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RESUMO

O Brasil detém o que se entende por mais moderno na produgdo de etanol, no entanto
existem muitos questionamentos em relacdo a acdo do estresse fermentativo aos quais séo
submetidas as leveduras durante a producdo de etanol combustivel. O processo é passivo
de grandes oscilagcbes no mosto fermentativo e estas oscilagbes refletem diretamente nas
leveduras ocasionando o estresse celular. No entanto, a busca por um processo mais
eficiente na producdo de etanol perpassa por compreender as bases do processo de
producdo e as condigdes estressantes as quais sdo submetidas as leveduras. O estudo visa
analisar o perfil de estresse celular aos quais sdo submetidas as leveduras durante o
processo fermentativo. Para o cultivo celular foram utilizadas as linhagens Catanduva-1 e
Red Star cultivadas em meio (YPD 2%) esterilizado a 120°C por 20 minutos, e incubadas a
30°C por 10 horas para producdo de biomassa. O mosto foi calibrado nas concentracGes de
(18°, 22° e 25°) Brix nas temperaturas de 30°C e 40°C, aliquotas foram retiradas para as
analises dos parametros fermentativos, metabolitos secundarios e consumo de
aminoacidos. A biomassa foi realizada por medidas espectrofotométricas a 570nm, a
viabilidade celular por coloracdo de azul de metileno e contagem em camara de Neubauer,
0 consumo dos acuUcares determinado pelo método do acido 3,5dinitrosalicilico. A
concentracdo de etanol foi analisada por cromatografia gasosa, glicerol por kit enzimatico
de triglicerideos (Laborlab®), acidez por titulacdo utilizando NaOH (0,1M), o pH por fita
de papel indicador e a condutividade por condutivimetro. A identificacdo dos aminoacidos
foi realizada por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). De acordo com 0s
resultados obtidos, as leveduras estudadas sofreram a acdo do estresse fermentativo,
mostrando que estes fatores interferem na producdo de etanol. Para a producgdo de
metabolitos a levedura Catanduva-1 produziu menos etanol e manteve a producdo de
glicerol. A Red Star apresentou maior producdo de etanol, no entanto apresentou um
aumento gradativo de glicerol.A acidez aumentou com o aumento da temperatura,
concentracdes de Brix, e tempos maiores de fermentagcfes, iSso ocorreu para ambas as
leveduras. A linhagem Catanduva-1 apresentou a maior condutividade na temperatura de
40°C, entretanto a Red Star a menor. As analises dos aminoacidos apresentaram diferencas
significativas na concentragdo, sendo o tempo de fermentacdo preponderante.

Palavras-chave:Levedura, fermentagéo, etanol
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ABSTRACT

Brazil has what is considered the most modern in ethanol production, however, there are
still many questions regarding to the action of fermentative stress that are submitted to
yeasts during the production of ethanol fuel. The process is passive of large oscillations in
the fermentative wort, and these oscillations may reflect directly in the yeasts causing the
cellular stress. However, the search for a more efficient process in the production of
ethanol goes by understanding the bases of the production process and the stressful
conditions in which the yeasts are submitted. Therefore, the aim of this study is to analyse
the cellular stress profile of the yeasts during the fermentation process. For cell culture, it
was used Catanduva-1 and Red Star strains cultured in 2% YPD, sterilized at 120°C for 20
minutes and incubated at 30°C for 10 hours, for biomass production. The wort was
calibrated at different Brix concentrations (18°, 22° e 25°) at 30°C and 40°C, and aliquots
were taken to analysis of fermentative parameters, secondary metabolites and amino acid
consumption. The biomass was performed by spectrophotometric measurements at 570nm,
cell viability by methylene blue staining and counting in Neubauer chamber, and the
consumption of sugars was determined by the 3,5 dinitrosalicylic acid method. The ethanol
concentration was analysed by gas chromatography, glycerol by enzymatic triglyceride kit
(Laborlab®), the acidity by titration using NaOH (0.1M), pH by indicator paper tape and
conductivity by conductivity meter. The amino acids identification was performed by
High-Performance Liquid Chromatography (HPLC). According to the results of the study,
the yeasts underwent the action of the fermentative stress, showing that these factors may
interfere in the ethanol production. Regarding the production of metabolites, the yeast
Catanduva-1 produced less ethanol and maintained the glycerol production. Red Star
produced more ethanol; however, it showed a gradual increase of glycerol. The acidity
increased with temperature, Brix concentrations, and longer fermentation times, this
occurred for both yeasts. The yeast Catanduva-1 showed the highest conductivity at 40° C,
while Red Star showed the lowest one. The amino acids analysis showed significant
difference in concentration, being the preponderant fermentation time.

Key words: Yeast, fermentation, ethanol.
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CAPITULO 1 CONSIDERACOES GERAIS

O etanol é uma fonte de energia renovavel que compde a matriz energética do
Brasil. A presenca de unidades de producdo praticamente em todos os estados do pais traz
beneficios importantes, como milhdes de postos de trabalhos, constituindo uma parcela
significativa da economia do pais (REIS,2016). O processo de producdo de etanol no
Brasil utiliza a cana-de-agticar como matéria-prima, na qual sdo desenvolvidas como caldo
de cana, mosto, melaco diluido ou uma mistura de ambos (AMORIM et al., 2011).

O cultivo da cana-de-acucar representa mais de 9 milhdes de hectares no Brasil e é
plantado em todo territério nacional. O Brasil € o maior produtor e exportador de aglcar e
0 segundo maior produtor de etanol, segundo dado Unido da Industria de Cana-de-acucar
(UNICA, 2016). Aproducdo de etanol a partir do milho, o Estados Unidos é o maior
produtor do mundo e, juntamente com o Brasil, representam 70% da producdo mundial
deste importante biocombustivel, de acordo com os dados Renew able Fuels Association
(RFA, 2015).

A cana-de-agUcar apresenta vantagens econémicas e ambientais na producdo de
etanol, comparando com outras matéria primas. Apresentando uma eficiéncia energética
positiva, sendo que a cada 9,3 unidades de energia renovavel, utiliza-se uma unidade de
energia fossil. Logo, o derivado de milho produz apenas 1,4 e a beterraba, 2,0 unidade de
energia fossil. Usinas brasileiras possuem autossuficiéncia energética, gerando bioenergia,
utilizando produtos do préprio processo, apresentando maior produtividade de litros de
etanol por ha!, com producéo de 6,5 mil L ha! em contrapartida o milho produz 4,2 mil L
ha! e a beterraba 5,5 mil L hat, segundo dados da Gestdo no Campo (GNC, 2014).

O Brasil defronta com a perspectiva de um aumento significativo da demanda de
alcool combustivel. Essa previsdo se sustenta em trés realidades de mercado: aumento
interno do consumo de alcool hidratado pelo sucesso de introducédo da alternativa flex-fuel
no mercado de veiculos automotivos leves; expansdo das exportacGes brasileiras de alcool
a gasolina, como forma de enfrentar o aquecimento global; opc¢éo brasileira pela produgéo
do biodiesel, utilizando etanol na transesterificagdo dos Oleos vegetais (BONOMI &
FELIPE, 2010).0 levantamento da producéo de etanol na safra de 2014/2015 esté estimada
em 28,66 bilhdes de litros, 705,92 milhdes de litros, a mais do que os 27,96 bilhdes de
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litros da safra 2012/13. Deste total, 11,80 bilhdes de litros devera ser de etanol anidro e
16,86 bilhGes de litros de etanol hidratado. No Brasil, a regido do Centro-Sul, apresenta a
maior producdo de etanol, produzindo 92,93%, sendo S&o Paulo 48,61%, Goias 14,41%,
Minas Gerais 10,25%, Mato Grosso do Sul 9,02%, Parana 5,72% e Mato Grosso 3,93%,
segundo Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB, 2014).

O setor sucroenergético no Estado de Mato Grosso do Sul tem apresentado um
crescimento acentuado, principalmente na regido Sul do estado, em terras antes destinadas
a pecuaria e em areas de pastagens degradadas, que agora estdo sendo substituidas pela
cana-de-acucar (CENTENARO, 2012). A regido da Grande Dourados tem se tornado um
polo industrial, pois 13 municipios tém usinas implantadas, estas industrias foram capazes
de moer de 2,2 milhdes a 5,0 milhdes de toneladas decana-de-agicar. Em relacdo a
avaliacdo dos tipos de produtos gerados pelas usinas analisadas, estas produzem: acucar,
alcool e energia, sendo a bioenergia um dos mais novos produtos do setor (FERRI et al.,
2014). A busca por um processo mais eficiente de producdo de etanol combustivel
perpassa por compreender as bases do processo de producédo e as condi¢des estressantes as
quais sao submetidas as leveduras durante o processo fermentativo e o que isto resulta na
producdo de etanol. As condicGes adversas encontradas durante o processo industrial para
a producéo de etanol impdem nas leveduras, condicdes estressantes 0s que pode ocasionar
perda da producéo de etanol.

1.1Saccharomyces cerevisiae

Sacccharomyces cerevisiae € uma levedura, pertence ao filo Ascomycota, classe
Saccharomycetes ordem Saccharomycetales e a familia Saccharomycetaceae (BISBY
et.al., 2012). O género Saccharomyces ¢ um dos mais utilizados na industria produtora de
fermentados que tem como produto final o alcool. A capacidade deste género de ser
utilizado em processos industriais transformando acucares em etanol propicia uma alta
tolerancia a producéo de etanol, resisténcia a variacdes de temperatura, atividade celular
em ambiente 4cido, esses atributos podem ser conferidos ao género Saccharomyces
(SANTOS et.al., 2013). As leveduras sdo organismos eucaridticos unicelulares apresentam
nucleo, e estruturas celulares como mitocéndria, aparelho de Golgi, vesiculas de secrecao,

reticulo endoplasmaético, vacuolos, ribossomos, entre outras organelas celulares. A

9
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Sacccharomyces cerevisiae sdo organismos de facil manipulacdo, capazes de crescer em
varias fontes de carbono e nitrogénio e de fornecer grande nimero de células em um tempo
relativamente curto. Devido a estas peculiaridades, esses microrganismos sao um dos mais
adequados e fascinantes para estudos de processos bioldgicos, pois eles apresentam
caracteristicas estruturais e funcionais de eucariotos superiores (SILVA, 2010).

Estes microrganismos sdo mesofilos e crescem em faixa de temperatura variando,
de 26°C e 35°C e desempenham melhor atividade em pH de 4,0 a 5,0(AMARAL, 2009).
Sdo células eucaridticas, de rapido crescimento e de facil manipulacdo genética, muito
utilizada como modelo de estudos fisioldgicos e bioquimicos (NASHEUER et al., 2002;
BIDDICK; YOUNG, 2009, KARATHIA et al.,2011).

Este microrganismo realiza a fermentacdo do acUcar para obter energia quimica
necessaria a sua sobrevivéncia, liberando o etanol, que é formado pela degradacdo de
monossacarideos. Durante a fermentacdo alcodlica as leveduras produzem a enzima
invertase que hidrolisa a sacarose, (C12H22011), em glicose e frutose, sendo a glicose a
molécula mais utilizada por este microrganismo (SOUZA, 2009).

A sobrevivéncia de qualquer organismo requer a capacidade de adaptacbes as
alteracdes ambientais. Na natureza ocorre uma grande diversidade de cepas de leveduras,
as quais mesmo sendo de mesma espécie podem apresentar diferencas entre si quanto ao
seu genotipo e fendtipo, de forma a se adaptar ao seu nicho ecoldgico (CECCATO-
ANTONINI, 2010). Entre diversos microrganismos produtores de etanol a levedura
Saccharomyces cerevisiaee destaca como excelente produtora de etanol (MA & LIU,
2010).

O Brasil é o segundo maior produtor de etanol, e utiliza o caldo de cana ou melago
para a producdo de alcool. Para que este sucesso ocorra, das mais de 395 usinas produtoras
de etanol, 190 optam por iniciar o processo por leveduras selecionadas entre elas
Catanduva-1, Pedra-2, Santa Adélia, Barra Grande (AMORIM, 2005). Estudos realizados
por Batistote et al. (2010), em usinas implantadas no sul do estado do Mato Grosso do Sul,
na safra 2009/2010, relatam que as leveduras mais utilizadas foram Cat-1, Pe-2, Barra
Grande e Fleishmann. Entre 2010 e 2015 novas leveduras foram langadas no mercado, a
FT-858 com alta capacidade de brotamento e a Fermel que apresentam um eficiente
performance fermentativa em altas concentragdes de melago (JORNAL DA CANA, 2014).

10
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1.2 Metabolomica

Metaboloma é definido como um conjunto de moléculas de baixo peso molecular
presentes em um organismo, que representam o conjunto de metabdlitos (ZHOU et
al.,2012). O termo Metabolémica foi introduzido nos anos 2000 por Dr. Oliver Fieh e
colaboradores, e refere-se a uma analise abrangente (qualitativa e quantitativa) de todos os
metabdlitos primario e secundario de um sistema celular (KRASTANOV, 2010).

A metabolémica é um enfoque muito versatil, podendo ser utilizada em diferentes
tipos de estudos, tais como na investigacao de alteracfes metabdlicas de um organismo em
resposta ao estresse induzido por agentes fisicos, luz UV, calor, desidratacdo, quimicos
como farmacos e agroquimicos ou bioldgicos, contaminantes e outros (FUNARI et
al.,2013).

Os produtos naturais, mais especificamente 0s metabolitos secundarios,
notabilizados pela diversidade de tipos estruturais complexos, sdo substancias essenciais ao
desenvolvimento, regulacdo, equilibrio e defesa dos organismos que os contém. S&o
também de grande utilidade para a espécie humana como farmacos, alimentos, fragrancias,
cosméticos e agroquimicos (MISHRA, 2011).

A producdo do etanol brasileiro é derivada de tecnologias de primeira geracéo,
onde uma simples fonte de agucar, proveniente da extracdo da cana de aglcar, a sacarose, €
fermentada pela levedura, gerando produtos secundarios como etanol, gas carb6nico
glicerol e acido acético (BROWNet al., 2013).

Devido as diferentes rotas metabdlicas, a levedura utiliza varios compostos como
fonte de carbono para seu metabolismo que sdo monossacarideos, frutose, glicose e
galactose e os dissacarideos maltose e sacarose (SANTOS et al., 2013). A levedura utiliza
aminoacidos, peptideos e proteinas, como fonte de nitrogénio, que sdo nutrientes
importancia para o seu metabolismo (BURIN, 2014). Entretanto, fonte de carbono e
nitrogénio séo os principais nutrientes utilizados pele levedura Saccharomyces cerevisiae.
Isso implica que fluxo de carbono e nitrogénio constituemem parametros importantes na
regulacdo do crescimento celular (MIRANDA JUNIOR, 2012). O esquema abaixo
apresenta a assimilacdo de fonte de carbono e nitrogénio pela levedura Saccharomyces

cerevisiae (Figura 1).

11
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Figura 1 — Esquema representando a assimilagdo de fonte de carbono e nitrogénio pela levedura
Saccharomyce cerevisiae (adaptado por BATISTOTE, 2006) Fonte: Disponivel
emhttp://taianemaia.blogspot.com.br/2006/08/defineclulas.html>. Acesso em: 10.0ut.2016.
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O glicerol é o terceiro maior subproduto importante da fermentacdo alcodlica apos
a producdo de CO, sendo produzido em resposta a pressao osmatica, que pode ocorrer
durante o processo fermentativo (GOMBERT & MARIS, 2015). A formacdo de glicerol
pode inibir ou ser um fator limitante da producdo de etanol durante o processo
fermentativo, quando ocorre um aumento deste metab6lito no mosto fermentado, ocasiona
um decréscimo lento e linear da produtividade alcodlica (BASSO et al., 2008).

Dentre os metabdlitos produzidos durante a fermentacdo alcodlica, destacam-se 0s
acidos organicos, gerados pelas bactérias como produto final de sua sintese e, pelas
leveduras como produtos secundarios, estimulados pelo estresse ocorrido durante o
processo fermentativo (DE CARVALHO & MONTEIRO, 2011).

Inimeras sdo as condi¢des adversas que ocorrem no ecossistema da fermentacao os
quais as leveduras estdo inseridas e sendo as responsaveis por transformar o substrato em
etanol. Entender como estes microrganismos respondem a estas condi¢es de estresse as
quais sdo submetidas durante o processo de fermentagdo, possa ser uma importante

ferramenta para assegurar e aumentar a producgéo de etanol.
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2-CAPITULO- ACAO DO ESTRESSE FERMENTATIVO EM Saccharomyces
cerevisiae EM DIFERENTES CONDICOES DE CULTIVO

1- INTRODUCAO

O etanol vem ganhando destaque nas Ultimas décadas devido a busca por
bicombustiveis alternativos para atender a demanda da industria automotiva. No Brasil, a
cana de agUcar é a matéria prima usada para producéo de etanol (SOUZA & MONTEIRO,
2012).

A transformacdo de carboidratos em etanol € denominada fermentacéo alcodlica e
as leveduras tém um papel fundamental nesse processo (ALENCAR et al., 2009).No
entanto para Saccharomyces cerevisiae metaboliza a sacarose, o principal aclcar presente
no caldo de cana ou no melaco, e produz a enzima invertase, que hidrolisa a sacarose,
produzindo mondmeros de glicose e frutose, que entram na célula por difuséo facilitada
através de transportadores de membrana (BASSO et al.,, 2011),as leveduras sdo 0s
principais agentes iniciadores do processo fermentativo para a producdo de etanol
(NASCIMENTO, 2016).

A fermentacdo é uma das etapas fundamentais e sem duvida a mais critica do
processo e a concentracao do substrato é um fator importante a ser considerado, bem como
leveduras selecionadas que irdo iniciar o processo. Fermentacdes em mosto a base de caldo
de cana, recomenda-se que as concentracdes de sélidos sollveis sejam entre (18° e 22°)
Brix, no entanto a concentracdo de 18°Brix € a ideal para que se tenha uma producao
méaxima de etanol (CEBALHOS-SCHIAVONE, 2009). Ja para Ferri et al. (2014)
avaliaram e monitoraram o controle do processo em usinas no estado de Mato Grosso do
Sul, e observaram que as condicdes do processo fermentativo, variaram entre as usinas
analisadas. Segundo o autor a melhor concentracdo do substrato utilizado nestas usinas foi
18°Brix, com temperatura variando entre 30°C a 35°C, com o pH variando entre 2,6 a4,5 e
uso frequente de antibidtico.

Estudos realizados por Souza (2009) mostraram que altas concentracdes de
acucares propiciam o estresse celular em leveduras, pois induz o0 aumento da osmolaridade
externa ocasionando perda de biomassa e a taxa de viabilidade celular, e causam alteragdes

no gradiente osmoético da membrana plasmatica, ocasionando em perdas de volume das
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células que se contraem por causa de diferencas da pressdo osmotica entre 0 meio
intracelular e extracelular.

Outro fator importantissimo a ser considerado € a variacdo de temperatura as quais
sdo submetidas as leveduras durante o processo fermentativo. Este fator € sem divida o
que mais afetama atividade dos microrganismos influenciando no crescimento, capacidade
fermentativa, metabolismo e viabilidade celular, devido a formacgédo de novos compostos,
alterando o meio fermentativo, como aumento de presenca de substancias acidas, sélidos
sollveis e concentracdo de etanol (NAVES et al., 2010). As fermentacdes conduzidas a
temperaturas mais baixas podem levar a uma maior resisténcia da levedura ao teor de
etanol final e também uma menor geracao de subprodutos do metabolismo celular devido
ao menor estresse o qual as células sdo submetidas (CRUZ et al., 2014).

Na maioria dos processos fermentativos o pH do meio afeta tanto o crescimento,
como a formacéo dos produtos (RIBEIRO, 2010). O pH ideal para 0 um bom crescimento
da levedura € de aproximadamente de 5,0. Valores de pH maiores, préximo de 6,0, durante
0 processo produz maior quantidade de glicerina e acido acético, além de alcool etilico e
anidrico (ZULIM et al., 2014). O tempo de fermentacdo também se torna um fator
estressante, no qual tempos prolongados podem ocasionar contaminacOes, baixa
viabilidade celular e excesso de aglcares no mosto (SANTOS et al.,2013).

O conhecimento do comportamento das leveduras industriais em situacdes
estressantes, é importante para que se tenha conhecimento de sua eficiéncia fermentativa. E
neste contexto que o presente estudo pretende avaliar a acdo do estresse fermentativo em
que sdo submetidas as leveduras durante a producdo de etanol combustivel, visando
contribuir com novos conhecimentos e comparar com as causas do estresse, podem

acarretar na fisiologia destes microrganismos.

2 OBJETIVO

O estudo visou avaliar a acdo do estresse fermentativo em Saccharomyces
cerevisiae, sob diferentes condi¢fes de cultivo em mosto a base de caldo de cana, através

dos pardmetros fermentativos: biomassa, viabilidade celular, consumo de agucar e pH.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Microrganismos

Neste estudo foram utilizadas Saccharomyces cerevisiae Catanduva-1 (CAT-1),
linhagem utilizada nos parques industriais brasileiros para producéo de etanol. A linhagem
Red Star (RED) uma linhagem francesa. Essas linhagens se encontram disponiveis no
Laboratério do Centro de Pesquisa em Recursos Naturais — CERNA, Universidade
Estadual de Mato Grosso do Sul-UEMS.

3.2 Coleta do mosto e pré-inoculo

O mosto foi coletado em uma usina no Estado de Mato Grosso do Sul. A coleta foi
realizada utilizando frascos estéreis e transportados a baixa temperatura - 4°C. O mosto foi
filtrado em algoddo e posteriormente em papel filtro. Para o ajuste do teor de sélido soltvel
(Brix) com o auxilio de uma proveta e um sacarimetro o mosto foi calibrado nas
concentracdes de (18°, 22° e 25°) Brix, para concentrar 0 mosto utilizou-se sacarose e para
diluir 4gua destilada.

No preparo do pré-inoculo, foi utilizado o meio YPD 2% em pH 5,0 contendo
(extrato de levedo 1,0% (p/v), peptona 1,0% e glicose 2,0% (p/v), foram esterilizados em
autoclave a 120°C por 20 minutos. Foram pesadas 0,10g de levedura e inoculadas no meio
liqguido YPD 2%, e com auxilio de uma proveta foram adicionadas em frascos de
erlenmeyers de 125 mL contendo 25mL do meio. Os frascos foram incubados em “Shaker”
por 10 horas na temperatura de 30°C e a 250rpm. Ap0s o crescimento, as amostras foram
coletadas e centrifugadas (800g, por 20minutos), ressuspendida e lavadas por trés vezes
consecutivas em solucdo salina (0,85%) estéril e a biomassa celular obtida foi utilizada nos

experimentos fermentativos.

3.3 Condicoes fermentativas

Os experimentos fermentativos foram realizados em mosto a base de caldo de cana,
previamente calibrado nas concentragdes de (18°, 22° e 25°) Brix, e sem corre¢do do pH,
foram adicionados em frascos de erlenmeyers de 125 mL, contendo 50 mL do mosto e

esterelizado a 120°C por vinte minutos. A biomassa obtida foi reinoculada no meio
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fermentativo incubados em “shaker” nas temperatura de 30°C e 40°C a 250 rpm. Em
tempos determinados de crescimentos (5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 e 40 horas), aliquotas

foram retiradas para analises dos parametros fermentativos.

3.4 Parametros fermentativos

3.4.1 Determinacéo do crescimento celular

As andlises do crescimento celular foram realizadas, através de medidas
espectrofotométricas, a 570 nm de uma suspensao de células com diluicdo conhecida e
relacionada com a massa celular, através da seguinte equacao:

[Célula] (mg/mL)] = A570 x diluicéo x f

Onde f, é o fator de conversdo de absorbancia em massa seca; para a levedura
Saccharomyces cerevisiae é 0,6711. O fator foi determinado a partir das medidas de
absorbéncia e massa seca de suspensdes celulares, com diferentes concentracdes,

correlacionada com uma curva de calibragdo.

3.4.2Determinacao de acucar residual

O consumo dos aglcares redutores totais (ATR) foi determinado através do
método do &cido 3,5 — dinitrosalicilico — DNS (MILLER, 1959).

Para a dosagem do acucar, foram diluida 20 uL da amostra em 3 mL de agua
destilada, para hidrélise da sacarose foi adicionado 500uL da amostra diluida e 200uL de
acido cloridrico, incubada a 60°C por 7 minutos, e logo apds adicionou-se 1,0 mL de
reagente DNS nos respectivos tubos de ensaio. Os tubos foram aquecidos a 100°C por 5
minutos. Em seguida, foram transferidos para um banho de gelo para resfriamento e as

leituras de absorbancia foram realizadas a 546 nm,

3.4.3 Determinacéo do pH
A determinagdo do pH procedeu-se utilizando tiras com indicadores coloridos, cuja

alteracéo indica determinados pH.

3.4.4 Determinac0es da viabilidade celular
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A determinacdo da viabilidade foi periodicamente acompanhada através do
método de coloracdo com azul de metileno (LEE et al., 1981).

Na determinacdo da viabilidade celular, 10 uL das amostras foram transferidos
para um tubo contendo 90uL da solucdo padrdo de azul de metileno e agitados. Apds 10
minutos, tempo necessério para que as células absorvessem o corante, procedeu-se a
contagem em cdmara de Neubauer. As células viaveis apresentaram-se incolores, enquanto

as ndo viaveis coloridas.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Acdo do estresse fermentativo da Saccharomyces cerevisiae na temperatura de
30°C

Na analise da acéo do estresse fermentativo em leveduras industriais, os resultados
mostraram desempenho fermentativo eficiente nas condi¢cdes estudadas. A levedura
Catanduva-1 cultivada em sacarose na concentracdo de 18°Brixna temperatura de 30°C,
apresentou producdo de biomassa 11mg/mL a partir de 25 horas de fermentacéo, a taxa de
viabilidade celular foi de 80% em relacdo as demais condigdes, e o pH de 4,0 que se
manteve a partir de 20 horas de fermentacdo como observado em todas as concentracgdes, e
0 consumo de aclcar de 10%. Podemos observar que nas concentracdes de (22° e 25°) de
Brix a levedura Catanduva-1 apresentoumelhor desempenho fermentativo, tal como
biomassa de 12mg/mL e taxa de viabilidade em torno de 84% (Figura 1 A).

A levedura Red Star, apresentou maior producdo de biomassa de 19 mg/mL no
transcorrer do tempo de 25 horas de fermentacdo, mostrou viabilidade celular em torno de
85%, e pH 4,0 em 20 horas de fermentacdo e o consumo de agucar de 10%, cultivada nas
concentracdes de (18° e 22°) Brix. Podemos observar que na concentracdo de 25° Brix a
levedura mostrou perda de biomassa de 17mg/mL e viabilidade de 80% restando mais
acucar no mosto em torno de 20% (Figura 1 B).

Na avaliagdo Moreira et al. (2015) utilizando linhagens de leveduras industriais
cultivadas em mosto nas concentragdes graus Brix (12°, 15°, 24° e 30°) na temperatura de
30°C por 8 horas de fermentagdo, os dados mostraram que ocorreu maior producao de
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biomassa de 5,5 mg/mL, viabilidade celular taxa de 96% e etanol 8,5% (v/v) ocorreu no
substrato de 15° Brix para as leveduras industriais analisadas, bem como a perda, desses
parametros em substratos mais concentrados. Podemos observar que este estudo corrobora
com a literatura mostrando que em substratos mais concentrados e tempos mais
prolongados da fermentacdo, as leveduras analisadas sofreram a agdo do estresse celular.

Estudos realizados por Batistote et al. (2010) avaliaram os pardmetros
fermentativos das linhagens de Saccharomyces cerevisiae utilizadas em usinas do estado
de Mato Grosso do Sul, na safra 2009/2010, cultivadas em50 mL de mosto em 15°Brix na
temperatura 30°C por 16 horas de fermentacdo. A linhagem Catantuva-1 apresentou
biomassa de 14mg/mL, viabilidade de 88% e producéo etanol de 16%(v/v), a levedura 16
mg/mL Fleischmann, viabilidade de 66% e concentracdo 5% (v/v) de etanol. Podemos
observar que a levedura Catanduva-1 se mostrou superior a levedura de panificacdo, sendo
a Catanduva-luma levedura selecionada por apresentar uma performance fermentativa
mais eficiente e por ser uma das leveduras mais utilizadas para a producéo de etanol nas
usinas brasileiras.

As concentracdes adequadas de nutrientes no mosto sdo importantes, pois em altas
concentracdes ou baixas, podem refletir no processo fermentativo. Alta concentracdo de
acucares, consequentemente eleva a velocidade de fermentacdo, resultando em perdas da
atividade de transporte de acucar, produzindo menor quantidade de alcool (SOUZA &
MONTEIRO, 2012).
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Figura 1- Determinacéo dos parametros fermentativos das leveduras Catanduva-(1) (A) e Red Star (B) nas
concentragdes de Brix (18°, 22° e 25°), os simbolos estdo representados (@) viabilidade celular, (m) aglcar
residual, (o) biomassa e (o) pH. Condicdes de cultivo de 30°C, em diferentes tempos de fermentacdo a 250
rpm.

4.2 Acdo do estresse fermentativo da Saccharomyces cerevisiae na temperatura de
40°C

A analise na temperatura de 40°C em diferentes condi¢des de cultivo Catanduva-1
cultivada em 18° Brix apresentou biomassa de 13 mg/mL no tempo de 25 horas de

fermentacdo, e uma viabilidade celular de 80%, o pH em torno de 4,0 em 20 horas de
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fermentagdo e o consumo de aglcar 10%. No entanto, na concentracdo de 22° Brix acorreu
a maior producdo de biomassa de 15mg/mL, viabilidade celular de 75% e o consumo de
10% de aclcar. Podemos observar que a levedura cultivada em 25°Brix apresentou uma
perda gradativa nos parametros fermentativos analisados (Figura 2A).

Para a levedura Red Star, cultivada no mosto na concentragdo de 18°Brix, a
producdo de biomassa foi de 15mg/mL no tempo de 20 horas de fermenta¢do, mostrou
uma viabilidade de 33%, um pH de 4,0 em 15 horas de fermentacdo e um consumo de
acucar de 20% ao final da fermentacdo. Podemos observar que em nas concentracdes de
(18°, 22° e 25°) Brix a levedura apresentou perda acentuada da viabilidade celular e
consumo de acucar (figura 2B). Podemos observar que na temperatura de 30°C, as
leveduras ndo mostraram sofrer a agdo do estresse, no entanto, na temperatura de 40°C
principalmente a Red Star apresentou uma gueda acentuada nos parametros analisados, no
entanto a Catanduva-1 mostrou uma melhor capacidade de fermentacéo.

As temperaturas ideais para fermentacdo industrial ocorrem entre a faixa de 30°C a
35°C, no entanto, estas temperaturas podem ser superiores levando em conta o tempo de
fermentacdo e a regido (BATISTOTE et al., 2010). O tempo de fermentagéo também é um
fator estressante, na qual tempos prolongados podem ocasionar contaminacgdes, baixa
viabilidade celular e excesso de acucares no mosto (SANTOS et al.,2013).

Estudos foram realizados por Ramos et al. (2013), utilizando sessenta e seis cepas
de Sacchormyces cerevisiae isoladas de destilaria e de frutos. Estas leveduras foram
avaliadas em relacdo a faixa de temperatura variando entre (30°, 37° e 42°C), a
osmolaridade entre (0,5, 0,7 e 1 mol/L"*NaCl) e tolerancia ao etanol nas concentragdes de
(6%, 12% e 18% v/v) foram obtidos dois grupos de leveduras, um composto por vinte e
uma cepas, as quais, se mostraram mais resistentes as condicGes submetidas, e quarenta e
cinco leveduras se mostraram mais sensiveis, na temperatura de 42°C, na concentracao de
1 mol/L de NaCl em 12% de etanol (v/v).

Na literatura encontram-se dados de que nos processos fermentativos, a temperatura
pode ter uma ampla faixa variando de (30°, 37° e 42°C), e mosto pode ser constituido por
diferentes concentracdes dos substratos.Os dados obtidos em nossos estudos mostraram
que na temperatura de 40°C e em elevadas concentragdes dos substratos, ocorreu o

comprometimento da capacidade fermentativa, principalmente a linhagem Red Star.
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Figura 2-Determinacdo dos parametros fermentativos das leveduras Catanduva-(2) (A) e Red Star (B) nas
concentragdes de Brix (18°, 22° e 25°), os simbolos estdo representados (®) viabilidade celular, (m) aglcar
residual, (o) biomassa e (o) pH. Condicdes de cultivo de 40°C, em diferentes tempos de fermentacdo a 250
rpm.

5- CONCLUSOES

Através dos resultados descritos neste estudo, conclui-se que as linhagens de

leveduras industriais avaliadas, sofreram acdo do estresse fermentativo, as quais sao
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submetidas durante o processo, comprometendo a performance fermentativa e
consequentemente a producéo de etanol.

Dentro das condicOes de estudo, os parametros fermentativos analisados mostraram
ser uma ferramenta importante de analise durante o processo fermentativo. E estes
parametros mostraram que a levedura Red Star sofreu a acdo do estresse fermentativo em
relagdo a Catanduva-1 principalmente na temperatura de 40°C e altas concentracOes
osmoticas. A eficiéncia fermentativa da levedura durante o processo fermentativo é uma

caracteristica de suma importancia para selecionar as leveduras para o setor industrial.
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3-CAPITULO-PRODUCAO DE METABOLITOS EM Saccharomyces cerevisiae
SOB ACAO DE ESTRESSE FERMENTATIVO

1-INTRODUCAO

Os metabolitos desempenham papel extremamente importante na interacéo entre os
diversos componentes celulares, estes ocorrem através de mecanismos de regulagéo direta
e/ou indireta. Os metabdlitos intracelulares sdo uma consequéncia direta das concentragdes
e propriedades dos processos enzimaticos, cuja quantidade e atividade podem estar
relacionados diretamente com o contetdo de um determinado metabolito. No meio
intracelular a cada instante, inimeras moléculas sdo produzidas e apresentam funcoes
complexas de diferentes processos regulatoérios, tais como, regulacdo da transcricdo e de
transducdo, regulacdo de interacdes proteina-proteina e regulacdo metabdlica das proteinas
pelos metabolitos (VILLAS-BOAS et al., 2004; MASHEGOet al., 2007).

A avaliagdo dos metabdlitos secundarios, bem como, dos mecanismos de regulacéo,
é essencial para uma compreensdo do metabolismo celular. Segundo Lambrechts &
Pretorius (2000), metabolitos secundarios nao apresentam funcdo no crescimento dos
organismos, seriam moléculas essenciais para a sobrevivéncia dos mesmo, porém,
derivados dos produtos do metabolismo primario.

A Saccharomyces cerevisiae contém aproximadamente 600 metabolitos
identificados, enquanto que as plantas possuem 200.000 metabdlitos primarios e
secundarios (PATTI et al., 2012, ZHOU et al., 2012) Estes compostos quimicos séo
transformados durante o metabolismo celular atuando como intermediarios e produtos das
reacbes metabdlicas, além de serem necessarios para manutencdo, crescimento e
funcionamento das células (ROCHFORT, 2005).

As leveduras apresentam inimeras reacOes fisioldgicas, o metabolismo de acucar
como a glicose, pode ocorrer de forma anaer6bia ou aerébia. Durante o processo
fermentativo prepondera o metabolismo anaerobio, cujos produtos finais séo etanol e gas
carbonico (WIESIOLEK, 2007). A via glicolitica é a soma de todas as rea¢des bioquimicas
pelos quais a glicose é convertida a piruvato, no entanto, em altas concentracdes de

acucares ocorre a conversdo do piruvato a acetaldeido e etanol.
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Os fatores estressantes ocasionam alteragdes no metabolismo das leveduras durante
0 processo fermentativo, tais como, quantidade de nutrientes, temperatura, concentracéo do
substrato, pH, contaminantes, etanol, glicerol e acidez ocasionando alteracdes na producéo
de seus metabolitos para Basso et al. (2008). Estudos realizados por Basso et al. (2011), a
tolerancia ao etanol é um fator importante pois, afeta afluidez da membrana plasmatica, em
altas concentragdes o etanol atua profundamente nesta estrutura celular. Ja para Ferri et al.
(2014) fermentagdes que ocorrem na concentracdo de 18°Brix em temperaturas variando
na faixa de 30°C a 35°C propiciam altas conversdes do substrato em etanol.

O glicerol é o terceiro maior subproduto importante da fermentacdo alcodlica apds
a producéo de COg, sendo produzido em resposta a pressdao osmatica, que pode ocorrer
durante o processo fermentativo (GOMBERT & MARIS, 2015). A formacdo de glicerol
pode inibir ou ser um fator limitante da producdo de etanol durante o processo
fermentativo. Quando ocorre um aumento deste metabolito no mosto, ha um decréscimo
lento e linear da produtividade alcodlica (BASSO et al., 2008).

Uma compreensdo qualitativa e quantitativa dos metabolitos intracelulares e
extracelulares em levedura e sua regulacdo in vivo, ndo é uma tarefa facil, pois as analises
dos metabdlitos sdo relativamente complexas, e envolvem diversas etapas e dedicagao.
Diante deste cenario, o estudo visou analisar importantes metabdlitos produzidos pelas
leveduras sob a acdo do estresse fermentativo, visando compreender como a producao de

metabolitos podem intervir na producédo de etanol, este importante produto biotecnolégico.

2 OBJETIVO

O estudo visou analisar a producéo de glicerol e etanol de linhagens de leveduras
para a producdo de bioetanol, bem como avaliar o pH, condutividade e acidez total do
mosto em diferentes condic¢des fermentativas.

3 MATERIAL E METODOS

3.1Microrganismos
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Neste estudo foram utilizadas Saccharomyces cerevisiae: Catanduva-1 (CAT-1),
utilizada nos parques industriais brasileiros para producdo de etanol. A Red Star (RED)
uma linhagem francesa. Essas leveduras se encontram disponiveis no Laboratério do
Centro de pesquisa em Recursos Naturais — CERNA, Universidade Estadual de Mato
Grosso do Sul-UEMS.

3.2 Coleta do mosto e Pré-inoculo

O mosto foi coletado em uma usina no Estado de Mato Grosso do Sul. A coleta foi
realizada utilizando frascos estéreis e transportados a baixa temperatura - 4°C. O mosto foi
filtrado em algoddo e posteriormente em papel filtro, para o ajuste do teor de sélido soltvel
(Brix) com o auxilio de uma proveta e um sacarimetro o mosto foi calibrado nas
concentracdes de (18°, 22° e 25°) Brix, para concentrar 0 mosto utilizou-se sacarose e para
diluir agua destilada.

No preparo do pré-inoculo, foi utilizado o meio YPD 2%em pH 5,0 contendo
(extrato de levedo 1,0% (p/v), peptona 1,0% e glicose 2,0% (p/v), foram esterilizados em
autoclave a 120°C por 20 minutos. Foram pesadas 0,109 de levedura e inoculadas no meio
liguido YPD 2%, e com auxilio de uma proveta foram adicionadas em frascos de
erlenmeyers de 125 mL contendo 25mL do meio. Os frascos foram incubados em “Shaker”
por 10 horas na temperatura de 30°C a 250rpm. Apds o crescimento as amostras foram
coletadas e centrifugadas (800g, por 20minutos), ressuspendidas e lavadas por trés vezes
consecutivas em solucdo salina (0,85%) esteril e a biomassa celular obtida foi utilizada nos

experimentos fermentativos.

3.3 Condicdes fermentativas

Os experimentos fermentativos foram realizados em mosto a base de caldo de cana,
previamente calibrado nas concentragOes de (18°, 22° e 25°) Brix, e sem corre¢do do pH,
foram adicionados em frascos de erlenmeyers de 125 mL, contendo 50 mL do mosto e
esterilizado a 120°C por vinte minutos. A biomassa obtida foi reinoculada no meio
fermentativo incubados em ‘“‘shaker” nas temperaturas de 30°C e 40°C a 250 rpm. Em
tempos determinados da fermentacdo (20, 40 e 60 horas), aliquotas foram retiradas para

analises do consumo de aminoéacidos.
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3.4 Determinacéao do Glicerol

Para analisar a quantificacdo de glicerol, as aliquotas foram obtidas em diferentes
tempos da fermentacdo e centrifugadas a (800g, por 20 minutos) e o sobrenadante foi
utilizado para obtencéo do glicerol. A concentracédo de glicerol foi determinada a partir do
kit enzimético para andlise de triglicerideos (Laborlab®, Guarulhos, SP), A metodologia
consistiu em adicionar 10 pL de amostra, 500 pL de agua destilada e 1 mL do reativo
enzimatico a um tubo de ensaio que foi incubado em banho-maria a 37°C durante 10 min.
Apés este periodo, a absorbancia da amostra foi determinada a 505 nm em espectrofot6-
metro. A curva padréo foi obtida com solucgdes de glicerol PA na faixa de concentracdo de
0,05a0,80 g L-.

3.5 Determinacéo do etanol

A concentracdo do etanol foi determinada por cromatografia gasosa CG 3900, com
detector de ionizacdo de chama (Varian), utilizando uma coluna capilar de silica fundida,
de 30 m de comprimento, 0,28 um (ZB-5). A condicdo cromatografica empregada foi:
volume de injecdo 1,0 mL, razdo de split 1:20 com temperatura inicial de 90°C.
Temperatura de injecdo a 240°C e do detector a 240°C. As amostras foram filtradas em

ultra-filtro de 0,22 pm.

3.6 Avaliacdo da condutividade

A condutividade foi analisada por condutivimetro de banca da marca Lucadema.

3.7 Analise do pH

A determinacdo do pH procedeu-se utilizando tiras com indicadores coloridos, cuja

alteracéo indica determinados pH.

3.8 Quantificacédo da acidez total
A acidez total do mosto foi realizada pelo método de titulagdo, sendo que para cada
titulacdo utilizou-se 1,0 mL da amostra diluida em 50 mL de agua destilada, adicionando

10 gotas de fenolftaleina, segundo metodologia descrita pelo Instituto Adolf Lutz (1985).
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A titulacdo foi realizada comum a solugéo padrédo de 0,1M de NaOH. Determinou-se a
acidez total a partir da formula abaixo:

M. Vg, MM
AcT=————
Va

AcT- Acidez total

M-concentra¢do molar do NaOH

Va- Volume da amostra titulada

Vg- Volume gasto na titulagdo de NaOH
MM-Massa molar de acido acético- 60,05gmol*

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Analise da producao de metabdlitos durante a fermentacao

A analise dos metabdlitos secundarios etanol e glicerol durante o processo
fermentativo é uma pratica importantedemonitoramento, 0s quais sao indicativos de que o
processo estd ocorrendo de forma eficiente ou se as leveduras ndo estdo sofrendo a a¢do do
estresse fermentativo (Tabela 1). A linhagem Catanduva-1 cultivada na temperatura de
30°C apresentou a maior producdo de etanol 4,60% (v/v), no tempo de 40 horas de
fermentacdo, na concentracdo de 22°Brix. Na andlise de glicerol podemos observar que em
(18° e 22°) Brix a producdo de glicerol praticamente se manteve, no entanto, a maior
producéo deste metabdlito foi de 0,44 g.L™ no substrato de 25°Brix no tempo de 60 horas
de fermentacdo.A levedura Red Star apresentou a maior concentracdo de etanol
4,70%(v/v), no substrato de 18°Brix, no tempo de 40 horas de fermentagdo. Entretanto,
podemos observar que ocorreu um acréscimo gradativo na producdo de glicerol em todos
os substratos analisados, apresentando a maiorproducéo de 0,46 g.L™ na concentragdo de
25°Brix, no tempo mais prolongado da fermentacéo.

Na temperatura de 40°C a Catanduva-1 apresentou a maior producdo de etanol
4,00% (v/v) em 18°Brix em 40 horas de fermentacdo, podemos observar que a
concentracdo de glicerol praticamente manteve a produgdo nas concentracOes de Brix
analisadas. A levedura Red Star apresentou melhor desempenho fermentativo nos
substratos de (22° e 25°) Brix com concentracdo de 5,0%(v/v) de etanol em 40 horas de

fermentacdo.No entanto, podemos observar que ocorreuum aumento gradativo da producéo
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de glicerol entre 0,45 e 0,60 g.L'* em relagdo as concentracdes de Brix e o tempo de
fermentacéo.

Se comparar a producdo dos metabdlitos gerados pelas leveduras neste estudo
observou-se que a linhagem Red Star, apresentou uma maior producdo de etanol de,
quando comparada com a levedura Catanduva-1, no tempo de 40 horas de fermentacao nas
temperaturas analisadas. No entanto podemos observar que em temperaturas mais elevadas
e tempos mais prolongados da fermentacdo a Red Star apresentou maior producdo de
glicerol mostrando ser sensivel a acdo do estresse fermentativo.

As concentracdes adequadas de nutrientes no mosto sdo importantes, pois, em
quantidades insuficientes ou exageradas, pode refletir na producdo de metabdlitos e
ocasionando perda no processo fermentativo. O aumento da concentracdo de agucares,
consequentemente, eleva a velocidade de fermentacdo, resultando em perdas da atividade
de transporte de acUcar, produzindo menor quantidade de alcool (SOUZA & MONTEIRO,
2012). Na avaliacdo Moreira et al.(2015) utilizando linhagens de leveduras industriais
cultivadas em mosto nas concentragfes Brix (12°, 15°, 24° e 30°) na temperatura de 30°C
por 8 horas de fermentacdo, os dados mostraram que ocorreu maior producdo de etanol
8,5% (v/v), no substrato de 15° Brix para as leveduras industrias analisadas, bem como a
perda, desse parametro nos substratos mais concentrados.

Segundo Masson et al. (2015) a producdo de glicerol no processo fermentativo
pode ser influenciado por varios fatores, tais como, a levedura utilizada, concentracao de
Brix, pH, temperatura e contaminacdo do meio. Estudos realizados em meio composto por
melago e caldo de cana na temperatura de 30°C, sendo o inoculo uma cultura mista de
bactéria e uma levedura rugosa como contaminante (PE-2/52, PE-2/L. fermentum) e (PE-
2/52/L. fermentum) com reciclo celular, os resultados mostraram que a producdo de
glicerol ocorreu na cultura mista e no meio melaco, de 3,3 g/mL(REIS, 2016).
Possivelmente, os contaminantes e 0 melago apresentaram maior concentracdo de Brix,
tendo contribuido para a maior producdo de glicerol, no entanto, valores alterados deste
metabdlico, é um dos indicativos de estresse celular.

Estudos realizados por Pereira et al.(2011), a producéo de glicerol pode constituir
varios mecanismos de adaptacéo, na qual permite que as células de leveduras possa lidar

com o estresse que ocorre durante a fermentacdo. O glicerol é o osmorregulador mais
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efetivo, presente em S. cerevisiae é produzido consequentemente em situacdo de estresse
osmatico, pois, sua producdo é aumentada em meios com baixa atividade de &gua e alta
pressdo osmotica determinada pela presenca de soluto, tais como acgucares, e sais
(GOMBERT & MARIS, 2015).

Os dados corroboram com a literatura, uma vez que as leveduras estudadas
apresentaram pequenas diferencas na producdo dos metabolitos analisados, sendo possivel
observar que a levedura Red Star mostrou ser mais sensivel a acdo do estresse fermentativo

apresentando um acréscimo gradativo na producéo de glicerol.
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Tabela 1- Andlise dos valores médios para etanol e glicerol em mosto a base de caldo de cana em diferentes condicGes de cultivo.

Temperatura 30°C Catanduva-1 Red Star
Variéveis Tempo (h) 18°Brix 22°Brix 25° Brix 18° Brix 22° Brix 25° Brix
20 2,02+0,11 3,20 £ 0,08 2,81 +0,08 2,81+0,10 3,12+ 0,08 2,91 +0,05
Etanol
(%) 40 4,15+0,14 4,60 £ 0,05 4,02 +£0,08 4,70 +0,22 450+0,15 4,15+0,13
60 3,01+0,14 3,10 £ 0,05 3,01 +0,08 3,01+0,21 3,01 +0,08 2,91+0,13
20 0,42 +0,01 0,43 +0,02 0,44 +0,01 0,43 +0,00 0,44 +0,00 0,44 +0,01
C’;gcf_rl;" 40 0,42 + 0,00 0,43 0,00 0,44 + 0,01 0,44 + 0,01 0,45 + 0,00 0,45 + 0,01
60 0,43 +0,00 0,44 +0,01 0,44 +0,00 0,44 +0,00 0,45+ 0,00 0,46 + 0,00
Temperatura 40°C
20 2,53 +0,08 2,81 +0,08 2,53 +0,19 2,42 +0,21 3,02+0,12 3,01+0,18
Etgl/nol 40 4,00 +0,12 2,50 + 0,08 350+0,17 4,00 £ 0,27 5,00 + 0,13 5,00 + 0,23
(%) 60 2,51+0,08 2,51+0,10 2474018 2,01£0,14 2,02+0,14 2,03+0,17
20 0,42 + 0,03 0,44 +0,01 0,44 +0,01 0,43 +0,00 0,46 + 0,02 0,47 +0,01
Glice{ol 40 0,42 + 0,00 0,44 + 0,00 0,44 + 0,00 0,44 +0.00 0,48 + 0,00 0,50 + 0,01
(9.L7) 60 0,44 +0,01 0,46 + 0,00 0,46 + 0,00 0,45+ 0,02 0,50 + 0,00 0,60 + 0,01

+ = média de trés leituras, seguida, do desvio padrdo das amostras
Fonte: Elaborada pelo autor
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4.2 Avaliacdo quimica do mosto em diferentes condicdes de cultivo

A condutividade, acidez e pH estdo diretamente relacionados com o controle
fermentacdo. Quanto ao pH, néo diferiram entre as leveduras estudadas, apresentando pH
4,0 constante em todas as condicOes de fermentacédo analisadas. Ja nas analises de acidez e
condutividade, podemos observar que ocorreu diferenca, no mosto durante a fermentagéo
(Tabela 2).

A levedura Catanduva-1 cultivada na temperatura de 30°C apresentou a maior
condutividade de 2,41 mS/cm pode-se observar que ocorreu um aumento gradativo em
relagdo ao tempo de fermentacdo. Em relagdo a acidez o maior valor foi de 4,35g/L™? em
25°Brix em 60 horas de fermentacéo, no entanto, ocorreu aumento um aumento gradativo
em relagdo ao substrato e tempo de fermentacdo. A levedura Red Star apresentou aumento
gradativo para a condutividade e a acidez obtendo a maior concentracdo de 3,38mS/cm e
4,749/L%, respectivamente, no substrato a 25°Brix e nos tempos mais prolongados de
fermentagdo.Os dados mostraram que no mosto onde estas leveduras foram cultivadas
ocorreram um maior transporte de anions e cations em todos os Brix e tempo de
fermentacao.

Na analise na temperatura de 40°C a Catanduva-1, apresentou maior aumento da
condutividade de 3,28 mS/cm e acidez, de 4, 67g.L'nas concentragdes mais altas
dossubstratos e no tempo de 60 horas de fermentacdo. A levedura Red Star apresentou uma
queda na condutividade de 1,79mS/cm, e aumento da acidez de 4, 84g.LY pode-se
observar que isto ocorreu em todos os Brix e tempos de fermentacao estudados.

No estudo destes parametros no mosto analisados pode observar que a linhagem
Catanduva-1 cultivada a 30°C mostrou-se condutividade inferior do que quando cultivada
a 40°C, apresentando maiores transportes de ions no mosto. No entanto, a levedura Red
Star apresentou um comportamento diferenciado obtendo menores valoresde
condutividade, quando cultivada a 40°C.J& para a acidez a Catanduva-1 apresentou um
aumento gradativo desta variavel em relagdo aos substratos e tempos de fermentacéo. I1sso
pode ser observado para ambas as temperaturas, no entanto quando cultivada a 40°C
ocorreu um maior aumento desta ions. A levedura Red Star mostrou um perfil semelhante

a Catanduva-1, no que diz respeito a este comportamento.
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Segundo Mora et al. (2006) a variacdo de 4cidos e sais que compdem a solucdo do
mosto pode determinar a condutividade, sendo que o aumento do transporte de cargas
positivas e negativas, permite aumento da passagem de correntes elétrica durante a
fermentacao.

A condutividade indica a quantidade de mineral presente no mosto, no entanto a
condutividade aceitavel para a fermentacéo deve ser abaixo de 3,50 uS/m (PASCHOAL et
al., 2011). Ainda de acordo com 0 mesmo autor a condutividade € influenciada pelo pH,
sendo que se ocorrer um pH béasico a condutividade podera aumentar radicalmente.Desta
forma a condutividade elétrica, acidez e o pH, estdo diretamente relacionados com o
controle fermentagéo.

Em estudos realizados por De Carvalho &Monteiro (2011), que compararam o teor
de acidez com o grau de contaminacdo, em caldo de cana, os dados mostraram que tanto a
acidez, como a contaminacdo em niveis elevados afetam o rendimento fermentativo. Ja
para Gomes et al. (2013) altas concentracGes de acglcar, promovem o aumento da acidez e
consequentemente, afetam o produto final.

Na avaliacdo da acidez em mosto de caldo de cana e de sorgo sacarino foi utilizada
a concentracdo de 16° Brix com o inoculo da levedura FT-858 na temperatura de 30°C. Os
resultados mostraram que o caldo de cana apresentou menor valor de acidez de 1,06 g.L e
0 maior sorgo 1,71 g.L* (MASSON et al., 2015).

Os resultados estdo de acordo com a literatura, observou-se que ocorreram
diferencas entre a condutividade e a acidez no mosto durante o processo fermentativo,
sendo que a condutividade variou entre, 1,37 uS/m, foi relatado na literatura de 3,50uS/m,
a acidez variou de 3,24 a 4,84 g.L!, pode-se observar que isso ocorreu em altas
concentracdes de Brix e tempo prolongado da fermentacdo. No entanto, os indices dessas
variaveis sofrem influéncia de inimeros fatores durante o processo fermentativo, como
temperatura contaminante, matéria prima substrato, entre outros, refletindo diretamente em
maior ou menor quantidade, podendo alterar a composi¢do do mosto e consequentemente a

capacidade fermentativa das leveduras.
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Tabela 2- Anélise de condutividade, acidez total e pH, do mosto em diferentes condi¢Ges de fermentativa

Temperatura 30°C Catanduva-1 Red Star
Variaveis Tempo (h) 18°Brix 22°Brix 25° Brix 18° Brix 22° Brix 25° Brix
20 1,85+0,19 1,77 £ 0,07 1,52+ 0,10 1,73+£0,35 1,62 £0,29 2,26 £ 0,20
Co?g]‘g/';’g)ade 40 195+0,11 1,90 + 0,04 1,69+0,23 1,84+0,14 227+021 231+0,14
60 241+0,11 2,28 £ 0,07 1,78 £0,72 2,97 £ 0,07 3,00 £ 0,04 3,38 £ 0,02
20 3,24 £ 0,09 3,62 £0,15 401+0,14 3,26 £0,11 4,00 £0,16 3,99 £0,20
. 40 3,58 £ 0,04 3,71 +£0,23 4,14 + 0,05 3,56 + 0,04 4,17+0,11 4,36 + 0,08
Acidez total
(g.LY 60 4,00+0,18 4,14 + 0,06 4,35+0,13 4,25+ 0,09 4,50 + 0,20 4,74+0,11
Temperatura 40°C
20 2,49+ 0,21 2,71+0,11 1,46 £0,17 1,37 £ 0,06 1,21+£0,43
Condutividade 2,94£0,07
(mS/cm) 40 2,68 0,74 3,22 £ 0,06 3,06 +0,11 152+0,21 1,62 £0,21 1,63+£0,13
60 2,99+0,41 3,19+£0,21 3,28+£0,13 1,84+0,14 189+0,11 1,79+£0,11
Acidez total 20 3,50+0,16 3,82+0,13 4,01+0,15 3,96 + 0,05 4,05 £0,25 4,13+0,02
(gL 40 4,00 + 0,15 4,35+ 0,08 4,44 + 0,05 4,41+0,16 4,50 +0,20 4,42 +0,14
60 4,32 £ 0,06 4,44 + 0,09 4,67 £ 0,07 4,51 +0,12 4,64 +0,38 4,84 +0,05

+ = média de trés leituras, seguidado desvio padrdo das amostras
Fonte: Elaborada pelo autor
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5 CONCLUSOES

Em relacdo a producdo de metabdlitos, a levedura Catanduva-1 produziu menos
etanol e manteve a producdo de glicerol. Ja a levedura Red Star apresentou melhor
producdo de etanol, no entanto, obteve um aumento gradativo da producgédo de glicerol,
mostrando ter sofrido a acdo do estresse fermentativo.

No que diz respeito aos parametros do mosto, concluiu-se que as leveduras
Catanduva-1 e Red Star apresentaram maior acidez na temperatura de 40°C e nos tempos
prolongados da fermentacdo e nas altas concentracbes de Brix. Para a analise da
condutividade, os resultados mostraram que no mosto cultivado com a Cantanduva-1 na
temperatura de 40°C apresentaram a maiores valores, e menores para levedura a Red Star

de fons no meio.
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4-CAPITULO-PERFIL DE ASSII\/IILAC;AO DE AMINOACIDOS EM
Saccharomyces cerevisiae EM RESPOSTA AO ESTRESSE FERMENTATIVO

1 INTRODUCAO

Os bicombustiveis tém sido utilizados visando diminuir o uso dos combustiveis
fésseis. O processo de producdo de etanol no Brasil a partir da cana-de-agicar tem sido
uma forma de bioprocesso bem sucedida em larga escala, proporcionando um
biocombustivel a pre¢os competitivos e de menor impactos ambientais (DELLA-BIANCA
& GOMBERT, 2013).

Para a producdo de etanol no Brasil utiliza 0 mosto de melago, que é consumido
como fonte de carbono pela levedura para a fermentacdo alcodlica, composto de 45 a 60%
de sacarose e 5 a 20% de glicose e frutose. Sendo constituidos por agua, carboidratos
aminoéacidos, vitaminas, proteinas e minerais (BASSO et al., 2011). No entanto, 0 mosto a
base de caldo de cana também séo os mais utilizados nas usinas para a producéo de alcool,
anidro ou hidratado.

Para a producdo de etanol o mosto a base de caldo de cana, contribui para um
menor custo de producdo e apresenta uma alta concentracdo de sacarose, sendo de
processamento facil e rapido (CRAGO et al., 2010). Segundo Butzke & Park(2011), os
compostos presentes no caldo séo os carboidratos glicose, frutose e sacarose, e vitaminas
(A, B1 e B6), dentre os aminoacidos presentes estdo o acido aspartatico e glutdmico, as
proteinas que sofrem hidrolise formando varios aminoacidos, tais como alanina, leucina,
glicina, lisina, tiroxina, valina, isoleucina, entre outros.

No inicio da fermentacdo de mosto de uva, as leveduras de vinicola utilizam o
nitrogénio dos sais de aménio para crescimento, e posteriormente nitrogénio dos
aminoacidos livres. Dentre estes, particularmente, arginina, acido glutamico, glutamina,
acido aspartico, asparagina, treonina e serina, sao preferentemente assimilados
(MORENO-ARRIBAS & POLO, 2009). E importante salientar que a presenca de
aminoacidos presentes no mosto depende de varios fatores tais como cultivar, clima, regido

geografica, armazenamento e etapas de processamento (BARRADO et al., 2009).
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No mundo, a producg&o de etanol é estimada em torno de 75 bilhdes de litros anuais,
perfazendo cerca de 95% é produzido através da hidrolise da sacarose presente na cana-de-
acucar, beterraba, milho por leveduras (SILVA, 2012; TIBAYRENC et al., 2011). No
Brasil tem sido utilizadas leveduras selecionadas para serem as iniciadoras do processo
fermentativo. Para Figueiredo (2012), os maiores rendimentos durante o processo ocorrem
naqueles que utilizam linhagens de leveduras selecionadas para obtencéo do etanol.

Estudos realizados por Amorim e Lopes (2013), apontam que 70% de todo o etanol
do Brasil € produzido por linhagens selecionadas, ou seja, 16 bilhdes de litros por ano.
Dentre as leveduras industriais destacam-se PE-2, CAT-1, FT-858, BG-1 e SA-1. Estas
leveduras foram selecionadas por apresentarem caracteristicas de persisténcia e
dominancia nas fermentagdes industriais com reciclo de células ao longo da safra, e por
apresentar alta capacidade fermentativa.

Nos processos biotecnoldgicos onde as Saccharomyces cerevisiae estdo presentes,
0s meios de crescimento devem conter fonte de carbono, fonte de nitrogénio, sais minerais
e vitaminas. Os principais compostos utilizados como fonte de carbono por levedura sdo os
monossacarideos (frutose, glicose e galactose) e os dissacarideos (maltose e sacarose) e
como fontes de nitrogénio, peptideos, aminoacidos e sais de amoénia (SANTOS et al.,
2013). Uma mesma levedura pode apresentar diferentes comportamentos dependendo da
composicao do substrato utilizado durante o processo fermentativo (SANTOS et al., 2013).

Devido as inumeras rotas metabolicas utilizadas pelas leveduras para a assimilacéo
de nutriente durante o processo fermentativo, e como as condi¢des de estresse quais sdo
submetidas os agentes da fermentacdo durante o processo, interfere na captacdo destes
nutrientes. Diante deste contexto estudos sdo necessarios para avaliar a interacdo entre
estas fontes de carbono e nitrogénio para um melhor entendimento do metabolismo das
leveduras. Para tal é preciso conhecer melhor como cada levedura se comporta frente a
assimilagcdo destas fontes visando entender seus mecanismos e 0 que isto reflete na

producéo de etanol.

2 OBJETIVO
Analisar o perfil do consumo de aminoacidos presentes no mosto sob acdo de

estresse fermentativo em Saccharomyces cerevisiae.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Microrganismos

Neste estudo foram utilizadas Saccharomyces cerevisiae: Catanduva-1 (CAT-1),
linhagem utilizada nos parques industriais brasileiros para producdo de etanol. A levedura
Red Star (RED) uma linhagem francesa. Essas linhagens se encontram disponiveis no
Laboratorio do Centro de Pesquisa em Recursos Naturais — CERNA, Universidade
Estadual de Mato Grosso do Sul-UEMS.

3.2 Coleta do mosto e Pré-inoculo

O mosto foi coletado em uma usina no Estado de Mato Grosso do Sul. A coleta foi
realizada utilizando frascos estéreis e transportados a baixa temperatura - 4°C. O mosto foi
filtrado em algodéo e posteriormente de papel filtro, para o ajuste do teor de solido soltvel
(Brix) foi realizado em uma proveta com o auxilio de um sacarimetro o mosto foi calibrado
nas concentracOes de (18°, 22° e 25°) Brix, para concentrar o mosto utilizou-se sacarose e
para diluir agua destilada.

No preparo do pré-inoculo, foi utilizado o meio YPD 2%em pH 5,0 contendo
(extrato de levedo 1.0% (p/v), peptona 1.0% e glicose 2.0% (p/v), foram esterilizados em
autoclave a 120°C por 20 minutos. Para o pré-inoculo foram pesadas 0,10g das linhagens e
inoculadas no meio liquido YPD 2%, e com auxilio de uma proveta foram adicionadas em
frascos de erlenmeyers de 125 mL contendo 50mL do meio. Os frascos foram incubados
em “Shaker” por 10 horas na temperatura de 30°C a 250rpm. Apds o crescimento as
amostras foram coletadas e centrifugadas (800g, por 20minutos), ressuspendidas e lavadas
por trés vezes consecutivas em solucdo salina (0,85%) estéril e a biomassa celular obtida

foi utilizada nos experimentos fermentativos.

3.3 Condicodes fermentativas

Os experimentos fermentativos foram realizados em mosto a base de caldo de cana,
previamente calibrado nas concentracfes de (18°, 22° e 25°) Brix, e sem corre¢do do pH,
foram adicionados em frascos de erlenmeyers de 125 mL, contendo 50 mL do mosto e

esterelizado a 120°C por vinte minutos.A biomassa obtida foi reinoculada no meio
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fermentativo incubados em “shaker” nas temperatura de 30°C e 40°C e a 250 rpm. Em
tempos determinados da fermentacdo (20, 40 e 60 horas), aliquotas foram retiradas para

analise do consumo de aminoacidos.

3.4 Determinacgéo dos aminoacidos

A identificagdo dos aminoacidos foi realizada empregando a técnica de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) e comparando os espectros de luz
ultravioleta dos picos encontrados na analise do mosto, com o0s espectros padrdes,
analisados sob as mesmas condicgdes. A técnica de CLAE foi realizada, a partir de um
cromatdgrafo liquido (LC-6AD, Shimadzu, Kyoto, Japdo) com detector de arranjo de
diodos (DAD), usando uma coluna ODS HYPERSIL (C-18, 150 mm de comprimento X
4,6 mm de didmetro, Thermo Electron Corporation). O volume de injecédo foi de 20 pL. A
fase movel A constituida por uma solucdo 25Mm de acido acético e 0,02% de azida de
sodio em &gua ultra-pura, com ajuste de pH 6. A fase mével B acetonitrila. As fases foram
filtradas em membranas de nylon 0,20 um. A coluna foi mantida a temperatura constante
de 20°C e operada em fluxo de 0,9 ml/min. Os padrdes foram analisados para obtencéo das
curvas analiticas, pelo método do padrdo externo, nas mesmas condicdes empregadas para
as amostras reais. Os dados obtidos nas analises padrBes, em diferentes concentragdes,
foram utilizados para a construcdo das curvas analiticas e obtencdo dos valores de A, B, R,
respectivamente, coeficiente de correlacao, coeficiente angular e coeficiente linear (Tabela
1).

Tabela 1.Gradiente de eluicdo para analises de aminoacidos por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE).

Tempo (min) Eluente A (%) Eluente B (%)
0 96 4
3 88 12
13 88 12
30 69 31
35 69 31
40 96 4

Fonte: Elaborada Pelo Autor.
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3.5 Anélise estatistica

Os dados foram expressos com a média dos grupos de anélise dos aminoécidos. A
analise estatistica entre as diferencas significativas entre dois grupos foi obtida pelo teste
(Discriminant Function Analysis). Para isso foram utilizados os valores das concentracfes
dos 7 amino&cidos encontrados no mosto. Esta analise é indicada porque revela um
conjunto de variaveis que melhor diferenciam os grupos analisados (QUINN & KEOUGH,
2002) o que neste caso €é representado pelos aminoacidos.

A diferenca entre os tempos de fermentacdo e a temperatura foi indicada pelo valor
de Wilks’s Lambda, no qual, valores proximos a zero indicam que 0S grupos ndo se
sobrepdem, e valores proximos a um indicam elevada sobreposi¢do entre os grupos, com

inexisténcia de diferenca significativa entre eles.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Perfil assimilacdo de aminoacidos por Saccharomyces cerevisiae sob
condicdes de estresse fermentativo

Na analise do perfil de consumo de aminoacidos presentes no mosto em diferentes
condigdes de cultivo, pode-se observar que as leveduras estudadas apresentaram diferencas
em relacdo as concentracdes e assimilacdo dos aminoacidos analisados (Tabelas 1e 2).

Observou-se que o0s aminoacidos presentes no mosto foram serina, treonina,

alanina, valina, metionina, isoleucina e triptofano, no entanto, as concentragdes mostraram-
se diferentes entre as leveduras e estes foram consumidos nos tempos mais prolongados da
fermentacdo. Sugere-se que as alteracdes ocorridas no consumo dos aminoacidos
analisados estejam relacionadas a sintese de novos compostos a base de fontes
nitrogenadas, uma vez que, estes nutrientes sdo fundamentais para 0 metabolismos das
leveduras.

Durante o processo fermentativo os aminoacidos presentes no mosto sdo utilizados
como nutrientes para o crescimento das leveduras, os quais sdo consumidos como fontes de
nitrogénio durante o processo (SOUFLEROS et al., 2003). No entanto, em ambientes

naturais as leveduras encontram uma grande diversidade de fontes de nitrogénio, as quais

46



U{MS Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul
g S Unidade Universitaria de Dourados

- Programa de P0Os- Graduacao em Recursos Naturais

podem ser consumidas, amonia, prolina, arginina e nitratos (CONTERNO et al., 2006;
GODARD et al., 2007).

A levedura Dekkera bruxellensis contaminante do processo apresenta baixa
capacidade fermentativa em relacédo a S. cerevisiae, € capaz de metabolizar inimeras fontes
de carbono glicose, frutose, galactose, sacarose, maltose, celobiose e trealose, no entanto
D. bruxellensis destaca-se pela capacidade de assimilar nitrato e nitrito como fontes de
nitrogénio presente no mosto. Desta forma, os compostos nitrogenados séo assimilados por
D.bruxellensis para seu crescimento (PITA, 2009). Resultados obtidos por De Barros Pita
et al. (2011) no que diz respeito a competicdo entre D. bruxellensis e S.cerevisiae mostrou
que D. bruxellensis é capaz de superar a populacdo de S. cerevisiae em meios contendo

uma maior concentragao denitrato.
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Tabela 2- Concentragdo de aminoacidos, presente em mosto a base de caldo de cana em diferentes condicdes fermentativas da linhagem Catanduva-1.

Catanduva-1 M = DP*
Cadigo Serina Treonina Alanina Valina Metionina Isoleucina Triptofano
(10" g/L) (10 g/L) (105g/L) (105g/L) (105g/L) (105g/L) (105g/L)

18°Brix-30°C-20 h 7,75+ 0,12 3,88% 0,03 8,54 + 0,08 7,73%0,08 6,73% 0,04 1,74% 0,04 2,82 % 0,09
18°Brix-30°C-40 h 7,33+ 0,02 3,38 + 0,01 8,29 + 0,02 7,32 0,02 6,32+ 0,02 1,41+ 0,02 2,47 +0,02
18°Brix-30°C-60 h 7,16+ 0,08 3,19+ 0,05 8,24+ 0,12 7,83+0,11 6,36 0,09 1,31+ 0,04 2,16 0,10
22°Brix-30°C-20 h 7,76+ 0,04 3,87 +0,03 8,53 + 0,03 7,71+0,03 6,71 + 0,03 1,77 £ 0,08 2,82 +0,05
22°Brix-30°C-40 h 7,30+ 0,05 3,31+ 0,09 8,28 + 0,08 7,34+ 0,05 6,34 % 0,05 1,43+ 0,03 2,50 0,05
22°Brix-30°C-60 h 7,19+ 0,08 3,20 + 0,07 8,20 0,09 7,44 +0,08 6,44 + 0,08 1,31+ 0,05 2,15+0,17
25°Brix-30°C-20 h 7,79+ 0,07 3,88 + 0,05 8,62 0,03 7,73+0,03 6,71+ 0,02 1,75+ 0,05 2,83+ 0,07
25°Brix-30°C-40 h 7,40 0,18 3,45+ 0,21 8,30 £ 0,20 7,391 0,20 6,38 0,19 1,45+ 0,12 2,51+ 0,14
25°Brix-30°C-60 h 7,18+ 0,07 3,17 + 0,05 8,15 + 0,07 7,36 + 0,09 6,37 + 0,06 1,29 + 0,02 2,18 +0,07
18°Brix-40°C-20 h 7,84+ 0,00 3,88 + 0,02 8,48 + 0,00 7,71+ 0,04 7,71+ 0,05 1,81 +0,05 2,76 + 0,02
18°Brix-40°C-40 h 7,39+ 0,02 3,38 + 0,00 8,26 + 0,02 7,36 0,01 6,34 + 0,02 1,44 + 0,02 2,53 + 0,00
18°Brix-40°C-60 h 7,09 + 0,02 3,09 + 0,03 8,09 + 0,02 7,17 + 0,06 6,17 + 0,06 1,19+ 0,03 2,16 + 0,02
22°Brix-40°C-20 h 7,85+ 0,03 3,85 + 0,09 8,48 + 0,00 7,77 £ 0,05 7,75+ 0,05 1,81 +0,03 2,83 +0,04
22°Brix-40°C-40 h 7,33 +0,02 3,39 + 0,03 8,30 + 0,03 7,29 +0,01 6,29 + 0,02 1,39 + 0,00 2,46+0
22°Brix-40°C-60 h 7,09 0,03 3,11+ 0,02 8,11+ 0,02 7,16 + 0,05 6,17 + 0,04 1,21 +0,05 2,17 + 0,00
25°Brix-40°C-20 h 7,862 0,09 3,88 + 0,04 8,530 7,77+0,11 7,77+0,11 1,76 + 0,11 2,78 + 0,08
25°Brix-40°C-40 h 7,362 0,03 3,37 + 0,06 8,32 + 0,05 7,34 0,02 6,34 + 0,02 1,42 + 0,02 2,51+0
25°Brix-40°C-60 h 7,12+ 0,02 3,13+0 8,12 + 0,02 7,19 + 0,04 6,18 + 0,02 1,22 + 0,03 2,12 + 0,02

*+ = média de trés leitura, seguida, do desvio padrdo das amostras
Fonte: Elaborada pelo autor
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Tabela 3- Concentragdo de aminoacidos, presente em mosto a base de caldo de cana em diferentes condigdes fermentativas da linhagem Red Star

Red Star M + DP”
Codigo Serina Treonina Alanina Valina Metionina Isoleucina Triptofano
(10* g/L) (10 g/L) (105g/L) (105g/L) (105g/L) (105g/L) (105g/L)
18°Brix-30°C-20 h 10,26+ 0,01 5,25+ 0,04 10,21+ 0,02 8,40 + 0,02 7,40+ 0,02 2,93+ 0 3,76 £ 0,07
18°Brix-30°C-40 h 10,26 £ 0,01 5,25+ 0,04 10,21+ 0,02 8,40+ 0,02 7,40+ 0,02 2,930 3,76+ 0,07
18°Brix-30°C-60 h 9,13+ 0,04 4,19+ 0,05 9,10+ 0,07 7,27+ 0,07 6,27+ 0,07 2,26+ 0,05 3,31 £ 0,04
22°Brix-30°C-20 h 10,35+ 0,09 5,25+ 0,01 10,190 8,40+ 0,02 7,38+ 0,02 2,98+ 0,04 3,74+ 0,02
22°Brix-30°C-40 h 9,53+ 0,31 4,61+ 0,30 9,36 £ 0,16 7,39+0,17 6,40+ 0,18 2,47+ 0,24 3,47+ 0,12
22°Brix-30°C-60 h 8,52+ 1,21 4,23+ 0,13 9,17+ 0,09 7,33+ 0,04 6,31+ 0,04 2,32+ 0,07 3,30+ 0,06
25°Brix-30°C-20 h 10,40+ 0,22 5,39+0,28 10,29+ 0,12 8,52+0,18 7,52+ 0,16 2,95+ 0,06 3,77+ 0,04
25°Brix-30°C-40 h 9,71+ 0,03 4,78 £ 0,02 9,45 £ 0,02 7,48+ 0,04 6,47+ 0,02 2,64+ 0,03 3,52+ 0,02
25°Brix-30°C-60 h 8,52+ 1,06 4,20+ 0,09 9,15+ 0,07 7,27+ 0,01 6,27+ 0,02 2,31+0,06 3,35+ 0,06
18°Brix-40°C-20 h 10,32+ 0,03 5,33+ 0,04 10,22+ 0,04 8,34+ 0,05 7,34+ 0,05 2,89 +0,04 3,79+ 0,05
18°Brix-40°C-40 h 9,73+ 0,04 4,82+ 0,03 9,44+ 0,03 7,47+ 0,03 6,51+ 0,02 2,66+ 0,02 3,56+ 0,01
18°Brix-40°C-60 h 9,31+ 0,03 4,27+ 0,01 9,23+ 0,02 7,37+ 0,06 6,37+ 0,06 2,32+ 0,03 3,37+ 0,07
22°Brix-40°C-20 h 10,27+ 0,02 5,23+ 0,03 10,20+ 0,03 8,37+ 0,03 7,40+ 0,03 2930 3,73+ 0,02
22°Brix-40°C-40 h 9,52+ 0,23 4,65+ 0,34 9,40+ 0,11 7,41+ 0,10 6,77+ 0,45 2,57 £0,19 3,46 + 0,08
22°Brix-40°C-60 h 9,31+ 0,05 4,30 £ 0,05 9,28+ 0,01 7,30+ 0,005 6,64+ 0,57 2,36+ 0,04 3,42+ 0,04
25°Brix-40°C-20 h 10,32+ 0,04 5,33+ 0,06 10,24+ 0,05 8,35+ 0,03 7,37+ 0,05 2,88+ 0,06 3,77+0,10
25°Brix-40°C-40 h 9,73+ 0,02 4,81+ 0,04 9,44+ 0,02 7,51+ 0,02 6,53+ 0,05 2,66 + 0,02 3,55+0,02
25°Brix-40°C-60 h 9,32+ 0,05 4,30+ 0,03 9,28+ 0,00 7,36 + 0,08 6,34 + 0,03 2,38+ 0,06 3,42+ 0,04

*+ = média de trés leitura, seguida, do desvio padrdo das amostras
Fonte: Elaborada pelo autor
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A partir das anélises dos dados brutos foi possivel identificar que a concentracdo
apresentou valores muito similares, fazendo com que esta ndo fosse um parametro para
diferenciar os grupos. Sendo assim, para avaliar se a concentracdo dos aminoacidos,
influenciam na separacdo dos grupos, foi levado em conta somente o tempo de
fermentacdo e a temperatura do mosto para cada uma das linhagens de leveduras
analisadas.

Para a linhagem Catanduva-1, a andlise discriminante demonstra diferencas
significativas na concentracdo de aminoacidos ao longo do tempo de fermentacao (Wilks'
lambda=0,000; F=53,028; p<=0,0000) no qual, é possivel observar nitida separacdo dos
grupos (Figural) em funcdo do tempo, a variavel temperatura foi determinante, exceto para
0 tempo de 20 horas de fermentacdo que houve separacdo nitida dos grupos. A primeira
raiz candnica explicando 90,7% da separacdo dos grupos e a segunda 0,9% e o0s

aminoacidos significativos para a separacdo foram a valina, metionina e a serina.

8 I I I I
Catanduva-1
6 [ _
a4+ -
8
& 2F -
= TEMPO DE FERMENTACAO
= oL i TEMPERATURA
& O 20h-30°C
2 . < 20h-40°C
40h-30°C
41 \Hl . A 40h-40°C
60h-30°C
' ' ' ' < 60h-40°C

-10 -0.8 8 17 26 36
Raiz Canoénica 1

Figura 1. Diagrama de dispersdo dos resultados das analises discriminantes mostrando as duas raizes
canbnicas de diferenciacdo entre os tempos de fermentacdo e a temperatura da linhagem Catanduva-1, de
acordo com as concentragdes de aminoacidos.
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Podemos observar que o mesmo ocorreu para a linhagem Red Star (Wilks'
lambda=0, 001; F=41, 936; p<=0, 0000) apresentando diferenca significativa, no qual as
elipses do grafico de dispersdo se apresentam nitidamente separadas em funcdo do tempo
de fermentacdo (Figura. 2), em nenhum momento a temperatura influenciou no
desempenho dos aminodcidos nessa linhagem de levedura. A primeira raiz candnica
explicou 97% da separagdo e a segunda 0,2%, sendo a concentragdo dos seguintes

aminoacidos responsaveis por essa separagdo: alanina, treonina e o triptofano.

5 | | [ [
(\
o~ 2 =
g
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S TEMPERATURA
g 4L i O 20h-30°C
20h-40°C
40h-30°C
A 40h-40°C
60h-30°C
4 | | | 1 < 60h-40°C
27 -8 9 0 9 18

Raiz Canonica 1

Figura 2. Diagrama de dispersdo dos resultados das andlises discriminantes mostrando as duas raizes
canobnicas de diferenciacdo entre os tempos de fermentacdo e a temperatura da linhagem Catanduva-1, de
acordo com as concentragdes de aminoacidos.

Estudos realizados por Lei et al. (2013) analisando o efeito da assimilacdo de
aminoacidos livres em mosto de producdo de cerveja suplementado por trés proteases e
livre de suplementacdo utilizando a levedura Saccharomyces pastorianus, mostraram que
0s aminodcidos triptofano e asparagina foram assimilados tanto para a fermentacao livre de
suplementacéo e para a suplementada, porém, a glicina e alanina ndo foram consumidos

pela levedura nas condicGes analisadas.
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Estudos realizados por Simancas et al. (2015) em mosto sintético de uva ao qual
foram adicionados vinte aminoacidos, dois grupos de leveduras foram testadas, as
selvagens (W16, W34 e W35) e as comerciais (C5 e C11). Para tal analise utilizou-se a
técnica da Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), e os resultados mostraram
que as leveduras comerciais apresentaram maior consumo de aminoécidos em relacdo as
selvagens. Os nossos resultados corroboram com a literatura mostrando que técnica CLAE
tem sido uma importante ferramenta de analise qualitativa e quantitativa no que diz
respeito a assimilacdo de aminoéacidos por levedura presente no mosto.

Estudos realizados por Pereira et al. (2015) em mosto de producdo de cachaga,
avaliou a influéncia de duas linhagens de levedura (Saflager) de baixa fermentacdo e
(Safbrew) de alta fermentacdo em trés fontes de nitrogénio (sulfato de amonio, peptona e
caseina), sendo as amostras analisadas por cromatografia gasosa. Os dados mostraram que
levedura Saflager produziu menor concentracdo de etanol na presenca de sulfato de
amonio. No entanto, na presenca das fontes nitrogenadas peptona e caseina a levedura
Safbrew obteve maior producdo de etanol. Os autores observaram que a levedura de alta
fermentacdo ndo assimilou estes mesmos nutrientes. Isto nos leva a concluir que as
leveduras assimilam as fontes nitrogenadas de formas diferentes em funcdo de seu
metabolismo, e esse fato esta diretamente relacionados com a producéo de etanol.

Pode-se observar através dos relatos da literatura e dos estes resultados que a
assimilacdo das fontes de carbono e nitrogénio sdo mecanismos complexos no que diz
respeito a leveduras de mesmo género e espécie, bem como, de género e espécies
diferentes, que estas utilizam inimeras fontes de carbono bem como aminoécidos livres e

inimeros compostos nitrogenados, visando manter seu metabolismo e sua integridade viva.

5 CONCLUSOES

Conclui-se que os aminoacidos encontrados em maior concentragdo no mosto
foram: a serina, alanina, valina e a metionina, no entanto o perfil de assimilagéo dos
aminoacidosocorreu de forma semelhante para ambas as linhagens, no final da

fermentacao.
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A técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia, mostrou ser uma eficiente
ferramenta para detectar a concentracdo de aminoacidos no mosto a base de caldo de cana.
A anélise discriminante apresentou diferencas metabolicas significativas na concentracéo

dos aminoéacidos, em relacdo ao tempo de fermentacéo.
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