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Resumo

O processo de produgio de dlcool combustivel no Brasil utiliza a
sacarose na forma de caldo de cana ou melago como substrato para a leve-
dura Saccharomyces cerevisiae, o que resulta em alta producio de etanol. O
presente trabalho tem como objetivo avaliar o potencial biotecnolégico de
linhagens de Saccharomyce cerevisiae utilizadas nas usinas sucroalcooleiras
da regido sul do estado de Mato Grosso do Sul. As principais linhagens
utilizadas nas usinas da regido sio: Catanduva 1, Pedra 2, Barra Grande 1 e
Fleischmann. As anilises microbiolégicas mostraram semelhangas entres
os aspectos morfoléficos, bioquimicos e fermentativos analisados nas li-
nhagens. A linhagem que apresentou melhor desempenho fermentativo foi
a Catanduva 1; as linhagens Pedra 2 e Barra Grande 1 apresentaram respos-
tas semelhantes e a que apresentou menor fermentacio foi a linhagem
Fleischmann. Este estudo mostrou que a caracterizagio do potencial das
linhagens de leveduras no processo fermentativo pode aumentar a produ-
¢io de etanol.
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Summary

The process of ethanol production in Brazil uses sucrose as the
sugar cane juice or molasses as a substrate for Saccharomyces cerevisiae which
results in high production of ethanol. This study aims to evaluate the
biotechnological potential of strains of Saccharomyces cerevisiae used in
sugarcane mills in the southern region of Mato Grosso do Sul, the main
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power strain used in the region are: Catanduva 1, Pedra 2, Barra Grande 1
and Fleischmann. Microbiological analysis showed similarities between
aspects analyzed in the strains. The strains that showed the best
fermentation performance was Catanduva 1, strain Pedra 2 and Barra Gran-
de 1 showed the same response and the lower fermentation was showed in
the lineage Fleischmann. This study presented that the characterization of
the potential of yeast strains in the fermentation process can increase ethanol
production.

Keywords: sugarcane mills, must, Saccharomyces cerevisiae, ethanol.

Introducio

Devido aos efeitos das alteragoes climiticas e da volatilidade dos
compostos oriundos do petréleo, as nagdes de todo o mundo estio, cada
vez mais, adotando politicas para promover o uso de fontes renovédveis de
energia (Robertson et al., 2008). Entre as alternativas mais viveis, o etanol
se destaca como um biocombustivel de referéncia, porque sua produgio é
baseada em uma comprovada plataforma tecnolégica.

Os Estados Unidos e o Brasil sio os principais produtores de
bioetanol e dividem 70% do mercado mundial, embora seus sistemas de
produc¢io difiram em muitos aspectos (Sanderson, 2006; Goldemberg,
2007). Na América do Norte, o bioetanol é atualmente produzido a partir,
principalmente, de amido hidrolisado enzimaticamente (Gura, 2009).

O sistema brasileiro utiliza a cana-de-agticar como matéria-prima,
uma graminea tropical que acumula sacarose, a qual é convertida em etanol
diretamente pela levedura S. cerevisiae sem pré-tratamento enzimético. Entre
outras vantagens, a cana-de-actcar é preferencial pela acio simbidtica e a
fixagio de nitrogénio por microrganismos, permitindo que este sistema
produza oito vezes mais energia (Goldemberg, 2007; Robertson et al., 2008).

O processo de produgio do etanol no Brasil utiliza a sacarose pro-
veniente da cana-de-acicar, na forma de caldo de cana e melago, como
substrato para fermentagio. Esta fermentagio ocorre pela acio de células
de S. cerevisiae que sio reutilizadas ao longo de toda a safra. Atualmente o
namero de destilarias de dlcool vem aumentando devido ao aumento da
demanda deste combustivel.

Durante os processos de fermentagio industrial, as leveduras pas-
sam por diversas formas de stress (Banat ez al., 1998; Brosnan et al., 2000).
O ambiente de fermentagio é complexo, principalmente em processos que
utilizam o caldo de cana-de-agticar como matéria-prima. Nesse sistema,
ocorre uma sucessio intensiva de linhagens de S. cerevisize no mosto de
fermentagio. No processo fermentativo, quando o fermento original é subs-
tituido por linhagens selvagens, as cepas selvagens podem se tornar mais
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adaptadas ao processo fermentativo. Em alguns casos, o fermento original
é completamente substituido por linhagens selvagens §. cerevisiae (Silva-
Filho ez al., 2005).

Nas destilarias de dlcool combustivel, as leveduras sdo separadas
do mosto por centrifugacio. Em seguida, o fermento é submetido a um
tratamento dcido (dcido sulfarico —2IN) antes de ser submetido a uma nova
fermentacdo (Silva-Filho ez al., 2005). Esse procedimento pode compro-
meter a viabilidade das células e consequentemente provocar uma queda no
rendimento da fermentagio (Brosnan et al. , 2000, Basso et al., 2008 ). A
busca por processos ainda mais eficientes para obten¢io do etanol, a partir
da cana de agucar, envolve entre outros fatores a selecio de cepas mais
produtivas como as cepas industriais de S. cerevisiae CAT-1, PE-2, BG-1,
SA-1 e Y904, (Basso et al., 2008).

O setor sucroalcooleiro tem apresentado uma grande expansio
de desenvolvimento em virios estados brasileiros.

No Estado de Mato Grosso dos Sul, este grande potencial para o
crescimento do setor sucroalcooleiro ocorre em grande parte por apresen-
tar uma grande drea territorial e, além disso, por possuir clima e solo propi-
cios para o cultivo da cana-de-agticar. Outro motivo foi a criagio de pro-
gramas de incentivos fiscais (Famasul, 2009).

O Estado possui 14 usinas sucroalcooleiras instaladas e, destas, a
maioria estd situada na regido sul do Estado (Figura 1). Segundo site do
Canal da Cana, as Secretarias Estaduais da Producio, Indtstria, Comércio
e Turismo (Seprotur) estio prevendo, para o periodo de 2010-2013, um
total de onze novas usinas em funcionamento no Estado, o que vem fazen-
do com que o Estado do Mato Grosso do Sul se torne um novo pélo indus-
trial no setor (Jornal Informe Agropecudrio, 2009). Portanto, é necessiria
a realizagdo de estudos que caracterizem o potencial das diferentes linha-
gens de leveduras utilizadas nas usinas implantadas no Estado, jd que estas
s30 0 componente essencial nos processos fermentativos para a produgio
de etanol.

O presente trabalho visa avaliar o potencial biotecnolégico das
linhagens de S. cerevisiae utilizadas nas usinas do Estado de Mato Grosso
do Sul na produgio de etanol.

Materiais e métodos

As linhagens estudadas, obtidas através da empresa LNF Latino
Americana Biotecnologia Aplicada, localizada (Rua Fioravante Pozza, 198)
em Bento Gongalves, RS, foram: Catanduva 1 (CAT), Fleischmann, (FLE),
Barra Grande 1 (BG) e a Pedra 2 (PE) utilizadas por algumas das usinas
da regido Sul do Estado do Mato Grosso do Sul, na safra de 2008. O
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levantamento junto as usinas foi realizado através de um questionario envi-
ado on-line.

Para o crescimento e o acompanhamento das populagdes de leve-
duras, o meio de cultivo utilizado foi YPD, contendo 1,0% de extrato de
levedo, 1,0% de peptona e 2,0% de glicose. Em seguida, foi realizada dilui-
¢io seriada em solugido salina 0,85% até 1.10°cel/mL, e 0,1 mL das dilui¢oes
foram plaqueadas por espalhamento na superficie do meio sélido YPSI
(1,0% de extrato de levedo, 1,0% de peptona, 2,0% sacarose e 2,0% agar),
na presenga de corante rosa bengala (0,003%) e dcido propidnico (0,19%).
As placas foram incubadas em estufa a 30°C durante 72 horas. Apés o
periodo de crescimento, as linhagens foram submetidas as anilises
morfoldgicas.

Para o preparo do pré-inoculo, foi utilizado o meio classico de
cultivo YPSAC 5%, contendo 1,0% de extrato de levedo; 1,0% de peptona;
5,0% sacarose, com pH ajustado para 5,0 com (icido cloridrico 1N) e
esterilizados em autoclave 120°C por 20 minutos. Os frascos contendo as
leveduras foram incubados em “shaker” modelo CT-712R, por 24h a 30°C
a200rpm. Apds o crescimento as células, foram coletadas por centrifugacio
(800g, 20min), ressuspendida e lavadas por trés vezes consecutivas em
solugio salina (0,85%) estéril, a uma concentragio de 10 mg/mL massa
tmida.

Os ensaios de fermentagio foram realizados no mosto de caldo
de cana esterelizado na concentracio de 15°Brix sem correcio do pH, em
erlenmeyers de 125 mL, contendo 50 mL do mosto e incubados 30°C, sem
agitacio em estufa por 16 horas. Em tempos determinados durante o cres-
cimento (2, 4, 6, 8, 10, 12, 14 e 16 horas), aliquotas foram retiradas para
andlises dos parimetros fermentativos tais como: biomassa, viabilidade,
aclcar residual e etanol.

As anilises do crescimento celular foram realizadas através de
medidas espectrofotométricas a 570nm, correlacionada com curva de
calibragio.

A determinagio da viabilidade celular foi acompanhada através do
método de coloragio com azul de metileno (Lee ez al., 1981).

O Consumo dos agtcares redutores totais (ATR) foi determina-
do através do método do 4cido 3,5 — dinitrosalicilico - DNS (Miller, 1959).

A concentra¢io do etanol foi determinada no cromatdgrafo a gis
CG 3900 com detector de ionizagio de chama (Varian), utilizando uma
coluna capilar de silica fundida de 30m de comprimento (ZB-5). A con-
dicio cromatogrifica empregada foi: volume de injegio 1uL, razio de
split 1:20 e temperatura do forno de 90°C. As temperaturas do injetor
e do detector foram de 240°C. As amostras foram filtradas em ultrafiltro
de 0,22um.
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Figura 1. Mapa do Estado de Mato Grosso do Sul com as usinas implantadas
na regiio sul no ano de 2008. Fonte: Dayane Doffinger

Resultados e discussio

O levantamento das diferentes linhagens de S. cerevisiae utiliza-
das nas destilarias do Estado foi obtido através de um questionario enviado
on-line as usinas. Das quatorze usinas inquiridas, 8 responderam os ques-
tiondrios, mostrando que as linhagens mais utilizadas nas usinas, na safra
de 2008, no Estado do Mato Grosso do Sul foram as linhagens: Catanduva
1 (CAT), Pedra 2 (PE), Barra Grande 1 (BG) e Fleishmann (FLE) (Figura 2).

O processo de produgio de dlcool combustivel no Brasil difere de
outras fermentagdes industriais. Existem duas peculiaridades em relagio a
este tipo de fermentacdo: a primeira é que 0 mosto a ser fermentado nio é
submetido a tratamento prévio paraa remocio da microbiota nativa da cana-
de-agucar. A segunda sio os ntimeros de ciclos fermentativos, nos quais as
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Figura 2. Percentual das principais linhagens de S. cerevisiae utilizadas nas destilarias da
regido sul do Estado do Mato Grosso do Sul.

leveduras sdo reutilizadas durante toda a safra. Ultimamente, grandes volu-
mes de linhagens de Saccharomyces sio isoladas durante o processo
fermentativo em destilarias brasileiras e vém sendo utilizadas como pré-
in6culo em diversas unidades industriais. As leveduras isoladas sio carac-
terizadas e sendo boas fermentadoras sio utlizadas, como biomassa tanto
na unidade em que foi isolada, quanto em outras unidades durante toda a
safra. Com isso, a utilizac¢io de leveduras isoladas no processo e posterior-
mente selecionadas constitui uma alternativa vidvel na iniciacio da tempo-
rada industrial (Amorim, 2005; Andrietta et al., 2006). As linhagens nas
Usinas costumam receber os nomes referentes as iniciais das unidades onde
foram isoladas como: BG-1 (Usina Barra Grande), CR-1 (Usina
Cresciumal), SA-1 (Usina Santa Adélia), CAT-1 (Usina Catanduva), PE-2
(Usina da Pedra), entre outras.

Basso et al. (2008), em seus estudos com linhagens de S. cerevisiae,
utilizou leveduras empregadas na industria e os dados mostraram que as
linhagens PE-2, CAT-1 e a BG-1 apresentaram uma notavel capacidade de
competir com leveduras selvagens, sobrevivendo e dominando durante fer-
mentagoes industriais.

Embora a utilizagio de leveduras selecionadas seja uma alternati-
va vidvel para o inicio da safra, fazer uso de leveduras provenientes do pré-
prio processo é a expectativa para o futuro das usinas. A estabilidade
microbiolégica em relacio as leveduras do processo de dlcool esta relacio-
nada 2 utilizagio de inoculo de uma levedura isolada do préprio processo
(Stroppa, 2002).
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Neste trabalho, a anélise microbiolégica caracterizou os aspectos
morfoldgicos das coldnias entre as linhagens analisadas. Das quatro linha-
gens submetidas a analise, 100% apresentaram crescimento de colonias com
aspectos morfolégicos semelhantes entre si (Tabela 1). Os dados mostra-
ram que houve uma variagio de tamanho entre as colonias de < 1mm a
2mm e todas as linhagens apresentaram uma textura brilhante. A cor pre-
dominante foi branca, com excecio da linhagem Fleishmann que apresen-
tou coloracio rosa. A superficie das col6nias apresentou-se lisa para a mai-
oria das leveduras, sendo 0 mesmo observado para os bordos. A elevagio
predominante foi do tipo convexa. As anilises dos aspectos morfoldgicos,
mostraram que as estirpes apresentaram crescimento satisfatério, entre-
tanto a linhagem Pedra 2 apresentou colonias pequenas, porém em maior
quantidade, enquanto a levedura Fleishmann apresentou colénias grandes,
mas em menor quantidade. As caracteristicas morfoldgicas das leveduras
variaram, refletindo comportamento morfolégico, fisiol6gico e bioquimico,
resultante da variabilidade existente para género e mesmo entre espécies.

Os resultados da pesquisa realizada durante 03 safras consecuti-
vas (2002, 2003 e 2004), referentes as caracteristicas de 300 leveduras sel-
vagens que contaminaram 46 destilarias, mostraram que as leveduras
identificadas pela cariotipagem formavam coldnias de borda lisa (57%) ou
rugosa (43%). Todas as leveduras com borda rugosa apresentaram proble-
mas na fermentacio de onde foram isoladas, tais como espuma em excesso,
floculagio e/ou sobra de acticar no vinho. Entre as leveduras de colonias de
borda lisa, 65% apresentaram pelo menos um dos problemas citados
(Fermentec news, 2009).

Tabela 1. Caracteriza¢io morfolégica das coldnias de leveduras avaliadas em meio YPD
2% na presenca do corante rosa bengala (0,003%) e dcido propiénico (0,19%).

Linhagens Catanduval Fleischmann  Pedra 2 Barra Grandel

Didmetro (mm) 1 2 <1 1-21
Textura brilhante brilhante brilhante brilhante
Cor branca rosa branca branca
Superficie lisa lisa lisa lisa
Bordo liso liso liso liso
Elevacio convexa convexa convexa convexa
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Nas anilises dos pardmetros morfolégicos, 100% das colénias
analisadas apresentaram bordas lisas. Também nio apresentaram proble-
mas na fermentagio, tais como excesso de espuma e agicar além do meca-
nismo de floculagio onde as células agrupam-se formando conglomerados
de peso muitas vezes superior ao da célula individualizada, fenémeno co-
mum nas dornas de fermentacio.

Os estudos dos efeitos da fermentacio de leveduras crescidas em
mosto a base de caldo de cana na concentracio de 15°Brix, partindo de um
pré-inoculo (10mg/mL), sdo importantes 3 medida que os mostos sio 0s
principais substratos utilizados nas destilarias brasileiras para a producio
de etanol combustivel. A busca por processos fermentativos mais eficien-
tes e por entender a capacidade metabdlica de utilizagio de sacarose pelas
diferentes linhagens industriais pode ser um dos fatores importantes para
promover melhoria na eficiéncia fermentativa das leveduras industriais e
melhorar a producio de etanol.

As figuras 3 a 6 mostram os parimetros fermentativos das linha-
gens de leveduras crescidas no mosto, na concentragio de 15° Brix durante
um periodo 12 horas de fermentagio, nos intervalos de 2 horas. Estas ana-
lises demonstraram que as linhagens apresentaram diferengas no perfil
fermentativo. A linhagem que apresentou melhor desempenho fermentativo
foi a levedura Catanduva 1 e um baixo desempenho fermentativo foi obti-
do com a linhagem Fleischmann ( Figura 3-4).
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Figura 3. Parimetros de viabilidade (A), agtcar residual (B), biomassa (C) e etanol (D)
da linhagem S. cerevisiae Catanduva 1 a 30°C .
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da linhagem S. cecerevisiae Barra Grande 1 a 30°C.

No estudo do potencial fermentativo, a linhagem Catanduva 1
apresentou a melhor eficiéncia na produgio de biomassa no periodo de 10
a 12 horas de fermentacio, manteve uma elevada viabilidade celular, com
valores médio de 88%, alto consumo de agticar e uma produgio de 16% (v/
v) de etanol, sendo a linhagem que apresentou um melhor desempenho nas
condig¢des estudadas (Figura 3).

Embora a linhagem Fleishmann tenha apresentado um bom cres-
cimento celular no periodo de 6 a 8 horas de fermentagio, apresentou uma
grande perda da viabilidade celular, valor médio de 66%, baixo consumo de
aglcar e uma baixa produgio de etanol 5% (v/v), o que reflete um baixo
rendimento fermentativo (Figura 4).

A taxa de crescimento da linhagem Pedra 2 foi de 6mg/mL no
periodo de 8 a 10 horas de fermentagio, mostrou uma alta taxa da viabili-
dade celular, em torno de 82%, bom consumo de agicar e uma produgio
de 14%(v/v) de etanol, apresentando bom rendimento fermentativo nas
condig¢des estudadas (Figura 5).

Para os parAmetros bioquimicos analisados, a linhagem Barra Gran-
de 1 apresentou um bom crescimento celular no periodo de 8 a 10 horas de
fermentacio, manteve a viabilidade celular em torno de 82% , um bom
consumo de agtcar e uma produg¢io de 14%(v/v) de etanol, sendo possi-
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vel considerar essa linhagem como de elevado rendimento fermentativo
(Figura 6).

Observou-se, com estes experimentos, que 0s parimetros
bioquimicos analisados apresentaram uma cinética diferente em todas as
etapas da produg¢io de etanol, pelas linhagens de levedura estudadas. As
diferencas da eficiéncia fermentativa entre as linhagens pode estar relacio-
nada A resposta da repressio catabdlica que tem forte influéncia no desem-
penho das leveduras, uma vez que as leveduras de destilarias, durante o
processo de fermentacio, estdo expostas a virios fatores de stress, sofrem
fortes pressdes catabolicas, resultando em queda de rendimento de etanol.

Em seus estudos, Messias et a/ (2009) analisou a cinética de pro-
ducio de biomassa e consumo de agticar das linhagens Catanduva-1 e Barra
Grande, crescidas em meio sintético (YNB 17%), acrescido de 22% de
sacarose, suplementado com 1% de diferentes fontes de nitrogénio
(peptona, casaminoacidos e sulfato de amoénio). As linhagens estudadas
cresceram mais no meio suplementado com peptona, obtendo-se uma
biomassa de 4mg/mL para as duas linhagens. Comparando esses resulta-
dos, na forma estitica, com os obtidos neste estudo, observou-se que o
mosto apresentou melhor produgio de biomassa que o meio sintético.

Conclusio

Nas anilises morfoldgicas, as leveduras apresentaram-se seme-
lhantes entre si.

Os dados mostraram que as linhagens de leveduras cultivadas em
mosto a base caldo de cana na concentracio de 15° Brix apresentaram
performances fermentativas diferentes. A linhagem que apresentou o mai-
or desempenho fermentativo foi a levedura Catanduva 1 e a que apresen-
tou menor desempenho fermentativo foi a linhagem Fleischmann. As li-
nhagens Pedra 2 e Barra Grandel apresentaram perfis fermentativos seme-
lhantes.
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