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RESUMO

Fermentacao de mosto industrial por linhagens de Saccharomyces cerevisiae
com transportador de sacarose e sobreexpressao de invertase interna: estudo
comparativo com linhagens com alta e baixa atividade de invertase externa

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o perfil de metabolizacao de
acucares por linhagens de S. cerevisiae amplamente utilizadas no setor sucroalcoleiro
(CAT-1 e BG-1) e uma linhagem geneticamente modificada (HCJ 003) com o propdsito
de sobreexpressar invertase intracelular e ainda contém transportadores de sacarose
de alta afinidade. Para tal estudo foi realizado 1 ensaio de fermentagdo simulando as
condicOes industriais de producdo de etanol com reciclos de células e mosto misto
constituido de melago e caldo de cana (50% de cada fonte) a 19% de ART. O ensaio de
fermentacao foi constituido por 4 ciclos sendo os 3 primeiros ciclos destinados a
avaliacao das cepas CAT -1 e HCJ 003 a qual ¢ dipléide e sobre-expressa somente a
invertase intracelular quanto aos diversos parametros do processo de fermentacdo. O
4° ciclo fermentativo foi destinado ao estudo do perfil de metabolizacdo dos acgucares,
onde analisou-se os teores de sacarose, glicose e frutose, bem como a formacao de
glicerol e o teor de trealose na biomassa das linhagens CAT -1, HCJ 003 e BG-1
(ambas com atividades de invertase distintas). No estudo comparativo dos parametros
fermentativos a cepa HCJ 003 produziu de forma consistente, menos biomassa e mais
etanol do que a cepa CAT-1. O rendimento fermentativo em etanol foi maior para a
cepa HCJ 003. O fato de transportar a sacarose para o interior da célula faz com que
seja gerado apenas 3 moles de ATP (em vez de 4 ATP). Portanto, para repor o ATP
qgue deixa de ser gerado, ha um maior direcionamento do metabolismo para as vias
fermentativas e consequentemente mais etanol é produzido aumentando-se o
rendimento da fermentacao. No estudo do perfil de metabolizacao dos acucares para as
cepas CAT -1, HCJ 003 e BG-1 mostrou que a cepa BG -1 hidrolisou mais rapidamente
a sacarose devido a alta atividade de invertase e também apresentou quantidades
superiores de glicerol em resposta ao aumento da pressdo osmoética do meio de
fermentacdo. Ja a CAT -1 apresentou maiores niveis de trealose o que pode ser um
indicativo da sua maior dominancia durante o processo industrial brasileiro. Assim este
trabalho resultou no perfil de metabolizacdo de cepas com diferente atividade de
invertase e mostrou que a cepa HCJ 003 embora seja uma derivada de uma linhagem
laboratorial manteve-se adaptada as condigcdes do processo obtendo-se rendimento
superior a CAT-1.

Palavras chave: Fermentacao alcodlica; Saccharomyces cerevisiae; Invertase extra e
intracelular; Metabolizacao de acucares; Modificagao genética
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ABSTRACT

Fermentation of industrial must by strains of saccharomyces cerevisiae with
sucrose transporter and overexpression of internal invertase: a comparative

study with strains with high and low activity of external invertase

The aim of tis work was to evaluate the metabolic profile of sugars using
Saccharomyces cerevisiae strains widely used in industry of sugars and ethanol (CAT-1
e BG-1) and a genetically modified strain in purpose to over-express intracellular
invertase and also contains sucrose transporters with high afinity. For this study, 1 test
were performed simulating industrial fermentation for ethanol production using cell
recycle and mixed must with molasses and sugar cane (50% of each compound) for
19% TRS. The fermentation experiment were composed of 4 recycles and in first 3
cycles were intended for the evaluation of the strains CAT-1 and HCJ 003 wich is diploid
and overexpres just the intracellular invertase on the various parameters of the
fermentation process. The 4th recycle was designed to study the profile of metabolism of
sugars, where were analysed the levels of sucrose, glucose and frutose, as well as the
formation of glycerol and trehalose content in biomass of the strains CAT -1, HCJ 003
and BG -1 (all of them with different invertase activity). In the evaluation of the strains on
the various parameters of the fermentation process, the strain HCJ 003 produced
consistently less biomass and more ethanol than CAT-1. The yield of ethanol
fermentation was higher for the strain HCJ 003. The fact that this strain transport
sucrose into the cells makes it generated only 3 moles of ATP (instead 4 ATP). So to
restore the ATP that is no generated, there is an increase targeting of the metabolism to
fermentative pathways and therefore more ethanol is produced increasing the efficiency
of fermentation. In the profile of metabolism of sugars to the strains CAT -1 HCJ 003 and
BG-1 showed that the strain BG -1 hydrolyzed more rapidly the sucrose due to high
invertase activity and also showed higher amounts of glycerol in response to increased
osmotic pressure of the fermentation medium. Already CAT -1 showed higher levels of
trehalose, which may be indicative of its most dominant during the Brazilian industry. So
this work resulted in the profile of metabolism of different strains with invertase activity
and showed that strain 003 Hcj although a derivative of a laboratory strain remained
adapted to the conditions of the process resulting in higher yield to CAT-1.

Keywords: Alcoholic fermentation; Saccharomyces cerevisiae; Extra and intracellular
invertase; Metabolism of sugars; Genetic modification



14



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Metabolismo de leveduras sobre condicoes aerdbias e anaerdbias .....29
Figura 2 - Representacao das vias de utilizacdo de agucares por S. cerevisiae.... 32

Figura 3 - Saccharomyces cerevisiae e Schizosaccharomyces pombe expostas a
concentragdes de 10%, 20% e 30% (v/v) de etanol por 1h...................... 42

Figura 4 - Metabolismo da sacarose em uma cepa utilizada industrialmente (A) e
em outra geneticamente modificada (B) (sem hidrélise da sacarose

eXtracelularmeEnte) .......c.ooieieieeeee e 48
Figura 5 - Multiplicagéo das linhagens de Saccharomyces cerevisiae..................... 49
Figura 6 - Foto de um experimento teSte........oovvieiiieieeeeeee e 51

Figura 7 - Biomassa expressa em gramas, das cepas CAT-1 e HCJ 003 durante os
3 ciclos fermentativos. Colunas dentro de um mesmo ciclo seguidas de
letras iguais nao diferem estatisticamente a um nivel de 5% de
SIGNIFICANCIA ....cveeieieeee et 57

Figura 8 - Quantidade de glicerol expresso em porcentagem das duas diferentes
cepas (CAT -1 e HCJ 003) durante os 3 ciclos fermentativos. Colunas
dentro de um mesmo ciclo seguidas de letras iguais nao diferem
estatisticamente a um nivel de 5% de significancia...........ccccccceeveevennennen. 57

Figura 9 - Viabilidade celular expressa em porcentagem (%) - gramas de biomassa
umida/100mL - das cepas CAT -1 e HCJ 003 durante os 3 ciclos
fermentativos. Colunas dentro de um mesmo ciclo seguidas de letras

iguais nado diferem estatisticamente a um nivel de 5% de significancia..58

Figura 10 - Brotamento expresso em porcentagem (%) - gramas de biomassa
umida/100mL - das cepas CAT -1 e HCJ 003 durante os 3 ciclos
fermentativos. Colunas dentro de um mesmo ciclo seguidas de letras

iguais ndo diferem estatisticamente a um nivel de 5% de significancia.59



16

Figura 11 - Teor de trealose expresso em gramas/100 gramas de biomassa seca
presente nas cepas CAT -1 e HCJ003 anterior a fermentacao e ao final
de cada ciclo fermenativo. Colunas dentro de um mesmo ciclo seguidas
de letras iguais nao diferem estatisticamente a um nivel de 5% de
SIGNITFICANCIA......ciievieiiceceeeeee et 61

Figura 12 - Rendimento expresso em porcentagem (v/v) das cepas HCJ 003 e
CAT-1 ao longo dos trés ciclos fermentativos. Colunas dentro de um
mesmo ciclo seguidas de letras iguais nao diferem estatisticamente a um

nivel de 5% de SignifiCANCIA .........cceoiiiiieiieieeee e 62

Figura 13 - Teor de glicose expresso em porcentagem (%) — gramas/100mL de
vinho - das duas linhagens (CAT -1 e HCJ 003) ao longo dos quatro
ciclos fermentativos. Colunas dentro de um mesmo ciclo seguidas de
letras iguais ndo diferem estatisticamente a um nivel de 5% de

SIGNIFICANCIA.....cvieieiiieeee et 62

Figura 14 - Teor de frutose expresso em porcentagem (%) — gramas/100mL de
vinho - das linhagens CAT -1 e HCJ 003 ao longo dos quatro ciclos
fermentativos. Colunas dentro de um mesmo ciclo seguidas de letras
iguais nao diferem estatisticamente a um nivel de 5% de significancia .63

Figura 15 - Teor de sacarose expresso em porcentagem (%) — gramas/100mL de
vinho - das linhagens CAT -1 e HCJ 003 ao longo dos quatro ciclos
fermentativos. Colunas dentro de um mesmo ciclo seguidas de letras
iguais nao diferem estatisticamente a um nivel de 5% de significancia .63

Figura 16 - Teor de etanol expresso em porcentagem (%, v/v ) das linhagens CAT
-1 e HCJ 003 ao longo dos quatro ciclos fermentativos. Colunas dentro
de um mesmo ciclo seguidas de letras iguais nao diferem

estatisticamente a um nivel de 5% de significancia...........cc.cccceevevenennnn. 64

Figura 17 - Perfil de metabolizacdo de acgucares e formagdo de glicerol pela
levedura CAT -1 durante o 4° ciclo fermentativo com duracao de oito



Figura 18 - Perfil de metabolizacdo de acucares e formacgédo de glicerol pela
levedura HCJ 003 durante o 4° ciclo fermentativo com duracéo de oito

Figura 19 — Perfil de metabolizagcdo de acucares e formacdo de glicerol pela
levedura BG -1 durante o 4° ciclo fermentativo com duragdo de oito

Figura 20 — Teor de trealose expresso em gramas/100 gramas de biomassa seca
presente nas cepas CAT -1, HCJ 003 e BG -1 durante o 4° ciclo

FEIMENTATIVO <. 70

17



18



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Algumas propriedades da invertase...........ccccceeeeeeeeeeeieieieseseeee 28

Tabela 2 - Estudo comparativo entre as cepas CAT-1 e HCJ 003 sobre o
rendimento fermentativo (%), crescimento do fermento (g) e pH no
decorrer dos 3 ciclos fermentativos ..........ccccecvevieieiiniciceeeeeee 87

Tabela 3 - Estudo comparativo entre as cepas CAT-1 e HCJ 003 sobre a
viabilidade da levedura (%) e taxa de brotamento (%) nos 3 ciclos e os
teores de trealose (%) no decorrer dos 4 ciclos fermentativos................ 88

Tabela 4 - Estudo comparativo entre as cepas CAT-1 e HCJ 003 sobre os teores
de acgulcares residuais expressos em ART (%), e sacarose no decorrer
dos 4 ciclos fermentativos ...........ooeooeeiieiicicceeee e 89

Tabela 5 - Estudo comparativo entre as cepas CAT-1 e HCJ 003 sobre os teores
de acucares residuais expressos em glicose (%) e frutose (%) no
decorrer dos 4 ciclos fermentativos ..........coceoeeiereriniiiceeeee e 89
Tabela 6 - Estudo comparativo entre as cepas CAT-1 e HCJ 003 sobre a
quantidade de glicerol e teor de etanol expresso em porcentagem (%)
no decorrer dos 4 ciclos fermentativos..........ccccooeveeiiiieieeeeeee 90
Tabela7 - Estudo comparativo do perfil de metabolizagdo dos acgucares entre as
cepas CAT-1, HCJ 003 e BG -1 expressos em sacarose (%) e ART (%)
no decorrer do 4°ciclo fermentativo ..........ccocveveriiinieineeeeeee e 91
Tabela 8 - Estudo comparativo do perfil de metabolizacao dos agucares entre as
cepas CAT-1, HCJ 003 e BG -1 expressos em glicose (%) e frutose (%)

no decorrer do 4°Ciclo fermentativo ........ooooe oo 92

Tabela 9

Estudo comparativo entre as cepas CAT-1, HCJ 003 e BG -1 sobre os
teores de glicerol (%) e trealose (%) no decorrer do 4° ciclo fermentativo

19



20



21

1 INTRODUCAO

Atualmente, um dos maiores desafios mundiais € a busca de alternativas ao
petréleo, combustivel féssil, com reserva em declinio, altamente poluente e com precos
volateis. A busca por alternativas para os combustiveis derivados de petréleo tém
aumentado a fim de reduzir a dependéncia mundial dos recursos nao renovaveis. A
seguranca energética e as mudancas climaticas requerem uma substituicao em larga
escala dos combustiveis a base de petréleo (FARRELL, et al., 2006).

Recentemente, o combustivel renovavel mais comum € o etanol derivado da
cana-de-agucar (sacarose) e milho (amido) (GRAY et al., 2006). Uma das grandes
vantagens dos biocombustiveis é que eles podem ser produzidos em qualquer lugar do
mundo a partir da matéria-prima local e utilizando tecnologias simples. O Brasil, por
exemplo, produz etanol a partir da cana-de-acucar e biodiesel a partir da soja e da
mamona; a Malasia e a Indonésia produzem etanol a partir do 6leo de palma; o Canada
utiliza o milho e o arroz e os Estados Unidos utiliza as sementes e forragens de milho
(HERRERA, 2006).

O bioetanol tem recebido consideravel atengdo no Brasil, principalmente depois
da primeira crise do 6leo de 1973, levando o pais a criar um programa nacional para
substituir parte da gasolina pelo etanol (AMORIM; LEAO, 2005).

Até a década de 70, o etanol no Brasil era apenas um simples subproduto da
industria canavieira. A producdo comercial de alcool combustivel no Brasil foi
impulsionada na década de 70 com o langamento do Plano Nacional do &lcool
(PROALCOOL) que visava estimular a producdo de alcool pelos empresarios do setor
proporcionando-os empréstimos a juros baixos e alto pre¢co de venda do produto. O
Proalcool, extinto na década de 90, permitiu que o Brasil pavimentasse um dos mais
importantes projetos do planeta para a producao de biocombustiveis, principalmente de
etanol e biodiesel (MUTTON et al., 2006).

O Brasil € um dos maiores produtores e exportadores de etanol no mundo e sua
producdo tem aumentado firmemente durante as Ultimas trés décadas. Porém,
recentemente, o Brasil foi ultrapassado pelos EUA (VALDES, 2007), atingindo 21
bilhdes de litros por ano durante a safra 2007/2008 (OLIVEIRA et al., 2007) enquanto
qgue os EUA (onde a maioria do etanol € oriundo do milho) produziu cerca de 24 bilhdes
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de litros de etanol (RENEWABLE FUEL ASSOCIATIONS — RFA 2008) com um
balanco energético estimado de 1,3 (unidades de energia oriundas da producédo de
etanol por unidade de energia utilizada para sua producdo). Por outro lado, o Brasil
produz etanol a partir da cana-de-agicar com um balanco energético estimado de 8,0
(LEITE, 2005).

Segundo os dados fornecidos pela Companhia Nacional de Abastecimento -
CONAB do ultimo relatério da safra de 2008, houve um aumento expressivo da
producdo de etanol na regido centro-sul da ordem de 17,02%, passando a producao
total da regido de 20,79 bilhdes de litros para 24,33 bilhdes. Este aumento representa
um volume adicional desse produto da ordem de 3,54 bilhdes de litros. O alcool etilico,
por suas notaveis qualidades como combustivel automotor, ocupa espacos crescentes
como um produto de fonte limpa e renovavel, capaz de substituir seu congénere de
origem fossil, a gasolina. Como consequéncia desta tendéncia, a destinagdo da cana-
de-agucar para a fabricacao de alcool esta se tornando crescentemente majoritaria nas
unidades de producédo. Na safra passada, a participagdo da cana destinada para a
producdo de alcool estava em 54,03% (45,97% para o agucar) e, nesta safra, esta
proporcao esta estimada em 56,9% (43,1% para o agucar).

Os biocombustiveis, como uma fonte de energia sustentavel, irdo diminuir o
impacto do aumento do preco do petréleo, preocupacées ambientais como poluicdo do
ar e gases do efeito estufa, e proporcionara oportunidades para as comunidades rurais
(FAO, 2005; HAZELL; PACHAURI, 2006). Apesar das consideracdes econbémicas
serem supremas para o suporte global dos biocombustiveis, outros fatores como
seguranga energética, emissao de gases do efeito estufa, mudanca climatica estao
ajudando a direcionar a revolugao bioenergética (MOREIRA, 2006).

Além disso, os biocombustiveis como o etanol, podem ser carbonos neutros, ou
seja, o carbono absorvido da atmosfera pelas plantagdes de cana-de-acgucar, compensa
as moléculas de carbono emitidas durante a queima do combustivel renovavel nao
contribuem para o acumulo de carbono na atmosfera.

No Brasil, o alcool combustivel é produzido através da fermentacao industrial do
caldo de cana-de-acucar e/ou melago por leveduras Saccharomyces cerevisiae nativas
selecionadas do processo de fermentacdo. A sacarose é de longe o mais importante,
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barato e abundante agucar. A sacarose contida no melago € a maior matéria-prima para
a producao de fermento de panificagédo, para a producao de bebidas destiladas e etanol
combustivel.

O passo limitante do processo de fermentacdo é a resposta fisiolégica da
levedura S. cerevisiae frente a concentracao de acucares presentes no meio. Enquanto
que as enzimas da via glicolitica, assim como varios outros genes, foram conservados
durante a evolucado de S. cerevisiae, os mecanismos que controlam a metabolizacao
das diferentes fontes de carbono e a producdo de energia, se adaptam as
necessidades de cada linhagem no setor industrial na qual estas estao inseridas. Com
isto, estudos realizados para caracterizar a via de utilizagcdo destes agucares sao de
grande importancia do ponto de vista biotecnolégico e econbémico, permitindo
desenvolver estratégias de forma a incrementar o desempenho das linhagens de
levedura, tanto por modificagdes na conducdo do processo industrial, quanto
desenvolvendo leveduras que possuam as caracteristicas desejadas para cada setor
industrial (FEREA et al., 1999; IHMELS et al., 2005; KELLYS et al., 2004; LANDRY et
al., 2006; PFEIFFER et al., 2001; QUEROL et al., 2003).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Invertase
Na histéria da enzimologia, a invertase pode ser considerada a primeira das

enzimas carboidrases a ser estudada. Sua atividade foi detectada, pela primeira vez,
em 1828, quando se observou que a levedura de panificacdo fermentava a sacarose
em meio aquoso, sendo claramente confirmada, em 1833, pela constatacdo de que a
levedura hidrolisava a sacarose em condicées ndo fermentativas. Finalmente, em 1860,
a enzima foi separada do extrato aquoso de levedura, por precipitacdo com etanol
(BARROS, 1990).

A enzima sacarase ou invertase (B-fructofuranosideofrutohidrolase, EC. 3.2.1.26)
€ uma enzima que hidrolisa a sacarose (acucar nao redutor) em glucose e frutose (dois
acucares redutores) em quantidades iguais. A mistura desses monossacarideos recebe
0 nome de acucar invertido, por apresentar a propriedade de desviar o plano de luz
polarizada no sentido anti-horario (levégiro), em contraposicdo a solu¢cdo aquosa de
sacarose de partida para a acao da invertase, que desvia a luz plano polarizada no
sentido horario (dextrégiro).

A enzima invertase pode ser encontrada em leveduras, fungos, bactérias,
insetos, mamiferos e vegetais, porém a principal fonte desta enzima sao as leveduras.

As células de S. cerevisiae possuem dois tipos de invertase: uma forma
extracelular (ou periplasmatica) e outra intracelular. A forma externa é uma
glicoproteina com cerca de 50% de carboidratos, ao passo que a interna é destituida
dos mesmos. Apresentam atividade catalitica similares, mas sua composicdo de
aminoacidos é diferente, a invertase externa contém cisteina enquanto a interna nao
(CABRAL, 1982; ISIK et al., 2003). Algumas propriedades da invertase interna e
externa estdo apresentadas na Tabela 1 (GASCON, 1981).
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Tabela 1 - Algumas propriedades da invertase (Gascon, 1981)

Propriedade | Invertase Externa | Invertase interna
| Massa molecular (Kg) 270000 135000
% carboidrato 50 3
Atividade especifica U/mg de proteina 2700 2900
pH estabilidade 3,0-7,5 6,0-9,0
pH 6timo - atividade 3,5-55 3,5-5,5

U = micromol de sacarose hidrolisado por minuto.

A invertase externa € localizada na parede celular e associada a manana, sendo
esta consequéncia da expressdo de um RNAs com um transcritor maior, o qual é
reprimido em altas concentragdes de sacarose ou pelos seus produtos de hidrélise. Ja
a invertase interna é localizada no citoplasma e nado associada a manana,
consequéncia da expressdao de um RNAs com um transcritor menor. Ambas as enzimas
sao derivadas de um ou mais genes SUC (SUC1 a SUC5 e SUC7) (NAUMOV et al.,
1996). Enquanto o primeiro RNA mensageiro é reprimido por altas concentragdes de
sacarose ou por seus produtos de hidrélise (glicose e frutose), a invertase intracelular €
expressa constitutivamente (CARLSON; BOTSTEIN, 1982). Foi também estabelecido
que a eficiente expressao de invertase requer baixos niveis de glicose e frutose no meio
(HERWING et al., 2003).

Ambas as enzimas possuem pH 6timo acidico (pH 4,6-5,0) e mesma temperatura
6tima (35-50°C) e embora a seqUéncia protéica seja idéntica, o peso molecular da
forma intracelular é de 135 KDa e superior a 270 KDa (podendo chegar a complexos
com mais de 800 KDa) para a invertase extracelular. Esta diferenca de massa se deve
a glicosilagcdes adicionais a forma extracelular durante a sintese e trafego pela via
secretoria das células, modificacbes que conferem protecdo contra a acao de proteases
(ndo interferindo na acao invertasica) (ALVARADO et al., 1990; ARRUDA; VITOLO,
1999; REDDY et al., 1988).

Embora seja esperado que uma alta atividade de invertase garanta a eficiente
fermentacdo da sacarose, alguns trabalhos tém demonstrado uma correlagao inversa
entre os niveis dessa enzima e o desempenho fermentativo das células. Echegaray et
al (2000), demonstrou que aumentando-se 0s niveis de aglUcar nos ensaios

fermentativos, h4 uma diminuigdo dos niveis de invertase nas células porém um alto
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rendimento de etanol. Além disso, de acordo com Takeshige e Ouchi (1995), a
concentracdao de etanol no meio de fermentagdo e/ou alguns componentes presentes
no melago (NaCl, por exemplo) podem estar envolvidos na redugédo da atividade da
invertase.

A atividade invertasica de células de leveduras € oscilante. Vitolo et al., (1987)
estudaram a atividade de invertase de células de S. cerevisiae, em melaco de cana e
concluiram que, durante o cultivo continuo de leveduras, a parede celular e o espaco
periplasmatico sao submetidos a mudancas morfolégicas continuas, as quais afetam a
interagdo entre a invertase e moléculas de sacarose, conduzindo a oscilagdo da
atividade invertasica.

Greig e Travisano (2004) demonstraram que a eficiéncia de leveduras que nao
possuem genes SUC em meios contendo sacarose pode ser superior aquela de
leveduras que produzem essa enzima, especialmente em altas densidades celulares,
comumente encontradas em processos fermentativos. Além disso, a correlagédo inversa
entre a atividade invertasica e a capacidade fermentativa das células é aumentada em
meios ou massas que contenham altas concentracées de sacarose. Isso parece ser
uma consequiéncia do repentino choque osmotico sofrido pelas células quando altas
concentragcdes de sacarose sdo rapidamente convertidas em concentragées ainda mais
altas de glicose e frutose (MYERS; LAWLOR; ATTFIELD, 1997; TAKESHIGE; OUCHI,
1995). Takeshige e Ouchi (1995) mostraram, com adicao de invertase comercial, que
existe uma atividade de invertase minima para que ocorra a eficiente fermentacao de
meios a base de melaco com 30% de sacarose, caso contrario, pode haver um
aumento da pressao osmotica do meio e, conseqlentemente queda na producdo de
etanol. Basso e Amorim (1998) estudaram o comportamento de diferentes linhagens de
leveduras (PE-2, VR-1, BG-1, AS-1 e CR-1) quanto ao desempenho fermentativo e a
hidrélise de sacarose em mosto com 17,8% de ART concluindo que todas as leveduras
apresentaram um excelente desempenho fermentativo, porém as linhagens BG-1, CR-1
e AS-1 hidrolisaram a sacarose em 2 horas, enquanto a PE-2 e VR-1 em 6 horas.
Assim, as linhagens com maior velocidade de hidrélise de sacarose apresentaram uma

maior producao de glicerol devido ao maior estresse osmotico do meio fermentativo.
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2.2 Bioquimica da Fermentacao alcodlica
A levedura como entidade viva independente, realiza a fermentagdo do agucar

com o objetivo de conseguir a energia quimica necessaria a sua sobrevivéncia, sendo o
etanol apenas e tdo somente um subproduto deste. Se 0 homem pretende beneficiar-se
desta habilidade metabdlica, ele deve buscar os conhecimentos que Ihe permitam
propiciar as leveduras, condicdes ideais para que as mesmas trabalhem a seu favor,
isto é, com maior eficiéncia na producao de etanol. A célula de levedura possui
compartimentos para a adequacao de sua atividade metabdlica. A fermentacao
alcodlica (glicélise anaerdbia) ocorre no citoplasma enquanto que a oxidacao total do
acucar (respiracao) se da na mitocondria (AMORIM, 2005).

A utilizagdo do agucar ocorre por duas formas; na respiracao (aerobiose) € na
fermentacdo (anaerobiose). A diferenca entre respiracdo e fermentacdo nao consiste
somente na producéo de alcool e gas carbdnico no caso da primeira e de agua e gas
carbdnico na segunda. Na fermentacao, cada molécula de glicose produz 2 de ATP, e
na respiracao, fabrica 38 moléculas de ATP (AMORIM, 2005).

Existem dois ciclos distintos que definem o processo de transformagdo de
acucares soluveis em moléculas menores pela acdo de levedura. O primeiro
denominado glicélise tem a fungcédo de quebrar a molécula de glicose até acido piravico,
através de uma série de reacdes catalisadas por enzimas especificas, que se situam na
parede celular e no interior da célula. Dois principais modos de utilizacdo de piruvato na
producdo de energia podem ser distinguidos. Sao eles: respiragdo e fermentacao
(Figura 1). Na auséncia de oxigénio (fermentacado) ha uma tendéncia para a atuacao
das enzimas piruvato descarboxilase e alcool desidrogenase, produzindo etanol e agua
a partir do acido pirdvico. Porém na presenca de oxigénio (respiracdo) ha um
deslocamento reacional de parte do acido piravico para o ciclo de krébs, onde este sera

oxidado enzimaticamente a diéxido de carbono e agua.
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Figura 1 - Metabolismo de leveduras sobre condi¢cdes aerdbias e anaerodbias

Quando as leveduras sao crescidas na presenca de oxigénio, com baixa
concentracdo de acucar, ou quando a captacdo de acucar pelas células € lenta, o
complexo da enzima piruvato desidrogenase direciona o fluxo glicolitico a respiracéao, ja
em anaerobiose ou em altas concentracdées de acucar a fermentacao é favorecida, pois
o carbono excedente ndo direcionado para a respiracdo é metabolizado pela enzima
piruvato descarboxilase, favorecendo a fermentagcdo (BADOTTI, 2005; FEREA et al.,
1999; POSTMA et al., 1989).

Quando a quantidade de carbono na via glicolitica é baixa, o fluxo glicolitico é
direcionado para a respiragdo devido a alta atividade catalitica do complexo da enzima
Piruvato Desidrogenase. Por outro lado, a alta concentracdo de agucar no meio, resulta
em carbono excedente na glicélise que € metabolizado pela enzima Piruvato
Descarboxilase, favorecendo a fermentacéo.

Em termos energéticos, a respiracdo é muito mais favoravel para a levedura que
a fermentacdo. Quando as células de leveduras crescem aerobiamente na presenca de
glicose, as moléculas de NADH, produzidas durante a glicose podem doar seus
elétrons para o sistema de transporte de elétrons que tem o oxigénio como aceptor final
de elétrons. Isso resulta ndo somente na regeneracdo do NAD, mas também na
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geracao de uma forgca protomotiva, a qual pode conduzir a sintese de moléculas
adicionais de ATP (PELCZAR, 1996).

Em condigbes industriais, a levedura utiliza anaerobiamente seu substrato por
meio da glicélise. Tal processo bioquimico envolve 12 reacées em seqliéncia ordenada,
cada qual catalisada por uma enzima especifica. Tal aparato esta confinado no
citoplasma celular, sendo portanto, nessa regido que se processa a fermentacao
alcodlica. Tais enzimas sofrem a acdo de diversos fatores (nutrientes minerais,
vitaminas, inibidores, substancias do préprio metabolismo, pH, temperatura, etc.) alguns
que estimulam, outros que reprimem a acao enzimatica, afetando assim o desempenho
do processo. O objetivo primordial da levedura ao metabolizar o agucar, é gerar uma
forma de energia quimica (ATP) que sera empregada na realizacdo dos diversos
trabalhos fisiolégicos e biossinteses necessarios a manutencao da vida, crescimento e
multiplicacdo, perpetuando desta forma a espécie. O etanol e CO, resultantes se
constituem em produtos de excrecdo, sem utilidade metabdlica para a célula em
anaerobiose. Durante a fermentacao, na sequiéncia de reacdes de producao de ATP,
rotas metabodlicas alternativas aparecem para propiciar a formacdo de materiais
necessarios a producdo de biomassa (polissacarideos, proteinas, acidos nucléicos)
bem como para a formacao de outros produtos de interesse metabdlico, relacionados
direta ou indiretamente com a adaptacao e sobrevivéncia, o que pode vir a reduzir a
producdo de etanol. Sao eles, o glicerol, os acidos organicos, principalmente o
succinico e 0 acético, que conjuntamente com a biomassa sdao quantitativamente os
principais subprodutos metabolicamente relacionados ao equilibrio redox celular em
anaerobiose. A fermentagao alcodlica € um processo nao oxidativo, sem a participacao
do oxigénio molecular e portanto, para se manter o equilibrio de redox celular, todo o
NADH formado (em reagdes de oxidacdo) deve ser consumido (em reacbes de
reducdo) estas acopladas a producao de etanol e glicerol (AMORIM; BASSO; ALVES,
1996).

A utilizacao dos acucares pelas leveduras envolve inicialmente o seu transporte
para o interior da célula (LAGUNAS, 1993). E comumente aceito que a primeira etapa
de utilizacdo da sacarose por Saccharomyces cerevisiae € a completa hidrolise deste,

pela enzima extracelular invertase em glicose e frutose os quais sdo posteriormente
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transportados para o interior da célula e metabolizados (BARNETT, 1981). Porém
evidéncias contraditérias sdo reportadas na literatura. Friss e Ottolenghi (1959)
mostraram que protoplastas deficientes em atividade de invertase extracelular,
fermentaram sacarose. Também foi relatado que uma cepa sacarose nao fermentativa
foi capaz de acumular intracelularmente 14C marcado em dissacarideos (AVIGAD,
1960). Portanto a sacarose, dissacarideo nao redutor, que é formada por D-glicose e D-
frutose unidas através de seus carbonos anoméricos, mediante ligacao glicosidica,
pode ser hidrolisada, extracelularmente, pela invertase externa ou ser transportada
diretamente para o citoplasma e, posteriormente, hidrolisada pela invertase intracelular
(Figura 2).
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Figura 2 - Representacao das vias de utilizacdo de agucares por S. cerevisiae

2.3 Transportes através da membrana plasmatica
O transporte através da membrana plasmatica é essencial para a manutencgéo da

vida, comunicacao entre as células e adaptacdo as mudancas do meio ambiente. Os
sistemas de transporte permitem a entrada de nutrientes para o interior da célula,
possibilitando a metabolizacdo de fontes exdgenas de carbono, fésforo e nitrogénio.
Eles sao também responsaveis pela excrecdo de produtos das vias metabdlicas e de
substancias nocivas, e regulam o fluxo de ions que podem ser mantidos em
concentracdes intracelulares muito diferenciadas daquelas do ambiente externo (PAO
et al., 1998; SAIER, 2000a). Os solutos podem atravessar a membrana plasmatica por

difusdo simples ou pelo transporte mediado por proteinas através de canais ou
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carreadores. Moléculas como CO,, O, e etanol, podem atravessar a membrana por
difusdo simples, sendo que as concentracoes intracelulares desses substratos nunca
ultrapassam as do meio externo. Canais e carreadores podem mediar o soluto sem
gasto de energia metabdlica e a favor de um gradiente de concentracdo. Neste
processo, denominado de difusdo facilitada, os carreadores se distinguem dos canais
por sofrerem mudangas conformacionais em conseqiéncia da interacdo com o
substrato, de tal forma que o sitio de ligacdo do substrato é exposto para um ou outro
lado da membrana plasmatica, permitindo a passagem da molécula. Na difusdo
facilitada mediada por um canal, o soluto passa de um lado ao outro da membrana via
um canal ou poro que permanece inerte durante todo o processo (SAIER, 2000a,
2000Db).

Quando gasto de energia é acoplado a translocacdo do soluto, o transporte é
denominado ativo. Transportadores ativos primarios bombeiam H* ou outros ions para
fora da célula, convertendo a energia quimica em um gradiente eletroquimico através
da membrana (ex: H+-ATPase). Este gradiente eletroquimico pode, entao, ser usado
pelos transportadores ativos secundarios para o transporte de outras moléculas
(LAGUNAS, 1993; SAIER, 2000a, 2000b).

Algumas leveduras possuem transportadores de sacarose. A andlise da
captacao direta da sacarose por Saccharomyces cerevisiae revelou a presenga de um
co-transporte de sacarose H+ (MWESIGYE; BARDFORD, 1996; SANTOS et al., 1982)
que de acordo com STAMBUK e colaboradores (1999) é mediado pela permease Agt1
(Figura 2). Desta forma, as linhagens n&o necessitam hidrolisar a sacarose
extracelularmente para metaboliza-la, ou seja, a sacarose é levada para o interior da
célula através de um co-transporte com prétons H* (Figura 2) onde sdo hidrolisadas
pela invertase intracelular, liberando moléculas de glicose e frutose que serado
posteriormente metabolizadospela via glicolitica (BARDFORD et al., 1992).

Portanto, duas vias de utilizacdo de sacarose sao conhecidas na levedura S.
cerevisiae (vide Figura 2): pela acdo da invertase extracelular a sacarose é hidrolisada
em glicose e frutose, sendo seus produtos de hidrélise transportados para o interior da
célula através da difusdo facilitada via transportadores de hexoses e fermentados, ou
alternativamente por transporte ativo onde a sacarose pode ser captada diretamente



34

através do co-transporte com H' e hidrolisada internamente pela invertase intracelular
ou maltase (BADOTTI et al., 2006; BATISTA et al., 2004; BARDFORD et al., 1992;
MWESIGYE; BARDFORD, 1996; ORLOWSKI; BARDFOR, 1991; STAMBUK et al.,
2000; STAMBUK; DE ARAUJO, 2001).

E esperado que as células que utilizam a sacarose exclusivamente via transporte
ativo, sem a hidrélise extracelular, produzira mais etanol ja que em vez de serem
gerados 4 moles de ATP (gasto energético quando ha hidrélise extracelular) via
fermentacdo sao gerados 3 moles de ATP a fim de compensar o consumo de ATP

envolvido na extrusdo do co-transporte com H*.

2.4 Microrganismos utilizados em processos industriais
O desempenho fermentativo € bastante afetado pelo tipo de levedura que o

desenvolve. As leveduras sdo os microrganismos mais amplamente utilizados nos
processos fermentativos e para a producéo de biomassa. Apesar de esforgos visando a
utilizacdo de outros microganismos para a obtencdo de etanol, a utilizacdo de
Sacharomyces cerevisiae continua sendo a mais adequada, pois por se tratar de
processos nao estéreis, necessita-se de um microrganismo “robusto”, capaz de suportar
condicOes drasticas.

E uma préatica muito freqiiente nas destilarias se iniciar o processo fermentativo
com uma determinada levedura, seja pela tradicdo de seu uso, como Saccharomyces
cerevisiae, pela facilidade de obtengdo em grandes quantidades, como as leveduras de
panificagdo Fleischamnn ou ltaiquara, ou pelo fato da mesma ter sido obtida através de
melhoramento genético para se melhor adequar as necessidades do processo industrial
(AMORIM et al., 1996).

No periodo final de uma safra, ao se isolar a levedura do processo, pode-se
verificar que esta € diferente daquela introduzida no inicio. Essas leveduras sao
chamadas de selvagens ou contaminantes. A fermentagcédo alcodlica pode ser afetada
ou ndo pela contaminacdo das dornas por leveduras contaminantes. As leveduras
selvagens sao microrganismos que habitam naturalmente a cana-de-agucar e, portanto
sdo adaptadas ao substrato de alimentacdo da dorna. Entre elas estdo leveduras que
embora sejam habitantes naturais do caldo ndo tem caracteristicas que as facam
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sobreviver ao ambiente rustico da dorna. Estas sdo eliminadas naturalmente do
processo. Porém se ela tiver uma boa capacidade fermentativa, sendo assim benéfica
ao processo, ela sera considerada a mais adequada para o préximo processo para a
proxima safra. Neste caso, analisam-se as suas peculiaridades que permitam seu
dominio sobre outras populacées (RODRIGUES; ANDRIETA, 1995).

Em uma usina, pode acontecer uma diminuicdo no rendimento do produto
durante o processo, sem se saber o motivo. A deteccdo de leveduras ao longo do
processo e a sua caracterizagcdo fermentativa sera importante neste caso, pois
fornecera subsidios para verificar se a diminuigdo do rendimento é devido a
contaminacdo ou a falhas de operacdo, ou ma qualidade da matéria-prima
(RODRIGUES; ANDRIETA, 1995).

Atualmente com o aumento da producdo de alcool combustivel, vém-se
aumentando a busca por leveduras nativas com alto potencial fermentativo. A técnica
mais utilizada para a identificacao dessas leveduras é a cariotipagem, a qual identifica
as linhagens de leveduras a partir do tamanho do DNA das cepas. Dessa forma foram
selecionadas varias cepas amplamente utilizadas pelas usinas de acucar e alcool como
a PE-2 e CAT-1, que apresentam grande produtividade, bom rendimento, baixa
producédo de glicerol, pouca producdo de espuma e auséncia de floculagcdo. Embora
esta técnica tenha reconhecido valor como instrumento de estudo e forneca género e
espécie das leveduras, nao fornece informagdes sobre a performance fermentativa da
levedura. Para melhor avaliar e caracterizar as linhagens, é importante o estudo dos
parametros fermentativos que permite determinar de forma comparativa, se uma cepa
testada é similar a outras e ainda ser capaz de fornecer informacbes sobre seu
comportamento fermentativo.

Além da selecao de cepas nativas do processo de fermentagédo, também podem
ser engenheiradas cepas em laboratério com gendétipos e caracteristicas desejaveis
para aumentar a produtividade e diminuir custos.

Considerando que a sacarose pode ser eficientemente fermentada através do
transporte ativo do acucar (BADOTTI et al., 2006; BATISTA et al., 2004), é interessante
desenvolver leveduras incapazes de hidrolisar a sacarose extracelularmente, mas que

continuem fermentando este acgucar eficientemente. Assim poderia haver um amento na
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producédo de etanol ja que seria diminuida a contaminagao por outros microrganismos
que nao possuem invertase e utilizam os monossacarideos oriundos da hidrolise

realizada pelas leveduras do processo.

2.5 Genes envolvidos na fermentacao de acucares
A fermentacao de dissacarideos e oligossacarideos é controlada por uma familia

repetida de genes, como a familia de genes SUC (sucrose), MAL (maltose), MEL
(melibiose), e MGL (alfa metilglicosidase). Cada familia € composta por locis multiplos,
desassociados e funcionalmente equivalentes que controlam a fermentacdo; por
exemplo, a familia SUC é composta por seis desassociados genes, cada um € um gene
estrutural para a invertase. Uma caracteristica ndo usual dessa familia de genes é que
cepas Saccharomyces muito semelhantes carregam diferentes membros ativos de cada
familia, e algumas cepas ndo possuem genes funcionais. Como resultado, as
Saccharomyces diferem em sua habilidade de fermentar agucares (CARLSON, 2009).
Estudos moleculares da variabilidade em genétipos SUC e MAL indicam que a
fermentacdo de genes estdo localizados em diferentes cromossomos em diferentes
genomas. Por exemplo, uma cepa pode conter um gene SUC no lécus SUC |, enquanto
outra cepa pode conter nenhuma sequéncia de genes SUC naquele I6cus (CARLSO;
BOTSTEIN, 1983). Analises da familia SUC indicam que a maioria dos genes SUC
residem préximos do cromossomo telomérico e que a dispersao dos genes SUC para
diferentes cromossomos ocorrem pelo rearranjo dos teldomeros (CARLSON, 1985). A
total organizacdo da familia de genes MAL parece ser similar a familia SUC, embora
cada MAL lécus ser um complexo l6cus incluindo varios genes envolvidos na utilizagao
da maltose. Essas dispersas familias de genes podem oferecer ao microrganismo

versatilidade na adaptacdo em diferentes meio ambientes.

2.6 Metabdlitos indicativos de estresse da Levedura
Durante e no final da fermentagéo as células sao expostas a altas concentragcdes

de etanol. Ao final da fermentacao as células de leveduras sedimentam, e o0 mosto é

entdo removido para processamento até a obtencdo do produto final. As leveduras
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sedimentadas sdo entdo re-inoculadas num mosto fresco para iniciar novo ciclo de
fermentacdo. Portanto, durante o processo de producdo de etanol as leveduras séo
submetidas a diversos estresses, incluindo lavagens com &acido para evitar
contaminacdes por bactérias e/ou outros microrganismos (SMART; WHISKER, 1996;
HEGGART et al.,, 1999; CUNNINGHAM; STEWART, 2000; YAMAGISHI et al., 2001;
JENKINS et al.,, 2003; POWELL et al., 2003; CAMPELO; BELO, 2004; KOBI et al.,
2004). Consequentemente, o estado fisiologico e a performance fermentativa das
leveduras ndo permanecem constantes durante os varios ciclos de fermentacao, e
depois de 6 a 8 ciclos as leveduras perdem a sua capacidade fermentativa maxima
(YAMAGISHI et al., 2001; HEGGART et al., 1999; KOBI et al., 2004). As leveduras séao
entdo descartadas, e a fermentacao € iniciada com um inéculo de leveduras novas.
Esta caracteristica do processo faz com que seja de fundamental importancia a
determinacdo da qualidade das leveduras em uso antes de iniciar um novo ciclo
fermentativo.

Alguns metabdlitos produzidos por S. cerevisiae tais como o glicerol e a trealose
servem como indicadores de estresse da levedura. Os niveis destes compostos podem
ser um indicador da tolerancia a situagdes de estresse provocado por fatores adversos.

2.6.1 Glicerol
O glicerol € o unico poliol produzido pela levedura Saccharomyces cerevisiae

(JENNINGS et al.,, 1984) e sua sintese relaciona-se inversamente com a eficiéncia
fermentativa. E o mais efetivo osmorregulador presente em S. cerevisiae e ocorre
aumento de sua sintese em situacdes de estresse osmotico, pois sua formacédo é
aumentada em meios com baixa atividade de agua (ou analogamente, alta pressao
osmdtica) determinada pela presenca de solutos, tais como sais e acucares (HAJNY et
al., 1960; PANCHAL; STEWART, 1980; MAIORELLA et al., 1984; LARSON;
GUSTAFSSON, 1987; TOKUOKA, 1993) quando também ocorre aumento de sintese
de trealose (WALKER 1998); esta por sua vez é o mais eficiente sacarideo na
estabilizacdo da membrana plasmatica quando a levedura é submetida a um estresse
osmotico reduzindo assim possiveis danos em sua estrutura(MANSURE et al., 1997).
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Segundo Albertyn et al., (1994) mutantes deficientes em enzimas utilizadas na
biossintese de glicerol sdo incapazes de sobreviver em condi¢cbes hiperosméticas o que
indica que altos niveis de glicerol confere capacidade de resisténcia ao estresse
osmético nas leveduras.

A producdo de glicerol durante a fermentagdo alcodlica sofre influéncia das
linhagens presentes no processo, pH, temperatura e concentragcdo de sacarose no
mosto, e de modo geral, quanto maiores os valores destes parametros, maior a
producao de glicerol (GUTIERREZ, 1991). Erasmus et al., (2003), atribuem a sintese de
glicerol, trealose e glicogénio como valvula de seguranca, que disponibiliza rapidamente
carboidrato a levedura.

O glicerol, também inibe ou limita a fermentacao alcodlica. Segundo o trabalho
de Converti et al., (1995), quando se tem acumulo de glicerol no caldo fermentado,
ocorre um decréscimo lento e linear da produtividade especifica maxima de etanol,
relacionado ao acréscimo de glicerol, seguido por uma queda rapida da produtividade a
partir de um limiar de concentragao.

Além de ser um metabdlito osmorregulador,segundo Brumm e Hebeda (1988), a
producdo de glicerol estaria também nada com a regeneragdo do NADH. Uma das
condigbes em que se tem excesso de NADH+ H+ na célula, é quando ocorre o
crescimento Para haver crescimento é necessaria a sintese de proteinas, onde parte
dos aminoacidos provém do piruvato. Assim, para se restabelecer o equilibrio de redox
durante a fermentacdo, quando ha crescimento, o Unico caminho é a formagao de
glicerol para manter o processo de glicélise (NORDSTROM, 1966).

Sob condi¢des anaerdbias, o glicerol é formado para reoxidar o NADH formado
em reacdes de anabolismo e na sintese de acidos organicos. Sob condi¢cdes aerdbias,
o glicerol pode também ser formado, mas normalmente em teores mais baixos; exceg¢ao
ocorre em baixo potencial osmético, quando o glicerol age como regulador osmético e
quantidades substanciais podem ser formadas (COSTENOBLE et al., 2000).

A produgédo de glicerol sob condicbes fermentativas pode ser eliminada pela
presenca de baixas concentracdes de oxigénio (condicdes microaerdbias). Estudos de
modelagem matematica indicam que neste caso a oxidagdo do excesso de NADH
ocorre via cadeia de transporte de elétrons da mitocdndria. A reducao da formacéao de
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glicerol neste sistema teria grande impacto na producdo de etanol combustivel,
minimizando a formacao de subprodutos. Dependendo das condi¢cées de fermentacgéo,
cerca de 4 a 10% da fonte de carbono pode ser convertidos para glicerol
(COSTENOBLE et al., 2000).

2.6.2 Trealose
A levedura Saccharomyces cerevisiae € capaz de acumular dois carboidratos, o

glicogénio e a trealose. Além de um carboidrato de reserva, a trealose exerce a fungéao
de protecao das células quando em condicdes de estresse.

Em 1974, as pesquisas indicavam que a trealose serviria como um depdésito de
glicose para fornecer energia e/ou para sintese de componentes celulares. Hoje é claro
que a trealose é muito mais que um simples componente de armazenamento (ELBEIN,
1974). Este composto pode proteger as proteinas e membranas da inativacao ou
desnaturacdo causada por uma variedade de condicdes estressantes (ELBEIN et al.,
2003).

A trealose é um dissacarideo nao reduzido no qual duas unidades de glicose sao
unidas por uma ligagéo a, a — 1,1 glicosidica. H& trés possiveis an6meros de trealose
que sao, a, B -1,1, B, pB-1,1 e a, a — 1,1 porém somente o0 a, a — trealose tem sido
isolada em organismos vivos. Este acglcar esta presente em uma ampla variedade de
organismos, incluindo bactérias, leveduras, fungos, insetos, invertebradose plantas,
onde serve como fonte de energia e carbono (ELBEIN et al., 2003).

Diversos trabalhos indicam que a maioria dos microrganismos que conseguem
sobreviver em condicOes estressantes apresentam elevadas concentracdes de trealose
indicando que este acucar protege a célula de diversos estresses como o0
congelamento, concentracbes toxicas de etanol, o choque térmico e desidratacao
(TREVELYN et al., 1984). De acordo com HOLLINGER et al., 1987, a elevacao da
temperatura do meio de cultivo de Saccharomyces cerevisiae de 27 para 40°C promove
um aumento no acumulo de trealose e com isso a levedura adquire termotolerancia.

Este acucar esta presente em altas concentragcdes em leveduras de panificacao
(ELANDER; MYRBACK, 1949) e cervejarias (STEWART et al.,, 1950); nestes
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organismos, 0s niveis de trealose depende da idade das células, assim como do
estagio de crescimento e seu estado nutricional.

A trealose possui a capacidade de proteger a célula de levedura durante
processos de desidratacdo-hidratacdo. Tal habilidade é atribuida ao fato de que a
trealose interage com os grupos polares das cadeias fosfolipidicas existentes na
membrana celular (CROWE et al.,, 1984). Neste fendmeno ocorre a substituicdo de
moléculas de agua pela trealose, assim em condigdes de estresse, sdo evitadas as
separacdes laterais de componentes de membrana, mantendo-se a integridade e
fluidez da mesma e, com isso a viabilidade celular (PANEK et al., 1993). Portanto, ha
uma forte relagdo entre o acumulo de trealose intracelular e a viabilidade celular em
condicdes de estresse.

Segundo Madin e Crowe, (1975) a habilidade das leveduras em sobreviver na
auséncia de agua tem mostrado uma forte relacao com a sintese de trealose. A fase log
de crescimento de culturas de leveduras tem uma baixa concentracdo de trealose e séo
mais suscetiveis a desidratacdo, mas quando estes microrganismos entram na fase
estacionaria, os niveis de trealose aumentam e paralelamente sua habilidade para
sobreviver em condi¢cdes de desidratacdo. Essa habilidade em sobreviver na presencga
de trealose é independente da fase de crescimento das células, pois a fase log de
células sujeitas pelo choque térmico rapidamente sintetiza trealose e adquire a
habilidade de sobreviver com desidratacao (GADD et al., 1987).

Este carboidrato é importante para a manutencao da viabilidade celular da
levedura, porém é utilizada como carboidrato de reserva durante periodos de n&o
proliferacdo, quando a sobrevivéncia da célula depende dos niveis de trealose e
glicogénio (TREVELYN et al., 1984).

Para alguns autores, o acumulo de trealose ocorre durante a fase estacionaria de
desenvolvimento. Durante o crescimento logaritmico de células de Saccharomyces
cerevisiae em meio de glicose, o conteudo intracelular de trealose é muito baixo. Sob
condicoes de deplecao de glicose do meio, as células de leveduras entram numa breve
fase de crescimento retardado referido como diauxia (PANEK; MATTOON, 1977), neste
periodo ha uma pausa na divisdo celular, € um periodo de adaptacdo onde muitas

enzimas precisam ser ativadas ou sintetizadas e o acumulo de trealose ocorre antes,
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pois 0 etanol passara a ser oxidado. Estes autores observaram a sintese de trealose
durante o crescimento aerdbio de leveduras com limitacdo de nitrogénio. Quando as
células foram colocadas em meio de cultivo fresco, contendo glicose como fonte de

carbono, a reserva de trealose permaneceu baixa durante o crescimento logaritmico.

2.6.3 Etanol
Dentre os diversos fatores de causam estresse na levedura, o maior estresse é

causado pelo etanol durante o processo de fermentacdao (CANETTA et al., 2006). No
entanto a toxicidade do etanol em leveduras tem um mecanismo muito complexo, de
modo que o principal alvo desse estresse ocorre na membrana celular (D’AMORE et
al.,, 1990). Os efeitos da toxicidade do etanol na fisiologia da levedura s&o diversos.
Esses efeitos incluem inibicdo do crescimento, reducdo da viabilidade, redugdo da
respiracdo (PASCUAL, et al., 1988), reducao da fermentacdo (FERNANDES et al.,
1997), inativacdo enzimatica, modificagdo lipidica da membrana plasmatica, perda de
forca protomotiva através da membrana plasmatica (PETROV; OKORKOV et al., 1990;
MIZOGUCHI; HARA, 1997) e aumento da permeabilidade da membrana (MARZA et al.,
2002). Esses efeitos sdo menos pronunciados quando ha alta sintese de trealose.
Segundo Canetta et al, (2006), expondo as leveduras da espécie
Saccharomyces cerevisiae e Sc. Pombe em concentracoes de etanol de 10%, 20% e
30% (v/v) por 1 hora, a viabilidade celular sofre um grande declinio em Sc. pombe
(91%, 80% e 9% respectivamente) comprovando que o etanol é mais toxico nesta
espécie que em S. cerevisiae. Além da diminuicdo da viabilidade celular, o estresse do
etanol gera um aumento na permeabilidade nas membranas celulares levando a ruptura

da estrutura das células e sua forma torna-se irregular (Figura 3).
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Saccharomyces cerevisiae Schizosaccharomyces Pombe

Control

0% ethanol 0% ethanol

10% ethanol —1 h 10% ethanol — 1 h

Ethanol

Sress

20% ethanol =1 h 20% ethanol = 1 h

30% ethanol - 1 h 30% ethanol — 1 h

Figura 3 - Saccharomyces cerevisiae e Schizosaccharomyces pombe expostas a concentragdes
de 10%, 20% e 30% (v/v) de etanol por 1h

Segundo D’amore e Stwart (1987) o etanol produzido na fermentagdo pode
reduzir a multiplicacdo e a viabilidade da levedura. O mecanismo de inibicado é
complexo e muitos mecanismos sdo propostos, sendo que incluem a desnaturagao e
inibicdo de enzimas, e danos na membrana plasmatica alterando a sua permeabilidade.
Os autores resslatam que os fosfolipideos presentes na membrana plasmatica
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desempenham um importante papel no mecanismo de tolerancia ao etanol. Acréscimos
de acidos graxos insaturados, além disso, fatores como o acumulo de etanol

intracelular, temperatura e pressao osmética influem sobre a tolerancia ao etanol.
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3 OBJETIVO
O presente trabalho teve como objetivo principal avaliar o perfil de

metabolizacdo de acucares por diferentes leveduras Saccharomyces cerevisiae com
diferente atividade de invertase. Para isso, este trabalho abrangeu os seguintes
objetivos especificos:
e Estudo comparativo entre os diversos parametros fermentativos das
cepas CAT-1 e HCJ 003
e Estudo da cinética de metabolizacao de agucares, a formacao de glicrol
e 0 acumulo de trealose das cepas CAT-1, HCJ 003 e BG-1
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Linhagens de S. cerevisiae
Para a conducdo dos ensaios foram utilizadas trés linhagens dentre essas,

duas sao amplamente utilizadas no setor sucroalcooleiro e foram escolhidas devido a
grande capacidade de permanéncia no processo e a resisténcia as condi¢cdes de
estresse. As duas cepas escolhidas foram: CAT-1, isolada da usina VO — Catanduva
localizada no municipio de Catanduva; BG-1, isolada da usina Barra Grande. Todas
essas usinas estdo localizadas no estado de Sao Paulo. As trés linhagens foram
fornecidas pela Colecdo de Leveduras do Departamento de Ciéncias Bioldgicas,
ESALQ- USP. Ja a cepa HCJ — 003 também utilizada neste trabalho, foi fornecida pelo
prof. Dr. Boris U. Stambuk, do Centro de Ciéncias Biol6gicas da Universidade Federal
de Santa Catarina, Floriandpolis, SC. Tal cepa € dipléide derivada da linhagem
laboratorial CEN.PK2-1C e foi engenheirada com o propédsito de sobreexpressar a
invertase intracelular além de conter transportadores de sacarose de alta afinidade.
Diferentemente das Saccharomyces cerevisiae industrialmente utilizadas que podem
hidrolisar a sacarose tanto pela invertase extracelular como pela intracelular, esta cepa
obrigatoriamente necessita transportar todo o aglcar para dentro da célula através dos
transportadores de sacarose e entdo clivem este aclcar em glicose e frutose em seu
citoplasma (Figura 4).
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Sacarose

l Invertase
Glic. + Fru H+
Sacarose
Sacarose
Sacarose / H+ Invertase
nvertase
. /Irgtzalular Y— " H+ Intracelular
Glic. + Fru AGT1 Glic. + Fru
+
4 ATP e

Ethanol + CO2
anot + Ethanol + CO2

A B

Figura 4 - Metabolismo da sacarose em uma cepa utilizada industrialmente (A) e em outra
geneticamente modificada (B) (sem hidrélise da sacarose extracelularmente)

4.2 Manutencao e cultivo das Linhagens de Saccharomyces cerevisiae
As culturas de Saccharomyces cerevisiae foram mantidas em meio de cultura

YEPD sdlido (extrato de levedura — 1%, peptona — 1%, dextrose — 2%, agua destilada,
agar — 1,5%) com 6leo mineral, sob temperatura ambiente. Na reativacao foi retirada
uma alca da cultura de manutencgao e transferida para tubo de ensaio contendo 5,0 mL
de caldo YEPD, sendo o tubo incubado a 32°C por 24h. Posteriormente, 0,1 mL deste
tubo foi transferido para um tubo de ensaio contendo 5,0 mL de YEPD e incubado nas
mesmas condi¢cdes. Em seguida foi transferido o conteddo deste tubo (5 mL) para
erlenmeyer contendo 50 mL de meio YEPD e incubado sob as mesmas condi¢des
descritas anteriormente (Figura 5).

Na segunda etapa de multiplicacao, foi transferida toda a suspensdo celular
proveniente da primeira etapa para um erlenmeyer, contendo 100 mL de mosto de
multiplicacdo e incubado a temperatura ambiente. Decorridas 24 horas de incubacao,
foi adicionado um volume de mosto igual ao volume de suspensao de células dobrando
o volume, ou seja, foi adicionado 150 mL seguido de incubacdo a temperatura
ambiente. O procedimento de duplicar o volume com mosto foi realizado até a obtencao
de biomassa desejada. Apdés o término da multiplicacdo, os frascos foram
acondicionados em camera fria a 4°C durante tempo suficiente para ocorrer a
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decantagdo de todas as células em suspensdo (Figura 5). Em seguida, foram
centrifugadas a 800 g durante 20 minutos (centrifuga Internacional Refrigerated
Centrifugue, modelo PR-2) e as biomassas obtidas foram utilizadas nos ensaios

fermentativos.

Temp. 150 mL mosto
ambiente
32°C 24h 32°C 24h 32°C 24h 24h
- - Duplicou-se
_.! _.! o volume até
0,1 mL 5mL /4 50mL JiTy biomassa
> > > | > | desejada
:u \ :I \ \ 4°C
:-\. g :-\. g ]—|-
100 mL 1

5 mL YPD 5 mL YPD 50 mL YPD /)
mosto fra |

:\_ _._l
1000 mL
suspensio

Figura 5 - Multiplicacao das linhagens de Saccharomyces cerevisiae

4.3 Preparo do Mosto de Multiplicacao
Os mostos de multiplicagao foram preparados com melaco industrial diluido

com agua até atingir 10% de ART. Ap6s a diluicdo, o mosto de multiplicacao foi
transferido para erlenmeyers e autoclavados (121°C durante 20 minutos). Apds

autoclavagem foram armazenados em temperatura ambiente.

4.4 Preparo dos mostos de Fermentacao
Os mostos utilizados para os experimentos de fermentacdo foram preparados

através da mistura de caldo de cana e melago diluidos. A proporgéo utilizada foi de 50%
de melaco e 50% de caldo de cana ambos diluidos com agua destilada para obtencao
de uma concentragéo final média de 19% de ART. Os mostos de fermentagdo foram
centrifugados e autoclavados a 121°C durante 20 minutos. Apds autoclavagem, os

mostos foram resfriados a temperatura ambiente, filtrados em algodao hidréfilo, e
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acondicionados em frascos plasticos contendo 800 mL de mosto. Posteriormente, foram
congelados a -18°C até o momento do uso.

4.5 Ensaio de Fermentacao
Os ensaios de fermentacao foram realizados em 4 ciclos fermentativos com

reciclos de células sendo o Ultimo ciclo utilizado para o estudo cinético de
metabolizacdo de acucares. A biomassa das linhagens obtidas na etapa de
multiplicacdo foram ajustadas para um peso de 8 g de biomassa Umida e,
posteriormente foram adicionados 17 mL de agua Milli-Q e 3 mL de vinho obtido da
centrifugacdo da suspensdo celular da etapa de crescimento e para os ciclos
posteriores foram utilizados os vinhos obtidos da fermentagdo do ciclo anterior. O
mesmo procedimento foi realizado para o preparo dos demais tratamentos, perfazendo
um total de 6 erlenmeyers (2 tratamentos com 3 repeticoes) para cada ensaio de
fermentacao.

Todos os ensaios de fermentacdo foram realizados em erlenmeyers com
capacidade maxima de 250 mL. Apés o preparo do pé-de-cuba (C), os frascos foram
acondicionados em shaker a 100 rpm e 30°C. Através de uma bomba peristaltica (A)
para simular a alimentagéo realizada na industria, foi adicionado mosto de fermentagéao
(B) aos frascos de fermentacédo. O volume total de mosto de alimentac¢ao adicionado foi
de 60 mL. As alimentagdes com a bomba peristaltica ocorreram durante 5 horas para
simular o procedimento realizado na industria. Todo o CO2 produzido e o etanol
residual gerado nos frascos de fermentacao (C) foram coletados em tubos de ensaio
com 20 mL de agua destilada acondicionadas em caixa de isopor (D) contendo gelo em
seu interior (Figura 6).
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Figura 6 - Foto de um experimento teste

4.7 Ensaio da metabolizacao de acucares
Durante o quarto ciclo fermentativo foi realizado a cinética de metabolizagdo de

acucares. Foi retirado 2mL de cada frasco de fermentacdo a cada 2 horas. Todas as
amostras foram centrifugadas e 0,5 mL foi utilizado para dosar etanol em cromatégrafo
de troca ibnica enquanto que o0s sobrenadantes restantes foram imediatamente,
submetidos a “banho fervente” com a finalidade de inativar a invertase. Apos fervura,
estas amostras foram analisadas por HPLC para dosar sacarose, glicose, frutose e
glicerol. Os precipitados resultantes da centrifugacdo foram utilizados para extrair
trealose.

4.8 Determinacao do teor de biomassa nos vinhos
Os volumes dos frascos de fermentacao foram divididos igualmente em tubos

de centrifugas com capacidade maxima de 120 mL previamente tarados e
centrifugados a 800 g durante 15 minutos apés o término de cada ciclo fermentativo.
Apés a centrifugacao, os tubos foram pesados e assim obteve-se o teor de biomassa e

os valores foram expressos em g.L™".
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4.9 Determinacao da viabilidade celular
Apo6s o término de cada ciclo fermentativo foi retirada aliquota de 0,2 mL de

vinho bruto para a determinacdo da viabilidade celular que € a propor¢cdo de células
vidveis e é expressa em porcentagem (%). As viabilidades foram determinadas por
microscopia éptica mediante coloracao diferencial de células pela solucao de eritrosina
em tampao fosfato e posterior contagem de células viaveis que permanecem incolores,
e nao viaveis, as quais adquirem coloracdo résea na presenca do corante. Além das
células viaveis e nao viaveis, foram contados os brotos viaveis presentes em camara de

Neubauer.

4.10 Determinacao de acucares e glicerol
A quantificagdo glicose, frutose, sacarose e glicerol foi realizada através de

cromatografia de troca iénica utilizando o cromatografo idbnico DIONEX, modelo DX300
(Sunnyvale, CA, USA) equipado com coluna Carbopack PA1 e utilizando como fase

mével o NaOH (100 mmol.L™) sob fluxo de 0,9 mL.min ™.

4.11 Determinacao de etanol mediante HPLC
A quantificacdo de etanol foi estimado mediante cromatografia liquida (HPLC)

empregando-se para tanto coluna de exclusao iénica Aminex HPX-87H BioRad
(Hercules, CA, USA) a 65°C, utilizando H2SO4 5mM como fase mével a uma vazao de
0,6 mL.min-1 e detector de indice de refragdo CG 410 (instrumentos Cientificos C.G
Ltda, Sdo Paulo, Brasil), conforme descrito por Alves (1994).

4.12 Determinacao de etanol e calculo da eficiéncia fermentativa
Os teores de etanol foram determinados mediante destilacdo por arraste de

vapor em um microdestilador Kjeldhal. As amostras destiladas foram transferidas para
densimetro digital marca ANTON PAAR modelo DMA 48 para a obtencdo das
concentracdes de etanol. O rendimento alcodlico (eficiéncia fermentativa) é a fragcdo do
acucar metabolizado que se converteu em etanol e foi calculado, considerando-se que
100g de glicose (ou ART) resultariam em 51,11g de etanol (para eficiéncia de 100% de

conversao).
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4.13 Determinacao do pH e trealose
O valor de pH foi determinado no final de cada ciclo fermentativo. Os conteudos

de trealose na levedura foram estimados mediante extracdo com acido tricloroacético
0,2 Mem banho de gelo durante 20 minutos (60 mg de massa Umida de levedura para
cada 2 mL de extrator), seqguido de quantificacdo no sobrenadante (3.000 rpm por 10
minutos) mediante cromatografia i6nica (HPAEC, Dionex DX 300) nas mesmas
condi¢des operacionais empregadas para a dosagem de acucares (Basso et al., 2008).

4.14 Analise Estatistica
As comparacgdes das médias foram feitas pelo teste de comparacdes de Tukey,

ao nivel de 5% de significancia (p< 0,05). Para a execuc¢ao das andlises foi utilizado o
pacote estatistico SAS — Statistical Analysis System (SAS INSTITUTE, 1990).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Estudo comparativo dos parametros fermentativos: CAT -1 e HCJ 003

Nesta parte do projeto duas leveduras dipléides com formas distintas de
metabolizacdo da sacarose foram avaliadas. A linhagem S. cerevisiae CAT-1, que
expressa as duas formas da enzima invertase (extra- e intracelular; Carlston et al.,
(1982) foi comparada a linhagem HCJ 003, a qual sobre-expressa apenas a forma
intracelular desta enzima (DARIO et al., 2008). Esta linhagem possui algumas
modificacoes genéticas, que fazem com que a mesma seja incapaz de hidrolisar a
sacarose extracelularmente. Desta forma, quando cultivada em meio contendo esta
fonte de carbono, a linhagem é obrigada a transportar a sacarose para o ambiente
intracelular e entao clivar este agucar em glicose e frutose no citoplasma. Isto tem como
consequéncia um gasto energético, que pode ser resumido da seguinte forma. Ao
transportar uma molécula de sacarose para o ambiente intracelular, ocorre o simporte
de um préton, o que faz com que as células, para manterem o pH intracelular
constante, tenham que bombear este préton para o ambiente extracelular. Isto ocorre
via H'-ATPases de membrana, que gastam uma molécula de ATP por préton
extrudado. Como balanco final, para cada mol de sacarose consumido pelas células em
anaerobiose (ou durante metabolismo fermentativo), em vez de serem gerados 4 moles
de ATP via fermentagdo (o que ocorreria no caso de hidrélise extracelular da sacarose
e transporte de glicose e frutose por difusao facilitada), sdo gerados apenas 3 moles de
ATP (ja que um mol é gasto para extrudar o préton co-transportado). Nesta situacao, o
que se espera é que as células, quando em anaerobiose, procurem repor estes 25% de
ATP (ou ao menos parte disto) que deixam de ser gerados, através de um
direcionamento maior do metabolismo para as vias fermentativas, ou seja, para a
formacao de etanol. Portanto, o que se imagina € que a linhagem HCJ 003 produza
mais etanol por mol de sacarose consumido em anaerobiose do que uma linhagem
selvagem.

Este ensaio fermentativo foi constituido de 4 ciclos sendo os 3 primeiros ciclos

destinados a avaliacao das duas diferentes cepas quanto aos diversos parametros do
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processo de fermentacdo. Os parametros avaliados foram: rendimento em etanol (% do
volume obtido em relagdo ao maximo teérico), biomassa final, viabilidade, taxa de
brotamento, producéo de glicerol, producéo de etanol e teores de trealose na biomassa.
O 4°ciclo fermentativo foi destinado ao estudo do perfil de metabolizacao dos aglcares,
onde analisou-se os teores de sacarose, glicose e frutose, bem como a formagéao de
glicerol e o teor de trealose na biomassa.

No decorrer de todos os ciclos fermentativos, a levedura HCJ 003 (que expressa
apenas a invertase intracelular) produziu menos biomassa que a CAT- 1 (Figura 7,
Tabela 2) ao final de cada ciclo fermentativo. Observou-se também uma menor
producéo de glicerol para esta cepa (Figura 8, Tabela 6), provavelmente decorrente da
menor biomassa previamente observada. Embora ndo haja diferenca estatistica no
segundo e terceiro ciclos, fica evidente os menores teores de glicerol durante os ciclos
estudados. Badotti (2005), afirmou que devido ao requerimento energético para a
captacao direta de dissacarideos, até 25% da energia produzida pela fermentacao pode
ser utilizada para este transporte (conforme explicado anteriormente). Este
acontecimento deve-se a existéncia do co-transporte de ions H+ acoplado a entrada de
sacarose para o interior das células, a qual € mediada principalmente pela permease
Agtip, embora saiba-se que outros transportadores Malx1p sejam capazes de
transportar este dissacarideo, porém com menor afinidade (STAMBUK et al., 2002). O
consequiente desvio de ATP para a extrusao destes ions tem como conseqliéncia,
menor disponibilidade de ATP para a producdo de biomassa e conseguentemente
menos glicerol é produzido. Deve-se ressaltar que a producado de glicerol ndo esta
somente acoplada a producdo de biomassa mas também as condicées de
osmolaridade do meio (HOHMANN 1997, apud ALVES, 2000). Elevados niveis de
osmolaridade podem ser responsaveis pelo estresse osmotico ao qual as células estao
submetidas (principalmente em substratos industriais, como no caso destes
experimentos). Portanto, a produgdo de glicerol também pode ser um indicativo de
estresse causado pela pressdao osmoética do meio assim como a produgdo e consumo
de trealose e glicogénio.
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Figura 7 - Biomassa expressa em gramas, das duas diferentes cepas durante os 3 ciclos
fermentativos. Colunas dentro de um mesmo ciclo seguidas de letras iguais ndo
diferem estatisticamente a um nivel de 5% de significancia

0,600 -

0,400 -

0,200 -

Glicerol (%)

0,000 -

Ciclos

H CAT -1 B HCJ 003

Figura 8 - Quantidade de glicerol expresso em porcentagem das duas diferentes cepas durante
os 3 ciclos fermentativos. Colunas dentro de um mesmo ciclo seguidas de letras
iguais nao diferem estatisticamente a um nivel de 5% de significancia

Na fermentacao alcodlica € necessario o crescimento da levedura apenas para
sustentar a alta viabilidade celular durante o reciclo de células. Segundo Amorim 2005,



58

o excesso de fermento nas dornas das usinas (acima de 15%) pode esgotar os
nutrientes mais rapidamente causando a exaustdo dos elementos essenciais a
levedura, decréscimo da viabilidade, aumento do consumo de acido (durante o
tratamento acido) e redugcdo do rendimento da fermentacdo. Além disso, operando
nessas condi¢des, acabava-se circulando uma quantidade maior de células mortas nas
centrifugas, que liberam vitaminas, aminoacidos e minerais que servem como fonte de
alimento para as bactérias, agravando os problemas causados pela contaminacao.
Através dos dados obtidos nesse trabalho, é possivel verificar que as cepas
CAT-1 e HCJ 003 apresentaram viabilidades constantes e elevadas (acima de 90%) ao
longo dos ciclos fermentativos (Figura 9, Tabela 3), sendo estatisticamente equivalentes
entre si. De certa maneira, esta observacgao foi muito interessante, pois a cepa HCJ 003
€ uma derivada dipléide da linhagem laboratorial CEN.PK2-1C, normalmente mais
susceptivel aos meios industriais com altos teores de agucares (> 200 g/l). Observou-se
ainda que a taxa de brotamento foi superior em todos os ciclos para a HCJ 003

mostrando que esta cepa manteve-se adaptada as condicdes do processo (Figura 10,
Tabela 3).

100 -
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Figura 9 - Viabilidade celular expressa em porcentagem (%) - gramas de biomassa Uumida/100mL -
das duas diferentes cepas durante os 3 ciclos fermentativos. Colunas dentro de um
mesmo ciclo seguidas de letras iguais nao diferem estatisticamente a um nivel de 5% de
significancia
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Figura 10 - Brotamento expresso em porcentagem (%) - gramas de biomassa umida/100mL - das
duas diferentes cepas durante os 3 ciclos fermentativos. Colunas dentro de um
mesmo ciclo seguidas de letras iguais ndo diferem estatisticamente a um nivel de 5%
de significancia
Em relacdo aos teores de trealose na biomassa (% de trealose em relacdo a
massa seca de células), observou-se o aumento gradativo deste carboidrato de reserva
na cepa CAT -1 ao longo dos ciclos fermentativos. Por outro lado, no caso da cepa HCJ
003, os teores de trealose diminuiram ap6s o primeiro ciclo fermentativo (Figura 11,
Tabela 3), sendo que ao final do quarto ciclo representou cerca de metade do valor
presente na linhagem CAT-1.

A trealose possui a capacidade de proteger a célula de levedura durante
processos que possam provocar estresse a levedura. Diversos trabalhos indicam que a
maioria dos microrganismos que conseguem sobreviver em condi¢cdes estressantes
apresentam elevadas concentracbes de trealose indicando que este acucar protege a
célula de diversos estresses (TREVELYN et al., 1984). Alcarde e Basso (1997)
estudaram o acumulo da trealose enddégena pelas leveduras em anaerobiose, e
verificaram que leveduras com maior acumulo deste carboidrato, tiveram aumento
significativo na manuteng&o da viabilidade apoés liofilizagao.

A trealose s6 se acumula e atinge concentragéo elevada dentro da célula quando
a glicose do meio estiver quase esgotada. Lilli e Pringle (1980) citam que, para que um
composto seja considerado de reserva, ele deve ser acumulado quando as fontes



60

externas de nutrientes sdo abundantes para ser utilizado em periodos desfavoraveis. A
trealose apresenta um comportamento diferente, ou seja, € acumulada durante a fase
lag da diauxia, quando o meio esta quase exaurido em glicose.

Embora tenha ocorrido uma queda no teor de trealose para a levedura HCJ 003
apos o primeiro ciclo fermentativo, houve manutencdo das células e alta taxa de
brotamento (Figura 10, Tabela 3) durante todo o processo fermentativo. A queda do
teor de trealose pode ser resultante da fermentacdo enddgena da trealose ja que nao
foi observada nenhuma queda na viabilidade (Figura 9, Tabela 3) desta cepa. O
acumulo de trealose pode ocorrer devido a um estimulo de um agente estressante
dependente do tempo de exposicdo (ALCARDE ; BASSO, 1997), porém quando
mantidas em condi¢cdes estressantes, apresentam queda em sua concentracao.
Portanto, a levedura HCJ 003 pode ter apresentado uma concentracao decrescente de
trealose ao longo dos ciclos devido a maior pressdo osmética do meio ou a sua maior
sensibilidade ao estresse osmotico. No entanto, ainda ndo é sabido a razdo para a
diminuicéo dos niveis de trealose nesta linhagem. Apesar da cepa HCJ 003 apresentar
apenas a invertase intracelular, sabe-se que os produtos da hidrolise da sacarose
(glicose e frutose) podem ser liberados no meio pela agdo dos transportadores de
hexose (Hxtp).
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Figura 11 - Teor de trealose expresso em gramas/100 gramas de biomassa seca presente nas
duas cepas anterior a fermentacéo e ao final de cada ciclo fermenativo. Colunas
dentro de um mesmo ciclo seguidas de letras iguais ndo diferem estatisticamente a
um nivel de 5% de significaAncia

Os dados apresentados nas figuras 7 e 16 mostram que a cepa HCJ 003
produziu, de forma consistente, menos biomassa e mais etanol do que a cepa CAT-1
(Tabela 2 e 6). A biomassa e o etanol sdo gerados em rotas metabdlicas distintas
portanto se mais acucar é desviado para a producao de etanol, menos biomassa sera
formada.O rendimento fermentativo (Figura 12, Tabela 2) foi superior para a cepa HCJ
003 que apresentou um rendimento médio de 87,31% sendo 2 a 4% maior que para a
cepa CAT-1 (84,02%). Através deste resultado fica evidente que o transporte da
sacarose para o citoplasma celular através de co-trasnportadores de ions H+ é
eficiente, ou seja, aumenta o rendimento em etanol. O fato de gerar menos moles de
ATP (3 moles ao invés de 4) faz com que ocorra um direcionamento maior do
metabolismo fermentativo e conseqlientemente ha uma menor disponibilidade de ATP
para a producao de biomassa o que justifica a cepa HCJ 003 produzir mais etanol e
menos biomassa.Tal resultado também revela que apesar da levedura HCJ 003 ser
uma cepa laboratorial mostrou-se adaptada as condi¢ces da fermentacao.

Podemos observar também que os teores residuais de glicose (Figura 13, Tabela
5), frutose (Figura 14, Tabela 5) e sacarose (Figura 15, Tabela 4) ao final de cada ciclo
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fermentativo foram relativamente baixos (menores do que 0,03 %), e praticamente
iguais entre as duas cepas.
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Figura 12 - Rendimento expresso em porcentagem (v/v) das cepas HCJ 003 e CAT-1 ao longo
dos trés ciclos fermentativos. Colunas dentro de um mesmo ciclo seguidas de
letras iguais ndo diferem estatisticamente a um nivel de 5% de significancia
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Figura 13 - Teor de glicose expresso em porcentagem (%) — gramas/100mL de vinho - das
duas linhagens ao longo dos quatro ciclos fermentativos. Colunas dentro de um

mesmo ciclo seguidas de letras iguais ndo diferem estatisticamente a um nivel de
5% de significancia
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Figura 14 - Teor de frutose expresso em porcentagem (%) — gramas/100mL de vinho - das duas
linhagens ao longo dos quatro ciclos fermentativos. Colunas dentro de um mesmo
ciclo seguidas de letras iguais ndo diferem estatisticamente a um nivel de 5% de
significancia

0,040 -

0,020 -

Sacarose (%)

0,000 -

Ciclos

B CAT - 1 B HCJ 003

Figura 15 - Teor de sacarose expresso em porcentagem (%) — gramas/100mL de vinho -das
duas linhagens ao longo dos quatro ciclos fermentativos. Colunas dentro de um
mesmo ciclo seguidas de letras iguais nao diferem estatisticamente a um nivel de 5%
de significdncia
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Figura 16 - Teor de etanol expresso em porcentagem (%, v/v ) das duas linhagens ao
longo dos quatro ciclos fermentativos. Colunas dentro de um mesmo ciclo
seguidas de letras iguais nao diferem estatisticamente a um nivel de 5% de
significancia

5.2 Estudo da cinética de metabolizacao de acucares: CAT -1, HCJ 003 e BG-1

O quarto ciclo fermentativo, destinado somente a andlise da cinética de
metabolizacdo de agucares em condicoes semelhantes as de fermentacao alcodlica
industrial, mostrou que as leveduras CAT -1, HCJ 003 e BG-1 apresentaram uma
cinética de metabolizacdo e consumo de sacarose, glicose e frutose distintos.

Na metabolizagdo de acucares pela levedura CAT -1 (Figura 17), notou-se que
houve um maior acumulo de sacarose (Tabela 7) no meio fermentativo até 4 horas de
fermentacdo (1,5%) e um baixo acumulo dos seus produtos de hidrélise (glicose e
frutose, < 0,2%) (Tabela 8), provavelmente indicando que a velocidade de hidrélise de
sacarose na cepa CAT-1 seja compativel a velocidade de captacao de glicose e frutose,
conforme demonstrado anteriormente por Parazzi-Junior (2006). Parazzi (2006)
estudou a atividade de invertase extracelular de diferentes cepas do setor
sucroalcoleiro e observou que a levedura CAT — 1 apresentou uma atividade de
invertase de 2,50 g. ART. h™'. g'P°™3%2 enquanto que as linhagens PE — 2 e BG — 1
apresentaram uma atividade de 3,89 e 7,47 g. ART. h. g'P°™as2 Assim, a levedura
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CAT -1 apresenta uma atividade de invertase relativamente baixa o que justifica o
grande acumulo de sacarose no meio fermentativo, e a presenca relativamente baixa

de glicose e frutose.

ACUCARES E GLICEROL
CAT -1 (%)

Tempo (h)

—e—Glicose —@—Frutose —i——Sacarose Glicerol

Figura 17 - Perfil de metabolizacdo de agucares e formagao de glicerol pela levedura CAT -1

durante o 4° ciclo fermentativo com duragéo de oito horas
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Figura 18 - Perfil de metabolizagédo de agucares e formagéao de glicerol pela levedura HCJ 003

durante o 4° ciclo fermentativo com duracéo de oito horas
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Figura 19 - Perfil de metabolizagdo de aglcares e formagao de glicerol pela levedura BG - 1

durante o 4° ciclo fermentativo com duragéo de oito horas

A linhagem de levedura HCJ 003 é diploide e nao apresenta invertase externa,
porém a sua invertase intracelular é sobreexpressada pelo promotor forte pADH1. O
fato de transportar a sacarose para o interior das células faz com que o rendimento em
etanol aumente, e também contribua para a reducédo nos niveis de glicose e frutose
extracelulares, uma vez que a hidrdlise de sacarose ocorre no ambiente intracelular.
Sabe-se que a hidrélise extracelular da sacarose pode permitir o crescimento de outros
microrganismos, incluindo leveduras contaminates com auséncia de invertase (GREIG,
TRAVISANO 2004). A producdo extracelular de frutose também impde muitos
problemas para o processo industrial devido a lenta utilizagdo da frutose pelas células
de S. cerevisiae (BETHELS et al, 2004), o que pode resultar em agucar residual no final
da fermentacdao com consequente queda na produtividade (BADOTTI et al, 2008).

No entanto, no caso da cepa HCJ 003, o perfil de metabolizacdo dos acucares
presentes no meio fermentativo foram inesperados (Figura 18). A principio,
esperavamos apenas a presenga de sacarose no meio, uma vez que a mesma seja

transportada e hidrolisada intracelularmente. No entanto foi observado um acumulo de
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frutose (1,5 %) e glicose (0,6%) no meio, juntamente com sacarose (0,4%), atingido por
volta de 4 horas de fermentacdo. Em vistas destes resultados podemos ter duas
situacoes distintas: 1) A sacarose pode ter sido transportada para o interior das células,
e houve extravazamento de glicose e frutose por meio dos transportadores Hxtp,
especificos para tais hexoses. Neste caso, acredita-se que a sobre-expressdo da
invertase intracelular possivelmente tenha feito com que a velocidade de formacgéao dos
monossacarideos durante a hidrélise tenha sido mais rapida do que a velocidade de
dissimilacdo destes para as vias catabdlicas/anabdlicas; 2) Parte da sacarose pode ter
sido hidrolisada no ambiente extracelular devido a presenca de invertase extracelular
(seja pela presenca da invertase intracelular no ambiente extracelular/periplasmatico
e/ou atividade de outra hidrolase extracelular). No entanto, ndo podemos descartar o
fato de que o meio utilizado neste estudo ja contem uma determinada quantidade de
glicose (1,47%) e frutose (1,30%), € que isto possa explicar a presenca destes agucares
durante o o ciclo fermentativo. Para esclarecimento destas duvidas experimentos extras
devem ser conduzidos.

Quanto a cinética de metabolizacdo de acucares pela cepa BG-1 (Figura 19), é
possivel notar que esta cepa hidrolisou mais rapidamente a sacarose quando
comparada as demais cepas pois apresentou uma menor concentracdo de sacarose
durante o 4° ciclo fermentativo pela manutengédo (auséncia de picos) na concentracao
deste dissacarideo (Tabela 7). Tal comportamento é coerente com o trabalho de
Parazzi (2006) pois a cepa BG — 1 tem a maior atividade de invertase e por isso
apresenta baixa concentracdo de sacarose no meio. Ja a cepa CAT-1 mostrou-se mais
lenta apresentando uma concentragdo maxima de sacarose de 0,927 g/L apés 4 horas
de fermentagéao.

Laluce et al (1991) e Carvalho (2001) estudaram a atividade de invertase de
diferentes linhagens de leveduras, mostrando que esta atividade é dependente da
linhagem de levedura. Além da linhagem de levedura, a atividade de invertase também
sofre influéncia da concentracao do teor alcodlico no meio (ECHEGARAY et al, 1990),
da cultura empregada e das caracteristicas do meio (PATKOU; SEO 1992; FONTANA
et al, 1992).
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Ja no que diz respeito a metabolizacdo dos monossacarideos, a BG -1 parece
ser mais rapida ja que as concentracdes de glicose e frutose sdo menores (Tabela 8).
Portanto, a levedura BG — 1 além de ter uma alta atividade de invertase também
mostrou-se com alta taxa de metabolizacao de acucares.

O glicerol € um subproduto da fermentacao alcodlica. Sua principal caracteristica
€ seu papel como osmorregulador, importante mecanismo que ocorre nas células como
reacdo a fatores ambientais como, por exemplo, o aumento da pressao osmotica.
Assim, em resposta a estas alteragcdes e como forma de manutencdo da estabilidade
celular, esta responde através de mecanismos de osmorregulacdo, como no caso a
producéo de glicerol, 0 que acarreta na diminuicdo da permeabilidade da membrana e
restabelecimento da atividade celular (NEVOIGT; STAHL 1997). A formacao excessiva
deste composto ndo é desejavel ja que para a sua producdo a levedura utiliza acucar
do meio de fermentacdo que poderia ser convertido em etanol. Comparando-se a
quantidade de glicerol formado durante a cinética de metabolizacdo de acgucares
(Figuras 17, 18 e 19, Tabela 9), a cepa HCJ 003 produziu menos glicerol durante todo o
4° ciclo fermentativo o que pode estar correlacionado a sua menor formacao de
biomassa. J4 a cepa BG-1foi a maior produtora de glicerol entre as cepas estudadas e
quando comparada com a CAT -1, é possivel notar que esta cepa também produziu
mais glicerol até 4 horas de fermentacao. Um dos fatores que pode ter contribuido para
esta producédo de glicerol é a alta atividade de invertase apresentada por esta linhagem
e, conseqglentemente pode ter sido afetado pelo aumento da pressdo osmética, devido
ao aumento de monossacarideos no meio de fermentacao até 4 horas de fermentagéo.

Quanto ao teor de trealose durante o 4° ciclo fermentativo (Figura 20, Tabela 9),
notou-se que a levedura CAT -1 manteve teores superiores deste aclcar de reserva
quando comparado com a BG — 1 e HCJ 003 (Figura 29). Maiores teores de trealose
podem estar relacionados a maior tolerancias das células frente a distintos estresses.
Estes por sua vez sao em parte responsaveis pela selecdo das leveduras dominantes
durante o processo industrial. Os maiores teores de trealose na cepa CAT -1, quando
comparada a BG -1 e HCJ 003, pode ser um indicativo da sua maior dominancia frente
a cepa BG-1 durante o processo industrial brasileiro (BASSO et al., 2008).
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Por fim, ambas as linhagens, CAT-1 e HCJ 003 mostraram o mesmo
comportamento quanto aos teores de trealose durante o ultimo ciclo fermentativo
(Figura 19) diferindo da cepa BG -1 apenas nas primeiras 2 horas de fermentagao
porém a linhagem CAT -1 manteve teores superiores deste aclucar de reserva quando
comparado com as outras linhagens. Maiores teores de trealose podem estar
relacionados a maior tolerancias das células frente a distintos estresses. Estes por sua
vez sao em parte responsaveis pela selecido das leveduras dominantes durante o
processo industrial. Os maiores teores de trealose na cepa CAT -1, quando comparada
as demais linhagem, pode ser um indicativo da sua maior dominancia frente a cepa BG-
1 durante o processo industrial brasileiro (BASSO et al., 2008).

Como citado anteriormente, a trealose exerce uma fungédo de prote¢cdo contra
condicOes de estresse e seu acumulo ocorre com estimulo de um agente estressante
dependente do tempo de exposicao. Lillie e Pringle (1980) observaram em células de
leveduras quando cultivadas em meios desprovidos especificamente de nitrogénio,
enxofre ou fésforo, que o glicogénio e a trealose acumularam-se em todos o0s
tratamentos mas em diferentes extensbes, obtendo-se os maiores valores destes
carboidratos acumulados no tratamento com o0 meio sem nitrogénio. Portanto, em geral,
0 acumulo e de trealose é uma resposta as varias limitagdes e condicbes de um
processo fermentativo. Durante a fermentacdo alcodlica, os teores de trealose das
cepas CAT -1 e HCJ 003 sofreram uma leve diminuicAo na primeira hora de
fermentacdo sendo recompostos no transcorrer do processo fermentativo. No entanto,
conforme discutido acima, os teores finais de trealose foram menores na cepa HCJ 003
e BG -1do que na cepa CAT-1.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A cepa HCJ 003 embora seja uma derivada de uma linhagem dipldide
laboratorial manteve-se adaptada as condicdes do processo mostrando
viabilidades elevadas e obtendo-se rendimentos superiores a CAT -1.

A linhagem CAT-1 manteve teores elevados de trealose quando comparada as
demais cepas Os maiores teores de trealose pode ser um indicativo da sua maior

dominéncia frente as demais cepas durante o processo industrial brasileiro.

A cepa BG-1foi a maior produtora de glicerol entre as cepas estudadas e quando
comparada com a CAT -1, é possivel notar que esta cepa também produziu mais
glicerol até 4 horas de fermentacdo. Um dos fatores que pode ter contribuido
para esta producdo de glicerol é a alta atividade de invertase apresentada por
esta linhagem e, conseqientemente pode ter sido afetado pelo aumento da
pressdo osmética, devido ao aumento de monossacarideos no meio de

fermentacao até 4 horas de fermentacao.
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