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RESUMO

O Brasil € 0 segundo maior produtor e um dos maiores exportadores de etanol no
mundo. A busca por leveduras promissoras que superem o desempenho produtivo das
linhagens comerciais, como a Saccharomyces cerevisiae CAT-1, é de suma importancia.
Um dos fatores limitantes é a auséncia de leveduras apropriadas para tolerar as condigdes
severas impostas nas fermentacGes industriais. Foram avaliadas duas leveduras, Pichia
kudriavzevii BB2 e S. cerevisiae BB9 isoladas na Regido Centro-Oeste e que fazem parte
do banco de linhagens da Rede Centro Oeste de Leveduras (RECOL), além da levedura
industrial S. cerevisiae CAT-1. O presente trabalho teve como objetivo avaliar e comparar
o perfil de desempenho das trés linhagens estudadas, visando determinar se o
comportamento das mesmas em bancada se reproduz em meio de cultivo similiar ao
utilizado pelas industrias sucroenergética. P. kudriavzevii BB2 e S. cerevisiae BB9
apresentaram perfis semelhantes ao da S. cerevisiae CAT-1 quanto ao consumo e producéo
de etanol em condicgdes laboratoriais em meio YEPD. Entretanto, em condi¢es de cultivo
simulando o meio usado no processo industrial, 0 meio mosto, a 22° Brix em pH 3,0, a
levedura industrial apresentou maior consumo de substrato e melhor producéo de etanol
em relacdo as outras duas leveduras. O cultivo com mosto a pH 3,0 apresentou baixa
producdo de etanol devido ao estresse causado nas células pelo meio acido, ocasionando
alteracOes fisioldgicas como queda na viabilidade de S. cerevisiae CAT-1, P. kudriavzevii
BB2 e S. cerevisiae BB9. Nesta condicdo a S. cerevisiae CAT-1 produziu 9,39 gxL de
etanol em 24 h, valor trés vezes menor do que o obtido no cultivo com mosto pH 5,0, que
foi de 28,30 gxL* de etanol, enquanto que em meio mineral a pH 3,0 e 5,0 verificaram-se
no mesmo periodo producdes de etanol de 29,17 gxL™* e 30,70 gxL™, respectivamente.
Concluiu-se que o desempenho da levedura ndo foi limitado pela variagdo de pH em meio
mineral, pois este apresenta todos os nutrientes indispensaveis a levedura. Por outro lado,
a levedura teve a producéo de etanol limitada em meio mosto devido ao fator estressante
pH 3,0, e possivelmente potencializada pela composi¢do do mosto. A S. cerevisiae CAT-
1 apresentou expressdo da enzima invertase, enzima capaz de hidrolisar dissacarideos
contidos no mosto. Os resultados mostraram que a S. cerevisiae CAT-1 apresentou como
caracteristica a produgdo de enzima invertase de natureza constitutiva, proporcionando

uma rapida hidrdélise da sacarose contida no mosto.

Palavras-chave: Sacarose; pH; Mosto; Meio mineral; Invertase.



ABSTRACT

Brazil is the second largest producer and one of the largest exporters of ethanol in
the world. The search for promising yeasts that outperform the productive performance
of commercial strains, such as Saccharomyces cerevisiae CAT-1, is of paramount
importance. One of the limiting factors is the absence of yeasts suitable to tolerate the
severe conditions imposed on industrial fermentations. We assessed two yeasts Pichia
kudriavzevii BB2 and S. cerevisiae BB9 isolated in Midwest and forming part of the bank
lines of the network Midwest Yeast (Recol), and the yeast industrial S. cerevisiae CAT-
1. The present work had the objective of evaluating and comparing the performance
profile of the three studied strains, aiming to determine if the behavior of the same ones
in the laboratory conditions is reproduced in a similar culture medium to that used by the
sugarcane industries. P. kudriavzevii BB2 and S. cerevisiae BB9 presented profiles
similar to that of S. cerevisiae CAT-1 regarding the consumption and production of
ethanol under laboratory conditions in YEPD medium. However, under cultivation
conditions simulating the medium used in the industrial process, medium wort, at 22°
Brix at pH 3.0, industrial yeast showed higher substrate consumption and better ethanol
production in relation to the other two yeasts. The culture with must at pH 3.0 presented
low ethanol production due to the stress caused in the cells by the acid medium, causing
physiological alterations such as drop in viability of S. cerevisiae CAT-1, P. kudriavzevii
BB2 and S. cerevisiae BB9. In this condition S. cerevisiae CAT-1 produced 9.39 g x L-1
ethanol in 24 h, three times lower than that obtained in the culture with pH 5.0, which
was 28.30 g x L -1 of ethanol, whereas in mineral medium at pH 3.0 and 5.0, ethanol
yields of 29.17 g x L-1 and 30.70 g % L-1, respectively, were observed in the same period.
It was concluded that the yeast performance was not limited by the variation of pH in
mineral medium, since it presents all the nutrients essential to yeast. On the other hand,
the yeast had limited ethanol production in wort medium due to the stress factor pH 3.0,
and possibly potentiated by the wort composition. S. cerevisiae CAT-1 presented
expression of the enzyme invertase, an enzyme capable of hydrolyzing disaccharides
contained in the must. The results showed that S. cerevisiae CAT-1 presented as
characteristic the invertase enzyme production of constitutive nature, providing a rapid

hydrolysis of the sucrose contained in the must.

Keywords: Sucrose; pH; Mosto; Mineral medium; Invertase
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1. INTRODUCAO

No Brasil, a producdo de etanol a partir da cana-de-agucar € de grande interesse,
tanto comercialmente quanto ambientalmente, devido sua matéria-prima proveniente da
cana-de agucar ser renovavel, apresentando menor degradacdo ao meio ambiente quando
comparada com o uso de combustiveis derivados do petréleo (ZABED et al., 2014).

O Brasil é reconhecido mundialmente como um dos lideres na producédo de cana-
de-acucar, responsavel por 1/3 de toda a producdo mundial (DELLA-BIANCA et al.,
2013). O processo de producdo de etanol de primeira geracdo apresenta elevado
rendimento de producdo a custos baixos, que ocorre por causa da matéria prima rica em
acucares. O material de partida ndo precisa ser hidrolisado, assim, sem grandes gastos no
processo (ABREU-CAVALHEIRO; MONTEIRO, 2013).

No Brasil, o alcool combustivel é obtido por meio da fermentacdo dos aglcares
presentes na cana-de-agUcar (Sacharum officinarum), que oferece grande quantidade de
sacarose, esse dissacarideo sofre hidrélise pela acdo da enzima invertase sendo convertido
em glicose e frutose, 0s quais sdo transportados para o interior da célula por meio dos
transportadores de hexoses. Estima-se que 56% da producdo da sacarose serdo
transformados em etanol durante o processo fermentativo (FERREIRA; ROCHA;
SILVA, 2009).

Segundo Wang et al. (2013) e Andrietta et al. (2007) a levedura Saccharomyces
cerevisiae € a espécie dominante para producdo de etanol. A facilidade na producéao de
etanol pela S. cerevisiae é tdo evidente que ela executa fermentacdo alcodlica quando
submetida a altas concentracdes de aclicar, mesmo sob condi¢des aerdbias. Além disso
apresenta uma boa capacidade fermentativa, alta tolerancia ao etanol e a outros inibidores
(aldeidos, ésteres, acidos, alcoois superiores, compostos sulfurados, fenois, biomassa,
metanol, furfural) formados durante a fermentacdo e a capacidade de crescer rapidamente
(DELLA- BIANCA et al., 2013).

Assim sendo, a melhora na eficiéncia da fermentacdo, etapa central desse
processo, permite um grande aumento na producdo de etanol. No entanto, poucos estudos
tém sido direcionados para o desenvolvimento desta aréa. Sendo assim, busca-se com o
presente trabalho avaliar novas linhagens como a Pichia kudriavzevii BB2 e
Saccharomyces cerevisiae BB9 que séo leveduras isoladas na Regido Centro-Oeste e que
fazem parte do banco de linhagens da Rede Centro Oeste de Leveduras (RECOL), e a

levedura industrial S. cerevisiae CAT-1. Buscando simular condigfes estressantes do
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processo industrial, como forma de testar o desempenho fermentativo das leveduras
estudadas, para obter uma produtividade maior para a producdo de etanol de primeira
geracao.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar e comparar o perfil de desempenho
da Saccharomyces cerevisiae CAT-1, Pichia kudriavzevii BB2 e Saccharomyces
cerevisiae BB9, visando determinar se 0 comportamento das mesmas em bancada se

reproduz em meio de cultivo similiar ao utilizado pelas indUstrias sucroenergéticas.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Avaliar e comparar o perfil de desempenho das leveduras Saccharomyces cerevisiae
CAT-1, Pichia kudriavzevii BB2 e Saccharomyces cerevisiae BB9, visando determinar
se 0 comportamento das mesmas em bancada se reproduz em meio de cultivo similiar ao

utilizado pelas indudstrias sucroenergeética.

2.2. Objetivos Especificos

Os objetivos especificos deste trabalho foram:

(a) avaliar, em condicdes laboratoriais (YEPD) e em meio de cultivo industrial (mosto),
0 desempenho das leveduras S. cerevisiae CAT-1, P. kudriavzevii BB2 e S. cerevisiae
BB9.

(b) avaliacdo da levedura S. cerevisiae CAT-1 em diferentes condi¢cdes de cultivo
envolvendo meio mineral e mosto, em pH 3,0 e 5,0.

(c) avaliar a atividade da enzima invertase na levedura S. cerevisiae CAT-1 em diferentes

tipos e concentracGes de acUcares.
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3. REVISAO

3.1. ETANOL NO BRASIL

O etanol vem sendo utilizado como combustivel no Brasil desde de 1920, mas foi
a partir de 1970, devido a crise mundial do petréleo que os paises foram estimulados a
buscar fontes alternativas de energia. A crise do petroleo na década de 1970, levou o
Brasil a desenvolver o programa Nacional do Alcool — Proélcool, devido aos altos precos
pagos pelo barril de petroleo, que importava na época mais de 80% do petroleo que
consumia (LEITE; LEAL, 2007). O programa passou a determinar a mistura de 20% de
alcool anidro a gasolina, desencadeando um rapido crescimento na cadeia produtiva
sucroenergética. O governo incentivou novas pesquisas e a busca pelo desenvolvimento
tecnoldgico nas usinas como forma de reduzir o custo da producdo do biocombustivel.

O Brasil é o Unico pais do mundo onde uma grande parte do combustivel
consumido pelos automdveis é renovavel. A producdo e o uso do etanol no Brasil hoje,
sdo os melhores exemplos no mundo, quanto a introducédo de energia renovavel em grande
escala de producdo (MACEDO, 2007).

A intervencdo estatal permitiu que o setor privado investisse macicamente no
aumento de producdo, sendo fundamental para o avanco tecnoldgico, buscando por
inovacgOes e garantindo a competitividade do etanol produzido no Brasil.

Conforme Macedo (2007) destaca entre o0s principais avancos tecnologicos
ocorrido no setor sucroenergético no periodo de 1975-2000, a introducdo em larga escala
de variedades de cana desenvolvidas no Brasil, o desenvolvimento do uso integral da
vinhaca na fertirrigagdo, controle biologico das pragas e doencas da cana,
desenvolvimento do sistema de moagem com quatro rolos, tecnologia para operacéo de
fermentacdes "abertas™ de grande porte, aumento na producdo de energia elétrica na
industria, otimizacdo do corte, carregamento e transporte da cana, mapeamento do
genoma da cana e transformagdes genéticas, mecanizacdo da colheita, obtencdo de
excedentes de energia elétrica e venda para a concessionria, avangos em automacgéo
industrial, avangos no gerenciamento técnico (agricola e industrial) e a introdugdo dos
motores veiculo de combustivel duplo (flex-fuel).

A necessidade por novas fontes de energia renovaveis, a boa competitividade do
alcool com outros combustiveis em relagdo ao prego, aquisicdo de novas tecnologias

como os veiculos movidos a alcool e a boa aceitagdo pela populacdo, alavancaram a
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producdo de etanol no Brasil. Assim o Brasil, detentor de vasta area territorial vem
investindo no setor sucroenergético como forma de aproveitamento de areas de pastagens
degradadas e, com isso, proporcionando o fortalecimento do agronegdcio brasileiro e,
consequentemente o crescimento da economia do pais (GUIMARAES; TURETTA;
COUTINHO, 2010).

O primeiro levantamento de cana-de-acucar da safra 2015/2016 indica que a
producdo no pais pode chegar a 654,6 milhdes de toneladas. Esse valor € 3,1% superior,
qguando comparado aos 634,8 milhdes de toneladas da safra anterior. A producéo de etanol
total consolidou-se em 28,66 bilhGes de litros na safra 2014/15 e esta estimada em 29,21
bilhdes de litros para safra 2015/16, um incremento de 554,75 milhdes de litros, alta de
1,9%. Para o etanol hidratado, utilizado nos veiculos flex-fuel, a expectativa € de aumento
de 7,4% quando comparados com a producao da safra anterior, 0 que equivale a 1,25
bilhdes de litros. O estudo foi divulgado pela Companhia Nacional de Abastecimento
(CONAB, 2015). Segundo as consultorias e associa¢fes de cana-de-agUcar apostam em
nameros recordes de moagem para 2016/17, com direito a uma perspectiva de aumento
na producao sucroalcooleira, devido a queda na producdo internacional.

Neves, Trombim e Consoli (2010), observam que a cadeia sucroenergética ja
mostrou seu potencial de suprir produtos de maneira sustentavel, o que contribui para que
0 Brasil tenha uma das matrizes energéticas mais limpas do mundo. E novos produtos
como o etanol celulésico ou etanol de segunda geracdo a artir da cana ja estdo em
desenvolvimento. O uso de biocombustiveis para substituir o petréleo € a maneira mais
vidvel para garantir um futuro sustentavel (ANDRIETTA; STECKELBERG,;
ANDRIETTA, 2008).

3.2. MODELO DE PRODUCAO DE ETANOL (“MELLE-BOINOT”)

O processo Melle-Boinot é utilizado no Brasil desde a década de 1960 para
producéo de etanol por via fermentativa utilizando leveduras. A levedura mais utilizada
para a producdo de etanol é a Saccharomyces cerevisiae.

O processo de batelada alimentada ou Melle-Boinot € um processo de alimentacdo
continuo sob condic6es controladas até atingir o volume da dorna de abastecimento, nos
quais as leveduras sdo recicladas para fermentacbes consecutivas, permitindo altas

densidades de células. Estas passam por tratamento acido para diminuir a contaminacgéo
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bacteriana (BROWN et al., 2013). Este tratamento dura de 1 a 3 h, consiste em diluicdo
com &gua e adigdo de &cido sulfurico (H2SO4) até atingir valores de pH entre 1,8 e 2,5
(dependendo do nivel de contaminagdo), apos o processo as células sdo reutilizadas
(BASSO et al., 2008; DELLA-BIANCA et al., 2013). Esse processo apesar de antigo
apresenta resultados convenientes e satisfatorios quanto a eficiéncia de conversdo de
acucares em alcool (PACHECO,2010).

Basso et al. (2008) afirmaram que o estudo da reciclagem torna-se de vital
importancia quanto a analise dos teores de compostos toxicos a fermentacdo, visto que
sdo produzidos durante o processo, podendo acumular-se no indculo promovendo perdas
de viabilidade, abaixando a eficiéncia e prejudicando a produtividade industrial. Durante
0 processo fermentativo altas concentragdes de acglcares, etanol, temperaturas elevadas,
variacdes de pH, presenca de bactérias e leveduras selvagens sao fatores de estresse que
precisam ser ajustados para que ocorra uma boa producéo fermentativa. Segundo Ferreira,
Amorim e Basso (1999) em linhagens de Saccharomyces cerevisiae as reservas de
carboidratos sdo degradadas e transformadas em alcool por processo fermentativo durante
a auséncia de nutrientes, sob aerobiose ou anaerobiose em condic¢des de pH baixo (2,5 -
3,5) ou de temperatura alta (35 - 45°C).

O processo Melle-Boinot apresenta bons resultados, principalmente em
fermentagdes alcoolicas, devido sua alta densidade celular e alta produtividade resultante
do grande numero de células viaveis no meio fermentativo (BABRZADEH et al., 2012).
A batelada alimentada permite o controle da concentracdo de agUcar, apresentando menor
consumo de substrato devido a reproducdo celular ser menor, com maior pureza na
fermentacdo, devido ao tratamento acido.

A batelada alimentada apresenta vantagens em relagdo aos processos continuos
devido ao fato de ser menos susceptivel a contaminagéo bacteriana. Também € mais facil
de monitorar e controlar seus parametros de processo. Com isso reduzem-se 0s custos e

trabalhos excessivos em processos industriais (GODOY et al., 2008).

3.3. LEVEDURAS EM PROCESSOS INDUSTRIAIS

A levedura Saccharomyces cerevisiae € um microrganismo com diversas
aplicacdes para o ser humano, usado na panificacdo, fabricacdo de cerveja, vinho e

producdo de etanol.
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Basso et al. (2008) apo6s anos estudando e isolando leveduras nos processos
industriais, relatam que poucas linhagens apresentaram a capacidade de serem
reintroduzidas no processo industrial. As linhagens industriais S. cerevisiae CAT-1 e PE-
2, comumente utilizadas na producdo de etanol (ROMANI et al., 2015) foram
selecionadas a partir de processos onde ficou constatada a sua predominancia e
persisténcia por toda a safra, confirmada atraves de cariotipagem. Assim essas linhagens
isoladas nas usinas Catanduva (CAT-1) e Usina da Pedra (PE-2) passaram a ser utilizadas
em processos fermentativos industriais de producéo de etanol (BASSO et al., 2008). Essas
linhagens apresentaram uma elevada capacidade de implantacdo industrial, maior
competitividade em relacdo as leveduras contaminantes do processo e apresentam maior
rendimento de etanol (DELLA-BIANCA et al., 2013).

A S. cerevisiae CAT-1 é umas das linhagens mais utilizadas pelas usinas
brasileiras de etanol combustivel, destaca-se pela sua eficiente capacidade de
fermentacgdo, especialmente em altas concentragdes de aglcar e, também, pelo menor
tempo de fermentagcdo quando comparada a outras leveduras (BASSO et al., 2008;
ANDRIETTA et al., 2007). O sequenciamento da S. cerevisiae CAT-1 mostrou a
presenca de genes que facilitam a metabolizacdo da sacarose proporcionando, uma
fermentacdo mais rapida diante de outras leveduras (BABRZADEH et al., 2012).

A producdo de etanol no Brasil ocorre pela agdo das leveduras que utilizam como
substrato a glicose, frutose e a sacarose proveniente do caldo de cana-de-agucar. Durante
0 processo de fermentacdo ocorre reciclos de células, causando uma sucessao intensiva
de linhagens de leveduras no mosto de fermentacdo (BATISTOTE et al., 2010), a
levedura S. cerevisiae CAT-1, apresenta um 6timo desempenho fermentativo diante de
caldos ricos em sacarose, sobressaindo outras leveduras, conseguindo terminar o ciclo
dominando o processo sobre outras leveduras interferentes.

As R-frutofuranosidases (E.C 3.2.1.26) conhecidas popularmente como sacarases
ou invertases sdo sintetizadas pela levedura S. cerevisiae. As S. cerevisiae sintetizam
enzimas invertases que ao quebrarem a sacarose geram uma mistura equimolar de glicose
e frutose, aplicada em vérios processos na industria alimenticia, cosméticos,
farmacéutica, papel e producédo de etanol (QURESHI et al., 2012). Estas sdo, portanto de
fundamental importancia no processo de producao de alcool combustivel a partir da cana-
de-acucar.

A levedura S. cerevisiae sintetiza a invertase de duas maneiras: no mecanismo

predominante, a sacarose é hidrolisada por uma invertase que fica localizada na parte
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externa da célula. Esta ¢ definida por alguns autores como “extracelular”, mas apesar
dessa denominacdo, a mesma ndo é excretada pela levedura, mas aderida a célula entre a
membrana plasmatica e a parede celular (MORENO; SANCHEZ; RODRIGUEZ, 1990).
A glicose e frutose hidrolisadas pela invertase entram na célula por difusdo facilitada
através de transportadores. No outro mecanismo a sacarose pode ser transportada
ativamente para as células e hidrolisada intracelularmente no citoplasma (DARIO et al.,
2008).

O mosto fermentativo a base de caldo de cana-de-acUcar apresenta diferentes
acucares como a sacarose, glicose e frutose em sua estrutura, possibilitando variadas rotas
metabdlicas para utilizacdo dos substratos pelas leveduras, se faz necessario o estudo da
interacdo entre essas fontes de carbono para um melhor entendimento de seu metabolismo
(SANTOS et al., 2013).

E intensa a busca por linhagens promissoras que superem o desempenho produtivo
das linhagens industriais ja testadas, como as S. cerevisiae CAT-1, PE-2, BG-1, SA-1 e
Y904 (BASSO et al., 2008), que consigam se manter no processo produtivo mesmo diante
de fatores de estresse como: altas concentracdes de etanol, choques de temperatura e
estresse osmotico. Busca-se com essa pesquisa estudar leveduras isoladas na regido que
apresentem familiaridade com alguns aspectos encontrado nas usinas como (pH,
temperatura, concentracdo de substrato entre outros) que superem em producéo a levedura
S. cerevisiae CAT-1.

3.4. INTERFERENTES NO PROCESSO DE FERMENTACAO

No processo industrial de fabricagdo de alcool, é fundamental o conhecimento das
condigdes do processo fermentativo, para que se alcance a producdo desejada e, para que
1SS0 ocorra, as destilarias buscam formas de melhoria constantemente (GOMBERT; VAN
MARIS, 2015). Um dos fatores criticos do processo fermentativo € a contaminagao
microbiana que causa danos relevantes na produtividade final, pois a presenga de
microrganismos indesejaveis resulta em prejuizos ao processo devido ao consumo de
acucar, formacéo de goma, floculagdo do fermento, inibi¢do e queda da viabilidade das
leveduras. Esta Gltima se deve ao acimulo de toxinas e &cidos organicos excretados no
meio durante a fermentacdo alcoolica, principalmente: acidos latico e acético (FREITAS;
ROMANOS, 2013; PRADO, 2014). Contaminantes produtores de goma provocam
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diversos problemas no processo de producdo de etanol, pois elevam a viscosidade do
caldo, provocando o entupimento de tubulagdes, centrifugas e peneiras (NOBRE, 2005).

A selecdo de linhagens resistentes as variagfes ocorridas no processo fermentativo
€ uma importante ferramenta na busca de alta produtividade, garantindo manutencéo da
qualidade do produto. As linhagens iniciadoras sdo adicionadas em alta quantidade para
iniciarem mais rapidamente o processo e prevalecer sobre a microbiota selvagem,
evitando a competicdo de nutrientes essenciais e producdo de metabdlitos que sejam
interferentes para uma boa producdo (STROPPA et al., 2009).

Grande parte das linhagens de leveduras utilizadas nas destilarias apresentam
caracteristicas indesejadas durante o processo de fermentacdo, mesmo sendo nativas do
processo. A producdo de espuma e a alta taxa de sedimentacdo aumenta o tempo de
fermentacdo. As linhagens produtoras de espuma inviabilizam a completa utilizacdo da
capacidade dos fermentadores e apresentam perdas durante a centrifugacdo
proporcionando maiores custos devido ao consumo de mais agentes anti-espuma e perda
no processo de centrifugacdo. A maioria das linhagens que produzem espuma também
tém alta floculacdo reduzindo o contato entre a levedura e o substrato, aumentando o
tempo de fermentacdo, resultando em altas concentragdes residuais de acucar (ABREU-
CAVALHEIRO; MONTEIRO, 2013).

Segundo Figueiredo (2008), o maior problema encontrado na producéo de alcool
atualmente € a floculacdo, se da devido a interacdo entre os lactobacilos e a levedura,
possivelmente, devido as altas concentracGes de calcio no mosto e sobre condicGes de
estresse. As bactérias se aderem por ligacGes entre moléculas nas paredes das leveduras,
fazendo com que a biomassa se precipite formando aglomerados. Esses aglomerados
causam a sedimentacdo das leveduras no fundo das dornas, reduzindo a conversdo de
acucar em etanol, ocasionando perda de células na centrifugacdo, com o consequente
gasto de substrato para a reposicao celular, determinando assim, queda no rendimento
alcodlico (LUDWIG et al., 2001).

O controle da contaminagdo tem sido conduzido pelo emprego de agentes
quimicos e fisicos com a finalidade de controlar ou inibir a contaminagdo no processo
fermentativo, sem afetar a viabilidade das células (FREITAS; ROMANOS, 2013).
Entretanto, muitas vezes os métodos adotados, como o tratamento com &cido sulfurico,
uso de antibidticos e aumento de temperatura no processo, tém causado danos ao e
provocado o aparecimento de microrganismos resistentes (NOBRE, 2005).

A criacdo de novas linhagens em laboratdrio, resistentes ao stress do processo,
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muitas vezes ndo sdo transferiveis para aplicacbes industriais devido ao sistema
operacional adotado, cujos pontos criticos adotados sdo divergentes dos sistemas
laboratoriais. As destilarias brasileiras possuem diversas linhagens de leveduras que séo
testadas em laboratorio mas que, em escala industrial, ndo sobreviveriam mais que um
més devido a reciclagem, ao tratamento acido e a competicdo com leveduras selvagens
(ABREU-CAVALHEIRO; MONTEIRO, 2013).

Caetano e Madaleno (2011), em extenso levantamento da microbiota
predominante de amostras de todo o ambiente fermentativo, obtiveram resultados que
revelaram que 98,52% das bactérias isoladas eram pertencentes ao grupo gram-positivo
com com 59,75% do género Lactobacillus sendo as bactérias lacticas as principais
promotoras de fermentacdo indesejadas devido sua resisténcia ao etanol (LUDWING;
OLIVA-NETO; ANGELIS, 2001). Durante o processo fermentativo a cana-de-agucar
traz consigo contaminantes de sua microbiota, do solo, da matéria organica em
decomposicdo e microrganismos associados as pragas e moléstias da planta que
concorrem com as leveduras selecionadas inicialmente (STECKELBERG, 2001;
STROPPA et al., 2009).

4. MATERIAL E METODOS

4.1. LEVEDURAS SELECIONADAS

Foram estudadas as leveduras Pichia kudriavzevii (BB2) e Saccharomyces
cerevisiae (BB9) previamente isoladas da usina de agucar e alcool Barralcool, Barra do
Bugres, MT por Silva et al. (2011). Estas linhagens fazem parte da colecéo de leveduras
da Rede Centro Oeste de Leveduras (RECOL). Como padréo foi utilizada a linhagem
industrial S. cerevisiae CAT-1, gentilmente cedida pela usina S&o Fernando Acucar e
Alcool (USFAA), Dourados, MS.

As leveduras P. kudriavzevii BB2 e S. cerevisiae BB9, foram identificadas por
(SILVA et al., 2011) e foram selecionadas para o presente trabalho por terem
apresentado melhor desempenho fermentativo e maior produtividade em etanol nas

condigdes estudadas anteriormente por Camargo (2013).
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4.2. MANUTENCAO DAS LEVEDURAS

As linhagens foram preservadas em tubos de ensaio com 5 mL de cultivo YEPD
(Yeast Extract, Pepton and Dextrose) agar inclinado (extrato de levedura, 10 g x L%
peptona, 20 g x L%; glicose, 20 g x L!; &gar, 15 g x L) autoclavado 121°C, 15 min, e
adicionado de glicerol a 20%. Os tubos foram vedados e armazenados em ultrafreezer a -

80°C, sendo repicadas quando necessario.

4.3. ATIVACAO DAS LEVEDURAS

As leveduras foram reativadas em agar YEPD estéril (1%, 2%, 2%, 1,5%) por
24 horas e depois repassado para um novo agar sendo incubado em estufa de 30°C por

mais 24 horas, para sua completa reativacao.

4.4. MULTIPLICACAO CELULAR

Para multiplicacdo celular foi transferida uma alcada de cada linhagem

selecionada para frascos Erlermeyers (250 mL) contendo 200 mL de caldo YEPD estéril

(extrato de levedura, 10 g X L'l; peptona, 20 g X L'l; glicose, 20 g x L'l, sendo incubados
por um periodo de 16-18 horas em agitador orbital rotativo em 200 rpm a 30°C em
aerobiose. Ap6s o tempo de crescimento, as células foram recolhidas por centrifugacéo
em centrifuga de tubos (Quimis) a 1500 x g por 5 minutos e transferidas para 0 meio de

cultivo.

4.5. PADRONIZACAO DO INOCULO

Os ensaios iniciaram-se com a concentragio inicial de células de 2x10% UFC x
mL? (ARAQUE et al., 2008) equivalente a 9 g x L™ de levedura inoculada no meio de
fermentacdo, concentracdo proxima a usada pelas usinas sucroenergética, que iniciam
com 10 a 20 g x L de leveduras (LIMA et al., 2001).
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4.6. FERMENTACAO EM MEIO YEPD

O ensaio com meio YEPD Foi adotado como controle (CUNHA et al., 2015). A
fermentagdo foi realizada em frasco Erlemeyer de 500 mL, tampados com rolhas de
silicone (evitando a entrada de ar constantemente), entretanto a cada 1 h esse frasco era
aberto para coleta das amostras, ocorrendo aeracao parcial do frasco e saida de CO,. As
leveduras selecionadas foram inoculadas em 300 mL de meio YEPD, incubadas em estufa
a 30°C, sendo os ensaios realizados em duplicata. Nas primeiras 10 h foram retiradas
amostras com volume de 5 mL a cada hora e apds 24 h de cultivo (STROPPA et al., 2009).
Logo apds a coleta das amostras em tubo plastico tipo falcon de 50 mL, foram
centrifugadas 1500 x g por 5 minutos e os sobrenadantes foram guardados em freezer a -
18°C até a realizagdo das analises por Cromatografia Liquida de Alta Performance (CLAP)

do inglés “Ultra-performance liquid chromatography” (UPLC).

4.7. PREPARO DO MOSTO

O mosto foi preparado com o concentrado de caldo de cana que sai dos
concentradores, fase pré-cristalizacdo. Esse caldo de aspecto cremoso chamado magma €
composto por duas fracdes distintas: aglcares cristalizados (sacarose e glicose) e o melago
que é composto basicamente pela fragdo ndo cristalizada dos agUcares sacarose, glicose e
frutose. O mosto a base de caldo de cana foi preparado através da dissolu¢cdo do magma
adicionando agua destilada até chegar em 22° Brix medido por refratdmetro (Figura 1). O
pH do mosto foi corrigido com H2SO4 (PA) para pH 3,0. Os valores de Brix e pH

escolhidos foram com intuito de se obter condi¢es mais severas utilizadas nas usinas.
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Figural: Aspecto do mosto preparado com 0 magma

Legenda: Figura A - Becker com 0 magma em processo de dissolucdo. Figura B - mosto dissolvido a 22°
Brix. Figura C - Mosto esterilizado.

Fonte: O autor.

4.7.1. FERMENTACAO EM MOSTO

Os ensaios fermentativos para producdo de alcool simulando o meio de cultivo
utilizado nas usinas sucroenergética. Foram realizados com mosto a 22° Brix e pH 3,0. O
objetivo foi tracar os perfis de desempenho das trés linhagens de leveduras estudadas,
visando determinar se 0 comportamento das linhagens em bancada se reproduz em meio
de cultivo similar aos utilizados nas usinas sucroenergética. O cultivo com 0 meio mosto

ocorreu nas mesmas condigdes da fermentagdo com meio YEPD.

4.7.2. PARAMETROS ESTABELECIDOS

Alguns parametros estabelecidos no cultivo com mosto, tem como intuito simular
as condicOes usadas nas usinas sucroenergetica, como a acidificacdo do meio abaixando
com H2SO4 até o pH 3,0, concentragéo de 22° Brix (porcentagem de solidos solGveis em
uma solucéo) e aeragdo do meio durante a fermentagéo devido as dornas serem abertas
(LIMA et al., 2001; BASSO, BASSO, ROCHA, 2011).

A intencdo de utilizar a concentragcdo de 22° Brix foi determinar até qual
concentracédo alcodlica as leveduras testadas resistem. Segundo Lima et al. (2001), a
concentragdes dos mostos nas destilarias brasileiras ficam de 15 a 25° Brix os melagos
diluidos com médias de 18 a 20° Brix. Ja Basso, Basso e Rocha (2011) afirmam que o
processo fermentativo € iniciado pela adicdo do mosto na concentracdo de 18 a 22% de

ART. As leveduras apresentam pH ideal de crescimento entre os valotes de 4,5 e 5,0 pH,
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Lima et al. (2001), mesmo sabendo disso as usinas sucroenergeticas baixam o pH do
fermento para 2,0-2,5 por 1-2 h como alternativa de reduzir as bactérias contaminantes
e causar a desfloculacdo (BASSO et al., 2008). Determinou-se como parametro o valor
de 22° Brix e o pH 3,0 como estressante e 5,0 comparativo com intuito de descobrir

leveduras com alto desempenho fermentativo.

4.8. FERMENTACAO EM MEIO MINERAL

O meio mineral apresenta por litro de agua destilada: (NH4)2SO4, 5,0 g; KH2POy,
3,0 g; MgS0,4.7H20, 0,5 g; 1 mL de elementos-traco (EDTA, 15 mg; ZnSO,. 7H20, 4,5
mg; MnCl,.2H20, 1 mg; CoCl,.6H20, 0,3 mg; CuSO4.5H20, 0,3 mg; Na2M00,4.2H-0,
0,4 mg; CaCl,.2H20, 4,5 mg; FeS0O,.7H20, 3,0 mg; HsBOs;, 1,0 mg; Kl, 0,1 mg),
autoclavado (121°C, 20 min), posteriormente adicionou-se ao meio 1 mL de solucédo
filtro-esterilizada de vitaminas (preparada em agua desmineralizada, a uma concentracao
final por litro de: D-biotina, 0,05mg; pantotenato de calcio, 1,0mg; &cido nicotinico, 1,0
mg; mio-inositol, 25 mg; cloreto de tiamina, 1,0 mg; piridoxina, 1,0 mg; e acido para-
aminobenzoico, 0,20 mg) (VERDUYN et al., 1992).

A solucdo foi preparada simulando as concentragdes presentes no mosto, (sacarose
122 gx L%, glicose 51 g x L e frutose 38g x L), tais concentragdes obtidas a partir dos
ensaios realizados com o mosto. Foram autoclavadas separadamente e a tiamina
esterilizada por filtracdo, sendo todos os componentes misturados ap6s atingida a
temperatura ambiente. Essa concentracao de carbono foi adotada seguindo os valores do

mosto do caldo de cana-de-agUcar a 22° Brix.

4.9. TESTE DE HIDROLISE DA SACAROSE

Foram coletadas 5 amostras do mosto a 22° Brix analisadas em HPLC. Os ensaios
foram realizados como forma de demostrar a causa da hidrdlise da sacarose antes de
iniciar o cultivo. Testou-se 0 mosto em condi¢Ges naturais (MN), o mosto esterilizado
(ME), mosto com pH 3,0 (MA), mosto esterilizado compH 3,0 (MEA 3,0) e mosto
esterilizado com pH 3,2 (MEA 3,2), em todos os casos utilizou-se H.SO, para corrigir o
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pH.

5.0. ANALISE POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA PERFORMANCE
(UPLC) PARA ANALISE DE ETANOL E SUBSTRATO RESIDUAL

O sobrenadante foi utilizado para determinar etanol e substrato residual por UPLC
Agilent 1290, equipado com coluna Rezex ROA — Organic Acid H* (8%) (Phenomenex).
A fase mdvel utilizada foi acido trifluoroacético (TFA) a 0,005 M, a uma vazéo de 0,6
mL x min., a 55°C (valores para a determinacéo de etanol), vazdo de 0,3 mL x min.?, a
25°C (valores para a determinacdo de substrato residual) e o volume injetado foi de 20pL
ambas andlises. Estes compostos foram detectados por um detector refratbmetro
diferencial Agilent 1260 (RID), acoplado a um modulo de aquisicdo de dados (FONSECA
etal., 2013).

5.1. QUANTIFICACAO DA ATIVIDADE DE INVERTASE NA BIOMASSA

Os ensaios enzimaticos foram realizados para quantificar a producdo de enzima
invertase produzida pela S. cerevisiae CAT-1. Foram realizados com diferentes
concentracOes de agucares e com fontes de carbono diferenciadas, de modo a verificar a
natureza da invertase, ou seja, se sua producao € induzida ou constitutiva.

Utilizou-se o meio mineral em pH 5,0, por ser considerada faixa 6tima entre pH
3,5-5,0 por Andjelkovic, Pi¢uri¢b e Vuj¢i¢c (2010) para a producdo de invertase de S.
cereviseae. Foram realizados com 3 fontes de carbono: sacarose (122 gxL-1), glicose (51
gxL-1) e outro com mistura das 3 fontes de carbono sacarose, glicose e frutose (211 gxL-
1).

As coletas foram feitas nos tempos: 0, 2, 4, 8, 10, 24 e 48 horas. Os meios
cultivados foram centrifugados a 1500 x g por 5 minutos a fim de separar a massa celular
do sobrenadante. A massa celular foi ressuspendida com 5 mL de tampdo acetato
centrifugada a fim de eliminar as impurezas, o procedimento foi repetido e apés a ultima
centrifugacdo, a massa celular foi ressuspendida em 5 mL de tampé&o acetato, sendo
denominada biomassa celular. Os ensaios enzimanticos foram utilizando a suspenséo da

biomassa para a quantificdo da invertase aderida a célula (BARBOSA, 2015).
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5.1.2. DETERMINACAO DAS ATIVIDADES ENZIMATICAS

A mistura de reacdo foi composta por 0,9 mL de tampé&o acetato de sodio 0,1M,
pH 4,5, contendo 1% de sacarose e 0,1 de suspenséo celular, mantido por 10 min. a 50°C.
O agucar redutor liberado foi quantificado a 540 nm pelo método de DNS (acido 3,5-
dinitrosalicilico), descrito por Miller (1959). A atividade enzimatica foi expressa como a

quantidade de enzima que produz 1 umol de produto por minuto de reagéo (U).

6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. FERMENTACAO EM MEIO YEPD A pH 6,0

Os parametros cinéticos no meio de cultura YEPD mostram as taxas de consumo
de glicose pela levedura S. cerevisiae CAT-1, P. kudriavzevii BB2 e S. cerevisiae BB9
(Gréficol). A S.cerevisiae CAT- 1 consumiu toda a glicose em 6 h enquanto que S.
cerevisiae BB9 consumiu 9 h e P. kudriavzevii BB2 consumiu apés as 9 h de cultivo. Os
resultados dos cultivos em escala laboratorial demonstram que a S.cerevisiae CAT- 1
consumiu a fonte de carbono em menor tempo em relacdo as outras leveduras. Assim
como Basso et al. (2008) e Moreira et al. (2013) relatam que a S. cerevisiae CAT-1
apresenta notavel capacidade de competir com outras leveduras, sobrevivendo e
dominando as fermentacGes, sendo atualmente a levedura mais utilizada nas usinas de
etanol no Brasil.

Quanto a produgéo de etanol no meio YEPD com 20 gxL™ de glicose, observa-
se no Gréafico 2 que as trés leveduras iniciaram a producdo apos 2 h de cultivo, sendo
que a S. cerevisiae CAT-1 apresentou maior valor inicial, mas ap6s 9 h de cultivo as trés
leveduras testadas produziram valores semelhantes. O Gréfico 2 mostra as producées de
etanol das leveduras P. kudriavzevii BB2 (7,99 gxL™), S. cerevisiae BB9 (7,55 gxL ') e
S. cerevisiae CAT-1 (7,15 gxL™Y) em 9 h de cultivo. Observou-se produgio semelhante
de etanol entre as duas leveduras testadas e a levedura industrial em condigdes
laboratoriais. Acredita-se que a semelhanca nos resultados, se deve ao meio YEPD
utilizado, por ser um meio natural que oferece nutrientes como peptona, extrato de

levedura e carboidrato como a glicose, proporcionado condi¢Ges 6timas de cultivo para
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ambas leveduras (BORTOLI et al., 2013).

Graéfico 1. Consumo de glicose das leveduras S. cerevisiae CAT-1, P. kudriavzevii BB2

e S. cerevisiae BB9 em meio YEPD a pH 6,0 durante 9 h de cultivo.
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Legenda: S. cerevisiae CAT-1 (e), P.kudriavzevii BB2 (m) ¢ S. cerevisiae BB9 (A).
Fonte: O autor.
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Graéfico 2. Producéo de etanol das leveduras S. cerevisiae CAT-1, P.kudriavzevii BB2 e

S. cerevisiae BB9 em meio YEPD a pH 6,0 durante 9 h de cultivo.
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Legenda:S. cerevisiae CAT-1 (e), P.kudriavzevii BB2 (m) ¢ S. cerevisiae BB9 (A).
Fonte: O autor.

6.2. FERMENTACAO EM MEIO MOSTO A pH 3,0

O cultivo com a S. cerevisiae CAT-1 em mosto com 22° Brix e pH 3,0,

apresentou inicialmente 46,18 g><L'1 de sacarose (Grafico 3). Ap6s 2h de cultivo
metabolizou 38 gxL™ de sacarose, liberando 19 gxL*xhde substrato. Possivelmente
essa alta metabolizacdo da sacarose tenha sido expressa pela invertase, assim como
observaram Muller (2013) e Espirito-santo (2012) relataram alta hidrolise da sacarose
devido acdo da enzima invertase. Avaliando o perfil de crescimento fermentativo da
linhagem S.cerevisiae CAT-1 frente a diferentes substratos demonstrou que a sacarose
é rapidamente hidrolisada no exterior das células devido a altas taxas de expresséo da
invertase (MULLER, 2013).
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Graéfico 3. Consumo de acUcar e producdo de etanol da S. cerevisiae CAT-1 em meio
mosto (pH 3,0) durante 24 h de cultivo.
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Legenda: Sacarose (@), glicose (m) frutose (A ) soma agtcares (4), etanol (o)
Fonte: O autor.

Acredita-se que a S. cerevisiae CAT-1 por ser uma levedura industrial apresenta
aspectos fisiolégicos dominantes e resistentes, que garantam sua permanéncia em
cultivos estressantes, devido sua superioridade e adaptagdo comparada com outras
leveduras. O sequenciamento total de seu genoma Stambuk et al. (2009) mostraram um
namero maior de genes relacionados ao metabolismo das vitaminas B1 e B6, que
aumentam a competitividade e garantem sua predominancia em relacdo as leveduras
selvagens e de laboratério. Com isso, a fermentacdo com a S. cerevisiae CAT-1 produz
pouca espuma, flocula menos e reduz o consumo de insumos. Analises realizadas por
Stambuk et al. (2009) mostraram também que as S. cerevisiae possuem um loci do gene
SUC2 em seu genoma, sendo postulada como uma adaptacdo para caldos ricos em
sacarose.

O perfil de hidrélise da sacarose no Grafico 3 confirma a superioridade da S.
cerevisiae CAT-1 em cultivos em mosto, em relacéo as outras duas leveduras testadas.
Também ha evidéncias de que a enzima apresenta caracteristica de ser constitutiva pelo
perfil decrescente da curva de sacarose mesmo com altas concentracdes de glicose no
meio o que poderia inibir a sua producdo, bem como sua atividade.

Acredita-se que a linhagem CAT-1 tenha maior producdo da enzima invertase,
mesmo em condicBes de estresse como em pH 3,0 e sob alta pressdo osmdtica causada

pela concentracdo de substrato do mosto a 22° Brix. De acordo com Basso et al. (2008)
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S. cerevisiae CAT-1 por ser uma linhagem selecionada a partir da pressdo seletiva do
processo industrial, apresenta predominécia nas dornas de fermentacdo, apresentando
caracteristicas essenciais para sua sobrevivéncia em condicOes de estresse celular.
Entretanto P. kudriavzevii BB2 (Gréafico 4) e S. cerevisiae BB9 (Gréfico 5) néo
apresentaram hidrolise da sacarose perceptivel nos resultados apresentados. Os perfis de
sacarose das leveduras testadas se mantiveram constantes, provavelmente néo
apresentaram a mesma expressao da invertase como a levedura S.cerevisiae CAT-1, ndo
ocorrendo a hidrolise da sacarose disponivel.

Verifica-se que no cultivo da S. cerevisiae CAT-1, (Gréafico 3) a metabolizacao
da sacarose é maior que o consumo da levedura, gerando um acumulo de substrato nos
perfis da glicose e frutose. A hidrolise da sacarose em 2 h liberou surpreendentemente 38
gxL-1 de substrato, sendo acumulado na forma de glicose (11gxL-1) e na forma de
frutose (17,56 gxL-1). Um total de 9,5 gxL-1de substrato foi consumido pela levedura
nesse periodo de 2 h de cultivo.

Gréfico 4. Consumo de agUcar e producdo de etanol da P. kudriavzevii BB2 em meio
mosto (pH 3,0) durante 24 h de cultivo.
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Legenda: Sacarose (®), glicose (m) frutose (A ) soma aglicares (4), etanol (o)
Fonte: O autor.



32

Grafico 5. Consumo de acUcar e producéo de etanol da S. cerevisiae BB9 em meio mosto
(pH 3,0) durante 24 h de cultivo.
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Legenda: Sacarose (®), glicose (m) frutose (A ) soma agtlicares (#), etanol (o).
Fonte: O autor.

A alta concentracdo de substrato no mosto a 22° Brix, acredita-se que esteja
proporcionando um meio estressante as células, acarretando a queda da viabilidade e
consequentemente baixo consumo. A S. Cerevisiae CAT-1 consumiu em 24 h de cultivo
45 gx L1 de substrato, ou seja 20% do total de substrato.

A S. cerevisiae CAT-1 iniciou a producdo de etanol com 3 h de cultivo,
produzindo 1,55 gxL, ao termino do cultivo com 24 h atingiu uma producdo de 9,38
gxLde etanol (Gréafico 3). Quanto a formagao de etanol a linhagem S. cerevisiae CAT-
1 em mosto se destacou em relacéo as outras duas leveduras testadas, devido a maior taxa
de conversdo de substrato a etanol (Yews) (0,41 g Eth.g™ na Tabelal).

O perfil cinético da P.kudriavzevii BB2 é um perfil praticamente constante das 3
fontes de carbono presente no mosto (Grafico 6), com consumo de apenas 10,2 gxL™ de
substrato durante as 24 h de cultivo. A producéo de etanol iniciou ap6s 9 h com 1,31 gxL-
1 e com 24 h produziu 2,87 gxL* (Gréafico 4). Assim como observado no Grafico 5 e 6
ndo foi possivel verificar nenhuma alteracdo no perfil da sacarose pela levedura S.
cerevisiae BB9, ap6s o tempo de 24 h consumiu um total de 18,2 gxL* de substrato. A S.
cerevisiae BB9 produziu etanol a partir de 6 h de cultivo (1,50 gxL™) e 3,81 gxL* de

etanol ap0ds 24 horas. Quando comparadas diferentes leveduras em mosto a base de caldo
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de cana-de-aguUcar, percebeu-se que S. cerevisiae CAT-1 apresentou melhor eficiéncia na
producdo de etanol, com répido e alto consumo de aglcar e uma producao superior de
etanol relacionada a outras leveduras testadas (BATISTOTE et al., 2010).

Os resultados obtidos permitiram concluir que as leveduras se comportam de
maneiras diferentes em processos com meio laboratorial YEPD e processos que simulam
0 meio utilizado nas industrias. Verificou-se que as trés leveduras testadas apresentaram
resultados semelhantes quanto a producdo de etanol no meio YEPD (Gréfico 2), ja em
condicdes de estresse em meio mosto (pH 3,0 a 22° Brix) a levedura comercial S.
cerevisiae CAT-1 apresentou relevante diferencial devido acapacidade de hidrolisar a
sacarose disponivel no meio (Gréafico 3 e 6). Além disso apresentou maior consumo de
acucar e melhor producédo de etanol em relagdo a P. kudriavzevii BB2 (Grafico 4) e S.
cerevisiae BB9 (Grafico 5).

Takeshige e Ouchi (1995) observaram em seu estudo que a producdo de etanol
por uma linhagem de levedura de laboratdrio foi menor que a levedura industrial, em um
meio de melaco com alta concentracdo de acglcares. Entretanto, as duas leveduras
produziram aproximadamente a mesma quantidade de etanol em meio YEPS com alta
concentracdo de sacarose. A produtividade baixa da levedura de laboratério no melaco
foi atribuida a limitacdo da hidrdlise da sacarose devido a ndo ativacdo da enzima
invertase.

O Grafico 7 apresenta uma comparacao entre os perfis das trés leveduras testadas.
Observa-se que os perfis ndo seguem o0 mesmo padréo de producéo, as linhagens no mosto
apresentaram producdo de etanol inferior ao meio YEPD. As trés leveduras no meio
YEPD tiveram producfes semelhantes, provavelmente devido as condicfes favoraveis
oferecidas pelo meio para o desenvolvimento das leveduras. Verificou-se que a BB9
apresentou maior producdo de etanol, cuja a linhagem é uma Saccharomyces cerevisiae.
Ja em condicdes de estresse em pH 3,0 e alta concentracdo de agucar do mosto a P.
kudriavzevii BB2 teve um desempenho inferior. Verifica-se que a BB9 embora seja uma
S.cerevisiae, a mesma apresentou menor producdo em relacdo a CAT-1 também
Saccharomyces cerevisiae demonstrando grande diferenca dessa espécie em condicdes
diferentes de cultivo. Essa comparacdo é de suma importancia pois demonstra que
experimentos de comparacao de linhagens conduzidos em bancada ndo reproduzem os
mesmos perfis nas condi¢des de processo industrial, uma linhagem que apresenta um
desempenho superior em um experimento de bancada pode ser desastrosa quando inserida

NO Processo.
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Assim muitos artigos podem néo condizer com a realidade quando as leveduras
tidas como 6timas sdo transferidas para o processo. Takeshige e Ouchi (1995), relatam
que linhagens laboratoriais de leveduras Saccharomyces cerevisiae foram selecionadas
boas fermentadoras em meio nutritivos comerciais, no entanto, apresentaram baixa
capacidade fermentativa em melaco pobre. Possivelmente devido as linhagens

laboratoriais serem mais sensiveis a certos fatores inibidores existentes no melago.

Gréfico 6. Perfil de consumo de sacarose da S. cerevisiae CAT-1, P. kudriavzevii BB2 e
S. cerevisiae BB9 em meio mosto (pH 3,0) durante 24 h de cultivo.
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Legenda: S. cerevisiae CAT-1 (e), P. kudriavzevii BB2 (m) e S. cerevisiae BB9 (A)
Fonte: O autor.

Tabela 1. Produtividade volumétrica de etanol com S. cerevisiae CAT-1, P. kudriavzevii
BB2 e S. cerevisiae BB9 em meio laboratorial YEPD (20 ng'l) e meio mosto (200 gxL~
1em pH 3,0 durante 9 e 24 horas.

Temp. S. cerevisiae P. kudriavzevii S. cerevisiae
Cultivos (h) CAT-1 BB2 BB9
Peth YEPD 9h 0,79 0,89 0,84
(9EthxL | PHBO 4 0,35 0,35 0,38
“Ixh1) | Mosto 5h 0,47 0,14 0,26
PH3.0 oy 0,41 0,11 0,16

Fonte: O autor.
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Grafico 7. Comparacao entre meio YEPD e meio mosto quanto a producdo de etanol em
24 horas.
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Legenda: YEPD (m) (20 gx L1 substrato); mosto (o) (200 gXL'lsubstrato). Letras iguais na barra significa
que ndo ha diferenca significativas entre as linhagens.

Fonte: O autor.

6.3. HIDROLISE DA SACAROSE DURANTE O PRE-TRATAMENTO

A partir dos resultados obtidos com o0 meio mosto (Gréfico 3), verificou-se que no
inicio dos cultivos a concentracao de sacarose no mosto (22° Brix, pH 3,0) apresentou-se
menor do que as concentragdes de glicose e frutose. Contudo era esperado uma maior
concentragdo de sacarose em relacdo aos demais agucares. Della-Bianca et al. (2013), por
exemplo, reportaram que sacarose corresponde a 60% dos agUcares totais, enquanto
glicose e frutose representam apenas 20% no melago, sendo a mesma proporgao
encontrada no magma. Isto motivou uma investigacdo das conconcentragdes do mosto

em diferentes condigdes de pré-tratamento (Tabela 2).
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Tabela 2. Avaliagdo da composicdo em termos de agucares do mosto natural submetido
a diferentes tratamentos.

Meios testados  gacarose gx L1 Glicose gx Ll Frutose g><L'l

MN 126,52 (59,8%) 46,04 (21,7%) 39,10 (18,5%)
ME 130,76 (61,5%) 44,60 (21,0%) 37,09 (17,5%)
MA 124,99 (58,6%) 48,33 (22,7%) 39,90 (18,7%)
MEA3,0  34,50(16,1%) 87,09(40,7%)  92,44(43,2%)
MEA3,2 51,98 (24,2%) 79,54 (37,0%) 83,25 (38,8%)

Legenda: MN-Mosto natural, ME -Mosto esterilizado, MA-Mosto acidificado pH 3,0, MEA 3,0 -Mosto
esterilizado e acidificado pH 3,0, MEA 3,2 - Mosto esterilizado e acidificado pH 3,2.

Fonte: O autor.

De acordo com os resultados da Tabela 2, verificou-se que conforme a
concentracdo de H.SO4 usado para ajustar o pH do meio, em conjunto com o calor e
pressdo da autoclave durante a esterilizagdo, ocasionaram a quebra da sacarose gerando
um aumento nas concentracfes de glicose e frutose do meio. Isto desencadeou a quebra
da sacarose, liberando glicose e frutose que por sua vez tiveram suas concentragdes
aumentadas. Percebe-se que este efeito foi maior com pH 3 (Tabela 2).

A esterilizacdo e a acidificagdo sozinhos ndo foram suficientes para alterar a
composicao dos agucares. E por isso que nos processos industriais esta mudanca no perfil

de acucares nao ocorre, pois ndo sofrem processo de esterilizacao.

6.4. HIDROLISE DA SACAROSE DURANTE A FERMENTACAO

Diante as linhagens estudadas, a S. cerevisiae CAT-1 foi a linhagem que
apresentou expressiva hidrélise da sacarose presente no mosto. Buscou-se entdo entender
0 mecanismo adotado por esta linhagem para explicar este comportamento fisiologico. A
levedura apresentou uma intensa quebra da sacarose antes de consumir a glicose livre no
meio. Para entender essa opgdo metabolica adotada pela S. cerevisiae CAT-1 realizou se
novos ensaios utilizando o meio mineral com as mesmas concentragdes de aglcares do
mosto em pH 3,0 e pH 5,0. O meio mineral foi preparado de maneira a reproduzir as
concentragOes de acglcares do mosto. Foi adotado um meio com composi¢do conhecida
para avaliar se a alta concentracdo de aglcar do meio mosto poderia influenciar na
preferéncia da sacarose ou se outro composto presente no mosto estaria inibindo a S.

cerevisiae CAT-1.
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6.5. CULTIVO DE S. cerevisiae CAT-1 COM MOSTO A pH 3,0

O mosto natural apresentou pH 5,2-5,6. Para se obter o meio mosto em pH 3,0,
utilizou-se H>SO4 (PA) para corrigir o pH. Verificou-se a hidrélise da sacarose, contudo
com uma concentra¢do de sacarose (46,19 gxL; Grafico 3) um pouco acima daquela
obtida na Tabela 2. Observou-se que a acdo em conjunto do H2SO4 com o calor e pressado
exercidos no processo de esterilizacdo ocasionaram a quebra da sacarose.

Embora a produgéo de etanol seja um processo bem conhecido, existem lacunas
que ainda demandam de maior conhecimento do metabolismo dos microorganismos.
Sendo assim, do ponto de vista industrial, entender o consumo simultneo de aglcares
por leveduras é altamente desejado, uma vez que diminui o tempo de processo e,
consequentemente, aumenta a produtividade. Utilizou-se o meio mosto a base de caldo
de cana cuja composicdo sdo misturas de carboidratos monossacarideos (glicose e
frutose) e dissacarideo (sacarose), sendo de extrema importancia a elucidacdo de seu
metabolismo pela S. cerevisiae CAT- 1 frente a diferentes condigdes de pH.

Observou-se que em apenas 2 h a concentracdo de sacarose foi reduzida de
de 46,19 gxL* para 8,10 gxL™. Esta expressiva metabolizacdo de sacarose deu-se
numa surpreendente taxa de 19 gxL*xh™ (Gréafico 3) presumidamente devida a agio
da enzima invertase expressa por S. cerevisiae CAT-1. Verificou-se a quebra da sacarose
antes do consumo total da glicose livre no meio, indicando provavelmente a presenca de
genes responsaveis pela hidrélise da sacarose. Estudos mostram que o gene SUC2 tem
grande influéncia na metabolizacdo da sacarose em leveduras, assim como observado por
Fonseca et al.(2013).

S. cerevisiae apresentam duas vias de utilizacdo de sacarose: a hidrolise
extracelular predominantemente pela acdo da invertase periplasmatica extracelular,
codificada pelo gene SUC2, liberando glicose e frutose que sdo captadas por difuséo
facilitada através de transportadores codificados por membros da familia de genes HXT
e outra envolvendo o transporte ativo da sacarose com a posterior hidrélise intracelular
do acucar (BASSO et al.,2011).

O gene SUC proporciona uma boa adaptacéo da célula a caldos ricos em sacarose
assim como ao mosto a base de caldo de cana, pois codifica invertases funcionais para a
hidrolise do dissacarideo. S. cerevisiae CAT-1 contém apenas uma copia de SUC2
(MARQUES et al., 2015). Devido a regulacdo do gene SUC2, S. cerevisiae CAT-1
apresenta bom desempenho quanto a atividade de invertase, proporcionando eficiente
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consumo de substratos mistos contendo sacarose, glicose e frutose (STAMBUK et al.,
2009).

A possivel acdo da enzima invertase sobre a sacarose gerou um aumento na
concentragéo da glicose de 5,52 gxL*xh e na frutose de 8,76 gxLxh™ nestas 2 h de
cultivo (Gréfico 3). O perfil cinético revela que a taxa de inversdo da sacarose € maior
que a taxa de consumo por S.cerevisiae CAT-1 devido ao acimulo de substrato. Apés o
esgotamento da sacarose (9 h de cultivo), verificou-seo consumo um pouco mais acentuado
de glicosee frutose (Gréafico 3). O transporte de glicose proveniente da quebra da sacarose
ocorre utilizando o sistema de baixa afinidade, enquanto que a concentragédo de glicose
livre é alta, provocando a repressdo do consumo dos outros aglcares. Uma vez que a
concentracdo de glicose atinge taxas menores, o sistema de alta afinidade provavelmente
alivia a repressédo sobre o transporte dos outros agucares, permitindo o consumo de ambos
os agucares parcialmente reprimidos (FONSECA et al., 2013).

O pH acido é importante para controlar a contaminacéo bacteriana no processo
industrial. Embora o reciclo de células nas usinas reduz ao pH de 2,0 a 3,0 pelo uso de
H>SO4 por algumas horas, isso pode provocar distarbios fisiolégicos nas células, e.g.
reducdo nos niveis de trealose, ocasionando a queda de viabilidade celular (Ferreira,
Amorim e Basso, 1999), a exposicdo continua do acido as células em cultivos de até 48
h em pH 3,0 provocou danos a célula de S. cerevisiae CAT-1.

A producdo de etanol deu-se ap6s 3 h, alcancando 9,39 gxL* de etanol apds 24 h
de cultivo (Gréfico 3). Acredita-se que a situacdo estressante causada durante todo o
cultivo tenha provocado alteragcdes fisioldgicas como queda na viabilidade, baixo
consumo e reduzida taxa de producdo de etanol. E possivel que a juncéo de algum fator
ainda desconhecido em sinergismo com o pH &cido tenha afetado significativamente a

producdo de etanol.

6.5.1. CULTIVO DE S. cerevisiae CAT-1 COM MOSTO A pH 5,0

Para se obter 0 meio mosto em pH 5,0, utilizou-se HCI (1M) para corrigir o pH.
Verificou-se que a hidrolise da sacarose ocorreu a uma taxa mais baixa durante o pré-
tratamento, tendo este actcar iniciado o cultivo com 108,70gxL™ de sacarose devido o
uso de um &cido de composicdo e concentragdo mais fraco (Grafico 8). Essa quebra
inferior se deve a menor reducdo de pH em relacdo ao pH do mosto natural, requerendo

uma menor quantidade e concentracdo de um reagente mais fraco como o HCI (1M),
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ocasionando menor reacdo de hidrélise durante a esterilizacéo.

Gréfico 8. Cinética de consumo dos substratos e producdo de etanol com a S. cerevisiae
CAT-1 em mosto pH 5,0 durante 24 horas de cultivo.
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Fonte: O autor.

Neste estudo também se observou uma queda abrupta na concentragdo de sacarose
do meio. Apos apenas 1 h de cultivo a concentracdo deste aclcar foi reduzida em 26gxL"
1. Ap6s 4 h de cultivo a queda da concentragdo de sacarose foi de 56 gxL, i.e., 51% do
contetdo total foi metabolizado. Acredita-se que essa expressiva quebra da sacarose tenha
ocorrido devido a presenca de enzimas invertases. Por outro lado, observou-se um
aumento de 41 gxL* no contetido da glicose e 48 gxL* de frutose em 9 h devido & quebra
da sacarose, indicando que a taxa de consumo dos demais agucares pela levedura é menor
do que a metabolizacdo da sacarose. Apds 9 h de cultivo, com a reducdo da hidrélise da
sacarose a valores de 20 gxL™, glicose passou a ter um consumo preferencial em relagéo
a frutose, que praticamente manteve sua concentragdo até o fim do cultivo (Gréfico 8).

A producio de etanol teve inicio apds 4 h, alcancando 28,30 gxL de etanol ap6s
as 24 h de cultivo. A levedura precisou de 1 h a mais em relacéo ao cultivo com mosto a
pH 3,0 para se adaptar ao meio e iniciar a producdo de etanol. Entretanto sua produgéo
final de etanol foi 3 vezes maior do que a producdo de etanol em mosto a pH 3,0. A
melhor taxa de producéo de etanol foi no periodo de 12 a 24 h, produzindo 1,2 gxL*xh!
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de etanol (Grafico 8).

6.5.2. CULTIVO DE S. cerevisiae CAT-1 COM MEIO MINERAL A pH 3,0

O meio mineral natural apresentou pH 4,0- 4,5. A correcdo do meio foi realizada
com H2SO4 (PA) para se obter o pH 3,0. Verificou-se uma menor hidrélise da sacarose
no inicio do cultivo (93,57 gxL*; Grafico 9) em relacdo a correcdo do mosto a pH 3,0
(46,19 gxL*; Gréfico 3). Essa menor quebra se deve a menor quantidade de &cido usada
para se obter o pH 3,0 no meio mineral natural. Confirma-se novamente a agédo exercida
pelo H2SO4 com o calor e pressdo no processo de esterilizagdo ocasionaram a quebra da
sacarose durante o pré-tratamento. Assim como demonstrou o teste MEA 3,2 na Tabela
2, 0 uso de uma concentracdo menor de acido provocou menor reacdo de hidrélise da

sacarose durante a esterilizacéo.

Graéfico 9. Cinética de consumo dos substratos e producdo de etanol com a S. cerevisiae
CAT-1 em meio mineral a pH 3,0.
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Observou-se em 5 h a hidrolise de 54 gxL™ de sacarose, i.e., 57% do contelido
total foi metabolizado. Liberando 10,8 gxLxh™ de aglicar para consumo. No mesmo
périodo, ocorreu um aumento de 7 gxL* de glicose e 19,5 gxL* de frutose. Confirmando
0 dado que a quebra da sacarose ocorre em uma velocidade maior que o consumo da
levedura. No presente cultivo verificou-se maior consumo do substrato em relacdo ao
meio mosto em pH 3,0 e 5,0, devido os menores valores de glicose e frutose acumulados
durante o cultivo. O aumento da frutose até 12 h de cultivo provém da quebra da sacarose.
Ap0bs 24 h quando a concentracéo de glicose é reduzida a 38 gxL™, a frutose passa a ser
consumida, indicando uma preferéncia pela glicose, conforme reportado na literatura
(FONSECA et al., 2013).

A produg&o de etanol iniciou apods 3 h, gerando 29,17 gx L de etanol em 24 horas.
A melhor produc&o ocorreu no periodo de 6 a 9 h, produzindo 1,94 gxL*xh? de etanol
(Grafico 9).

6.5.3. CULTIVO DE S. cerevisiae CAT-1 COM MEIO MINERAL A pH 5,0

A correcdo do meio mineral pH 5,0 foi realizada com NaOH (1 mol), iniciando o
cultivo com 95 gxL* de sacarose conforme Gréafico 10. Verificou-se que ap6s 6 h de
cultivo a concentragdo de sacarose foi reduzidade de 95 gxL! para 18,69 gxL*. A
sacarose. No mesmo periodo observou-se aumento na concentracdo de glicose e frutose,
devido a hidrolise da sacarose. Presume-se que essa rapida hidrélise da sacarose seja
devido a alta atividade de invertase. Observou-se queda nos valores de glicose e frutose
assim que os valores de sacarose chegam proximos a 15 gxL™ no tempo de 9 horas. Ap6s
a queda nos valores de sacarose, a levedura apresentou consumo de 21 gxL* de glicose e
apenas 6 gxL* de frutose de 9 a 24 h (Gréfico 10).

A produc&o de etanol iniciou apds 3 h, gerando um total de 30,70gxL™ em 24 h
de cultivo, sendo este o maior valor quanto a producédo de etanol em relagdo aos outros
cultivos (Gréafico 10). Sua melhor producédo foi em 9 h de cultivo (2,35 gxL*xh? de

etanol).
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Graéfico 10. Cinética de consumo dos substratos e producdo de etanol com a S.
cerevisiae CAT-1 em meio mineral a pH 5,0 durante 24 horas de cultivo.
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6.6. PRODUCAO DE BIOMASSA DE S. cerevisiae CAT-1 A PARTIR DE MEIO
MINERAL A pH 3,0 -5,0 EMOSTO ApH 5,0

O catabolismo dos substratos pela S. cerevisiae pode se dar pela via aer6bia e
anaerdbia.Verifica-se que em leveduras, mesmo na presenca de oxigénio, a via anaerdbia
também pode ser escolhida. De acordo com o0s resultados baixos de biomassa presume-
se que a escolha foi a fermentacdo. O processo de fermentacdo provoca aumento do
consumo de energia para manutencéo e desvio de carbono para formagdo de metabolitos
como etanol. Mesmo na presenca de oxigénio a fermentagcdo pode ser adotada pela S.
cerevisiae devido a inibicdo da respiracdo pela alta concentragdo de glicose. A glicose
reprime a expresséo dos genes que codificam as enzimas do ciclo de krebs, enzimas da
cadeia respiratoria e estruturas mitocondriais, e induzem a expresséo de genes envolvidos
no metabolismo fermentativo (ESPIRITO-SANTO,2012).

Os cultivos realizados apresentaram significativas alteragfes quanto a producéo

de biomassa, verificou-se que o meio mineral apresentou maior produgdo em menor
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tempo de cultivo em relacdo ao meio mosto (Grafico 11).

Grafico 11. Perfil de producédo de biomassa da S. cerevisiae CAT-1no periodo de 3 a 24
h de cultivo.
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Fonte: O autor.

O meio mineral a pH 5,0 produziu maior valor de biomassa (2 gxL™*) ap6s 9 h de
cultivo, no mesmo periodo o mosto a pH 5,0 produziu somente 0,90 gxL*. Acredita-se
que o meio mineral por ser um meio definido, apresenta composicdo mais rica de
nutrientes favorecendo um melhor desenvovimento da levedura. Estudos mostram que
compostos nitrogenados séo importantes para o sucesso e conclusdo dos processos de
fermentacdo industrial garantindo qualidade na producdo de etanol. As deficiéncias de
nitrogénio foram identificadas como uma das principais causas de fermentacGes
paralisadas (MIRANDA Jr. et al.; 2009).

Presume-se que a producdo de metabdlitos e alta taxa de etanol, ap6s 9h de
cultivo, tenha desestruturado a estrutura e metabolismo da levedura, provocando queda
na viabilidade das leveduras nos meios minerais pH 3,0 e 5.0. Devido 0 meio mineral
apresentar em sua composicdo componentes nitrogenados, potassio, magnesio e
vitaminas como a biotina, etiamina. Acredita-se que esses componentes sejam de extrema
importancia nutricional para o desenvolvimento da levedura, favorecendo o cultivo para
uma melhor produgdo de biomassa. Embora o mosto a base de caldo de cana seja um
meio muito utilizado nos processos industriais, sabe-se que este apresenta baixa taxa

nutricional com somente 0,5 e 1% de componentes nitrogenados, sua utilizacdo se deve
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ao seu baixo valor.

O mosto pH 5,0 apresentou fase de adaptacdo maior e menores valores de
biomassa em relagdo ao meio mineral. Em 12 h de cultivo o mosto produziu 0,92 gxL™*
de biomassa enquanto os cultivos com meio mineral chegaram no mesmo valor em 6 h
(Grafico 11). O cultivo com mosto apresentou queda na producdo de biomassa (Grafico
11) e de etanol (Grafico 8) ap6s 24 h de cultivo. Possivelmete ocasionada pela alta
concentracédo de etanol e outros metabolitos no meio, agindo como fator estressante sobre
a levedura (Grafico 11). J& no meio mineral reduziu a producdo de biomassa apds 9 h,
correspondentemente no mesmo periodo de melhor producéo de etanol (Graficos 10 e
11). Demostrando perda de viabilidade da levedura possivelmente devido ao aumento das
concentracgdes de etanol.

O estresse com etanol inibe o sistema de transporte de aminoacidos e glicose e
pode levar a perda da viabilidade celular e a inibi¢do de crescimento celular (SOUZA,
2009). A fluidez da membrana, que esta relacionada com a sua composicao lipidica, é
profundamente alterada na presenca de etanol e, como resultado, a permeabilidade da
membrana para alguns ions (especialmente ions H*) sdo significativamente afetados
(BASSO et al.; 2011). Além de afetar a composi¢do da membrana de levedura, o etanol
afeta a fisiologia da levedura inibindo seu crescimento, ocasiona a inativacdo enzimatica,
0 que leva a uma viabilidade celular diminuida.

Assim como confirma Camilios Neto et al. (2005), baixa concentracdo de
nitrogénio no meio proporciona queda na concentracdo de biomassa. De acordo com 0s
cultivos realizados por Fonseca et al. (2013), meios com baixa concentragéo de nutrientes
apresentam crescimento limitado e baixo rendimento de biomassa no substrato. O reciclo
de células durante o processo industrial ocasiona um aumento de células mortas que
servem como fonte de alimento enriquecendo o meio fermentativo liberando
aminoacidos, vitaminas e minerais, no presente trabalho o mosto néo foi complementado

nutricionalmente.

6.7. DETERMINACAO DA ATIVIDADE DE INVERTASE NAS CELULAS

Ap0s os cultivos com a S. cerevisiae CAT-1 em meio mineral e mosto a pH 3,0 e
5,0. Verificou-se que independente do meio e do pH adotado a levedura apresentou
expressiva capacidade em hidrélisar a sacarose. Presume-se que esta quebra esteja
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ocorrendo devido a expressdo de enzimas invertases pela levedura. Assim como relatam
Marques et al. (2017), que a linhagem das Saccharomyces cerevisiae apresentam como
caracteristica fisiologica a producdo de enzimas invertases capazes de hidrolisar a
sacarose presente no mosto liberando glicose e frutose para consumo da levedura.

Sendo assim, a partir desses resultados com intensa quebra de sacarose realizou-
se 0 cultivo com o0 meio mineral a pH 5,0, com a S. cerevisiae CAT-1, com o intuito de
comprovar a presenca da enzima invertase e quanto sua natureza. Utilizou-se as 3 fontes
de carbono presentes no mosto natural em diferentes concentracdes, sacarose (122 gxL-
b, glicose (51 gxL™?) e sacarose, glicose e frutose (211 gxL™).

A S. cerevisiae CAT-1 produziu a mesma quantidade de enzima com as 3 fontes
de carbono testadas e em diferentes concentracdes de acglcar. Sendo assim 0 ensaio
comprova a presenca da enzima invertase e de acordo com a dosagem das enzimas 0s
valores iguais em diferentes fontes de carbono, demonstram a presenca de enzima
constitutiva (Gréfico 13). Assim como Trujillo et al. (2009) verificaram a presenca de
invertase constitutiva em fungos Aspergillus diante de diferentes fontes de carbono.
Enzimas constitutivas sdo produzidas continuamente por microrganismos, seja eles
fungos filamentosos ou leveduriformes, independentemente da presenca de substrato sao
produzidas em quantidades constantes sem ter em conta a exigéncia fisioldgica ou a
concentragdo do substrato. Elas sdo sintetizadas continuamente porque seu papel na
manutencdo dos processos celulares ou estrutural sdo indispensaveis (LI et al., 2013).

A S. cerevisiae CAT-1 apresentou como caracteristica a producdo de enzimas
invertases e essas de natureza constitutiva. Esses resultados quanto a presenca da enzima
e sua natureza, explicam a quebra da sacarose, independente da presenca de glicose ao
livre presente no meio durante os experimentos. Isso deve-se ao fato desta linhagem
apresentar enzimas constitutivas, onde independente do aglcar disponivel o
microrganismo ird produzir enzimas capazes de trabalhar na quebra da sacarose presente
no meio reacional, liberando monossacarideos (glicose e frutose), para o consumo da
levedura. A S. cerevisiae CAT-1 por apresentar invertase constitutiva, pode ser um dos
motivos que garatem a superioridade da levedura industrial nas destilarias, onde as
invertases provenientes da S. cerevisiae CAT-1 hidrolisam rapidamente a sacarose em
glicose e frutose, disponibilizando estes aclcares para o consumo da levedura, acelerando
0 processo fermentativo para producéo de etanol.

A S. cerevisiae apresenta alta atividade invertase e também vérios loci SUC no

genoma, quando expostas a meios de culturas onde a sacarose € o principal agUcar a ser
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fermentado (mosto), o gene SUC2 esta presente em todas as leveduras do género
Saccharomyces (STAMBUK et al., 2009). Essa rapida hidrdlise da sacarose provocada
seja pela enzima invertase ou pela acdo do gene SUC2, libera grande quantidade de
glicose e frutose no meio, podendo favorecer o desenvolvimento de outras leveduras que
ndo possui invertase, inclusive linhagens contaminantes. Entretanto estudos demonstram
que devido as condicOes estressantes existentes no processo industrial, a S. cerevisiae
CAT-1 ainda é a levedura mais utilizada e mais preparada para 0 uso em grande escala
na producdo de etanol industrial. Esse aumento de monossacarideos livres no meio pode
provocar alteracdes na expressao génica das células de outras S. cerevisiae devido a
alteragBes no equilibrio osmético do meio, ocasionado pelas altas concentragdes de
glicose e frutose geradas (VERSTREPEN et al., 2004).

Graéfico 12. Producdo de enzima invertase pela levedura S. cerevisiae CAT-1 em meio
mineral a pH 5,0 em 48 horas de cultivo.
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A S. cerevisiae CAT-1 produziu inicialmente 29 U/mL de invertase nas 3
condicGes de substrato (Gréafico 13). A levedura indiferente a fonte de carbono oferecida,
por ser constitutiva, produz enzimas para degradacdo da sacarose. Durante as 24 h de
cultivo a producdo enzimatica manteve-se constante, apés 48 h de cultivo a producéo
reduziu para 13 U/mL com as 3 fontes de carbono (Gréafico 13), esse fato pode ocorrer

pela inibicdo do metabolismo da levedura ou pela presenca de outros compostos, como a
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presenca de etanol presentes no meio devido o tempo de reacdo. A presenca de etanol no
meio, desnatura a proteina.

No entanto, o que faz a linhagem S. cerevisiae CAT-1 bem adaptada as rigorosas
condicdes de usina e garatem sua maior dominancia e persisténcia em relacdo a outras
leveduras, sdo questdes ainda ndo totalmente compreendidas (DELLA BIANCA et al.,
2013).
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7. CONCLUSAO

P. kudriavzevii BB2 e S. cerevisiae BB9 nédo apresentaram potencial industrial
para a producdo de etanol de acordo com os resultados em mosto similar ao adotado na
industria, atribuido a limitacdo da hidrolise da sacarose devido ndo ativacdo da enzima
invertase. S. cerevisiae CAT-1 teve melhor desempenho fermentativo diante das outras
leveduras testadas. Esta apresentou melhor producdo de etanol e caracteristicas
fisiol6gicas que garantiram um bom desempenho diante de aspectos estressantes.

S. cerevisiae CAT-1 apresentou baixa producdo de etanol em meio mosto pH 3,0,
devido a composicdo do mosto e fatores estressantes, inibindo a levedura. Os resultados
foram melhores quanto a producéo de etanol em meio mosto pH 5,0. Acredita-se que se
deve a menor condicdo estressante provocada a levedura nessas condi¢des de pH. J& os
resultados com 0s meios minerais mostraram boa adaptacdo fermentatica seja ela em pH
3,0 estressante, seja ela pH 5,0 padrdo, se deve a composi¢cdo do meio mineral que
proporcionou maior resisténcia a levedura durante o cultivo.

A taxa de produgdo de invertase foi igual diante das 3 fontes de carbono testadas
a S. cerevisiae CAT-1 apresentou a mesma producdo de enzima. Ou seja 0s resultados
demonstraram que indiferente ao subrato presente a levedura produziu a enzima invertase
responsavel pela degradacdo de sacarose presente no meio. Essa acdo é caracteristica a

enzima constitutiva.
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