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RESUMO

Apesar dos grandes avangos para melhorar as caracteristicas das variedades de
cana-de-agtcar, pouco se sabe sobre o impacto da qualidade do caldo da cana-de-agucar
no processo de fermentacdo industrial, mais especificamente sobre o metabolismo
fermentativo da levedura. No presente trabalho analisamos a relagdo entre a variagao da
composi¢do mineral do caldo de cana e a capacidade fermentativa das células de
Saccharomyces cerevisiae, determinando a cinética de consumo de sacarose e producao
de etanol e glicerol, bem como o efeito cumulativo desses minerais ao longo de reciclos
fermentativos. Foram utilizados meios de fermentagdo suplementados com os principais
macro e micronutrientes encontrados no caldo de cana de agucar. Entre os minerais
avaliados todos os meios suplementados apresentaram um resultado superior ao meio
padrdo (meio controle), exceto o meio com cobre. Os meios com maior influéncia no
rendimento em etanol foram os meios com ureia, magnésio € manganés que
apresentaram um aumento de 18,4% em relacdo ao meio padrao. O meio com cobre
apresentou o menor valor em comparacdo a todos o meios analisados, contudo, sem
diferenciar na viabilidade celular. Esses resultados sugerem que de fato os minerais
desempenham importantes papeis no metabolismo fermentativo das células de S.
cerevisiae e que determinados minerais como nitrogénio na forma de ureia, magnésio e
manganés sdo mais significativos para o aumento do rendimento em etanol do que os

outros minerais.

Palavras chaves: Cana de agucar, Composi¢do mineral, rendimento em etanol,

Linhagem industrial



ABSTRACT

Despite great advances to improve the characteristics of the varieties of sugar
cane, less is known about the impact of the sugar cane juice quality in the fermentation
industry, more specifically on the fermentative metabolism of yeast. In this study we
analyzed the relationship between variation of mineral composition of sugarcane juice
and fermentative ability of Saccharomyces cerevisiae cells, determining the kinetics of
sucrose intake and ethanol and glycerol production, as well as the cumulative effect of
these minerals along recyclings fermentation. Fermentation media were supplemented
with the main macro and micro nutrients found in sugar cane juice. Among the minerals
examined all media supplemented showed a superior result to the standard medium
(control medium), except the medium with excess copper. The medium with the
greatest influence on the yield of ethanol was medium with urea, magnesium and
manganese in which showed an 18.4% increase over the standard medium. The medium
with copper with the lowest value compared to all the medium types, however, no
difference in cell viability. These results suggest that in fact the minerals play important
roles in the fermentative metabolism of the S. cerevisiae cells and that certain minerals,
such as nitrogen as urea, magnesium and manganese are the most significant increase in

ethanol yield than other minerals.

Keywords: Sugar cane, mineral composition, ethanol yield, industrial strain
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1. INTRODUCAO GERAL

O Brasil utiliza a cana-de-agicar como matéria-prima para a producdo de alcool
combustivel e isso vem proporcionando ao setor sucroalcooleiro o menor custo de
produgdo frente a outras matérias-primas (Walker, 2011). Todavia, mesmo com essa
importante vantagem econdmica o setor constantemente se depara com desafios para
manter-se competitivo no mercado e isso lhe obriga a sempre estar desenvolvendo
novas tecnologias e conhecendo cada vez mais as particularidades do processo. Em
resposta a esses desafios o setor necessita expandir e novas variedades de cana-de-
agucar sao desenvolvidas, o que significa que o Brasil, atualmente, conta com cerca de
80 variedades adaptadas aos diversos tipos de estresse ambiental (Menezes, 2012).
Apesar dos grandes avangos para melhor as caracteristicas dessas variedades pouco se
sabe sobre o impacto da qualidade do caldo da cana-de-agucar no processo de
fermentacgdo industrial, mais especificamente, no metabolismo fermentativo das células
de levedura.

Na tentativa de se explicar diminui¢do no rendimento industrial de algumas
destilarias do nordeste brasileiro, o grupo de engenharia metabolica da UFPE (NEM)
decidiu analisar duas variaveis importantes na produgao de alcool combustivel, a massa
de célula presente nas dornas de fermentagdo e o mosto de alimentagdo (caldo de cana-
de-agtcar diluido). Através dos ensaios de fermentagdo e de determinagdes dos minerais
no caldo de cana-de-agucar foi possivel observar que existe uma correlagdo entre a
queda do rendimento fermentativo da biomassa e a chamada “fermentabilidade” do
mosto de alimentacdo, que consiste na capacidade desse mosto em ser fermentado pelas
células de levedura. Nessas amostras foram detectada auséncia de contaminagdo tanto
por levedura selvagem como também por bactérias. Portanto, esses resultados, gerados
na safra 2009-2010, sugeriram que a composi¢do mineral do mosto de alimentacao
estaria interferindo no metabolismo celular. Entdo, o presente trabalho teve como
objetivo geral avaliar a influéncia da composi¢cdo mineral do mosto de alimentagdo
sobre o estado metabdlico das células de levedura durante a fermentacdo alcodlica,
analisando a cinética do consumo dos agucares, da producdo de etanol, gas carbonico e
glicerol, analisando o rendimento e eficiéncia do processo e identificar quais os
minerais, que isoladamente, mais influenciam no desempenho fermentativo das células

de levedura.

14



1. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Producao de Etanol no Brasil

O etanol ¢ o biocombustivel mais consumido no mundo. O Brasil ¢ o primeiro
pais que introduziu esse combustivel renovavel na sua matriz energética e atualmente
detém o processo economicamente mais viavel para a producao de etanol ¢ ¢ um dos
maiores produtores do mundo (Basso et al. 2011). Todo esse avango Brasileiro ¢
devido, principalmente, ao langamento do Plano Nacional do Alcool (PROALCOOL)
na década de 70 que visava estimular a produgdo de etanol pelos empresarios do setor
proporcionando-os empréstimos a juros baixos e alto pre¢o de venda do produto
(Mutton et al., 2006). Atualmente, a maior parte da produgdo de etanol ¢ consumida
internamente. De todos os automoveis utilizados no Brasil, oito a cada dez sdo veiculos
do tipo “flex-fuel” que podem utilizar tanto gasolina como dalcool puro, ou a

combinagdo dos dois combustiveis em qualquer proporcao (Pilgrim, 2009).

O cenario de produgdo de etanol no Brasil ¢ bastante divergente entre as regides
C/Sul e Norte/Nordeste (Tabela 1). Apesar da baixa produgao em comparacdo ao C/Sul
do pais o setor sucroalcooleiro nordestino apresenta competitividade no mercado
externo, visto que, o seu custo de producdo fica acima apenas do obtido nesta regido. O
crescimento da produgdo da Zona da Mata nordestina depende dos niveis de
produtividade da cultura da cana por meio da amplia¢do da area irrigada e do aumento

no rendimento industrial (Vidal et al, 2006).

Tabela 1. Numeros finais da produ¢do de cana-de-aciicar e etanol do setor

sucroalcooleiro brasileiro. Adaptado (SINDACUCAR, 2012).

Safra/Regiao N/NE C/SUL BRASIL
Cana(t) Etanol(m3) Cana(t) Etanol(m3) Cana(t) Etanol(m3)
2008/2009 64.218,30  2.418,50 509.422,7 25.270,20 573.641,1 27.688,80
2009/2010 59.917,90  2.005,10  541.961,7 23.685,70 601.879,7 25.690,90
2010/2011 63.139,00 1.987,30  560.544,3 25.612,50 623.683,3 27.599,80
2011/2012%* 63.120,30  2.030,70  493.263,3 20.546,10 556.383,6 22.576,80

*dados parciais antes do fechamento da safra.
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Em 2008, empurrado pela crise econdmica mundial, que resultou em menos
investimento e também pelo fator clima que apresentou excesso de chuva em 2009 e
seca em 2010, resultando numa lavoura de baixa produtividade, o setor sucroalcooleiro
vem passando por varios desafios (UNICA, 2012). O etanol perdeu competitividade
para a gasolina, os custos aumentaram e o setor precisa ganhar em produtividade.
Todavia, mesmo com esse cenario desfavoravel o setor acredita que terd 1,2 bilhdao de
toneladas de cana até 2020, o que demandara 120 novos projetos para implantacdo de

destilarias (UNICA, 2012).

2.2. Fermentacao Industrial

2.2.1. Matéria-Prima

Tecnicamente, o etanol pode ser produzido de uma ampla variedade de matérias-
primas renovavel que podem ser classificadas em trés principais grupos: Aqueles que
contem quantidades consideraveis de acticares facilmente fermentdveis (cana-de-agucar,
beterraba sacarina, sorgo sacarino), por fontes de amido e polimeros de frutose (milho,
batata, arroz, trigo, agave) e por fonte celulosica (palha, capim, sabugo de milho,
madeira, bagago de cana) (Basso et al., 2011).

O processamento da cana-de-agucar para a produgdo de etanol ¢ dominado pelo
Brasil, onde a continua colheita da cana tem a duragao de cerca de 200 dias. Entretanto,
as regides de grande producdo estdo concentradas em apenas alguns estados da regido
Nordeste, Sudeste e Centro-Oeste, sendo o estado de Sdo Paulo o maior produtor
nacional (UNICA, 2011). No Brasil, a matéria-prima para a produgdo de etanol nio se
restringe somente ao caldo de cana-de-agucar. O mel final ou melagco ¢ um subproduto
da producdo do agucar e também ¢ utilizado associado ao caldo de cana-de-agucar ou
simplesmente diluido como substrato do processo fermentativo.

A matéria-prima tem um impacto significativo no custo da produgdo do etanol,
no qual ¢ influenciado pela regido e o processamento. A Tabela 2 mostra que o custo de
producdo de etanol varia dependendo da matéria-prima que sera utilizada. Essa andlise

de custo ¢ muito simplista devido basicamente as flutuagdes dos pregos da gasolina e
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dos custos da matéria-prima. A adi¢do de mel na produgdo de etanol ocorre também
com o intuito de diminuir os custos da matéria-prima, em particular a fonte organica de
carbono diretamente da cana, a qual pode incidir em 38 a 73% no custo total do etanol

final (Schmidell, 2005).

Tabela 2. Custo da produg¢do de etanol a partir de
diferentes matérias-primas (adaptado de Walker (2011)).

Custo de Producio

Matéria-Prima (R$/litro)
Milho (EUA) 1,06
Palha de milho 1,14 - 1,46
Trigo (UE) 0,68 - 1,09
Beterraba sacarina (UE) 0,81 -1,36
Cana-de-agucar (Brasil) 0,4-0,71
Melago (China) 0,61
Sorgo Sacarino (China) 0,56
Fibra de Milho (EUA) 1,03
Palha de Trigo (EUA) 1,11

Desde muito tempo o controle da matéria-prima nas fabricas de acgtcar e alcool
vem sendo motivo de muita atengdo para a qualidade no manejo em campo e industria
(Caldas, 1998). A composicao do caldo de cana-de-actcar pode variar e essa variagao €
um dos fatores que afetam as diversas operagdes unitarias de um processo industrial,
como a purificacdo do caldo e o rendimento da fermentagdo alcoolica (Cezar et al.,
1987). Destaca-se a influéncia de inimeros parametros na formac¢ao do perfil do caldo
de cana. Entre eles: a variedade da cana, tipo de solo, adubagdo, condigdes climaticas,
grau de maturidade da cana, tipo de colheita, tempo entre a queima, corte e
processamento, conteiido de pontas e palhas e também pela utilizagdo ou ndo de vinhaca
para a irrigacdo (Souza, 1988, Santos, 2008).

Os teores de minerais s3o 0s que mais variam nas composi¢cdes dos caldos de
cana-de-actcar. Para tentar minimizar essas diferencas muitas destilarias acrescentam o
melago ao caldo. Essa mistura ¢ a mais recomendada uma vez que alguns caldos
apresentam deficiéncia nutricional e o melago contém minerais concentrados no sua

composi¢ao (Basso et al., 2011).
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Infelizmente, na literatura ndo ¢ encontrado muitos dados de composi¢ao
mineral de forma quantitativa e qualitativa nos caldos de cana-de-actcar e melaco

utilizados nas destilarias do Brasil.

2.2.2 Processos Industriais

Processos de fermentacdo alcodlica no Brasil sdo concebidos de forma
semelhantes aos encontrados em outros paises. Eles sdo constituidos por trés unidades
basicas: Unidades de fermentacdo (Dornas de fermentacdo); as unidades de separacao
das células de levedura (Centrifugas) e as unidades de tratamento das células recicladas
(Pré-fermentadores) (Andrietta, et al., 2011). Em 75% das destilarias do pais o processo
¢ conduzido pelo método Melle-Boinot, normalmente chamado de batelada alimentada,
ou no modelo continuo, ambos utilizando o reciclo de células de levedura (Basso et al.,
2011).

O processo de batelada alimentada consiste basicamente na transferéncia do
fermento tratado para as dornas de fermentagdo através de bombeamento ou gravidade.
Com a transferéncia concluida, o substrato a ser fermentado comega a alimentar a dorna
até preencher o volume adequado para o processo. No final da fermentagdo,
caracterizada inicialmente pelo consumo total do acucar, o mosto fermentado ¢ enviado
para centrifugas, onde ocorrerda a separagdo das células de levedura do vinho
(sobrenadante). A massa de células ¢ enviada para os pré-fermentadores onde serdo
diluidas e tratadas, geralmente, com acido sulfurico para o controle de bactérias e depois
iniciarem uma nova fermentacao (Andrietta et al., 2011).

O processo continuo de fermentagdo ¢ caracterizado pela utilizacdo de varias
dornas de fermentacdo conectadas em série no qual tanto o substrato de alimentacdo
quanto as células de levedura tratadas sdo simultaneamente adicionados as dornas de
fermentagdo de uma maneira continua e controlados (Andrietta et al., 2011).

Em ambos os processos descritos acima no final da fermentagdo ocorre a coleta
das células de levedura pela centrifugacdo e a reutilizagdo para os proximos ciclos de
fermentagdo. Cerca de 90 a 95% das células sdo recicladas resultando em células de alta
densidade nas dornas. Essa reutilizacdo reduz a necessidade de intensificar a propagacao
da levedura e diminui o desvio do agucar para a formacao de biomassa. E estima-se que

durante o ciclo de fermentacdo ocorre o aumento de célula entre 5 a 10%, recuperando
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as células perdidas na centrifugagdo. A reutilizagdo da biomassa de levedura ocorre até
ser identificada alguma queda no rendimento fermentativo causada por contaminagdo
microbiologica incontrolavel por biocidas ou queda na viabilidade celular. Um ciclo de
fermentagdo dura em torno de 6 a 10 horas e normalmente a temperatura ¢ mantida

entre 32 a 35°C (Basso et al., 2011).

2.3. Fermentacao Alcodlica

A fermentagdo alcodlica ¢ um processo anaerdbico que consiste na
transformagdo dos agucares em etanol e CO,, catalisado por enzimas. Esse processo ¢
realizado, principalmente por leveduras, com o objetivo de produzir adenosina trifosfato
(ATP), a qual serda empregada na realizagdo das atividades fisiologicas, para
crescimento e reproducdo, sendo o etanol, tdo somente, um subproduto desse processo
(Lima et al, 2001).

A equacdo de Gay-Lussac estabelece que 1 mol de glicose (180 g) produz 2
moles de etanol (92 g), 2 moles de didoxido de carbono (88 g) e 57 Kcal de energia
(Lehninger et al., 1995; Kolb, 2002). Isto corresponde ao rendimento teorico (Ypss)
maximo de 0,511 g de etanol produzido por grama de glicose consumida. Na pratica
industrial, valores de rendimento de 0,46 g etanol/g glicose, correspondente a 90% do
maximo teorico, sdo considerados bons visto que parte do agicar metabolizado pela
levedura ¢ desviada para gerar produtos como glicerol, alcoois superiores e outros, além

do necessario para manutengao celular (Lima et al., 2001).

As células de S. cerevisiae sdo as mais empregadas nesse tipo de processo,
devido a sua maior capacidade fermentativa comparada a todos os outros
microrganismos. Essa levedura ¢ considerada como tendo o metabolismo do tipo
Crabtree positivo, no qual a presenca de glicose ou de outros agucares fermentaveis
acima de certa concentragdo induz o metabolismo fermentativo mesmo na presenca de
oxigénio (Postma et al., 1989). Isso se da pelo fato de que o excesso de glicose aumenta
o fluxo pela via glicolitica e eleva a concentracdo de NADH. As leveduras que possuem
esse metabolismo parecem apresentar um “gargalo” fisioldgico que limita a re-oxidacao
desse NADH excedente pela cadeia respiratoria, e leva ao redirecionamento da
metabolizacdo do piruvato pela via fermentativa (Pronk et al., 1996). Além do etanol,

outros produtos podem ser gerados durante o processo, diminuindo essa eficiéncia e
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comprometendo o rendimento da fermentacdo. Desta forma, os metabolismos centrais
do carbono em S. cerevisiae t€m sido amplamente quantificados, sendo os mais
importantes os subprodutos do tipo C1 (CO,), C2 (acetato), C3 (piruvato e glicerol) e
C4 (acidos organicos, abrangendo fumarico, acido malico e succinico) (Otero et al.,
2007). Além da dissimilagdo do carbono e da energia a partir da formagdo dos
subprodutos, outros fatores podem concorrer para a diminuicdo da capacidade
fermentativa da levedura, tais como os fatores que inibem a atividade das enzimas da
via glicolitica, tais como a escassez ou excesso de nutrientes e ativadores alostéricos
(vitaminas e minerais) e a presenga de substancias inibidoras (minerais e substancias

organicas) (Santos, 2008).

Durante o processo de fermentagdo industrial as células de levedura se deparam
constantemente com condigdes de estresse tais como estresse oxidativo, osmotico,
elevadas temperaturas, estresse etanolico e limitagdes ou excessos de nutrientes. Todos
esses estresses podem afetar o desempenho fermentativo das leveduras, fazendo com
que as células ndo consigam consumir todos os actcares disponiveis no tempo ideal ou
que a producdo de etanol fique abaixo do rendimento esperado. Dentre esses fatores, a
nutricdo da levedura se torna um fator muito importante, a qual remete a qualidade da

matéria-prima utilizada no processo (Walker, 2003).

2.4. Nutricao da levedura na fermentacao

As leveduras sdo microrganismos saprofitas que exigem uma fonte de carbono
elaborada, glicose ou outro agucar, que fornece a energia quimica e o esqueleto
carbonico de suas estruturas celulares, constituidas predominantemente de carbono,
oxigénio e hidrogénio (Santos, 2008).

Durante o processo de fermentacdo industrial os metabolitos secretados pelas
células sdo meramente produtos residuais para manter o equilibrio redox. Muitos desses
metabolitos sdo valiosos produtos de fermentacdo, um importante exemplo é o etanol, o
qual ¢ produzido quando as células regeneram NAD" na tentativa de manter o curso da
glicolise e para gerar ATP suficiente para biossintese celular (Walker, 2004).

A maioria das leveduras empregadas em fermentacdes industriais, normalmente
cepas de Saccharomyces cerevisiae, utilizam eficazmente agucares tais como sacarose,

glicose e frutose para seu crescimento e metabolismo. Leveduras de outras espécies
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podem utilizar uma gama mais ampla de fontes de carbono para o processo industrial e
estes incluem lactose, xilose, metanol, amido, inulina e n-alcanos (Walker, 2004). A
tabela 4 resume a diversidade de fonte de carbono para as leveduras no processo de
fermentag¢ao industrial.

Além das fontes de carbono também estio presentes no caldo de cana compostos
organicos tais como vitaminas (A, B1 e B6), aminoacidos e acidos organicos. O caldo
pode conter varios aminoacidos tais como acido aspartico, glutdmico, alanina, leucina,
glicina, lisina, tiroxina, etc. O aminoacido arginina, por exemplo, quando adicionado ao
mosto de alimentacdo incrementa a producdo de CO,, logo induz um maior vigor
fermentativo nas células de levedura (Butzke e Seung, 2011). Os acidos organicos
presentes no caldo como acético, cis-acronpitico, formico, fumarico, itaconico, latico,
maleico, oxalico, trans-aconitico, succinico, shikimico, sdo responsaveis pelo pH do
caldo de cana. Os acidos acético e latico sdo resultantes do processo de deterioracdo da
cana pos-corte (Menezes, 2012). Esses compostos organicos podem fazer parte da lista

dos potenciais inibidores da fermentagdo alcoodlica.

Tabela 3. Diversidade de fontes de carbono para os processos de fermentacdo industrial

por células de leveduras (Walker, 2004).

Forma do
Exemplos Fontes Industriais Leveduras Produtos
carbono
Hidrolizado de
Pichia stipitis e
Pentose Xilose e Arabinose madeira/celulose e Etanol e Biomassa
Candida shehatae
steep corn
Etanol, Leveduras de
Caldo de cana-de-
S. cerevisiae e panificagdo, extrato de
Sacarose, Maltose e agucar e beterraba,
Dissacarideos Kluyveromyces alimentos, cerveja,
Lactose melago, cereais ¢ soro
marxianus bebidas destiladas e
de queijo
biomassa
Cereais, Tubérculos Schwanniomyces e Etanol, biomassa e
Polissacarideos =~ Amido e Inulina
(Agave) Kluyveromyces enzimas
, Candida utilis, Pichia
Alcoois Biomassa e proteinas
Etanol e Metanol  Residuos de destilados  pastoris, Hansenula
Alfaticos recombinantes
polymorpha
Hidrocarbonetos n-alcanos Petroquimicas Yarrowia lipolytica Biomassa e proteinas
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Os minerais também s3o de muita importancia para a nutricdo das leveduras e ¢
necessario que o caldo de cana tenha disponiveis ions como amoénio, fosforo, enxofre,
potassio, magnésio, célcio, zinco, manganés, cobre, ferro e outros elementos (Lima et
al., 2001). Para a fermentagdo alcoolica os metais considerados mais importantes sao

potassio, magnésio, calcio, manganés, ferro, zinco e cobre (Walker, 2004).

2.4.1 Importancia dos minerais para as células de levedura

Infelizmente, os minerais sao negligenciados como um fator determinante para o
desempenho fermentativo. As leveduras requerem uma vasta gama de metais para seu
crescimento e suas fungdes metabolicas. A nutricdo mineral da célula €, portanto, muito
importante para garantir o sucesso da fermentacdo, particularmente no processo de
producao de alcool (Walker, 2003).

Os nutrientes como magnésio, manganés, zinco, cobre, ferro entre outros sao
muito importantes como cofatores de muitas enzimas. fons metalicos sdo vitais para
todos os organismos, e desta forma, transportadores destes ions tém um papel crucial na
manutengdo da homeostase (Stehlik-Thomas et al., 2004). Todavia, quantidades
excessivas desses ions podem ser toxicas e causar danos as funcdes que se prestam. Por
exemplo, em niveis elevados alguns sais como potassio, calcio e magnésio presentes no
melago de caldo de cana-de-agucar podem causar estresse osmotico das células de
levedura e comprometem o desempenho da fermentagdo (Basso et al., 2011).

O nitrogénio pode ser assimilado por Saccharomyces cerevisiae nas formas
amoniacal (NH4"), amidica (Ureia) ou aminica (na forma de aminoécidos), mas nio em
forma de nitrato e com pouquissima ou nenhuma capacidade de assimilar as proteinas
do meio (Roitman et al., 1988). Todavia, recentemente foi identificada uma espécie de
levedura, Dekkera bruxellensis, a qual ¢ constantemente encontrada nos processos
industriais de fermentacdo alcoodlica, que apresenta a habilidade de assimilar nitrogénio
na forma de nitrato, podendo conferir-lhe uma vantagem competitiva no processo (De
Barros Pita et al, 2011). O nitrogénio influi sobre o brotamento da levedura e na taxa de
multiplicagdo de células e também desempenha um importante papel para a fermentagao
alcodlica. Durante a fermentacdo, o nitrogénio € responsavel pela ativacdo de sistemas
de transporte de agticares pelas células, aumentando a entrada de aglicares no interior da

célula (Lagunas ef al., 1982).
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O magnésio € o cation divalente intracelular mais abundante e constitui algo em
torno de 0,3% do peso seco da levedura e atua como cofator enzimatico para mais 300
enzimas envolvidas em diferentes vias metabdlicas e bioenergéticas (sintese de DNA e
ATP). O magnésio desempenha papéis multifacetados na fisiologia das células de
levedura nos niveis citolégicos, bioquimicos e biofisico. E muito importante no
processo de fermentacdo industrial sendo necessario para ativagdo de varias enzimas
glicoliticas (Walker, 2003), na prote¢ao de estresses ambientais durante a fermentagao,
tais como aquelas causadas por etanol (Dombek, 1986), temperaturas elevadas, ou
pressdao osmotica elevada (D’Amore et al., 1988). Portanto, a biodisponibilidade no
meio, a absor¢do celular e a utilizagdo metabodlica posterior de ions de Mg2+ pelas
células parece ser um pré-requisito para a realizacdo da atividade fermentativa da célula

de levedura (Walker, 1997).

Diferentemente do magnésio, o calcio apresenta relativamente poucas e
especificas fungdes bioquimicas, sendo exigido em quantidades muito menores pela
célula (Youatt, 1993). Embora o calcio ndo seja aparentemente necessario para o
crescimento de células de levedura (Vasconcelos, 1987), ele ¢ importante na
fermentagdo estando envolvido na protecdo celular ao estresse causado pela elevada
concentra¢do de etanol (Chourchesne et al., 2010) e quando se liga na parede celular da
levedura, causando a floculagdo, sendo importante em fermentacdes de cerveja (Walker,
2003). Recentemente, foi sugerido que a assimilacdo de calcio poderia auxiliar na
protecao e tolerancia ao pH acido do meio (Mendonga et al., 2012), ja que este mineral

atua como um sinalizador intracelular da regulacdo homeostatica (Cyert, 2003).

O potéssio € o cation celular mais abundante em leveduras, constituindo 1-2%
do peso seco da célula (Walker, 2003), sendo importante na osmorregulagdo, equilibrio
de carga de macromoléculas, regulacdo de fosfato e absorcdo de cations divalente
(Jones e Greenfield, 1994). O potassio atua como ativador de uma série de reagdes na
glicolise e em outros passos do metabolismo e estd envolvido no balango i6nico. A
quantidade de potassio absorvida pela célula durante a fermentagdo ¢ o dobro da

quantidade exigida na sua multiplicag@o e crescimento (Santos, 2008).

O fosforo ¢ essencial para o metabolismo energético e na sintese de acidos
nucleicos. Esse elemento ¢ considerado indispensavel a absorcdo de carboidratos e na
transformagdo do agucar em alcool e na producao de ATP, tanto na glicolise quanto na

cadeia respiratoria (Amorim, 1985, Vasconcelos, 1987).
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O aluminio ¢ um metal toxico que inibe a produtividade de muitas culturas,
contudo, informagdes detalhadas sdo encontradas somente com relagdo a seus efeitos
sob as plantas (Haug, 1984). Recentemente, foi identificado como elemento estressante
da levedura, em condi¢des de fermentacdo industrial, acarretando queda simultanea da

viabilidade e dos teores de trealose da levedura (Santos, 2008).

O zinco ¢ um elemento essencial para o crescimento normal, o metabolismo e a
fisiologia da célula de levedura, além de atuar como cofator para muitas proteinas (Zhao
et al., 2011). Ele também desempenha um importante papel no metabolismo
fermentativo da levedura, porque ¢ essencial para a atividade da éalcool desidrogenase
(Magonet et al., 1992), apresentando também um papel crucial na estrutura de enzimas
e proteinas ndo catalitica (Berg ef al., 2002). fons de zinco em quantidades adequadas
no meio promove aumento na taxa de crescimento de células de levedura, bem como a
producdo de etanol (Jones e Gadd, 1990). Em contraste, deficiéncia de ions de zinco
paralisa o crescimento celular e a atividade fermentativa, por outro lado, concentragdes
elevadas de zinco podem ser toxicas para a célula afetando a permeabilidade da
membrana ao potdssio causando diminui¢do no crescimento celular e na atividade

fermentativa (Stehlik-Thomas et al., 2004).

Outros metais podem influenciar a fermentagdo, tais como: ferro, manganés e
cobre. Estes sdo exigidos como cofatores de enzimas (especialmente Mn*?) e nas vias
respiratorias de leveduras como componentes de pigmentos redox (Cu+2 e Fe+2) (De
Freitas et al., 2003). O cobre ¢ um cation divalente vital para células de leveduras na
qualidade de um cofator de algumas enzimas, tais como: citocromo C oxidase, lactase e
Cu, Zn-superoxido dismutase (Stehlik-Thomas et al., 2004). O manganés ¢ essencial
para a célula de levedura como um elemento traco, desempenhando também funcdes
importantes no metabolismo da Saccharomyces cerevisiae, como parte de algumas
enzimas, por exemplo, a piruvato carboxilase (Stehlik-Thomas et al., 2004), sendo
necessario em concentragdes bem menores do que o magnésio, que apresenta uma
conhecida concorréncia intracelular pelas ligagdes enzimaticas, ATP e de acidos
nucleicos que requerem magnésio. Essa concorréncia ocorre, principalmente, pelas suas
propriedades quimicas semelhantes (Blackwell et al., 1997). Inversamente, certas
enzimas que t€ém uma exigéncia por manganés ndo podem ser atendidas por magnésio

(Walker, 1994). A competigdo entre os dois ions pode ocorrer em resposta a
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disponibilidade desses minerais e ter uma grande importancia regulatoria (Blackwell et

al., 1997).

O ferro ¢ essencial para as leveduras, mas em excesso também pode ser toxico.
Por este motivo, a incorporagao e utilizacdo do ferro pelas leveduras sdao bem reguladas
(Pas et al., 2007). A levedura S. cerevisiae pode facilmente desenvolver-se em meios de
cultura nos quais o ferro esteja muito escasso ou muito abundante, e também pode
sobreviver a flutuacdes da disponibilidade de ferro no meio. As células de levedura
também conseguem crescer em meio isento de ferro por varias geracoes, indicando que
elas expressam mecanismos eficientes de armazenamento e mobilizacdo de ferro

(Philpott e Protchenko, 2008).

1.5. Consideracoes

O grupo de pesquisa em Biologia Molecular e Engenharia Metabdlica da UFPE
vem executando atividades de pesquisa na investigacdo dos fatores microbioldgicos
associados com a produgdo de etanol combustivel em destilarias da regido Nordeste do
Brasil ha mais de uma década, gerando resultados sobre a composi¢do e dindmica da
populacao de leveduras (Silva-Filho et al., 2005a,b; Liberal et al., 2007; Basilio et al.,
2008) e de bactérias (Lucena et al 2010). O possivel efeito dos contaminantes
biologicos sobre o rendimento industrial ja estd bem relatado. Entretanto, ao longo
desses anos foram observados momentos de queda nos rendimentos industriais em
varias destilarias sem que houvesse relacdo direta com a presenca dos agentes
bioldgicos. Assim, iniciou-se uma linha de pesquisa para investigagdo dos parametros
fisico-quimicos sobre a produgdo de etanol. Recentemente, um trabalho de dissertacdo
de mestrado (Menezes JAS. Aspectos fisicos e quimicos do caldo de cana-de-agucar que
afetam a capacidade fermentativa das células de levedura. Programa de Pds-Graduagao
em Ciéncias Biolodgicas, UFPE. 2012) conclui que o tipo de solo no qual a cana-de-
acucar ¢ cultivada afeta mais a sua composi¢ao mineral do que a variedade genética da
cana. Como relatado acima, pouco se sabe sobre o efeito da composi¢do mineral do
caldo de cana sobre o rendimento fermentativo industrial, mesmo com as informagdes
da literatura mostrando que esses podem agir como ativadores e/ou inibidores da
fermentagdo. Portanto, em continuidade ao primeiro trabalho relatado, o presente

trabalho busca aprofundar as investigagdes sobre o efeito que alguns dos minerais que
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sdo encontrados em excesso no caldo de cana coletada em diferentes fazendas na zona
da mata do Nordeste podem exercer sobre a capacidade fermentativa da levedura no
intuito de contribuir com o aprimoramento deste setor industrial de grande relevancia

socioecondmica para o Brasil.

2. Objetivos

3.1. Objetivo Geral

* O presente trabalho teve como objetivo geral avaliar a influéncia da
composi¢do mineral do meio sob o desempenho fermentativo das células de

Saccharomyces cerevisiae (JP1) ao longo dos reciclos.

3.2. Objetivos especificos

* Determinar os pardmetros fermentativos como consumo dos acucares, a
producdo de etanol, glicerol e gas carbonico;
* Analisar o rendimento em etanol e o perfil cinético da fermentacao;

* Analisar i efeito do reciclo celular no desempenho fermentativo.
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Resumo

Apesar dos grandes avangos para melhorar as caracteristicas das variedades de
cana-de-agtcar, pouco se sabe sobre o impacto da qualidade do caldo da cana-de-agucar
no processo de fermentacdo industrial, mais especificamente sobre o metabolismo
fermentativo da levedura. O presente trabalho analisa a relagdo entre a variagdo da
composi¢do mineral do caldo de cana e a capacidade fermentativa das células de
Saccharomyces cerevisiae, determinando a cinética de consumo de sacarose e producao
de etanol e glicerol, bem como o efeito cumulativo desses minerais ao longo de reciclos
fermentativos. Foram utilizados meios de fermentagdo suplementados com os principais
macro ¢ micronutrientes encontrados no caldo de cana-de-acucar. Entre os minerais
avaliados todos os meios suplementados apresentaram um resultado superior ao meio
padrao (meio controle), exceto o meio contendo cobre. Os meios com maior influéncia
no rendimento em etanol foram os meios com ureia, magnésio € manganés que
apresentaram um aumento de 18,4% em relacdo ao meio padrao. O meio com cobre
apresentou o menor valor de rendimento em etanol em comparagdo a todos os meios
analisados, contudo, sem diferenciar na viabilidade celular. Esses resultados sugerem
que de fato os minerais desempenham importantes papeis no metabolismo fermentativo
das células de S. cerevisiae e que determinados elementos quimicos como nitrogénio na
forma de ureia, magnésio e manganés sdo mais significativos para o aumento do

rendimento em etanol do que os outros minerais.

Palavras chaves: Cana-de-agucar, Composicdo mineral, rendimento em etanol,

Linhagem Industrial
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Introduciao

O setor sucroalcooleiro constantemente se depara com desafios para manter-se
competitivo no mercado ¢ isso lhe obriga a sempre estar desenvolvendo novas
tecnologias e conhecendo cada vez mais as peculiaridades de todas as etapas do
processo. Entre estas etapas se destaca a fermentacdo alcodlica que apesar de toda a
gama de conhecimento sobre o tema, ainda sdo necessarios mais esclarecimentos
quando relacionado & fermentagdo industrial. Em resposta a esses desafios, novas
variedades de cana-de-agucar sdo desenvolvidas, no Brasil, atualmente, ale das cerca de
80 variedades adaptadas aos diversos tipos de estresse ambiental (Menezes, 2012).
Apesar dos grandes avangos para melhorar as caracteristicas dessas variedades pouco se
sabe sobre o impacto da qualidade do caldo da cana-de-agicar no processo de
fermentagdo industrial, mais especificamente, no metabolismo fermentativo da
levedura.

Nos ultimos anos, nosso grupo de pesquisa tem se dedicado a analise do
processo industrial em diferentes destilarias do Nordeste do Brasil, identificando
potenciais microrganismos contaminantes entre leveduras (De Souza Liberal et al.,
2005; Basilio et al., 2008) e bactérias (Lucena et al., 2010) que podem afetar
negativamente o processo. Além disso, a instalacio no processo de populacdes de
linhagens de S. cerevisiae com menor capacidade fermentativa pode também levar a
essas quedas na producdo de etanol (Silva-Filho et al., 2005a; Basso et al., 2008).
Embora algumas evidéncias mostraram que a presenca desses microrganismos impde
queda no rendimento fermentativo, essa relacdo ainda nao estd bem definida (Pereira et
al., 2011; De Souza et al., 2012). Também ficou evidente ao longo desses anos que
reducdo nos rendimentos industriais ndo estavam relacionados a episddios de
contaminagdo microbiana (dados nao publicados). A partir disso, decidimos voltar as
atengdes para fatores nao-bidticos como possiveis causas desses problemas industriais.
Fatores fisicos como a variagdo de temperatura ¢ do pH do meio estdo entre os
principais agentes promotores de queda da viabilidade celular no processo, levando a
diminui¢@o do rendimento fermentativo de inibigao (Carmelo ef al., 1998; Silva-Filho et
al., 2005b; Melo et al., 2010). Além disso, fatores quimicos como a presenca de certos
minerais, acidos organicos ¢ compostos fendlicos também afetam a viabilidade celular
e/ou inibem a atividade de enzimas-chave do metabolismo central das leveduras,

promovendo quedas no rendimento fermentativo.
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Minerais como magnésio, manganés, zinco, cobre, ferro entre outros sao
importantes por atuarem como cofatores de muitas enzimas. fons metalicos sdo vitais
para todos os organismos, ¢ desta forma, transportadores destes ions t€ém um papel
crucial na manutencdo da homeostase (Stehlik-Thomas et al., 2004). Todavia,
quantidades excessivas desses ions podem ser toxicas e causar danos as fungdes que se
prestam. Por exemplo, em niveis elevados alguns sais como potassio, calcio e magnésio
presentes no melagco de caldo de cana-de-acticar podem causar estresse osmotico das
células de levedura comprometendo o desempenho da fermentacao (Basso et al., 2011).

O presente trabalho tem como objetivo geral avaliar a influéncia da composicao
mineral do mosto de alimentacdo sobre o estado metabolico das células de levedura
durante a fermentagdo alcoodlica, analisar a cinética do consumo dos acgucares, a
producdo de etanol, gas carbdnico e glicerol, bem como o rendimento e eficiéncia do

processo e o efeito dos reciclos fermentativos no desempenho das células de levedura.

MATERIAIS E METODOS

Microrganismo e condi¢cdes de crescimento

A linhagem industrial S. cerevisiae JP1 foi isolada e identificada do processo
fermentativo em destilaria de alcool na regido Nordeste (Silva-Filho et al., 2005a) e
vem sendo utilizada em varios estudos genéticos (Silva-Filho et al., 2005b) e
fisiologicos (Pereira et al., 2011; De Souza et al., 2012). As células foram mantidas em
meio YPD (extrato de levedura a 10 gL', glicose a 20 gL', peptona bacteriologica a 20
gL! e agar bacterioldgico a 20 gL™). As células foram cultivadas em meio YPD liquido
sob agitacdo de 140 rpm em shaker orbital a 33°C em até alcangar a concentracao
celular desejada. As células foram coletadas, lavadas com agua estéril e armazenadas

em agua até o momento do uso.

Analise mineral do caldo de cana

Amostras de caldo de cana provenientes de diferentes fazendas localizadas no
estado da Paraiba as quais fornecem cana para a destilaria Miriri foram analisadas
quanto a composi¢do mineral na Central Analitica Ltda, Maceio, Alagoas. As amostras

foram submetidas a digestao nitrica-perclorica para posterior aferi¢do da concentragdo
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dos elementos nitrogénio total, fésforo utilizando fotdmetro de chama e sédio, calcio,
magnésio, potassio, ferro, zinco, cobre e manganés através do método de espectrometria

de absorg¢do atdbmica com chama.
Meio para a fermentacio

Foram elaborados 12 meios para a fermentagdo baseados no meio sintético YNB
(Yeast Nitrogen Base, Difco) numa concentragdo de 1,6 gL' sem sulfato de aménia e
sem aminoacidos e sacarose na concentragio de 160 gL”'. A solugdo estoque de
sacarose foi autoclavada durante 15 minutos a 120°C; ja as solugdes estoque de YNB e
dos minerais foram filtrados em membrana Millipore de 0,22 pm. Foram utilizados duas
faixas de concentracdo dos minerais de acordo com o que foi encontrado nos resultados
de composi¢do mineral dos caldos de cana, correspondentes a menor € maior
concentracdo e a composi¢do de cada meio estd apresentada na Tabela 1. O pH inicial

do meio ficou em 4,5.

Tabela 1. Composi¢ao dos meios sintéticos de fermentagao contendo diferentes concentragdes dos

minerais testados.

Minerais
(mgL'l) Meios de fermentacio*
M1 M2 M3 M4 M5 Mé M7 M8 M9 M10 M11 MI12
Ureia 80,0  900,0 80,0 80,0 80,0 80,0 80,0 80,0 80,0 80,0 80,0 80,0
NH, 40,0 40,0  360,0 40,0 40,0 40,0 40,0 40,0 40,0 40,0 40,0 40,0
P 17,9 17,9 17,9  269,7 17,9 17,9 17,9 17,9 17,9 17,9 17,9 17,9
K 150,0 150,0 150,0 150,0 750,0 150,0 150,0 150,0 150,0 150,0 150,0 150,0
Ca 24,4 24,4 24,4 24,4 244 262,0 244 24,4 24,4 24,4 24,4 24,4
Mg 26,0 26,0 26,0 26,0 26,0 26,0 400,0 26,0 26,0 26,0 26,0 26,0
Al 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 3,7 0,7 0,7 0,7 0,7
Cu 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 1,0 0,2 0,2 0,2
Zn 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2 5,9 1,2 1,2
Mn 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2 29,9 1,2
Fe 4,4 4,4 4,4 4,4 4,4 4,4 4,4 4,4 4,4 4,4 4.4 68,0

*M1: meio denominado Padrdo por conter as mais baixas concentragdes dos minerais; M2: enriquecido com Ureia; M3:
enriquecido com NH4Cl; M4: enriquecido com KH,PO, como fonte de fosforo; MS5: enriquecido com KCl; M6:
enriquecido com CaCl,*2H,0; M7: enriquecido com MgSO,4*2H,0; M8: enriquecido com AICl;; M9: enriquecido com
CuS0O4*5H,0; M10: enriquecido com ZnSO4*7H,0; M11: enriquecido com MnSO4*H,0; M12: enriquecido com
FGSO4*H20.
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Condic¢oes da fermentacao

As fermentacdes foram conduzidas no sistema de batelada simples com trés
bateladas subsequentes (reciclos), reutilizando a massa celular (Pereira ef al., 2011). Os
ensaios foram conduzidos em frascos de Erlenmeyer de 150 mL. A biomassa umida
cultivada em meio YPD foi adicionada na quantidade equivalente a 10 g e o meio de
fermentacdo foi adicionado para o volume final de 100 mL, resultando na massa celular
inicial de 10% (m/v) (aproximadamente 10® cel/mL). Os frascos foram incubados por 6
horas a 33°C sem agitagdo. Amostras de 1 mL foram coletadas a cada hora e ao final do
ensaio as células foram coletadas por centrifugacdo, lavadas com solucdo salina e
estocadas em geladeira a 4°C. No dia seguinte, as células foram ressuspensas no meio

de fermentagdo na concentracao de 10% (m/v) para a nova batelada.
Determinacio da viabilidade celular e pH

No inicio e no final de cada fermentacdo foi determinado o pH do meio
utilizando potencidometro de bancada e a viabilidade e concentracdo celular por inspec¢ao
em microscopio oOptico utilizando camara de Neubauer de células coradas com azul de

metileno (Pereira et al., 2011).
Determinacio dos metabolitos da fermentacao

Antes de cada amostragem, os frascos foram pesados, em balanga analitica para
calculo da produg¢dao de CO, por perda de massa (Basilio et al., 2008). As amostras
coletadas foram centrifugadas e o sobrenadante foi utilizado para determinacdo da
concentragdo de agucares (sacarose, frutose e glicose), glicerol, etanol ¢ acetato. Essa
analise foi realizada por cromatografia liquida de alta pressao (HPLC) em equipamento
Agilent Technologies 1200 Series com a coluna modelo HPX87H (BioRad) em fase
movel de 4cido sulfirico a 5 mmolL™", por indice de refragio (RI) a 45°C. A
identificacdo dos metabolitos foi feita por comparagdo dos tempos de retengcdo com
solugdes-padrdo e a concentragdo de cada metabolito foi determinada por integracao de
picos do cromatograma e relacao da area de cada pico com o fator de calibragdo de cada

solugdo-padrao, através da metodologia adaptada de Zhao et al (2009).
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Parametros fermentativos

A partir dos resultados obtidos das determinagdes analiticas no mosto
fermentado, foram realizados os calculos dos seguintes parametros de fermentagdo:
acucar consumido, etanol produzido, rendimento da fermentacdo e eficiéncia do

processo. Para esses calculos foram utilizados as seguintes equagoes:

* Acucar consumido (S)
S= —(5f—50)
Onde: S = agucar consumido (gL™)
Sf'= concentragdo final de agucares (gL'l)
S0= concentragio inicial de agtcares (gL™)
¢ Etanol produzido (P)
P = Pf— Pi
Onde: P = Etanol produzido
Pf= concentragdo final de etanol (gL™)
Pi = concentragdo inicial (gL'l) =0
* Rendimento: Conversio do substrato em etanol

y==2
)

P = Etanol produzido
S = agucar consumido (gL™)
Onde: Yp;5 = Fator de conversao do substrato em etanol (g/g)

* Produtividade Volumétrica (Qp):
" P
Qp(g.L™L.h7 1) = T (1)

Onde: P= Concentracdo do substrato analisado (gL'l).

T= Tempo de fermentacao (h).
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Analise estatistica

O desenho experimental utilizado foi inteiramente casualizado e todas as
determinagdes analiticas foram realizadas em duplicata. Os resultados obtidos para
produgdo de etanol, glicerol, gas carbonico, rendimento e eficiéncia foram submetidos a
analise de variancia (ANOVA) e as medias comparadas pelo teste de Tukey a um nivel

de significancia de p < 0,05 usando o Software ASSISTAT (Silva e Azevedo, 2002).

RESULTADOS

Analise mineral do caldo de cana

A Tabela 2 mostra a composi¢cdo mineral das amostras que foi utilizada para
auxiliar na formulacdo dos diferentes meios sintéticos de fermentacdo do presente
trabalho. Todos os elementos analisados apresentam uma variagdo na sua concentracao
nos caldos das diferentes fazendas. Essa variacdo em alguns elementos pode ser mais do

que o dobro, como por exemplo, o potassio, magnésio, aluminio, ferro.

Tabela 2. Composi¢ao mineral de caldos de cana-de-agticar oriundos da

destilaria Miriri-PB de diferentes fazendas.

Fazendas da destilaria*

Composicio St? Faz. Sitio Os
(mgL'l) Helena Miriri  Califérnia Marau  Pocos
Nitrogénio Total 844 826 836 333 356
Nitrogénio (NH,) 336 347 338 150 160,5
Fosforo 332 365 412 95 309
Potassio 740 788 712 445 1,050
Calcio 123 151 217 259 49,7
Magnésio 1,228 310 1,585 311 76
Aluminio 4 5 2 4 2
Cobre 1,1 0,7 0,6 1,4 0,8
Zinco 7,5 8,6 3,7 6,4 5
Manganés 24 19 10 19,6 2,86
Ferro 110 60 38 17,7 16,6
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Analises dos parametros fermentativos

A partir dos ensaios de fermentagdo foram determinados os principais
parametros fermentativos relacionados com o consumo do agucar e¢ a producdo dos
principais produtos de fermentacdo. O meio considerado padrdao foi utilizado como
referéncia para a determinagdo do efeito da presenca desses minerais. O pH de todas as
fermentagdes ficou entre 4,5 no inicio da fermentagdo e 2,5 no final. Dos metabdlitos
analisados, ndo foi detectada a presenca de acetato no meio em nenhum dos ensaios,
indicando a auséncia de oxigénio no meio e confirmando o metabolismo puramente
fermentativo das células de Saccharomyces cerevisiae nos ensaios realizados.

Na primeira batelada ndo houve diferenca significativa na produgdo de etanol
nem no rendimento fermentativo em fungdo do excesso dos minerais testados. No
entanto, diferengas significativas foram detectadas para o consumo da sacarose e na
producdo de CO, e de glicerol (Tabela 3). Menos sacarose foi consumida nos meios
enriquecidos com calcio (-19,8%), ureia (-19,2%), cobre (-17,1%) e ferro (-14,5%). Em
relagdo a produgdo de CO,, os meios com excesso de cobre (-26%), calcio (-16%) e
potéssio (-16%) apresentaram quedas significativas em relacdo ao meio de referéncia. Ja
na producao de glicerol houve reducgao significativa nos meios com excesso de calcio (-
52%), ureia (-37,5%), ferro (-20,8%) e cobre (-20,1%). Quando as células foram
submetidas a segunda batelada nao foram observadas as quedas no consumo de sacarose
e producdo de CO, que foram verificadas na primeira batelada (Tabela 4). Nos meios
contendo excesso de cobre e potassio foram detectadas quedas na produgdo de etanol (-
16,6% e 13%, respectivamente) com consequente queda no rendimento fermentativo (-
10% e 2,6%, respectivamente) e também na produgdo de glicerol (-42% e 34%,
respectivamente). Houve ainda queda no rendimento fermentativo nos meios com
excesso de amonio (-7,9%) e aluminio (-2,6%) e na produgao de glicerol nos meios com
excesso de ferro (-22%) e calcio (-20%). Na terceira batelada foi observado aumento
significativo na producdo de etanol pelas células de levedura, exceto para o cobre, onde
houve pequena redugdo. Como ndo houve diferencas no consumo de sacarose € nem na
produgdo de CO,, este aumento na producdo de etanol resultou em aumento
significativo no rendimento fermentativo para os meios com ureia, manganés e
magnésio (+18,4%, +15,8% e +18,4%, respectivamente). Houve ainda aumento no
rendimento fermentativo no meio com excesso de aluminio (+13,1) e diminuicdo na

producdo de glicerol nos meios com excesso de calcio (-34,6%), cobre (-34,6%), ferro (-
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30,7%) e potassio (-28,8%) (Tabela 5). Na Tabela 6 verificou-se que a viabilidade
celular ao final de cada fermentagdo variou em torno de 95% a 82% em relagdo ao
numero de células viaveis no inicio de cada batelada. Essa variagdo de viabilidade
celular dentro de um contexto fermentativo com reciclo de células ¢ normal diante dos

varios estresses que as leveduras enfrentam.

Tabela 3: Parametros fermentativos da primeira batelada para os diferentes meios testados

utilizando a linhagem industrial JP1 a 33°C durante 6 horas de ensaios em condi¢des estaticas.

1° Batelada
Sacarose Glicerol CO, Etanol YEeton

Meio* consumido (gL™) (gL™ (gL™ (gL™ (g/g)

M1 (Padrio) 145 £ 3,4 abc 4,8+ 0,07 ab 50+ 0,9 abc 485+3,8a 0,34+0,01 a
M2 (Ureia) 117 +3,8 bc 3,0£0,1cd 45+ 0,7 abe 45+ 1,7 a 0,38+0,01 a
M3 (NH,) 150+3,8a 3,0£0,7cd 61+49a 50,3+4,8a 0,34+£0,02a
M4 (P) 135+ 2,3 abc 4,6 £0,07 abc 47 £0,7 abc 46,1 £0,6 a 0,34+0,0a
MS (K) 126 £2,0 abe 24+0,1d 42 + 1,6 be 41,6+24a 0,33+0,01 a
Mé6 (Ca) 116 +£3,1¢c 2,3+0,3d 42 +5,1 be 41,6 +34a 0,36 £0,0 a
M7 (Mg) 133 £3,7 abc 4,8 £0,07 ab 57+5,1ab 51+£32a 0,38+0,01 a
M8 (A 130 £ 2,8 abc 24+£0,6d 51+6,1 abc 45+58a 0,35+0,02a
M9 (Cu) 120+ 3,9 be 1,9+02d 37+1,0c¢ 39+2,1a 0,32+0,02a
M10 (Zn) 143 £ 3,2 abc 5,0£03a 49 + 1,5 abe 49+46a 0,34+0,0l a
M11 (Mn) 147+ 3,4 ab 3,2+0,2 bed 61+25a 542+25a 0,37+£0,0a
M12 (Fe) 124 +£3,3 be 28+1,0d 46 £ 5,7 abc 435+52a 0,35+0,01 a

*valores para n=4. Ygron: rendimento de etanol por grama de agucar consumido: Média com mesma letra na

coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Tabela 4: Parametros fermentativos da segunda batelada para os diferentes meios testados

utilizando a linhagem industrial JP1 a 33°C durante 6 horas de ensaios em condi¢des estaticas.

2° batelada

Acucar consumido Glicerol CO, Etanol Yeton
Meio* (gL (gL (gL (gL ®/g)
M1 (Padrio) 140+3,8a 5,0+0,7 ab 51+43a 54+49ab 0,38 + 0,01 abed
M2 (Ureia) 141+£3,7a 4,7+ 0,1 ab 53+7,1a 61+23a 0,43+0,0a
M3 (NHy) 146+3,8a 4,2+0,1 abc 55+3,7a 51+1,1 ab 0,35+0,01 cd
M4 (P) 130+ 3,6 a 5,0+0,1 ab 50+44a 52 £3,6 ab 0,4+ 0,0 abc
M5 (K) 126 +£3,3a 33+0,5¢cd 42+6,5a 47+£55b 0,37 £ 0,01 bed
M6 (Ca) 134+£0,2a 4,0£0,1 bed 51+3,0a 55+2,1 ab 0,41 +£0,01 ab
M7 (Mg) 130+1,9a 52+0,1a 57+0,5a 56+3,1ab 0,43+£0,03a
MS (Al) 136 £3,2a 4,2 +0,3 abc 54+48a 50+4,7 ab 0,37 + 0,02 bed
M9 (Cu) 131+2,5a 2,9+0,2d 41+0,8a 45+29b 0,34+0,01d
M10 (Zn) 135+25a 4,9 +0,0 ab 49+09a 51+0,7 ab 0,38 = 0,0 abed
M11 (Mn) 141 +£32a 4,6 £0,2 ab 61+0,1a 57+2,0ab 0,4+ 0,0 abc
M12 (Fe) 136 £3,8a 3,9+0,1 bed 51+6,1a 53+4,0 ab 0,39 + 0,01 abed

*valores para n=2. Ygron: rendimento de etanol por grama de agiicar consumido: Média com mesma letra na coluna
ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Tabela 5: Parametros fermentativos da terceira batelada para os diferentes meios testados

utilizando a linhagem industrial JP1 a 33°C durante 6 horas de ensaios em condi¢des estaticas.

3° Batelada

Acucar consumido Glicerol CO, Etanol Yerou
Meio* (€:4)) (g (gD (€:4)) (g/e)
M1 (Padrio) 141+ 0,2 ab 5,2+0,2 ab 52+04a 54 +2,5 cde 0,38 £0,0 de
M2 (Ureia) 144 £ 0,6 ab 54+02a 67+0,8a 65+23a 0,45+0,0a
M3 (NH,) 149+ 0,4 a 5,0+0,2 ab 73+43a 60 + 0,4 abc 0,4+ 0,0 cde
M4 (P) 136 +£ 3,5 ab 49+0,1 ab 53+56a 53 +0,3 cde 0,39+ 0,0 cde
M5 (K) 142 +£0,7 ab 3,7+0,1 cd 52+0,0a 56 0,2 bede 0,4 +0,0 cde
M6 (Ca) 127+£3,5b 34+£0,5d 54+52a 52+4,0de 0,41 + 0,0 bed
M7 (Mg) 133 +£3,0 ab 54+£02a 57+47a 60 + 0,2 abc 0,45+0,0a
MS (Al 138 £3,7 ab 44+0,2bc 57+0,7a 59+ 1,7 abed 0,43 + 0,0 abc
M9 (Cu) 139+3,2 ab 34+03d 57+32a 52+0,0¢ 0,37+0,0e
M10 (Zn) 137+ 1,8 ab 5,1+0,1 ab 49+0,2 a 54 £0,1 cde 0,39 £0,0 cde
M11 (Mn) 143+ 1,2 ab 4,7+0,1 ab 64+09a 62+0,1 ab 0,44 + 0.0 ab
M12 (Fe) 128+3,1b 3,6£0,0cd 57+4,1a 52+23de 0,41 + 0,0 bed

*valores para n=2. Y rendimento de etanol por grama de aglicar consumido: Média com mesma letra na

coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Tabela 6: Viabilidade celular no final de cada batelada. No
inicio da primeira batelada todas as viabilidades estavam em
100%. A viabilidade inicial da primeira batelada ¢ a final da

primeira e a inicial da terceira € a final da segunda.

Viabilidade Celular (%)

Meios 1? batelada 2" batelada 3 batelada
M1 (Padrio) 95 97 87
M2 (Ureia) 97 93 95
M3 (NHy) 97 92 83
M4 (P) 96 94 82
M5 (K) 97 92 89
M6 (Ca) 95 96 92
M7 (Mg) 96 100 94
M8 (Al) 95 90 88
M9 (Cu) 97 &9 95
M10 (Zn) 96 90 85
M11 (Mn) 96 85 88
M12 (Fe) 96 94 88

Analise do perfil cinético da fermentacio

Foram realizadas 36 fermentacdes no total, de forma que na Figura 1 somente
estdo apresentados os perfis cinéticos mais representativos quanto ao consumo da
sacarose, glicose e frutose em comparacdo ao meio padrdo. Os restantes dos graficos
estdo disponiveis no material suplementar.

Na primeira hora de fermentacdo a sacarose foi totalmente convertida em glicose
e frutose pela invertase extracelular da JP1, aumentando assim a concentragdao desses
monossacarideos na primeira hora de fermentacdo (Figura 1A). Durante a primeira
batelada, o perfil do consumo dos agucares de todos os ensaios foi muito semelhante.
Contudo, no meio com excesso de ureia ainda foi encontrado 3,5 gL' de sacarose na
primeira hora (Figura 1B). Nessa primeira batelada os demais pardmetros nao tiveram
diferengas significativas com o meio padrdo. Na segunda batelada alguns meios
apresentaram um residuo de sacarose ainda na primeira hora, como por exemplo, os

meios com excesso de aluminio (2,3 gL™), magnésio (4,7 gL), aménio (3,8 gL™),
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manganés (1,7 gL™") (Figura 1D), zinco (3,5 gL™') e o meio Padrio (5,7 gL™") (Figura
1C). Os unicos que conseguiram consumir toda a glicose nas seis horas de fermentagao
foram os meios com excesso de calcio, ferro e ureia. Na terceira batelada os mesmos
meios citados anteriormente, novamente apresentam um residuo de sacarose na primeira
hora de fermentacgdo, inclusive o meio padrdo (Figura E), contudo, nos meios com
magnésio e amonio (Figura 1F) ainda foi encontrado sacarose na terceira (2,8 gL™") e na
quinta hora (1,7 gL ™), respectivamente.

Em todas as fermentacdes a sacarose foi totalmente consumida e somente os
meios com ureia, manganés, ferro e calcio conseguiram consumir toda a glicose,
todavia, a frutose foi encontrada como residual em todas as fermentagoes.

A produtividade volumétrica dos principais produtos da fermentagdo foi
analisada em comparagdo ao meio padrdo para determinar o efeito do excesso dos
minerais. Durante a primeira batelada foi evidenciado diferencas significativas entre os
meios para a produtividade volumétrica de etanol, CO, e glicerol. O meio com excesso
de manganés apresentou o maior aumento tanto na produtividade em etanol (+10,5%)
como em CO; (+21%). Os meios com amoOnio € magnésio também obtiveram aumentos
em etanol (3,7% e 5%, respectivamente) e em CO; (21% e 19%, respectivamente).
Contudo, no meio com cobre houve diminui¢do tanto em etanol (-24%) como em CO; (-

27%).

45



180 - - 80 _ 180 80
® 160 L = 160 =
2 140 % 2 140 79 B
3 - 60 = 3 - 60 =
£ 120 L 50 B Z 120 - 50 B
t 100 a3 g 100 - 40
z 80 % 3 80 &
£ 60 308 3 60 - 303
g 40 20 2 g 40 - 20
= P = —
5 20 - 10 & & 20 10 &
E 0 —+ 0 & 0 - 0
0 1 2 3 4 5 6 7 0] 1 2 3 4 5 6 7

Tempo (h) Tempo (h)
_. 180 - 80 . 180 - 80
=160 70 = = 160 - 70 3
5 —
2 140 60 % g 140 - 60 3
Z 120 z s 120 L 50 &
% 100 0L 5§00 &
3 - 40 f ¥ 80 40 3
2 80 S 3 - 30 S
% 60 HELRS] = 60 <
g L 202 < 40 - 203
s 40 £ 2 20 - 10 £
S 20 - 10 = = 0
“ 0 -0 &

0 1 2 3 4 5 6 7 o 1 2 3 4 5 67

Tempo (h) Tempo (h)
180 - 80
@ 160 - 70= -
< =
g 140 602 ®
= - [
£ 100 Ss0f

6 =
% 80 - 40 @ ?:‘
£ o - 308 S
e =
2 40 - 202 z
g 20 0= &
el
0 = 0
6] 1 2 3 4 5 6 7
Tempo (h}) Tempo (h)
—e— Sacarose g/L —i— Glicose g/L
—&— Frutoseg/L —{1—Glicerol g/L
Etanol g/L —o— CO2 g/l

Figura 1: Perfil fermentativo da linhagem industrial JP1 nos meios sintéticos
suplementados com diferences concentragdes de minerais. Os dados de consumo dos
acucares, producao de etanol, glicerol e CO; sao apresentados. Grafico A: meio padrao
1° batelada; B: meio com ureia 1° batelada; C: meio padrao 2° batelada; D: meio com
mangangs 2° batelada; E: meio padrao 3° batelada; F: meio com amoénio 3° batelada. Os
graficos das demais fermentagdes estdo no anexo.
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Os meios com potassio e calcio tiveram uma diminui¢do na produtividade em
etanol (ambos -16,5%). Ja na produtividade volumétrica de glicerol foram evidenciadas
as diferencas mais significativas. Somente no meio com zinco teve aumento de 3,6%.
Os restantes dos meios apresentaram uma significativa diminui¢ao, principalmente, nos
meios com excesso de cobre (-60%) e calcio (-52,5%) (Tabela 7). Na segunda batelada
nao houve diferenga significativa na produtividade volumétrica de CO,. Por outro lado,
a produtividade em etanol apresentou diferencas no meio com ureia (+11%) e no meio
com cobre (-20%). A produtividade em glicerol apresentou uma significativa
diminui¢do no meio com cobre (-70%) e um aumento no meio com magnésio (+4,5%)
(Tabela 8). Na terceira batelada o meio com excesso de ureia teve um aumento
significativo na produtividade em glicerol (+3,2%), etanol (+21%) e CO, (+29%). O
meio com amdnio teve um aumento em CO, (+28%) e etanol (+11%). Os meios
suplementados com magnésio e manganés tiveram um aumento na produtividade em
etanol de 11% e 15%, respectivamente. Por outro lado, no meio com excesso de cobre
ocorreu uma diminui¢do na produtividade tanto de etanol (-4%) como de glicerol (-
35%), assim como no meio com calcio houve uma diminui¢do significativa na

produtividade de glicerol (-34%) (Tabela 9).

Tabela 7: Resultados de produtividade volumétrica de

glicerol, CO; e Etanol na primeira batelada.

1° Batelada

Meio Qp (Glicerol) Qp (COy) Qp (Etanol)
M1 (Padrao) 0,80 £ 0,01 ab 8,3+0,2 ab 8,08 £0,6 ab
M2 (Ureia) 0,50 £ 0,02 cd 7,4+0,1 ab 7,48 £0,3 ab
M3 (NHy) 0,50 £0,12 c¢d 10,1+£0,8a 838+1,la
M4 (P) 0,77 £0,01 abc 7,5+ 0,6 ab 7,68 £ 0,1 ab
MS (K) 0,40+£0,02d 7,0 £ 0,3 ab 6,93+04b
M6 (Ca) 0,38+£0,04d 6,9 £ 0,8 ab 6,93+0,6b
M7 (Mg) 0,80+ 0,01 ab 9,5+0,8a 8,49+0,5a
MS (Al 0,40+£0,1d 8,5+2,1ab 7,46 £ 1,2 ab
M9 (Cu) 0,32+£0,04d 6,1+0,1b 6,48+03Db
M10 (Zn) 0,83 +£0,04 a 8,1+0,3 ab 8,17+0,8 ab
M11 (Mn) 0,53 + 0,04 bed 10,1£04a 9,03+04a
M12 (Fe) 0,47+£0,16d 7,6 £ 1,0 ab 7,24+ 13 ab

*valores para n=2. Q,: Produtividade volumétrica em g LTh'. Médias
com mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade.
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Tabela 8: Resultados de produtividade volumétrica de

glicerol, CO; e Etanol na segunda batelada.

2° Batelada

Meio Qp (Glicerol) Qp (COy) Qp (Etanol)
M1 (Padrao) 0,83 +0,1 ab 85+0,7a 9,0 £ 0,8 ab
M2 (Ureia) 0,79 £0,01 ab 83+1,1la 10,1+03a
M3 (NHy) 0,71 £ 0,01 abc 9,2+0,6a 8,6 0,2 ab
M4 (P) 0,83 +£ 0,03 ab 84+0,8a 8,7+ 0,6 ab
M5 (K) 0,56 +0,1 cd 69+13a 7,8+£0,9b
M6 (Ca) 0,67 £ 0,02 bed 85+0,5a 9,2+ 0,3 ab
M7 (Mg) 0,87+£0,02a 94+0,1a 9,4+0,5 ab
M8 (Al) 0,71 £0,1 abc 9,0+0,8a 8,3+0,8ab
M9 (Cu) 0,49+£0,04d 6,8+0,1 a 7,5£0,5b
M10 (Zn) 0,82 +0,0 ab 8,1+0,1a 8,5+0,1 ab
M11 (Mn) 0,78 £ 0,04 ab 10,2+ 0,0a 9,5+ 0,3 ab
M12 (Fe) 0,65 £ 0,02 bed 84+1,0a 8,8+ 0,6 ab

*valores para n=2. Q,: Produtividade volumétrica em gL' h'. Médias com
mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Tabela 9: Resultados de produtividade volumétrica de

glicerol, CO; e Etanol na terceira batelada.

3° Batelada

Meio Qp (Glicerol) Qp (COy) Qp (Etanol)
M1 (Padrao) 0,88 £ 0,04 ab 8,7+ 0,1 ab 9,0+ 0,9 be
M2 (Ureia) 0,91+£0,04 a 11,2+£0,1a 10,9+ 04 a
M3 (NH,) 0,84 £ 0,04 ab 11,1£1,6a 10 £ 0,07 abe
M4 (P) 0,83 £0,01 ab 8,8+ 0,9 ab 8,8+ 0,04 c
MS (K) 0,63 £0,01 cd 8,6 £ 0,0 ab 9,3+ 0,04 be
M6 (Ca) 0,58+0,1d 9,0+ 1,4 ab 87+0,6c
M7 (Mg) 0,91 +£0,04 a 9,6 +0,8 ab 10 + 0,04 abc
M8 (AD) 0,74 £ 0,04 be 9,5+0,1 ab 9,8 +0,3 abc
M9 (Cu) 0,57 +0,05d 9,5+ 0,6 ab 86+0,0c
M10 (Zn) 0,86 £ 0,01 ab 82+0,1b 8,9+ 0,01 be
M11 (Mn) 0,78 £0,1 ab 10,6 £0,1a 10+ 0,01 ab
M12 (Fe) 0,60+ 0,0 cd 9,6 £0,7 ab 8,7+04c

*valores para n=2. Q,: Produtividade volumétrica em g LTh'. Médias
com mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade.
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Analise do reciclo celular no desempenho fermentativo

Os meios foram divididos em dois grupos, aqueles meios enriquecidos com
macronutrientes (Ureia, NHa, P, K, Mg) e os meios enriquecidos com micronutrientes
(Zn, Ca, Mn, Cu, Fe, Al). Essa divisdo foi feita para facilitar a visualizagdo dos graficos
e comparacao dos resultados. Os graficos representam o aumento ou estabilidade de
cada parametro analisado em relagdo aos reciclos, portanto, os resultados representam
se o efeito de reciclo celular proporcionou um amento ou nio na producdo de algum
metabolito.

O meio padrdo em todos os parametros analisados sob o efeito dos reciclos nao
apresentou nenhuma diferenca significativa entre as bateladas. Para todos os parametros
analisados nao foi evidenciado diminui¢ao na producdo dos metabolitos € no consumo
da sacarose para nenhum meio. Para o consumo dos aglicares nao foi observado
diferencas significativas nos meios, exceto, no meio suplementado com ureia que
aumentou de 81%, na primeira batelada, para 96% na terceira (Figura 2).

Os meios com excesso de fosforo (+12%), potassio (+24%), calcio (+28%) e
ferro (+25%) tiveram um aumento na producao de CO,, contudo, os mais significativos
foram nos meios com cobre (+54%) e ureia (+50%) (Figura 2 e 3). Foi observado um
aumento significativo na producdo de etanol nos meios com excesso de ureia (+45%) e
potéssio (36%). Contudo, mesmo sem diferengas no consumo dos agucares os meios
com cobre, aluminio e calcio também obtiveram um aumento na producdo de etanol de
32,9%, 31,4% e 25,5%, respectivamente. O restante dos meios ndo apresentaram
diferencas significativas (Figura 2 e 3). No rendimento em etanol todos os meios
apresentaram um aumento superior a 10%, todavia, os meios com maior incremento no
rendimento foram os com excesso de aluminio (+23%) e potassio (+21%).

Na produgao de glicerol a grande maioria dos meios apresentaram um aumento
significativo, e os meios com excesso de aluminio (+85%), ureia (+82%) e cobre
(+79%) foram os que apresentaram o maior aumento. Os meios enriquecidos com
fosforo e zinco, assim como o meio padrdo ndo apresentaram diferengas significativas

(Figura 2 e 3).
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DISCUSSAO

Influéncia dos minerais no metabolismo fermentativo

A linhagem de S. cerevisiae JP1 utilizada nesse trabalho ¢ citada em trabalhos
anteriores como uma linhagem com qualidades interessantes no processo fermentativo
(Silva-Filho et al., 2005). Ensaios realizados com a JP1 em meio sintético completo
(YNB) e em condigdes de fermentagdo muito similares a do presente trabalho,
apresentaram rendimento em etanol de 0,47 g de etanol por grama de sacarose (Pereira
et al., 2011). Esse rendimento ¢ considerado excelente em condi¢des industriais.
Contudo, no meio Padrdo, elaborado com YNB (sem aminoacidos ¢ sulfatos de amonio)
apenas com adi¢do de concentragdes baixas dos minerais avaliados, o rendimento em
etanol foi de 0,38 g de etanol. Essa diferenga de rendimento evidencia uma deficiéncia
no meio padrdo para a produ¢do de etanol. Todos os meios suplementados com algum
mineral tiveram um rendimento maior ao do meio padrao, exceto o meio suplementado
com cobre que apresentou um rendimento um pouco abaixo.

Para o cobre e outros micronutrientes existe uma estreita faixa de concentragdo
Otima para os organismos € em altas concentragdes ele pode ter um efeito toxico, como
também, em baixas concentracdes pode afetar as vias biossintéticas para aminoacidos
ramificados, lisina, arginina e metionina (Azenha et al., 2000; Hughes et al., 2000). A
concentragio de cobre no meio suplementado foi de 0,99 mgL™ enquanto que no meio
padrio foi de 0,2 mgL™". Essa diferenca de quase cinco vezes fez com que a levedura
apresentasse uma pequena reducdo no rendimento em etanol. Contudo, no trabalho de
Azenha et al (2000) a producdo de etanol dobrou quando a concentragdo de cobre
aumentou de 11,43 mgL'l para 43,2 mgL'l, porém, as fermentagdes tornaram-se mais
lentas. O transporte do cobre ¢ realizado por proteinas transportadoras de alta afinidade
(Ctrlp e Ctr3p) e baixa afinidade (Ctr2p). A disponibilidade do cobre no meio modula a
expressao destas proteinas. Em concentragdes baixas de cobre a sintese de Ctrlp e Ctr3p
¢ maior, facilitando a absor¢do de cobre. Por outro lado, células sobrecarregadas de
cobre diminuem a sintese de Ctrlp e Ctr3p diminuindo a absor¢do de cobre (De Freitas
et al., 2002). O metabolismo do piruvato, o ciclo do acido citrico e a cadeia respiratoria
utilizam ferro e proteinas contendo cobre, de forma que estas vias sdo susceptiveis de
serem mais vulneraveis a perturbagdes na homeostase de ferro e cobre (De Freitas ef al.,

2002). A explicagdo bioquimica do efeito do cobre na producdo de etanol ¢ um tema de
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pesquisa ainda em aberto, contudo, de acordo com Azenha et al (2000) ¢ possivel que
exista uma ligacdo entre o efeito do cobre com a disponibilidade de ions de ferro ¢ a
exigéncia de cobre para o transporte de ferro em células de levedura (Moechle et al.,
1994 e Eide, 1998).

Corroborando o resultado do presente trabalho de aumento na producdo de
etanol no meio suplementado com ferro, Stehlik-Thomas et a/ (2003) encontrou no seu
trabalho aumento na produgdo de etanol utilizando uma concentracdo de ferro de 80
mgL". A S. cerevisiae pode facilmente desenvolver-se em meios de cultura nos quais o
ferro esteja muito escasso ou muito abundante, e também pode sobreviver a flutuacdes
da disponibilidade de ferro no meio (Philpott e Protchenko, 2008).

O zinco desempenha importantes papeis no metabolismo da levedura,
principalmente como cofator catalitico da dlcool desidrogenase (Pankiewicz e Jamroz,
2011). Apesar disso, o meio enriquecido com cinco vezes mais zinco (5,9 mgL’
concentrac¢ao final) apresentou um discreto aumento no rendimento em etanol. Contudo,
de acordo com Zhao et al (2009) melhores rendimentos em etanol foi alcangado com
concentragcdes de zinco em torno de 50 mgL'l. Isso sugere que possa existir uma
deficiéncia de zinco nos caldos de cana-de-agucar.

O meio suplementado com célcio apresentou um aumento na producao de etanol
isso pode ser relacionado com o seu importante fun¢cdo na diminui¢do do estresse
causado pela alta concentracdo do etanol (Courchesne et al., 2010). Contudo, este
mineral também estd envolvido num efeito antagdnico com a absor¢do do magnésio
podendo bloquear os essenciais processos metabolicos dependentes de magnésio
(Walker, 2003). Esse antagonismo pode ter evitado uma maior producao de etanol.

Apesar de Saccharomyces cerevisiae ser sensivel ao aluminio (MacDiarmid e
Gardner, 1998), nao foi observado nenhuma caracteristica estressante nos parametros
fermentativos avaliados no meio suplementado com o mesmo. Pelo contrario, no meio
enriquecido com aluminio o rendimento em etanol foi maior. A concentragdo de
aluminio no meio foi de 3,7 mgL™". Essa concentragdo, nessas condigdes, parece ndo ser
suficiente para causar estresse no metabolismo da levedura, uma vez que, de acordo
com Oliveria et al (2009) na concentragio de 54 mgL™"' o aluminio apresenta um efeito
dréstico na viabilidade celular.

O meio suplementado com manganés, nas trés bateladas, sempre se manteve
entre os trés melhores resultados de rendimento em etanol. O manganés € um elemento

traco essencial para a levedura e apresenta uma conhecida concorréncia intracelular
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pelas reacdes enzimaticas, sintese de ATP e de acidos nucleicos que requerem
magnésio. Essa concorréncia ocorre, principalmente, pelas suas propriedades quimicas
semelhantes (Blackwell et al., 1997). Inversamente, certas enzimas que tem uma
exigéncia por manganés nao pode ser atendidas por magnésio (Walker, 1994). A
competicdo entre os dois ions pode ocorrer em resposta a disponibilidade desses
minerais e a sua grande importancia regulatoria (Blackwell et al., 1997). O magnésio ¢
altamente exigido pelas células, principalmente, devido ao seu papel como cofator de
mais de 300 enzimas (Walker, 1994), por isso, € possivel que o 6timo desempenho das
células de levedura no meio enriquecido com manganés seja em detrimento da
competicdo entre esses dois ions e a substituicio do magnésio pelo manganés em
determinadas atividades enzimaticas. No meio enriquecido com magnésio, o rendimento
em etanol apresentou o melhor resultado comparado com todos os outros meios,
alcancando 0,45 g/g, valor esse proximo ao obtido em fermentagdes com meios
completos, como descrito no trabalho de Pereira et a/ (2011). Esse resultado corrobora a
importancia do magnésio no metabolismo fermentativo da levedura.

O fosforo ¢ essencial no metabolismo energético e na sintese de acidos
nucleicos. Esse elemento ¢ considerado indispensavel a absor¢do de carboidratos e na
transformagdo do agticar em alcool e na produgdo de ATP, tanto na glicélise quanto na
cadeia respiratoria (Amorim, 1985, Vasconcelos, 1987). Todavia, no meio com excesso
de fosforo ndo foi observado diferencas significativas no perfil fermentativo com
relacdo ao meio padrao.

Diferentemente do fosforo, no meio enriquecido com potassio foi evidenciado
diferencas significativas, principalmente, no rendimento em etanol. O potassio atua
como ativador de uma série de reagdes na glicolise € em outros passos do metabolismo
e estd envolvido no balango i6nico. A quantidade de potassio absorvida pela célula
durante a fermentacdo ¢ o dobro da quantidade exigida na sua multiplicagdo e
crescimento (Santos, 2008).

Nos meios enriquecidos com diferentes fontes de nitrogénio, foi observada uma
diferenca significativa entre os meios com ureia € amonio. Ambos tiveram um maior
rendimento em etanol comparado com meio padrdo. Contudo, 0 meio com ureia, ao
longo das bateladas, obteve um rendimento em etanol de 0,45 g/g enquanto que o meio
com amonio obteve 0,4 g/g. O nitrogénio desempenha papeis cruciais em diversas
funcdes metabolicas e processos biologicos (Jiménez-Marti et al., 2007). O

metabolismo do nitrogénio esta sujeito a um ajustado controle dependendo do tipo e
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fonte de nitrogénio presente no meio (Espinosa Vidal, 2012). O nitrogénio pode ser
assimilado por Saccharomyces cerevisiae nas formas amoniacal (NH4"), amidica
(Ureia) ou aminica (na forma de aminoacidos). De acordo com Walker (1998) o
transporte de ions de amonio pela S. cerevisiae ¢ realizado através de transportadores de
alta afinidade (K7 0.2 mmolL™). J4 o transporte de ureia pode ser realizado tanto por um
transportador de alta afinidade (K7 14 pmolL™) como também por um transportador de
baixa afinidade (K7 2.5 mmolL™). O sistema de baixa afinidade funciona por difusio
facilitada quando a ureia esta presente em excesso (> 30.03 mgL'l). Portanto, tanto no
meio suplementado com amoénio quanto no meio com ureia, as células de S. cerevisiae
ndo tiveram dificuldades em absorver esses minerais. Contudo, para degradar ureia as
células de S. cerevisiae necessitam gastar ATP (Magasanik, 1992). Portanto, devido a
necessidade de gerar mais ATP para degradar a ureia ¢ possivel sugerir que a S.
cerevisiae necessite aumentar seu rendimento em etanol para suprir a demanda
energética. Isso pode explicar o motivo pelo qual o rendimento em etanol do meio
suplementado com ureia foi maior do que no meio suplementado com amonio.

O glicerol ¢ considerado o principal sub-produto da fermentagdo alcoodlica e sua
sintese esta diretamente relacionada com o aumento da biomassa durante a fermentagdo
(Cronwright et al., 2002). E o mais efetivo osmorregulador presente em S. cerevisiae e
sua producdo aumenta em situacdes de estresse osmotico. O glicerol também inibe ou
limita a fermentagdo alcodlica, afetando a produtividade especifica maxima de etanol
(Converti et al., 1995). Todavia, ndo foi possivel correlacionar producdo de glicerol
com aumento ou diminui¢ao da produgdo de etanol nesse trabalho. Os meios com maior
producdo de etanol também obtiveram a maior producdo de glicerol. Portanto, ¢
possivel concluir que o efeito individual de cada mineral, nas concentragdes testadas,
ndo provoca um estresse osmotico suficiente ao ponto de influenciar na produgdo de

glicerol e na producao de etanol.

Perfil cinético da fermentacao

O consumo dos agticares ao longo da fermentacdo evidencia a rapida inversao da
sacarose em glicose e frutose. Isso ocorre devido a hidrolise no ambiente extracelular
pela enzima invertase, gerando glicose e frutose, que s3o subsequentemente
transportados para o interior da célula através das permeases Hxtp (Lagunas, 1993).

Existe outra forma de assimilar sacarose que ¢ o transporte direto pela membrana
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plasmatica e hidrolisada no interior da célula. Esse transporte ocorre via co-transporte
de ions H', portanto, implica num gasto de energia para a célula e o consumo da
sacarose ocorre de forma mais lenta (Stambuk ez al., 2000). Neste trabalho, a sacarose
foi rapidamente convertida na primeira hora de fermentacao, entretanto, no meio com
amonio foi encontrado sacarose ainda nas ultimas horas de fermentagdo. De acordo com
Takeshige e Ouchi (1995) excesso de sais, falta de nutrientes ou alta osmolaridade do
meio podem exercer um efeito inibitorio sob a invertase. A concentracdo de glicose e
frutose pode causar essa osmolaridade. Contudo, a concentragdo de glicose e frutose foi
baixa no meio com excesso de amonio em relagcdo ao meio padrao. Possivelmente, deve
existir algum efeito da adicdo de amonio na velocidade de hidrolise da sacarose causado
pelo reciclo da biomassa, ja que s6 foi observado esse acimulo de sacarose na terceira

batelada.

Efeito do reciclo celular no desempenho fermentativo

Adaptagdo a diferentes ambientes ¢ uma caracteristica fundamental para os
microrganismos. As células de S. cerevisiae quando submetidas a condi¢des de estresse,
desenvolvem uma répida resposta celular para reparar danos e proteger as estruturas
(Estruch, 2000). Por ser uma caracteristica intrinseca do género Saccharomyces, ¢ bem
provavel que essa adaptacdo tenha ocorrido entre a primeira batelada e as outras duas
bateladas, onde em todos os meios, as células de levedura melhoraram seu desempenho
fermentativo. Esse efeito foi recentemente relatado por Pereira et al. (2011) para a
linhagem JP1 utilizando caldo de cana como substrato de fermentagdo. Todavia, essa
melhoria na fermentagdo nao foi percebida no meio padrio, que manteve seus
parametros fermentativos sem observar diferenca significativa entre as bateladas. Isso
sugere que, a adaptacdo necessita, ndo somente das ferramentas moleculares, mas
também da quantidade e qualidade nutricional do mosto fermentativo utilizado no

Processo.
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CONCLUSAO

* A composicao mineral do mosto fermentativo, de fato, apresenta um efeito no
desempenho fermentativo das células de levedura, principalmente na produgdo de
etanol.

* A ureia e 0 magnésio apresenta a maior influencia na produgdo de etanol dentre
0s macro e micronutrientes avaliados.

* O manganés e o aluminio sdo os micronutrientes que mais estimulam a produgao
de etanol, contudo, maiores estudos necessitam ser realizados para identificar seus
papeis no metabolismo fermentativo.

* O cobre, mesmo em baixa concentra¢do, apresenta um efeito inibitdrio na
producdo tanto de etanol com de glicerol.

* A viabilidade celular ndo ¢ afetada pelos minerais nas concentragdes utilizadas.
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Figura 1: Perfil fermentativo da linhagem industrial JP1 nos meios sintéticos
suplementados com diferences concentragdes de minerais. Os dados de consumo dos
acucares, produgdo de etanol, glicerol e CO, sdao apresentados. Grafico 1: meio com
potassio, 1° batelada; 2: meio com calcio 1° batelada; 3: meio cobre 1° batelada; 4: meio

com ferro 1° batelada; 5: meio uréia 1° batelada; 6: meio com aluminio 1° batelada.
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