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RESUMO

A fermentacdo alcdolica € um processo amplamente usado no setor sucroalcooleiro brasileiro que
usa a cana de acucar como a principal matéria prima e a levedura da espécie Saccharomyces
cerevisiae como agente fermentativo. Muito se conhece sobre o funcionamento da fermentacéo e as
diversas varidveis fisicas, quimicas e bioldgicas a que ela estd sujeita. No entanto, dentre essas
variaveis, o papel da suplementacdo mineral ainda ndo foi bem esclarecido, fato que se deve as
variacdes na composi¢do quimica das matérias-primas decorrentes do tipo de solo, variedade da
cana de acglcar e suas condi¢bes de cultivo. Sabe-se que o uso inadequado da suplementacao
mineral pode diminuir o rendimento fermentativo, além de causar toxicidade celular nas celulas de
levedura do processo. Por isso, o objetivo desse estudo foi avaliar o efeito do magnésio e do cobre
no metabolismo de S. cerevisiae, ions esses comumente usados nas suplementacGes minerais. As
amostras de caldo de cana e melaco utilizadas no estudo foram coletadas em destilarias localizadas
na Paraiba e em Pernambuco, respectivamente. Estes meios foram fracionados em duas amostras,
uma para a analise da composicdo mineral de Cu™ e Mg"™ no Instituto de Tecnologia de
Pernambuco e a outra para a analise do crescimento celular e realizacdo dos ensaios fermentativos
para avaliacdo dos metabolitos produzidos, como glicerol, acidos e alcool a partir dos aclcares
presentes nos meios. Todos os ensaios foram realizados com a linhagem industrial JP1 da
S.cerevisiae por ela ser utilizada com maior frequéncia em fermentagOes industriais da regido
Nordeste. ApOs 0s ensaios, constatou-se que 0 magnésio tem um papel importante no
direcionamento metabdlico de S.cerevisiae, estimulando a rota fermentativa da levedura e inibindo
a producdo de biomassa pela célula. Ao se analisar o ensaio fermentativo, verificou-se que os nas
amostras de caldo de cana suplementados apresentaram um maior rendimento fermentativo, porém
nas amostras de melaco suplementadas, houve uma reducdo no rendimento fermentativo. Quanto a
toxicidade mineral para a levedura, nenhum dos dois minerais testados afetou a viabilidade e o
brotamento celular, estas permanecendo com valores > 95% e >5%, respectivamente 20 horas apds
o0 término da fermentacdo. Ao compararmos o efeito do magnésio em diferentes meios de cultura e
com diferentes minerais (calcio e manganés) além do cobre, concluimos que a concentracdo do
magnésio possui uma grande influéncia no direcionamento metabdlico de S. cerevisiae, mais do que

a prépria concentracdo mineral no meio.

Palavras chave: fermentacdo, suplementacdo mineral, magnésio, cobre.



ABSTRACT

The alcoholic fermentation is a widely used process in the Brazilian sugar and ethanol industry that
uses sugarcane as the main raw material and the yeast Saccharomyces cerevisiae species as
fermentation agent. Much is known about the functioning of fermentation and the several variables
physical, chemical and biological to which it is subject. However, among these variables, the role of
mineral supplementation is not yet well understood, a fact that is due to the variations in the
chemical composition of raw materials resulting from soil type, variety of sugarcane and your
cultivation. It is known that misuse of mineral supplementation can reduce the fermentative yield
and cause cell toxicity in the process the yeast cells. Therefore, the aim of this study was to evaluate
the effect of magnesium and copper in the metabolism of S. cerevisiae, these ions commonly used
in the mineral supplementation. Samples of sugarcane juice and molasses used in the study were
collected in distilleries located in Paraiba and Pernambuco, respectively. These medium were
fractionated into two samples, one for analyzing the mineral Cu ++ and Mg ++ composition in
Instituto de Tecnologia de Pernambuco and another for analysis of cell growth and carrying out
fermentation test for evaluating the produced metabolites such as glycerol, acids and alcohol from
the sugars present in the medium. All assays were performed with the JP1 industrial strain of S.
cerevisiae because it is used more frequently in industrial fermentations in the Northeast. After the
tests, it was found that magnesium has an important role in the metabolic targeting of S. cerevisiae,
stimulating the fermentation route and inhibiting yeast biomass production by the cell. When
analyzing the fermentation test, it was found that the sugarcane juice supplemented samples
exhibited an increased fermentation yield, but in molasses supplemented samples, there was a
reduction in fermentation yield. As the mineral toxicity to yeast, neither tested mineral affected cell
viability and budding, these remaining values with> 95% and> 5%, respectively, 20 hours after
fermentation. Comparing the effect of Mg in different culture media with different mineral (calcium
and manganese) in addition to copper, we conclude that the concentration magnesium has a great
influence on the metabolic S. cerevisiae targeting more than the actual mineral concentration

medium.

Keywords: fermentation, mineral supplements, magnesium, copper.
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1. INTRODUCAO

No Brasil, a fermentacédo alcdolica se destaca no cenario econémico do pais desde a criacdo
do Programa Nacional do Alcool (Pré-alcool), tendo a cana-de-aglicar como a principal fonte de
matéria-prima. Apesar dos diversos avangos feitos nesta area, principalmente no que se refere a
engenharia do processo, ainda ndo se conhece totalmente os efeitos da qualidade da matéria-prima
sobre o processo fermentativo, mais especificamente a sua composicao nutricional. O entendimento
desses efeitos poderé contribuir para a melhoria do processo, pois permitira uma melhor selecdo da
cana de actcar e um melhor entendimento sobre a suplementac&o nutricional e quando ela se faz
necessaria. Como resultado, o gerenciamento agricola e industrial sera mais eficaz, possibilitando

uma maior eficiéncia fermentativa do processo.

O processo inicia na coleta da cana, pois o tipo de coleta (manual ou automatizada) e o
tempo decorrido para o seu processamento podem interferir na qualidade caldo que sera usado para
a fermentacdo. ApOs esta etapa, a cana € submetida a uma etapa de extragdo do caldo. O mosto
gerado pode variar sua composi¢do dependendo do tipo de solo em que a cana foi cultivada, da
variedade da cana usada e do tipo de suplementacao nutricional recebida. Obtido o caldo, ele sera
tratado para a remocdo de impurezas e possiveis contaminantes para entdo ser utilizado juntamente
com células de leveduras selecionadas para a fermentacdo alcdolica. Como o processo fermentativo
esta sujeito a variagbes fisico-quimicas tais como pH do meio, temperatura da dorna, pressdo
osmotica pela quantidade de solutos no mosto, aumento na concentracdo de alcool, presenca de
micro-organismos contaminantes, torna-se dificil identificar o papel dos ions metalicos nesse
cenario tdo complexo. Dentre os Varios ions presentes nos caldos de cana, 0 magnésio e o cobre
aparecem em destaque na literatura e em relatérios industriais como nutrientes importantes na
promocdo da fermentacdo alcoolica, 0 que levou a escolha desses dois ions para o estudo em

relacdo aos demais.

Dessa forma é de grande importancia saber de que modo o magnésio e o cobre ajudam as
leveduras a produzirem mais etanol, bem como as suas dosagens ideais e suas concentracdes
méaximas e minimas nos meios de caldo de cana e melago. Este estudo servira como referéncia para
a elaboracgéo de suplementos minerais, visando a adequacao deles com a concentracdo de minerais
ja existentes no caldo ou melaco de modo a garantir a dosagem ideal de nutrientes para as células de

levedura.



2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Histoérico

Os produtos oriundos da fermentacdo s&o conhecidos desde a Antiguidade. Existem
registros que povos do Mediterraneo como egipcios, assirios, sumerios e babilénios, bem como
chineses e indios da América Central consumiam alimentos fermentados por volta de 6.000 a 1000
a.C. Esses povos usavam a fermentacdo para producdo de cerveja, vinagre, iogurte, queijos, entre
outros produtos, porém desconheciam o0s agentes responsaveis pelo processo e tinham pouco
controle sobre ele (Pacheco, 2010).

Passado algum tempo de estudos sobre o assunto, atribui-se a Benchner, no século XVII, a
afirmativa de que apenas liquidos agcucarados eram capazes de entrar em fermentacdo alcéolica. Ele
propds esta teoria, mesmo contrariando alguns pesquisadores que o antecederam, julgando
erroneamente que era necessaria a presenca de ar para a producao de alcool, pois ele considerava a
fermentagdo um processo semelhante & combustéo. Neste periodo, os estudos sobre fermentacéo
relacionavam apenas 0s compostos iniciais e 0s produtos obtidos, até que Black postulou que gas
carbbnico e alcool etilico eram os Unicos produtos formados do aglcar na fermentacdo alcoolica
(Menezes, 1980).

Foi em meados do século XVII que com a invencdo do microscépio por Antonie Van
Leeuwenhoek, se descobriu a existéncia de micro-organismos invisiveis a olho nu, dando inicio a
um intenso estudo sobre esses novos seres. Contudo, s6 em 1876, Louis Pasteur provou que a
fermentacdo era consequéncia da acdo de micro-organismos especificos, ao invés da teoria vigente
da fermentacdo na época, que afirmava ser um processo puramente quimico. Além disso, ele
constatou que as leveduras expostas a uma alta oxigenacdo produziam agua e dioxido de carbono,

ao invés do alcool e dioxido de carbono (Martins, 2009).

Posteriormente, em 1897, Eduard Buchner mostrou ser possivel a conversdo de aglcar em
alcool, utilizando células de levedura maceradas, ou seja, na auséncia de organismos Vivos,
provando que a fermentacdo € uma sequéncia de reacdes quimicas e poderiam ocorrer fora das
celulas vivas. J& no século XX as grandes guerras mundiais motivaram a producdo em escala

industrial de produtos advindos de processos fermentativos. A partir da primeira guerra, a



Alemanha, que necessitava de grandes quantidades de glicerol para a fabricacdo de explosivos,
desenvolveu através de Neuberg, um processo microbioldgico para obtengdo deste alcool, tendo
chegado a produzir 1.000 toneladas do produto por més. Por outro lado, a Inglaterra produziu em
grande quantidade a acetona para o fabrica de munigdes, tendo essas atividades microbiologicas
contribuido para o desenvolvimento dos fermentadores industriais e técnicas de controle de
infeccdes (Villen, 2009).

No Brasil, o etanol produzido pela cana de aclcar se desenvolveu basicamente pela
necessidade de se diminuir a dependéncia do petroleo importado. Ja, no inicio do século XX foram
implementadas acGes para inserir 0 etanol na matriz energética do pais, iniciando em 1925 a
primeira experiéncia com etanol brasileiro. Em 1933 foi criado o Instituto de Aclcar e Alcool
(IAA) e pela lei n° 737, tornou-se obrigatorio a mistura de alcool na gasolina. Contudo, a medida de
maior impacto no consumo e producdo de alcool pelo pais, foi a criacdo do programa Proalcool em
1975, tornando o Brasil naquele momento e por muitos anos o maior produtor mundial de etanol
(Leite e Cortez, 2008)

2.2 A cana de agUcar

E a principal matéria-prima brasileira usada no setor sucroalcooleiro para a producio de
etanol. Sua producdo concentra-se em alguns estados da regido Nordeste, Cento-Oeste e Sudeste,
sendo o0 estado de S&o Paulo o maior produtor nacional de cana (Unica, 2015). A Saccharum
officinarum, nome cientifico da cana de agucar, € uma monocotiledénea da familia das gramineas,
sendo que os cultivares atuais sao hibridos, principalmente constituidos das espécies S. officinarum,
S. spontaneum, S sinense, S. barberi e S. robustu (MATSUOKA, 1996). E uma planta C4 com
elevada capacidade de fotossintese, possuindo maior desempenho fotossintético em altas
temperaturas (30 - 40°C) comparado as plantas C3, pois necessitam de concentracdes menores de
CO; (TAIZ e ZEIGER, 2004). Composta por uma raiz fasciculada, a cana possui um colmo (um
tipo de caule em que os nds e entrends sdo bem visiveis) que possui pouco crescimento em
espessura, folhas paralelinérvias (nervuras paralelas entre si) com bainhas desenvolvidas e flores do

tipo inflorescéncia (Raven, 2007).

Devido a sua importéncia no cenério da fermentagdo alcoolica industrial, essa espécie foi
alvo de varios estudos de melhoramento genético a partir de cruzamentos assistidos e até mais
recentemente envolvendo modificagdo por engenharia genética. Isto tudo com o intuito de torna-la
mais adaptada as variagdes do clima, solo e condi¢des de cultivo. O objetivo era obter melhorias na
cana de agucar, tanto no campo, COMO na usina e essas canas provenientes do cruzamento de tipos

distintos de cana, chamadas de variedades, seriam produzidas para atender a extensa area territorial



cultivavel para cana de acucar e suas singularidades (RIDESA, 2010). Neste cenario, varios centros
de estudo desenvolveram canas hibridas, como o Instituto Agronémico de Campinas (IAC), a
Copersucar, a Universidade Federal de Alagoas (UFAL) e a Rede Interuniversitaria para
Desenvolvimento do Setor Sucroalcooleiro (RIDESA), que se destaca na producdo de novas

variedades de cana (figura 1), contribuindo para maior produtividade das lavouras. No ultimo

levantamento de dados realizado em 2012 as variedades RIDESA ocupavam 75% das areas
cultivadas de cana do pais (RIDESA, 2015).

Figura 1: Trés tipos de variedades de cana de acucar cultivadas no Brasil (da esquerda para a
direita): RB835089, propicia para corte automatizado; RB845257, para solos com alta
disponibilidade em agua; RB835486, ideal para solos com baixa fertilidade (UDOP, 2015).

2.3 A levedura Saccharomyces cerevisiae

Pertencente ao grupo dos Ascomycetos, este fungo € uma organismo unicelular com uma
forma celular oval, eliptica ou esférica, desenvolve-se bem em temperaturas entre 20 a 40°C
(mesdfilos), reproduz-se principalmente de forma assexuada por brotamento, podendo também se
reproduzir de forma sexuada (figura 2). Possui uma parede celular que ajuda na protecdo do
organismo a estresses ambientais e devido a auséncia de flagelo ele € um ser imével, alimentando-
se da matéria organica presente no meio, ou seja, um organismo saprofita (Alexopoulos, 1996). E
considerado um micro-organismo aerobio facultativo, pois tem condi¢cbes de se ajustar
metabolicamente tanto em aerobiose, transformando o aglcar em biomassa, CO;, e agua ou em
anaerobiose, convertendo maior parte do actcar em etanol e CO, (Santos 2010).

Devido a seu facil cultivo e manipulacdo genética, além de ndo ser patogénico e ter um
rapido crescimento, a Saccharomyces cerevisiae é considerada um organismo modelo para estudos



da biologia dos eucariotos. Ja as caracteristicas que a tornam interessantes para 0S Processos
industriais, de acordo com Oura (1995) séo: a capacidade de se desenvolver em substrato barato e
facilmente disponivel; facilidade de obtencdo e multiplicagdo; utilizacdo de nutrientes nas suas
formas mais simples; pequena exigéncia de 4gua e de area; possibilidade de cultivo independente do
ambiente e formacdo de produtos nutritivos e de bom valor comercial. Uma caracteristica
metabdlica, que lhe confere o status de micro-organismo fermentador por exceléncia, é a sua
capacidade de captar e assimilar as hexoses pela via glicolitica e desviar os intermediarios desta via
para a via fermentativa de producédo de etanol. A alta atividade das enzimas destas vias assegura
este fluxo metabolico intenso. Durante esse processo, as células necessitam de varios nutrientes, que
aumentam eficiéncia na transformacdo de acucar em alcool, além de influenciarem também no
crescimento e multiplicacdo celular Dentre os principais nutrientes requeridos estdo o nitrogénio,

fésforo, magnésio, cobre, zinco, manganés e ferro (Amorim, 2005).

Figura 2: Visualizagdo por microscogia eletrénica de células de S.cerevisiae formando
brotos, principal meio de reproducédo assexuada da espécie (MASUR, 2015).

2.4 Producdo industrial de etanol no Brasil

Desde o inicio do século XX, o etanol é produzido por industrias pelo processo de
fermentacdo. Hoje, cerca de 400 usinas e destilarias esmagam milhdes de toneladas de cana por
safra, produzindo em média 30 bilhdes de litros de etanol e 40 milhdes de toneladas de agucar. Nas
trés Ultimas décadas, ocorreram varias inovagdes na forma de coleta da cana, em sua amostragem,
no processo de fermentacdo utilizado e nos materiais das dornas usadas na produgédo do alcool nas
destilarias do Brasil, possibilitando melhorias na eficiéncia da planta industrial e na competitividade
econdmica do setor sucroalcooleiro (Amorim et al., 2011).

O etanol é um combustivel liquido obtido principalmente pela fermentacdo de carboidratos
derivados da cana de aglcar. Desta matéria-prima, podem-se obter dois meios industriais para a

producéo de etanol, o caldo de cana e o melago, um subproduto da produgéo de agulcar que deve ser



diluido para servir como substrato do processo fermentativo. Ao usar 0 melaco como meio
fermentativo, o produtor tem uma reducdo no custo total da producdo, pois ao usar um subproduto
h&d uma reducdo no uso da matéria prima, além disso, podem-se obter melhores resultados na

utilizacdo de leveduras eficientes na conversao do substrato em produto (Schmidell, 2005).

Devido a sua importancia na eficiéncia do processo, a matéria-prima usada nas industriais de
acucar e alcool é alvo de um controle rigoroso na qualidade e no manejo, tanto em campo como na
industria (Caldas, 1998). Mesmo o Brasil possuindo uma moderna estrutura no que diz respeito a
producdo de etanol, existem muitos questionamentos em relacdo a influéncia da matéria-prima na
fermentacdo alcéolica, sendo um desses a possivel presenca de inibidores fermentativos nos

substratos de caldo de cana e melago (Tossetto, 2008).

De acordo com a disponibilidade da matéria-prima, as fabricas brasileiras produtoras de
etanol sdo divididas em autdbnoma e dependente ou anexa (Campos, 1980). A autdbnoma tem
basicamente o caldo de cana como meio para fermentacdo, enquanto a anexa depende do melago
proveniente da fabricacdo de agucar. Independente do tipo de fabrica, as etapas para a obtencéo do

produto final sdo as mesmas (figura 3), diferindo apenas a matéria-prima a ser utilizada.
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2.5 Fermentacao alcoolica

Figura 3: Fluxograma da producéo de agUcar e etanol de cana (adaptado de SANTOS, 2011).
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parcialmente oxidado das hexoses, e que normalmente serve para reestabelecer o balango
NAD'/NADH (Steckelberg, 2001). A levedura Saccharomyces cerevisiae possui o metabolismo

mais eficiente para a realizagdo deste processo, tanto por conseguir atingir uma eficiéncia de 90%



na conversao de acucar em etanol em anaerobiose quanto em conseguir rendimentos bem
expressivos, em torno de 80 a 85% de conversdo agucar para etanol, mesmo em aerobiose. No
entanto, producgdo de outros compostos além do etanol e o consumo especifico de ATP (adenosida
trifosfato) para o crescimento celular, podem reduzir essa eficiéncia fermentativa (figura4) (Teh e
Lutz, 2010). Por isso, muitos estudos séo realizados na compreensdo do metabolismo central do
carbono em S. cerevisiae para determinar os subprodutos do tipo C1 (CO,), C2 (etanol e acetato),
C3 (piruvato e glicerol) e C4 (&cidos organicos, representados pelo acido fumérico, maélico e
succinico) (Otero et al., 2007).

O processo fermentativo ocorre na auséncia de oxigénio ou com sua presenca em
concentracgdes altas de glicose, neste caso devido a inibicdo da respiracdo em S. cerevisiae (Esposito
e Azevedo, 2004). Essas altas concentracfes de glicose sdo comumente encontradas no caldo de
cana e no melaco. O rendimento méaximo teérico na fermentacdo anaerdbica corresponde a
producdo de 0,51g de etanol e 0,49g de CO, para cada grama de glicose assimilada pela via
glicolitica em amostras de caldo de cana. No entanto, nas fermenta¢des industriais ha 0 aumento da
biomassa e também a producdo de glicerol durante o processo, fato que diminui a quantidade de
glicose que seria convertida nos produtos finais, correspondendo a uma converséo de

aproximadamente um grama de glicose em 0,469 de etanol e 0,44g de CO, (Menezes, 2012).
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Figura 4: Esquema geral ua rota rermentauva e respiratoria em >.Cerevisiae (auaplauo ge
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caldo de cana e o melago e como agente fermentador, linhagens de S. cerevisiae adaptadas as
condicOes da fermentagdo industrial. As células destas leveduras a cada fermentagdo sdo separadas

por centrifugacgdo e reutilizadas no proximo processo, apés um tratamento com &cido sulfurico para



diminuicdo da carga bacteriana. A elevada concentracdo de agucares redutores encontrada nessas
amostras, temperaturas entre 33°C e 35°C e um ambiente anaerdbico favorecem uma maior
eficiéncia fermentativa e consequentemente, uma maior producdo de etanol. No sistema adotado
pela maioria das usinas do Brasil, a fermentacdo é de curta duracdo (6 a 10h), permitindo a
reutilizacdo das leveduras cerca de trés vezes ao dia durante o periodo de aproximadamente 200
dias de atividade fermentativa (Wheals et al., 1999).

Em condigBes industriais, as amostras de melago e de caldo de cana, esta Ultima chamada
sofrem rapidamente acdo da enzima invertase, a hidrolase que quebra as moléculas de sacarose em
glicose e frutose. A glicose é o substrato de preferéncia das células de S. cerevisiae e sua
concentracdo no meio pode ser determinante para o tipo de metabolismo apresentado pela levedura,
se em baixas concentracGes e na presenca de oxigénio o metabolismo tende a ser oxidativo ou
respiratério; se em grande quantidade e independente da disponibilidade de oxigénio o metabolismo
tende a ser redutivo ou fermentativo (efeito Crabtree). Isso € mediado por duas vias de sinalizacao
da glicose: a Rgt2/Snf3 responsavel pela captacdo da glicose e a Snfl/Migl via que regula
negativamente genes envolvidos na oxidacdo da glicose e do uso de outras fontes de agucares (Eide,
et al., 2005).

Além da fonte de carbono, ha diversos fatores fisicos (temperatura, pressdo osmédtica),
quimicos (pH, teor de oxigénio, nutrientes minerais e organicos, inibidores) e bioldgicos
(composicdo da populacdo microbiana) que afetam a eficiéncia da conversdao de agucar em etanol
(Lima et al., 2001). Por isso é de suma importancia o controle do maximo de parametros possiveis,

a fim de garantir uma fermentagéo de qualidade.

2.6 Qualidade da matéria-prima para fermentacéo

A conversdo de acglcar em alcool € a atividade primaria das leveduras durante a
fermentacdo, envolvendo diretamente processos de transporte de aglcares através da membrana
plasmaética, catabolismo de agucares, armazenamento de reservas de carbono, geracao de energia e a
producdo de etanol (Gibson et al.,2008). O contetdo e a composicdo desses carboidratos
influenciam o metabolismo das leveduras, assim como a concentragédo e qualidade do produto final
(Boulton e Quain, 2001).

O preparo dos mostos deve ser feito com alguns cuidados, principalmente no que se refere a
concentragdo de acucares totais e sua relagdo com soélidos sollveis, acidez total e pH. Em alguns

casos pode ser necessaria a suplementacdo de nutrientes, adicdo de anti-sépticos e aumento da



temperatura para se obter rendimentos satisfatorios. J& o preparo do mosto de melaco é simples,
pois constitui apenas a correcdo dos agucares totais (todos os agucares encontrados no mosto de
fermentacdo como sacarose, glicose e frutose) por meio de diluicdo (EMBRAPA, 2011).

Para possibilitar um bom desempenho fermentativo, 0 mosto deve estar com o pH na faixa
entre 4,5 a5 e a uma temperatura entre 32 a 34° C, pois estas condi¢Ges favorecerem uma melhor

atividade das células de leveduras.

Tabela 1: Composicdo quimica do caldo de cana.

Componente (%) em sélidos solUveis
Acucares 75-92
Sacarose 70-88
Glicose 2,0-4,0
Frutose 2,0-4,0
Sais 3,0-4,5
De acidos inorganicos 1,5-4,5
De acidos organicos 1,0-3,0
Acidos organicos 1,5-5,5
Acidos carboxilicos 1,1-3,0
Aminoéacidos 0,5-2,5

Outros ndo acgucares organicos -

Proteinas 0,5-0,6
Amido 0,001-0,100
Gomas 0,30-0,60
Ceras, lipideos e fosfolipidios 0,05-0,15
Nao identificados 3,0-5,0

Fonte: SOUZA, 1988; CHEN; CHOU, 1993.

2.7 Suplementacgdo mineral

A composi¢do do caldo de cana é complexa e varia bastante de acordo com a regido e a
variedade da cana (Tabela 1). O caldo é um liquido viscoso, opaco, de cor variando de amarela até

um verde escuro, no qual particulas menores de 1um de didmetro (sacarose, glicose e sais minerais)



estdo solubilizadas no meio e particulas entre 1 a 10um de didmetro (proteinas, ceras, gomas e

impurezas) ficam em suspensao (Payne, 1989).

Além das fontes de carbono (sacarose, glicose e frutose), compostos inorganicos e
compostos organicos, como vitaminas (A, C e complexo B), aminoacidos e acidos organicos
formam juntamente com a agua o tipico caldo de cana. Esses acidos organicos sao 0s responsaveis
pelo pH do caldo entre 4 e 5,5. Os compostos inorganicos presentes no caldo sdo fésforo, magnésio,
enxofre, calcio, potéassio, zinco, manganés, cobre, ferro, cobalto, iodo e outros elementos em
menores concentracdes, sendo todos necessarios para suprir as exigéncias nutricionais das leveduras
durante a fermentacdo alcoolica industrial, influenciando seu crescimento e sua eficiéncia

fermentativa (Menezes, 2012).

Os minerais presentes no caldo consistem de componentes dissolvidos em agua sob a forma
de ions, com excecdo de alguns minerais de silica que se encontram na forma de sélidos (Walford,
1996). Vaérios parametros estdo envolvidos na determinacdo da composicdo mineral do caldo de
cana, como a variedade de cana, tipo de solo, as estratégias de fertilizacdo, as condi¢Bes climaticas,
o nivel de maturidade da cana, do tipo de colheita, periodo de tempo entre a queima, corte e
processamento, tipos de conteddo e de palha da cana e também pelo uso ou nédo de fertirrigagdo com
vinhaca (Basso, 2011). Essa composi¢do mineral difere um pouco entre caldo (Tabela 2) e melago
(Tabela 3), devido o processo de desidratacdo que ocorre no melaco, tornando a amostra mais

concentrada (Nogueira, 2009).

Apesar do teor de cinzas no caldo de cana ser um pouco constante, a sua composicao
mineral pode variar bastante, dependendo da fonte da matéria-prima. Com intuito de diminuir estas
diferencas, muitas destilarias adicionam melago no caldo, o que é mais recomendado j& que
algumas amostras tém nivel nutricional deficiente e o melago geralmente contém altas
concentracdes de minerais na sua composicdo (Souza et al., 2014). Apesar da importancia, a
composicao mineral em caldos de cana e melaco utilizada nas destilarias do Brasil € muitas vezes
negligenciada pelos produtores. Diversos sdo 0s minerais importantes na nutricdo das leveduras,
possibilitando um metabolismo e crescimento celular adequado para as células. Dentre esses, 0
potassio, magneésio, calcio, manganés, ferro, zinco e cobre sdo minerais essenciais, de alguma

maneira, para o0 metabolismo fermentativo (Walker, 2004).

Para produtores de etanol que procuram melhorar o rendimento do processo, a
suplementacdo mineral é de grande importancia, mas isso s pode ser feito corretamente se hd o
entendimento sobre a influéncia dos minerais sobre a fisiologia da célula (Walker, 1996). Isto se faz

necessaria para a correcdo dos niveis adequados de macro e micronutrientes no meio para o



funcionamento do metabolismo celular, como também para a manutencdo da viabilidade celular
frente as condigdes adversas do processo, tais como instabilidade de temperatura, diminuicéo do pH
do meio, presenca de inibidores (&lcool, fendis), desenvolvimentos de micro-organismos
contaminantes e alteracdo no equilibrio iénico (Zinnai et al., 2012). fons metalicos, principalmente
0s cations divalentes sdo necessarios para a ativacdo de varias enzimas glicoliticas, por exemplo a
piruvato descarboxilase, de maneira que a deficiéncia desses cations nos meios industriais pode
comprometer a conversdo de agucar em etanol, produzindo uma fermentacédo lenta ou e incompleta
(Walker, 2006).

Tabela 2: Teores de minerais em uma amostra de 100g de caldo de cana de acucar.

Fe K P Na Cu Mg Zn Mn Ca
CEl 23 71 19 O 045 12 0,14 0,63 31
CE2 012 27 11 0 002 94 006 025 14
CR1 29 42 37 045 0,04 17 011 0,54 28
CR2 0,06 17 14 O 0,03 12 009 041 21
MC 022 63 52 0 002 25 014 034 4

CEL: caldo de cana cultivado no Espirito Santo, amostra 1; CE2: caldo de cana cultivado no
Espirito Santo, amostra 2; CR1: caldo de cana cultivado no Rio de Janeiro, amostra ; CR2: caldo de
cana cultivado no Rio de Janeiro, amostra 2; e MC: média dos teores minerais de 14 amostras dos
dois estados (adaptado de NOGUEIRA, 2009).

Tabela 3: Teores de minerais em uma amostra de 100g de melaco de cana de acucar.

Fe K P Na Cu Mg Zn Mn Ca
MC 3,37 288 57 23,7 0,37 94 0,61 1,8 36
MI 0,64 244 19 091 0,06 86 0,48 1,2 204

Cv 79 68 79 117 235 44 52 37 40




MC: média dos teores de minerais em 10 amostras de melagos comerciais; MI: média dos teores de
minerais em 10 amostras de melagos industriais CV: coeficiente de variacdo (adaptado de
NOGUEIRA, 2009).

2.8 Magnésio e S.cerevisiae

O Mg™ é o segundo cation mais abundante nos micro-organismos, portanto ¢ denominado
como um macronutriente, ou seja, um nutriente exigido em grande quantidade pela célula (Jones e
Gadd, 1990). Essa alta demanda por Mg*™* é consequéncia de seu papel como cofator em mais de
300 enzimas, participando de varias funcbes bioguimicas e fisioldgicas essenciais das leveduras,
dentre elas no crescimento, divisdo celular, ativacdo enzimatica, estimulacdo da sintese de acidos
graxos essenciais, regulacdo dos niveis ibnicos celulares, manutencdo da integridade e
permeabilidade da membrana. (Blackwell, 1997) O magnésio também participa na protecdo da
levedura contra estresses ambientais durante a fermentacdo, como os causados pelo etanol, pelas
altas temperaturas ou pelo estresse osmotico. Além disso, ha forte correlacdo entre o acimulo desse
ion por leveduras e o progresso da fermentacdo (Walker, 1998). Uma evidéncia que reforca essa
correlacéo ¢ a capacidade dos ions Mg*™™ de diminuirem a permeabilidade da membrana plasmatica
submetidas a estresse etanolico, ou seja, aumentando a tolerancia a etanol das células de levedura
(Hu et al., 2003).

2.9 Cobre e S.cerevisiae

O Cobre é micronutriente que atua como co-fator para a atividade de muitas enzimas em
leveduras, das quais aquelas envolvidas em reacdes que necessitam a transferéncia de elétrons, tais
como citocromo c-oxidase e Cu-Zn dismutase (Stehlik-Tomas et al., 2004). Considera-se a faixa de
1 al0uM (Tabela 4) a concentracdo adequada de cobre para o crescimento e atividade fermentativa
da levedura. De acordo com Jones e Greenfield (1984) a concentracdo 6tima é em tornode 1 a 1,5

MM, pois ja quando presente a 10 uM pode exercer efeito inibitdrio do crescimento celular.

Tabela 4: Constituintes inorgénicos da levedura.

Elementos AIBA et al. REED e NAGODAWITHANA
(9/100g peso seco) (1973) (1991)
Fésforo 0,8-2,6 1,35
Enxofre 0,01-0,24 0,39
Potassio 1,0-4,0 2,1
Magnésio 0,1-0,5 0,165

Sadio 0,01-0,1 0,012




Calcio 0,1-0,3 0,075

Ferro 0,01-0,5 0,002
Zinco - 0,017
Cobre 0,002-0,01 0,0008
Manganés 0,0005-0,007 0,000002
Molibdénio 0,0001-0,00 0,00004
Total de Minerais 5-10

2.10 Considerac0es

Hé cerca de 40 anos, foram dados muitos incentivos no desenvolvimento da fermentagédo
alcoolica industrial, visando uma maior produtividade capaz de atender o mercado que passava a ter
uma demanda maior sobre o produto, apés o inicio do Proalcool. Inovag6es agricolas com a
producdo de variedades de cana adaptadas a diferentes climas e solos e industriais com o
melhoramento dos equipamentos para a condugéo da fermentacdo séo alguns dos avangos que
ocorreram no setor sucroalcooleiro, possibilitando o Brasil ter o que hd de mais moderno na

producdo de etanol.

Mesmo com esses avangos € com 0s que estdo em desenvolvimento, existem lacunas no
entendimento e controle do processo, principalmente no que diz respeito a composi¢do mineral das
matérias-primas. Este trabalho visa esclarecer a influéncia desses minerais no crescimento celular,
na eficiéncia fermentativa, na toxicidade celular e a relagéo direta de determinado mineral e seu
efeito nas leveduras industriais, relagdes feitas facilmente com outros pardmetros como a

temperatura, o pH e a contaminacéo bacteriana.
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4. OBJETIVOS

4.1 Obijetivo geral

Avaliar a influéncia dos minerais no crescimento celular, na eficiéncia fermentativa e

na toxicidade celular da linhagem industrial de S.cerevisiae.

4.2 Objetivos especificos

e Determinar a concentragio toxica para as leveduras dos fons Cu™ e Mg*™.

e Identificar a dosagem 6tima de cada mineral na composicao do caldo de cana e
no melago.

e Observar se outros minerais divalentes apresentam efeito similar aos ions
estudados.

e Verificar em qual(is) etapas(s) da fermentacdo esses minerais estdo envolvidos.
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Resumo

Existem muitos questionamentos sobre o efeito da qualidade da matéria- prima sobre o
processo fermentativo, dentre eles a composigéo nutricional do caldo de cana recebe destaque neste
cendrio devido a sua importancia para um bom desempenho das células de levedura na conversdo
de acucar em etnaol. Por isso este estudo visa explicar a relacdo da suplementacdo mineral de
magnésio e cobre, podendo contribuir para a melhoria do processo, influenciando a escolha da cana,
a necessidade de suplementacdo nutricional no caldo e no melago quando necessario, tornando o
gerenciamento agricola e industrial cada vez mais eficaz e, consequentemente, efeitos positivos
sobre a eficiéncia fermentativa. As amostras de caldo de cana e de melago foram coletadas de duas
usinas dos estados de Pernambuco e Paraiba. Elas foram submetidas a fermentacGes e ensaios de
crescimento com uma linhagem industrial de Saccharomyces cerevisiae. Foi avaliado o consumo de
acucares, producdo de metabolitos, producdo de biomassa, composi¢cdo mineral de magnésio e
cobre, viabilidade celular e a variacdo de pH. Os resultados indicaram que a suplementacdo com
magnésio desvia 0 metabolismo oxidativo da levedura para o metabolismo fermentativo ou
redutivo, sem causar toxicidade celular. Este efeito ndo foi encontrado em nenhum dos outros
minerais testados, cobre, manganes e calcio. Além disso, os valores de etanol e a variacdo de pH
sugerem que a concentracdo de magnésio no meio influéncia mais o comportamento da levedura do

que o tipo de meio utilizado na fermentacéo.

Palavras-chave: fermentacdo alcoolica, suplementacdo mineral, Saccharomyces cerevisiae,

magnésio, cobre, rendimento fermentativo.



INTRODUCAO

A fermentacdo alcdolica brasileira possui grande destaque na atividade industrial do pais, o que
impulsiona o desenvolvimento de novas técnicas para uma maior eficiéncia do processo. Nesse
contexto, a composi¢do do caldo de cana é um fator determinante para um bom rendimento
fermentativo e para a obtencdo de produtos de qualidade ao final do processo. Existem Varios
fatores responsaveis pela composicdo do caldo de cana de agucar, dentre eles a variedade de cana,
tipo de solo, condicdes climaticas, maturidade da cana, tipo de cultivo, corte e processamento,
periodo entre queimadas e uso ou ndo de fertirrigacdo (BASSO, 2011). Desta forma a composicao
do caldo de cana e, consequentemente, sua composicdo mineral varia bastante, dificultando o
controle nutricional da matéria-prima que frequentemente passa despercebido pelos produtores
brasileiros.

Esses minerais sd0 muito importantes para a nutricdo da levedura, permitindo seu
crescimento e metabolismo saudavel, sendo os principais presentes no caldo o aménio, fosforo,
enxofre, potassio, magnésio, calcio, zinco, manganés, cobre e ferro. Em relacdo a fermentacao
alcdolica, os minerais potassio, magnésio, calcio, manganés, ferro, zinco e cobre, sdo de alguma
forma essenciais para o processo (WALKER, 2004). Contudo, esses minerais se ndo bem dosados
podem ser toxicos em altas concentracfes e causar danos nas fungfes em que atuam como € o caso
do potassio e do célcio, que quando estdo presentes em altas concentracfes causam estresse
osmotico, dificultando a atividade fermentativa da levedura (AMORIM et al., 2009). Por outro lado,
minerais como 0 magnésio, ndo possui relatos apontando seu efeito toxico na célula. Ele é o mais
abundante intracelular cation divalente, atuando como cofator para mais de 300 enzimas envolvidas
em diferentes reacdes metabdlicas, tais como a sintese de DNA e ATP. O magnésio tem um papel
multifuncional na fisiologia de células de levedura, desde sua citologia, bioquimica e biofisica, além
de ser muito importante na fermentacdo industrial, sendo necessario para a ativacdo de varias
enzimas glicoliticas e na protecdo aos estresses ambientais durante a fermentacdo, como 0s
causados por etanol, altas temperaturas ou alta pressao osmoética (WALKER, 2004).

Outros metais também influenciam a fermentagdo, como o ferro, manganés e cobre. Eles
sdo cofatores de enzimas, principalmente 0 manganés, e como componentes do redoxisomos na
respiracdo da levedura, cobre e ferro especialmente (DE FREITAS, 2003). O cobre também atua
como cofator de algumas enzimas, tais como citocromo C-oxidase e Cu / Zn superédxido dismutase.
O manganés por sua vez é essencial para a célula de levedura como um elemento traco, atuando em

algumas enzimas, como a piruvato carboxilase (STEHLIK-THOMAS, 2004), porém ele também é



um concorrente de magnesio para algumas enzimas de sintese de ATP e de DNA (BLACKWELL,
1997). Ja o ferro é essencial para a levedura até certos niveis, podendo ser toxicos se a sua
utilizacdo pelas células de levedura ndo for bem regulados (PAS et al., 2009).

Outro céation divalente de importancia é o calcio, mesmo apresentando poucas funcdes
bioquimicas e sendo necessario em pequenas quantidades quando comparado ao magnésio
(YOUATT, 1993). Dentre suas funces estdo a inducao de ligagdes entre as proteinas de superficie
de células diferentes, ocasionando a floculagdo, fenbmeno importante na producdo da cerveja
(WALKER, 2004). Apesar de ndo estar envolvido aparentemente no crescimento celular das
leveduras (VASCONSELQOS, 1987), o calcio € importante para a fermentacdo envolvido com a
protecdo celular ao estresse etandlico (COURCHESNE et al., 2011). Ha indicios que o calcio
poderia estar envolvido também com a protecdo celular ao estresse &cido (DE LUCENA et al.,
2012), ja que ele ¢ um marcador intracelular de regulacdo homeostatica (CYRET, 2003).

Dando continuidade aos trabalhos realizados por BARROS et al.,2014, nés focamos na
andlise de dois desses nutrientes, magnésio como macronutriente e 0 cobre como micronutriente,
para observar a influéncia desses dois minerais no crescimento e metabolismo celular das leveduras
de S. cerevisiae, visto que dentre 0os minerais citados, estes desempenham funcdes importantes no

processo fermentativo da célula.

MATERIAIS E METODOS

Amostras de cana de acUcar e de melago

Amostras de caldo de cana e de melaco foram coletadas da usina Miriri, localizada no
municipio de Santa Rita, estado Paraiba, da usina Petribu, localizada no municipio de Paudalho,
estado de Pernambuco, respectivamente. As amostras foram coletadas em recipientes estéreis,
acondicionadas em refrigeracdo por bolsas térmicas durante o transporte e armazenadas a -20°C até

serem processados.

As amostras de caldo e de melaco foram padronizadas a 12 °Brix (escala usada para medir a
quantidade de sélidos soliveis em uma solucdo) por diluicdo em &gua deionizada para simulagéo
das condicBes industriais. A partir dai os substratos receberam a denominacdo de mosto de
alimentacdo. O °Brix foi mensurado a temperatura ambiente em um refratdmetro analogico portatil

Modelo HSR-500 seguindo as instruc¢des do fabricante.

Meios de cultivo e preparo da levedura



A linhagem industrial de Saccharomyces cerevisiae utilizada no estudo foi a JP1 (SILVA-
FILHO et al, 2005) utilizadas com frequéncia por industrias na regido Nordeste, incluindo as duas
usinas em que as amostras foram coletadas. As células foram mantidas em placas contendo meio
levedura, peptona dextrose (YPD) contendo (m/v) 1% extrato de levedura, 2% peptona, 2% glicose
e 2% agar bacterioldgico. Para os cultivos em meio liquido o agar foi suprimido. A producdo da
biomassa para 0s ensaios de fermentagcdo ocorreu a partir de cultivos sucessivos em meio YPD a
30°C em incubadora tipo shake orbital a 200 rpm. A cada 24 h as culturas eram retiradas da
incubadora para deixar as células precipitarem. O sobrenadante corresponde a cerca de metade do
volume do meio que era removido assepticamente e substituido pelo mesmo volume de meio fresco,
seguindo-se nova incubacdo. Esse procedimento foi repetido até se conseguir a quantidade
suficiente em peso Umido das células de levedura. No final do processo as células foram coletadas
por centrifugacdo por 3 minutos a 3.000rpm em tubos de fundo cénico graduado de forma a se obter
o sedimento Umido equivalente a 5 mL. e o sobrenadante foi desprezado. Apos isso, pesou-se 5g da
levedura umida e esta foi adicionada a 50ml do caldo misto e do melaco para que as leveduras
atingissem 10%(m/v) da solucéo.

Para os ensaios fermentativos foram adicionados os mostos de alimentacdo em cada tubo de
forma a se atingir o volume final de 50 ml, produzindo os mostos de fermentacdo, que foram
transferidos para frascos de 125ml. A incubacdo ocorreu por oito horas a 33°C sem agitacao e sem

ajuste de pH. As fermentacdes foram realizadas em triplicata.

Ensaios e parametros fermentativos

Os parametros de viabilidade e brotamento celular foram avaliados em triplicata antes da
suplementacdo mineral, apds a suplementacdo e ao término da fermentacdo. Para isso foi retirado
1ml do meio de fermentacdo com as células de levedura que foram submetidas a coloracdo com
azul de metileno azul de metileno a 0,1¢/l, seguida ela analise e contagem no microscépio (400x de
ampliacdo) usando camera de Neubauer (CALDAS, 1998). A variacdo do pH antes e apds a
fermentacdo foi avaliada, ndo havendo diferenca entre os valores de pH da amostra pura e das

amostras suplementadas antes de comecarem a fermentar.

Para a determinag@o da composicdo mineral de magnesio e cobre as amostras dos mostos de
alimentacdo foram enviadas para o Instituto de Tecnologia de Pernambuco (ITEP). A analise foi
feita por espectrometria de emissdo Optica e espectrometria de chama pelo método LQA-PT-015
(AOAC INTERNATIONAL, 1990). J& para a determinagdo de metabolitos organicos (agucares,

alcoois, acidos organicos) as amostras foram enviadas para o Centro de Tecnologias Estrategicas do



Nordeste (CETENE) para serem analisadas por cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC).
Para tal, as amostras do inicio e final da fermentac&o foram centrifugadas e o sobrenadante filtrados
em filtros de 0,22um e acondicionadas em vials de 1,5ml e armazenadas a -20°C até 0 momento da
analise. Quando necessario, diluicdes foram feitas com &gua deionizada. As analises de HPLC
foram realizadas em equipamento Waters Technologies 2414 Series, sendo a coluna do tipo de
exclusdo molecular modelo Phenomenex com a &gua ultrapura como fase movel, fluxo de
0,6ml/min e temperatura de trabalho do forno e do detector de 35°C. O método de deteccao foi feito
por indice de refracdo (IR). A identificacdo e quantificacdo dos metabdlitos foram feitas por
comparacdo do tempo de retencdo e da concentracdo de solugdes-padrdo usadas na calibracdo do

equipamento.

Ensaio de crescimento com suplementacéo mineral

Foram utilizadas placas com 96 pocos de fundo chato com capacidade para 500ul. Para cada
placa utilizou-se quatro meios de crescimento distintos, caldo de cana e melago, ambos
padronizados para 2 de °Brix, YPD e YNB (meio levedura nitrogénio base). Estes meios foram
selecionados para o estudo porque sdo os principais meios usados em fermentacdo industrial e em
ensaios fermentativos laboratoriais, respectivamente. Outra variavel, além dos diferentes meios
testados, foi a concentracdo dos ions, sendo testadas sete concentracbes (mg/l) diferentes: 1,99;
3,98; 5,97; 7,96; 9,95; 11,94 e 13,93 para o cobre; 101; 161,6; 222,2; 282,8; 343,4; 404 e 464,6 para
0 magnesio; 1,625; 3,25; 4,875; 6,5; 8,125; 9,75 e 11,375 para 0 manganés e 147; 235,2; 323,4;
411,6; 499,8; 588 e 676,2. A escolha destes valores foi baseada no trabalho de Souza et al,2014 e
em relatorios industriais de usinas da regido Nordeste. o controle foi feito com todos 0s meios, mas

sem a adi¢do do ion. Cada condicdo foi feita em triplicata, inclusive o controle.

A cepa de JP1 usada no teste de crescimento com as placas foi cultivada em meio YPD
liquido por 24 horas para a ativagdo da levedura, posteriormente 100pl do meio com o indculo foi
semeado por espalhamento, com auxilio de uma alca de Drigalski, em placas de meio Wallerstein
Laboratories Nutrient Agar (WLN). Apds 48 horas de crescimento a 33°C, coldnias isoladas da
levedura foram resuspensas em solucao salina estéril a 0,85% NaCl e padronizadas a uma densidade
Optica (D.O) de 0,1, leitura esta feita a 600nm em um espectrofotdometro da Biosystems modelo
T7X. A Densidade Optica inicial da suspensdo de células no ensaio em placa foi de 0,025 devido a

diluicdo do indculo com os demais componentes da solugdo usada em placa.

As solucbes dos sais foram preparadas pesando-se os sais de sulfato dos quatro cétions

testados, Mg, Cu, Ca e Mn, sendo o ultimo usado na sua forma monoidratada. Os sais de sulfato



foram escolhidos porque sdo as formas de apresentacdo mais comuns e sdo muito usadas na
indUstria e em testes laboratoriais. Para cada uma das sete concentra¢des utilizadas, uma amostra
10x concentrada foi preparada usando agua MiliQ estéril e posteriormente filtradas em filtro de
0,22um autoclavado para garantir que a solucdo mineral nao tivesse nenhum tipo de contaminacao.
As solucdes foram estocadas em refrigeracdo a 4°C em tubos Falcon estéril de 15ml. As

concentracdes de cada ion foram consideradas, ao invés concentragéo do sal.

Cada poco da placa de microtitulagdo continha 0 meio de cultura, as células de leveduras e
as solugdes dos minerais, sendo o volume completado com agua MiliQ estéril, totalizando 200pul.
As placas foram incubadas a 33°C com agitacdo constante equivalente a 250rpm em multileitor de
placas Biotek modelo Sinergy HT. Os cultivos foram realizados por 36 horas, com leitura de
densidade optica a cada 15 minutos, totalizando 144 leituras durante todo o experimento. Os dados

foram processados pelo software Gen5, aplicativo instalado junto com o equipamento.
Anélise Estatistica

Todas as andlises foram feitas em triplicata. Os resultados foram representados com a média
e desvio padrdo. O GraphPad Prism foi usado para calcular as médias, desvios padrdo e as
diferencas entre 0s meios e as diferentes concentracdes de sais usadas. A analise de variancia (two-
way ANOVA), seguida pelo teste de Bonferroni foram usados para testar a hipGtese sobre a
diferenca de valores médios no crescimento de meios sem suplementacdo e meios suplementados

com magnésio e ou cobre.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Composi¢ao mineral dos meios industriais fermentativos

A andlise da composicdo mineral mostrou que a quantidade de magnésio é
aproximadamente duas vezes mais concentrada no melago em relagédo ao encontrado no caldo de
cana (Tabela 1). Esta diferenca pode ser explicada pelo processo de producdo do melago que é um
subproduto da producdo de acucar apds ser centrifugado e desidratado, o que torna ele um substrato
mais concentrado que o caldo de cana de agucar (BETITE, 2011). No entanto, os valores de cobre
foram semelhantes nas duas amostras, 0 que era esperado para esse micronutriente nos meios
industriais (NOGUEIRA, 2009). Estes valores obtidos reforcam o trabalho de SOUZA et al.(2014),
que relata a diferenga na composi¢do mineral de caldos de trés regides distintas de plantacdo na
regido do Nordeste do Brasil. O trabalho também associou os caldos com deficiéncia mineral e a

eficiéncia fermentativa obtida, concluindo que ha uma reducdo na producdo de alcool em torno de



10% em relacdo a caldos com concentragdes satisfatorias de minerais, ou seja, valores minimos de

minerais (MALTA,2006) para que a levedura possa crescer e realizar seu metabolismo.

Pode-se concluir a partir dos dados na Tabela 1 que a avaliagdo da composi¢do mineral do
caldo e do melaco é necesséria para a realizacdo de uma suplementacdo adequada, pois nem sempre
a mistura de melaco ao caldo pode corrigir a caréncia de minerais, 0 que pode comprometer a
produtividade das fermentacfes. Vale salientar que o magnésio apresenta funcdo essencial para a
levedura e sua caréncia, niveis abaixo de 1g/kg, afeta ndo s6 0 metabolismo fermentativo da célula

como a modulagdo do crescimento e divisdo celular (WALKER, 1996).

Tabela 1. Concentracdo dos minerais nos substratos.

Mineral Concentracdo (mg/kg)

Canade acucar  Melaco de cana
Cobre <0,6 <0,6
Magnésio 91 180

Parametros fermentativos

Os experimentos fermentativos em caldo de cana com a linhagem JP1 mostraram que 0
maior rendimento foi obtido quando o cobre estava presente no, mesmo que na presenca de

magnésio (Tabela 2).

Nas amostras de caldo foi visto que todas as suplementagdes usadas foram benéficas para a
producdo de alcool, ndo sendo observado nenhum efeito inibitdrio em relacdo a solucdo mineral. Os
dados mostrados na Tabela 2 indicam que n&o houve producéo de acetato, o qual quando presente
no meio de fermentacdo diminui a viabilidade celular e afetando o rendimento fermentativo
(PEREIRA et al., 2011). O glicerol por sua vez, foi pouco produzido em todas as condigoes,
indicando que quase todo o agucar foi convertido para etanol ou para o crescimento celular. Por ser
o principal sub-produto da fermentagdo alcdolica, a producdo de glicerol estd relacionada
diretamente com o aumento da biomassa e a condicdes de estresse (CRONWRIGHT et al., 2002).
Por outro lado, a suplementacdo mineral do melago resultou na diminuicdo do rendimento
fermentativo (Tabela 3), 0 que pode ser consequéncia da presenca de compostos sulfurados usados

na clarificagdo do aclcar que interferem no rendimento fermentativo.



Ao analisarmos as curvas de crescimento dos nossos resultados percebemos que a inibicao

no crescimento celular da levedura nos meios suplementados com magnésio é bem intensa, 0 que

reflete na producéo de etanol. Para (CHAVES, 2006) o desenvolvimento das leveduras, favorece a

transformacdo completa dos agucares fermentaveis, o que nao foi possivel com a concentracédo de

magnésio usada na fermentacdo. Por esse motivo, as amostras suplementadas apenas com cobre,

tiveram uma maior eficiéncia na conversao dos agucares em alcool.

Tabela 2: Parametros de fermentagéo de caldo de cana (CC) e caldo de cana suplementado com

cobre e/ou magnésio.

Acucar residual (g/L) Produto (g/L) Rendimento (g/g)
Meio Sacarose Glicose Frutose Etanol  Glicerol Etanol  Glicerol
CC (inicial) 2412 34,56 54,78
CcC 2,2 0 4,44 449 1,78 0,420 0,017
CC+Cu 1,85 0 3,53 54,94 2,28 0,508 0,021
CC + Mg 3,38 0 2,39 50,74 2,39 0,471 0,022
CC+ Cu+ Mg 4,88 0 5,04 52,46 1,48 0,507 0,014

Tabela 3: Parametros de fermentacdo de melago (ML) e melago suplementado com cobre e/ou

magnésio.

Acucar residual (g/L) Produto (g/L) Rendimento (g/g)
Meio Sacarose Glicose Frutose  Etanol  Glicerol  Etanol Glicerol
ML (inicial) 71,86 17,16 16,38
ML 3,18 0,02 4,13 34,54 0,38 0,352 0,004
ML + Cu 2,58 0 3,64 28,76 0,20 0,290 0,002
ML + Mg 2,57 0 3,55 32,43 0,37 0,327 0,004
ML + Cu + Mg 2,41 0 3,57 31,14 0,11 0,313 0,001

Aspectos bioldgicos e fisicos de S.cerevisiae

Com o intuito de verificar a toxicidade dos minerais magnésio e cobre, o percentual de
células vivas foi determinado conforme Pereira et al.(2011). A tabela 4 e 5 mostra que mesmo nas
concentragdes mais altas dos ions testados, ndo houve morte celular nem mesmo comprometimento

do brotamento celular nos meios de caldo e melaco de cana de acgucar, respectivamente. Os valores



de viabilidade deram acima de 95% de células vivas e o brotamento manteve-se constante em

relacdo ao meio ausente de suplementacao.

Tabela 4: Valores percentuais da viabilidade e brotamento celular de S.cerevisiae sem e
com suplementacdo mineral em caldo de cana de agUcar.

Amostras Viabilidade Brotamento
Sem suplementacéo 97,4% 4,3%
Suplementagdo com Cu™™ (11,94mg/1) 95,72% 3,9%
Suplementado com Mg**(343,4mg/l) 97,18% 4,08%
Suplementado com Cu™ e Mg** (11,94 e 343,4mg/l) 95,09% 3,87%

Tabela 5: Valores percentuais da viabilidade e brotamento celular de S.cerevisiae sem e
com suplementacdo mineral em melago de cana de agucar.

Amostras Viabilidade Brotamento
Sem suplementacéo 98,3% 5,22%
Suplementacdo com Cu™™* (11,94mg/1) 99,04% 4,78%
Suplementado com Mg**(343,4mg/l) 98,7% 4,53%
Suplementado com Cu™ e Mg*" (11,94 e 343,4mg/l) 98,61% 5,1%

Quanto aos aspectos fisicos, o pH das amostras foi mensurado antes e apds a fermentacéo
com o intuito de corroborar com os dados obtidos pela analise cromatografica e pelas curvas de
crescimento, (Tabela 6). Os valores indicaram uma maior reducdo no pH das amostras
suplementadas, efeito este mais acentuado na suplementacdo com magnésio, devido seu papel na
inducdo do metabolismo fermentativo nas leveduras de S.cerevisiae. Esta reducdo do pH é
ocasionada pela producdo de &cido acético, um subproduto frequente da fermentacao alc6olica com
S. cerevisiae (LEAO, et al., 2000).

Tabela 6: Valores de pH das amostras sem e com suplementacdo mineral submetidas a
fermentacéo.



Amostra Inicial Padrédo Cobre Magnésio Cobre e Magnésio

Caldo 4,75 4,33 4,17 3,94 3,55

Melaco 5,23 4,74 4,57 4,57 4,63

Crescimento celular

As células de levedura foram cultivadas em diferentes meios de cultura contendo diferentes
concentracdes de magnésio (Figura 1), cobre (Figure 2) ou ambos (Figura 3). Os resultados
mostraram que 0 aumento da concentracdo de magnésio diminui a velocidade de crescimento
celular, o que ndo foi observado com o aumento da concentracdo de cobre. A especificidade da
resposta a0 magnésio na inibicdo do crescimento celular foi atestada pela suplementacdo dos
diferentes meios com diferentes concentracGes de calcio (Figura 4). e de manganés (Figura 5) e

pela analise de crescimento relativo comparando-se todos os minerais usados no estudo (Figura 6).
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Figura 1. Curvas de crescimento da linhagem de Saccharomyces cerevisiae JP1 nos meios de caldo de cana (A),

melaco (B), YPD (C) e YNB (D) suplementados com diferentes concentracdes de magnésio.
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Figura 2. Curvas de crescimento da linhagem de Saccharomyces cerevisiae JP1 nos meios de caldo de cana (A),

melaco (B), YPD (C) e YNB (D) suplementados com diferentes concentragdes de cobre.
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Figura 3. Curvas de crescimento da linhagem de Saccharomyces cerevisiae JP1 nos meios de caldo de cana (A),

melaco (B), YPD (C) e YNB (D) suplementados com diferentes concentracfes de magnésio e cobre.
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Figura 4. Curvas de crescimento da linhagem de Saccharomyces cerevisiae JP1 nos meios de caldo de cana (A),

melaco (B), YPD (C) e YNB (D) suplementados com diferentes concentracdes de calcio.
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Figura 5. Curvas de crescimento da linhagem de Saccharomyces cerevisiae JP1 nos meios de caldo de cana (A),

melago (B), YPD (C) e YNB (D) suplementados com diferentes concentragcdes de manganés.
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Figura 6. Crescimento relativo das células de Saccharomyces cerevisiae em diferentes meios
com suplementacdo de magnésio, cobre, calcio e manganés.



CONCLUSOES

Os resultados do presente trabalho indicaram que a suplementacdo mineral com o magnésio
atua no direcionamento metabolico de S.cerevisiae para um metabolismo redutivo ou fermentativo,
inibindo o crescimento celular da levedura. Contudo a maior producdo de etanol foi observada na
suplementacdo com o cobre, pois ele estimulou o processo fermentativo sem comprometer o
crescimento celular, aumentando a eficiéncia da fermentagdo. Também foi observado que a
suplementacdo de magnésio e cobre nas concentracdes maximas no estudo em 464,4mg/l e
13,93mg/l, respectivamente, ndo causam efeitos toxicos nas células de levedura, estas
permanecendo com uma viabilidade acima de 95% apds a suplementacéo.

Nas suplementacfes com calcio e com manganés em concentra¢@es similares a do magnésio
e do cobre, respectivamente, houve um acréscimo no crescimento celular, diferentemente do que foi
observado com a suplementacdo desses dois ions. Este trabalho identifica a oportunidade de
desenvolver um protocolo com as concentragdes ideais dos principais minerais presentes nos meios

industriais de caldo e melaco.

CONSIDERACOES FINAIS

Como perspectiva para proximos estudos, iremos verificar a influéncia dos outros minerais
comumente encontrados nos meios industriais de fermentacdo sobre a S. cerevisiae, bem como a
concentracdo em que eles se tornam tdxicos para as células de levedura. Para um melhor
entendimento do papel que cada mineral exerce na levedura, analisaremos o nivel de expressdo
génica dessas células submetidas a suplementacdo mineral e assim identificarmos em qual (is)

via(s) esses minerais exercem sua funcgéo.

Desta forma, este trabalho busca o entendimento da composicdo mineral e sua influéncia
no rendimento fermentativo, buscando aperfeicoar a pratica da suplementacdo mineral de forma que
esta seja feita de forma consciente, contribuindo para uma maior produgdo de etanol no setor

sucroalcooleiro.
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