,60+0,00 0,81+ 0,05 0,82 +0,17 0,81+ 0,08
4 0,67 +0,28 1,45+0,21 1,13+0,10 1,57 £ 0,25 1,91+£0,17
6 0,55+0,03 1,21+0,05 1,13+ 0,01 2,47 £ 0,10 1,93 +£0,28
8 0,73+0,07 1,36 +0,03 1,24 +£0,14 2,47 + 0,10 2,09 + 0,04

Tabela 4 — Curva de propagacao em melago 5% usando LC bruto e centrifugado (Figura 9

do texto)
Biomassa (g.L")
Tempo (h) LC (1g.L") LC (2g.L")

Controle Bruto Centrifugado Bruto Centrifugado
0 0,87+0,00 1,11 +0,04 1,19+0,08 0,99+0,16 0,86 + 0,24
2 1,46 £ 0,00 1,67 +0,00 228+0,15 2,32+0,49 2,27 £ 0,22
4 1,88+0,80 4,09+0,60 3,20+£0,27 4,46+0,72 5,43 + 0,47
6 1,53+0,08 3,42+0,13 3,20+0,03 6,81+0,01 5,47 + 0,80
8 2,04+0,20 3,85+0,08 3,562+0,39 6,79 +0,02 5,92+ 0,10
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Condigdes de propagacgao e armazenamento da levedura IQAr/45-2...

Tabela 6 — Fermentag&o unica para padronizagdo do tempo de fermentagao (Figura 11

do texto)
Tempo (h) Etanol (g.L™") ART (%)
34°C 37°C 34°C 37°C
0 3,90+£0,30 5,70+0,50 0,10£0,00 0,30 £0,10
1 32,50+1,10 32,90+1,00 570+0,80 8,30+ 1,00
2 4360 +0,90 4850+120 990+1,00 12,40+0,10
3 4838 +0,10 50,74+210 9,80+0,10 10,90 0,30
4 57,80+0,60 62,40+0,60 510050 6,50 1,00
5 67,80+0,60 73,40+0,00 2,80+060 4,40+0,80
6 72,00+4,50 78,30+2,50 2,00+050 2,35+0,50
7 73,20+2,00 76,25+2,60 1,90+0,60 2,30+0,50
8 72,20+360 77,17+0,00 1,90+070 21040,50
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