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Resumo

Saccharomyces cerevisiae tem evoluido para utilizar melhor os nutrientes acessiveis e se adaptar as deficiéncias nutricionais de forma a maximizar
sua sobrevivéncia. O presente trabalho avaliou o efeito das fontes de carbono e nitrogénio no desempenho fermentativo de leveduras industriais
(Catanduva-1 e Pedra-2). As andlises dos pardmetros fermentativos mostraram que o tipo da fonte de carbono e a complexidade estrutural da fonte
nitrogenada causam efeitos diferentes sobre o metabolismo das linhagens industriais. As fontes de carbono contendo glicose e sacarose suplemen-
tadas com a fonte nitrogenada (peptona) apresentaram melhor desempenho fermentativo para as linhagens estudadas. Este estudo mostrou que
a complexidade estrutural da fonte de nitrogénio, em correlagdo com o tipo de agiicar, tem um efeito importante no desempenho fermentativo de

leveduras industriais.
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Abstract

Saccharomyces cerevisiae has evolved to better utilize the nutrients available and to adapt nutritional deficiencies in order to maximize its survival.
This study evaluated the effect of carbon and nitrogen sources in the fermentation performance of industrial yeasts (Catanduva-1 and Pedra-2).
Analyses of fermentation parameters showed that the type of carbon source and structural complexity of nitrogen source cause different effects on
the metabolism of industrial strains. The carbon sources containing glucose and sucrose supplemented with nitrogen source (peptone) showed better
fermentation performance for the strains studied. This study showed that the structural complexity of the nitrogen source in correlation with the

type of sugar has an important effect on the fermentation performance of industrial yeasts.
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1. Introducao

Saccharomyces € o género de levedura mais
largamente utilizada na industria produtora de fer-
mentados que tem como produto final o alcool. A
capacidade deste género de ser utilizado em processos
industriais transformando agticares em etanol propicia
uma alta tolerancia ao produto formado, tolerancia
a variagOes de temperatura, atividade celular em
ambiente dcido. Todos esses atributos podem ser resu-
midos por representantes do género Saccharomyces
(ANDRIETTA et al., 2006).

Segundo PULZATTO (2000) a composigao
quimica da levedura é amplamente afetada pelas
condig¢des quimicas e fisicas do meio de crescimento,
as quais podem ser resumidas como elevado teor de
proteina e de acidos nucléicos, baixo contetido de lipi-
deos, alto contetido de cinzas e vitaminas, contetido
moderado de carboidratos e alto contetido de vitaminas.

Para todos os processos industriais em que
participa a Saccharomyces cerevisiae, os meios de
cultura devem conter necessariamente uma fonte
de nitrogénio, além de uma fonte de carbono, sais e
vitaminas (COOPER, 1982; HORAK, 1997). Os prin-
cipais compostos utilizados como fonte de carbono
pela levedura sdo os monossacarideos (frutose, glicose
e galactose) e os dissacarideos (maltose e sacarose)
(FLORES et al., 2000).

O outro elemento essencial para os organismos
vivos é o nitrogénio sendo que as células de leveduras
podem utilizar uma ampla variedade de compostos
nitrogenados como fontes de nitrogénio, inclusive
amonio, aminoacidos e peptideos (COOPER, 1992;
TERSCHURE et al., 1995; WIAME et al., 1985). Entretanto,
nem todas as fontes de nitrogénio propiciam cresci-
mento igualmente eficiente: por exemplo, foi observado
que amonia, glutamato, glutamina, e aspargina sao
preferencialmente utilizadas por leveduras e induzem
altas taxas de crescimento (MAGASANIK, 1992).

Na sele¢do dos nutrientes necessarios ao
metabolismo celular as leveduras sofrem a repressao
catabolica induzida pela fonte de carbono (Carbon
catabolite repression) e a repressao catabolica indu-
zida pela fonte de nitrogénio (Nitrogen catabolite
repression),a utilizacdo destes nutrientes impdem a
levedura uma sequéncia ordenada de utilizagao de
fontes de carbono e nitrogeénio.

Além destas vias de regulacao existem outras
de sinalizacdo e de sensoriamento de nutrientes em
leveduras, além ainda, de ocorrer a integragao de
varias vias de regulagao envolvendo aquelas descritas
para o carbono e outras para o nitrogénio, criando um
quadro complexo de regulacado e sinalizacao (GAN-
CEDO, 1998; SCHNEPER et al., 2004).
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Os estudos da interacao das fontes de carbono
e nitrogénio no metabolismo das diferentes linhagens
industriais, sao importantes na medida em que estes
compostos apresentam uma complexidade estrutural
e sao fontes utilizadas pela levedura para um bom
desempenho metabdlico. O efeito da interacao das
diferentes fontes de carbono e nitrogénio na eficiéncia
fermentativa das leveduras industriais, pode ser um
fator importante para promover melhoria na eficiéncia
fermentativa das leveduras industriais e melhorar a
producao de etanol.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar
ainfluéncia de diferentes fontes de carbono e nitrogé-
nio no metabolismo de linhagens utilizadas em usinas
para producao de etanol, bem como, a produgao de
biomassa, viabilidade celular, consumo de agucar e
concentrac¢ao de etanol.

2. Material e métodos

2.1 Micro-organismos

As linhagens liofilizadas foram obtidas através
da empresa LNF Latino Americana Biotecnologia
Aplicada, localizada (Rua Fioravante Pozza, 198 -
Bento Gongalves, RS). As linhagens estudadas foram:
Catanduva 1 (CAT), e Pedra 2 (PE), amplamente utili-
zadas pelo parque industrial brasileiro. As leveduras
liofilizadas foram cultivadas em meio (YPD 2%) para
serem reutilizadas.

2.2 Meios de cultura

As células de leveduras foram mantidas em
meio YPD 2% (m/v), contendo: 1,0% (m/v) de extrato
de levedo, 1,0% (m/v) de peptona, 2,0% (m/v) de gli-
cose e 2,0%(m/v) de agar. O meio basico de cultivo
foi o meio YNB 0,17%, (m/v), sem aminoacidos e sem
sulfato de amonio.

2.3 Condicoes de cultivo

O meio basico de fermentagao utilizado foi o
meio: YNB 0,17% (m/v), suplementado com as fontes
nitrogenadas e esterilizados em autoclave 120°C
por 20 minutos. A solugao de agticar foi autoclavada
separadamente, ambas as solugdes tiveram o pH 5,0
ajustado com (acido cloridrico 1,0 M) Apos o periodo
de esterilizacgao as fontes de carbono foram adicionadas
assepticamente ao meio de cultivo.

O indculo utilizado, foi uma suspensao de
células recém crescidas e coletadas da superficie da
cultura estoque com alga de platina ressuspendida
em agua a uma concentracgao de 0,025 mg/cels/mL.

O meio fermentativo contendo o meio basico
YNB 0,17% (m/v) foi suplementado com as respecti-
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vas fontes de nitrogénio (peptona, casaminoacidos e
sulfato de amonio), na concentragao de 1% (m/v). As
fontes de carbono glicose e sacarose na concentragao
15% (m/v) foram assepticamente adicionadas ao
meio basico. O crescimento celular foi realizado em
frascos erlenmeyers de 125 mL, contendo 25 mL do
meio fermentativo e incubados 300C, por 60 horas
a 250 rpm.

2.4 Métodos analiticos

Nas analises dos ensaios fermentativos, perio-
dicamente aliquotas foram retiradas para a determina-
¢ao dos parametros tais como: biomassa, viabilidade,
agucar residual e etanol.

As analises do crescimento celular foram rea-
lizadas através de medidas espectrofotométricas a
570nm, correlacionada com curva de calibracao. A
determinagao da viabilidade celular foi acompanhada
através do método de colora¢ao com azul de metileno
(LEE et al., 1981).

O consumo dos agticares redutores totais (ATR)
foi determinado através do método do acido 3,5 dini-
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trosalicilico DNS (MILLER, 1959). A concentracao do
etanol foi determinada no cromatdgrafo a gas CG 3900
com detector de ionizagao de chama (Varian), utilizando
uma coluna capilar de silica fundida (ZB-5) com 30m
de comprimento, 25 cm de diametro interno e 0,25
pum de espessura de filme. A condi¢ao cromatografica
empregada foi: volume de inje¢ao 1uL, razao de split
1:20 e temperatura do forno em isoterma de 40°C. As
temperaturas do injetor e do detector foram de 240°C.
As amostras foram filtradas em ultrafiltro de 0,22um.

3. Resultados e discussao

As linhagens Catanduva-1 e Pedra-2 sao as
mais utilizadas nas usinas da regido sul do estado
de Mato Grosso do Sul (BATISTOTE et al., 2010) e
também no parque industrial sucroenergético do pais.

As figuras 1 e 2 mostram os parametros fer-
mentativos das linhagens crescidas no meio YNB 017%
(m/v) acrescido das diferentes fontes de carbono e
nitrogénio durante um periodo de 60 horas de fermen-
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Figura 1: Determinagdo dos parametros fermentativos da linhagem Catanduva — 1 (CAT-1). As fontes de nitrogénio sao repre-

sentadas pelos simbolos, sendo fechado (m) biomassa e aberto consumo de agticar (o) peptona, fechado (®) biomassa e aberto (o)

casaminodcidos, (A) e (A) sulfato de amonio. (A) biomassa e acucar residual (sacarose 15%), (B) etanol e viabilidade (sacarose

15%), (C) biomassa e agticar residual (glicose 15%), (D) etanol e viabilidade (glicose 15%).Fermentado na temperatura de 30°C,

pH 5,0 por 60 horas a 250 rpm.
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tacdo. Estas analises demonstraram que as linhagens
apresentaram diferengas no perfil metabdlico.

Na determinagao dos parametros fermentati-
vos a linhagem Catanduva-1 crescida em sacarose na
concentragao de 15% (m/v) (Figuras 1A e 1B) mostra
uma alta producao de biomassa de 15 mg mL-1, a
taxa da viabilidade celular de 70%, consumindo
praticamente todo o agticar do meio apresentando
uma concentracao de 12% (v/v) de etanol, no meio
suplementado com peptona. O meio suplementado
com casaminodcidos a levedura analisada obteve
uma producdo de biomassa de 8,0 mg mL-1 uma
perda da viabilidade celular, o consumo de agtcar
foi aproximadamente de 50%, produzindo aproxi-
madamente 6% (v/v) de etanol. O meio complemen-
tado com sulfato de amonio apresentou um baixo
rendimento fermentativo para todos os parametros
analisados.

AsFiguras 1C e 1D mostram a levedura Catan-
duva -1 crescida em glicose na concentracao de 15%
(m/v), a fonte nitrogenada peptona apresentou uma
producao de biomassa de 13 mg mL-1, a viabilidade
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celular em torno de 75%, consumiu praticamente todo
o agucar e produzindo 4% (v/v) de etanol. O meio
suplementado com casaminoacidos apresentou um
crescimento celular de 8,0 g mL-1 perda da viabilidade
em 40%, consumo de agucar de 20% e uma concen-
tragao de etanol de 3,3% (v/v). O meio complemen-
tado com sulfato de amdnio, apresentou uma baixa
producao de biomassa, um baixo consumo de agticar
e uma perda da viabilidade celular em torno de 30 %.

O crescimento da linhagem Pedra - 2 na con-
centracdo de sacarose 15% (m/v) (Figuras 2A e 2B)
mostram que o meio suplementado com peptona a
levedura apresenta uma biomassa de 15 mg mL-1,
manteve a viabilidade em torno de 70%, consumindo
praticamente todo o agticar do meio e produzindo
11% (v/v) de etanol. Nos meios suplementados com
casaminoacidos e sulfato de amoénio, para a levedura
analisada apresentaram uma baixa produgao de bio-
massa, baixo consumo de agticar consequentemente
comprometendo a produgao de etanol.

A cinética de crescimento em glicose na concen-
tragao de 15% (m/v) (Figura 2C e 2D) no meio suple-
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Figura 2: Determinacdo dos parametros fermentativos da linhagem Pedra — 2 (Pe-2). As fontes de nitrogénio sao representadas

pelos simbolos, sendo (m) e

(0) peptona, () e (o) casaminoacidos, (A) e (A) sulfato de amonio. (A) biomassa e acticar residual

(sacarose 15%), (B) etanol e viabilidade (sacarose 15%), (C) biomassa e agticar residual (glicose 15%), (D) etanol e viabilidade
(glicose 15%). Fermentado na temperatura de 30°C, pH 5,0 por 60 horas a 250 rpm.
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mentado com peptona apresentou para a linhagem
Pedra-2 uma biomassa de 12 mg mL-1, viabilidade
celular de 60%, consumindo praticamente todo o
agucar do meio e consequentemente produzindo uma
elevada concentragao de etanol aproximadamente 12%
(v/v). Os meios complementados com casaminoacidos
e sulfato de amonio apresentaram baixos rendimentos
fermentativos. A peptona ¢ o complemento nitroge-
nado que propiciou melhor desempenho fermentativo
para alevedura Pedra-2 crescida em glicose e sacarose
na concentragao de 15% (m/v).

Os dados obtidos com as linhagens utili-
zadas em destilarias (Cat-1 e Pe-2), em relacao aos
parametros fermentativos analisados, mostram que
apesar de serem selecionadas para processos indus-
triais semelhantes e por serem da mesma origem,
apresentaram perfis fermentativos diferentes em
meio sintético contendo glicose e sacarose na con-
centracao de 15% (m/v), em relacdo as diferentes
fontes nitrogenadas.

Estudos de altera¢des nos perfis de utilizagao
de maltose e glicose nas concentragdes de 2 e 15%
(m/v), em diferentes fontes nitrogenadas, empregando
diferentes leveduras industriais, mostrou efeitos acen-
tuados na produgao de biomassa e etanol, e que este
comportamento foi influenciado pela complexidade
estrutural da fonte nitrogenada e concentragao da
fonte de carbono (BATISTOTE et al., 2006).

Na performance fermentativa das linhagens
Catanduva-1, Barra Grande crescidas em meio sintético,
acrescido de 22% de sacarose, suplementado com 1%
de diferentes fontes nitrogenadas foi observado que
as linhagens crescidas no meio com peptona de forma
estatica apresentaram alto acumulo de biomassa, efi-
ciente consumo de agticar e mantiveram a viabilidade
celular. Os meio complementados com casaminoacidos
e sulfato de amonio, as linhagens apresentaram uma
baixa produgao de biomassa o consumo de agticar, a
viabilidade celular variou entre as amostras estudadas
(MIRANDA et al., 2009)

BATISTOTE et al (2010), analisaram as linha-
gens Catanduva-1 e Pedra-2 utilizadas em usinas no
Mato Grosso do Sul, cultivadas em mosto a base caldo
de cana na concentragao de 15°Brix, as linhagens
estudas apresentaram performance fermentativa dife-
rentes. A linhagem Cat-1 apresentou alta producao de
biomassa 18mg mL-1, mantendo elevada viabilidade
celular em torno de 88%, alto consumo de agtcar, e
uma produgao de etanol 16 (v/v). A linhagem Pe-2
apresentou um crescimento de 16 mg mL-1, e uma
viabilidade celular, em torno de 82%, um bom consumo
de agticar e uma produgao de 14% (v/v) de etanol.

Comparando esses resultados com os obtidos
nesse estudo, observou-se que no meio sintético (YNB
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0,17%) acrescido da fonte de carbono sacarose 15% e
suplementado com 1% da fonte nitrogenada peptona
as linhagens analisadas apresentaram maiores teores
de etanol (12%, v/v). Comparando esses resultados,
observa-se que as leveduras cultivadas em mostos
apresentaram melhor desempenho fermentativo do
que as crescidas em meios sintéticos.

4. Conclusao

Os resultados demonstram que a complexi-
dade estrutural da fonte de nitrogénio, em correlacao
com o tipo de agticar, tem um efeito importante no
desempenho fermentativo de leveduras industriais.

Os dados mostraram que as fontes de carbono
contendo glicose e sacarose, suplementadas com a fonte
nitrogenada peptona foram as que apresentaram melhor
desempenho fermentativo para as linhagens estudadas.

No geral os meios suplementados com casami-
nodcidos e sulfato de amonio, na presencga de glicose
e sacarose para as linhagens analisadas apresentaram
baixa performance fermentativa.
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