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Resumo

Linhagens da levedura Saccharomyces cerevisiae capazes de produzir etanol
e outros compostos quimicos de interesse a partir dos agucares presentes na
biomassa da cana-de-aglcar tém sido obtidas por meio de engenharia
metabdlica. O presente trabalho teve por objetivo selecionar linhagens capazes
de produzir acidos organicos a partir de fontes renovaveis (bagaco da cana, por
exemplo). Os dcidos organicos possuem ampla aplicacdao, podendo ser utilizados
na industria de alimentos, quimica, farmacéutica e como quimico bloco
construtor. Entretanto, sua produgao por microrganismos pode ser limitada por
seus efeitos inibitérios. Com isso, as linhagens industriais de S. cerevisiae CAT1,
JP1, PEDRA2, BLUE, RED, SA1, A21, A33 e BG1 foram avaliadas com relacao a
capacidade de tolerar a presenca de acido acético, visando selecionar a linhagem
mais robusta para posterior engenharia metabdlica.

Introducao

O conceito de biorrefinarias é baseado na integracdo de processos de
conversao de biomassa para a producao de combustiveis, energia e produtos
quimicos. Nesse sentido, a utilizacdo da biomassa para producao de etanol e
outros compostos quimicos de interesse biotecnoldgico tem sido amplamente
avaliada e, dessa forma, tem sido apontada como meio de viabilizar
economicamente a cadeia produtiva de biocombustiveis, valorar residuos e
coprodutos e reduzir a eliminacao de residuos industriais (ALMEIDA; PAES, 2014).

Nesse contexto, microrganismos sao essenciais para o funcionamento de
biorrefinarias, ja que sao responsaveis por diferentes processos de conversao de
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biomassa e producdo de moléculas de interesse. Varias linhagens microbianas
capazes de produzir etanol e outros compostos quimicos a partir dos agucares
presentes na biomassa lignocelulésica tém sido obtidas por engenharia
metabdlica. A levedura Saccharomyces cerevisiae é um exemplo de
microrganismo utilizado em biorrefinarias, capaz de fermentar grande parte dos
acucares presentes, sendo bastante importante na producao de etanol. Além
disso, essa levedura vem sendo modificada geneticamente para producao de
varios compostos quimicos de interesse industrial.

As condicdes de crescimento das leveduras nas destilarias sao bastante
diversas das condicdes em ambientes laboratoriais. O substrato por si sé contém
alguns compostos em niveis bastante tdxicos (como potassio, aluminio, etc.),
assim como altas concentragcdes de acgucares, variacdes de temperatura e baixo
pH. (DELLA-BIANCA; GOMBERT, 2013). Todas essas condi¢cdes podem agir como
fatores de estresse para as linhagens de S. cerevisiae utilizadas na producgao
industrial de etanol em industrias mundiais e brasileiras.

Durante o processo usual de producdao de etanol, as leveduras sao
comumente lavadas com acido sulfurico, o que pode abaixar o pH até 1,8 (BASSO
et al., 2011). Geralmente, linhagens industriais sdo mais tolerantes a condicdes
desfavoraveis do que linhagens laboratoriais. Nesse ambito, o presente trabalho
teve por objetivo selecionar linhagens industriais da levedura S. cerevisiae
tolerantes a altas concentracdes de acido acético, visando posterior producao de
acidos organicos. Estes podem ser produzidos a partir de agUcares e possuem
ampla aplicacao, podendo ser utilizado na industria de alimentos, quimica,
farmacéutica e como quimico bloco construtor. Como a produc¢ao de acidos é
favorecida a baixo pH, a utilizacdo de linhagens industriais de S. cerevisiae pode
ser vantajosa para a otimizacdo do processo de producao (TOIVARI et al., 2013).

Neste trabalho, foram utilizadas as linhagens industriais de S. cerevisiae
CAT1, JP1, PEDRA2, BLUE, RED, SA1, A21, A33 e BG1 crescidas na presenca de
diferentes concentracdes de acido acético. Crescimento, viabilidade e vitalidade
celular, consumo de agucar e producado de etanol foram acompanhados durante
72 horas. As linhagens foram selecionadas baseando-se em dois fatores
importantes para a producdo de acidos: resisténcia a alta concentracao de acidos
e pH do meio de cultivo.
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Materiais e métodos

Curva de crescimento de leveduras em presenca de acido acético

Para avaliacdao da curva de crescimento das linhagens de leveduras em
presenca de acido acético em diferentes concentracgdes, foram utilizadas placas
de 96 pocos. As linhagens CAT1, JP1, PEDRA2, BLUE, RED, SA1, A21, A33 e BG1
foram dispostas em microplacas contendo em cada po¢o 200 pL de meio YPD e
tampao kftalato durante 24 horas. Posteriormente, as leveduras foram
transferidas para as novas placas contendo 200 pL de meio YPD e tampao kftalato
suplementado com acido acético nas concentracdes de 0 g/L, 2 g/L, 4 g/Le 6 g/L.
Seguiu-se a incubacdo em estufa bacterioldgica a 28 °C e foram realizadas leituras
de absorbancia em espectrofotometro a 600 nm durante 72 horas.

Avaliacao de viabilidade, vitalidade, biomassa e produc¢ao de
metabdlito celular das leveduras em presenca de diferentes
concentracoes de acido acético

Inicialmente, foram realizados os pré-inéculos nos quais as leveduras foram
individualmente crescidas em placas de Petri contendo meio YPD agar. Apds
deteccao de crescimento, algumas colb6nias foram transferidas para frascos
também individuais de YPD liquido duas vezes concentrado, no volume de 5 mL
contidos em frascos do tipo Falcon com capacidade de 50 mL. Posteriormente, as
leveduras foram incubadas em shaker durante 2 horas com rotacdo de 200 rpm e
temperatura de 28 °C. Em seguida, as leveduras foram novamente transferidas
para frascos do tipo Erlenmeyer aletados com capacidade de 500 mL contendo
100 mL de meio YPD liquido na concentragao de uma vez. Feito isso, as leveduras
foram novamente incubadas nas mesmas condi¢des acima descritas, overnight.

Para a avaliacdo das leveduras em meio suplementado com acido acético
a pH 3 ou 5, foram adicionados 20 mL de YPD suplementado com 10 g/L (1,9 mL)
de acido acético em Erlenmeyer aletados de 200 mL de volume. O pH do meio foi
ajustado com acido cloridrico (HCl) ou hidréxido de sdédio (NaOH) para atingir os
valores de pH 3 e pH 5, respectivamente. O experimento foi iniciado com uma
densidade celular inicial de 5 g/L de células preparadas a partir do pré-indculo. A
cada 24 horas do inicio do experimento, aliquotas do meio de crescimento de
cada linhagem de levedura foram retiradas para realizacao dos testes de
viabilidade e vitalidade celular por meio de contagem de células (camara de
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Neubauer e contagem de unidade formadora de col6nia), leitura de biomassa
celular por meio de absorbancia (OD 600nm) e analise de metabdlitos por meio
de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC).

Para verificar a viabilidade das células, foram feitas diluicbes decimais em
solugao salina 0,85% das aliquotas do meio de crescimento retiradas a cada 24
horas. As amostras nas diluicdes de 107, 10” e 10™ foram plagueadas em meio
YPD agar com auxilio de pérolas e, apds 48 horas de incubacao a 28 °C em estufa
bacterioldgica, foram realizadas as contagens das unidades formadoras de
colonias (UFC).

Para verificar a vitalidade das células, foram feitas contagens em Camara de
Neubauer com auxilio de microscopio dptico. As células foram marcadas com o
corante celular eritrosina, e as leveduras marcadas de rosa representaram as
células mortas. O percentual de vitalidade foi calculado da seguinte forma:
numero de células vivas divididas pelo total de células contadas (vivas e mortas).

Todos os experimentos foram realizados em duplicatas técnicas.

Resultados e discussao

Para o primeiro experimento, por meio das leituras em espectrofotémetro,
foi possivel delinear curvas de crescimento para as linhagens. Sem a presenca do
inibidor, todas as leveduras apresentam fase de crescimento exponencial nas
primeiras 24 horas. Na presenca do acido acético com concentracdode 2 g/Le 4 g/L,
as linhagens de leveduras também apresentaram crescimento, porém menor quando
comparadas ao crescimento sem inibidor. Na concentracdo de 6 g/L, todas as
linhagens foram afetadas pela alta concentracao de acido acético.

Conforme esperado, a acao inibitdria do acido acético foi maior quando este
se encontrava em concentracdes mais altas. As linhagens permaneceram em uma
faixa de crescimento homogéneo entre si, sem um padrdao de desempenho que
pudesse mostrar se uma linhagem é melhor que a outra. E possivel também que o
acido acético em 6 g/L adie a fase log de crescimento das leveduras (figura 1).

Para o experimento realizado em frascos sob agitacdo, os resultados
relativos a absorbancia (OD600), vitalidade (% de células vivas) e viabilidade (UFC)
apresentaram valores maiores em pH 5 do que em pH 3, principalmente para a
vitalidade (dados ndo mostrados). Os resultados obtidos, considerando a
duplicata de cada analise para as 9 linhagens, foram analisados estatisticamente
por analise de variancia e teste de Tukey de comparacao de médias (p<0,05).
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Figura 1. Curva de crescimento das linhagens na concentracdo de 6 g/L de acido acético.

Para cada variavel analisada (variacdo da OD, da viabilidade e vitalidade,
glicose e acido acético consumidos e etanol formado) foi possivel ranquear as
leveduras e estabelecer quais delas apresentam melhor desempenho na presenca
de acido acético em pH 3 e pH 5. Os dados foram normalizados e, considerando o
somatodrio de todas as variaveis (atribuindo-se o mesmo peso para todas as
varidveis), para cada levedura, pode-se estabelecer uma ordem global de
desempenho das leveduras em cada um dos pHs. As leveduras com maior score
apresentam melhor desempenho.

Tabela 1. Ordem decrescente de desempenho das leveduras avaliadas em pH 5,
considerando somatério das varidveis normalizadas, variacdo de OD, viabilidade e
vitalidade, glicose consumida e etanol formado.

pH5

1. BLUE 2.33A 3. PEDRA 2 4 .A21 5.RED 6.JP1 7.CAT1 8.BG1l 9.S5A1

3,63 3,36 2,88 2,77 2,51 2,44 1,95 1,53 1,39

A Tabela 1 apresenta em ordem decrescente os resultados para o pH 5.
Como pode ser observado, as leveduras BLUE, 33A e PEDRA2 obtiveram os trés
melhores valores para o pH 5.

Quanto ao pH 3, na Tabela 2 s3ao apresentados os resultados de maneira
decrescente. E possivel observar que a levedura BLUE obteve melhores resultados
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tanto para pH 5 como para pH 3. A PEDRA 2 também se manteve entre as trés
melhores, porém, diferente do pH 5, sua colocacdo foi de segundo lugar. A
levedura 33A, por exemplo, teve bom desempenho em pH 5, mas quando
comparada ao pH 3 ela foi a segunda levedura a apresentar pior desempenho.

Portanto, ndo é possivel afirmar que a levedura que teve bom desempenho
em pH 5 terd bom desempenho em pH 3. Essa afirmacao também é valida dita ao
contrario. As linhagens BLUE e PEDRA 2 podem ser relacionadas como melhor
desempenho tanto para o pH 3 como para pH 5. Por esse motivo, essas foram as
linhagens em potencial para experimentos posteriores.

Tabela 2. Ordem decrescente de desempenho das leveduras avaliadas em pH 3,
considerando somatoério das variaveis normalizadas, variacdo de OD, viabilidade e
vitalidade, glicose consumida e etanol formado.

pH3

1. BLUE 2. PEDRA2 3.JP1 4.BG1 5.SA1 6. CAT1 7.RED 8.33A 9.A21

4,90 2,636 2,56 2,05 1,99 1,98 1,34 1,09 1,01

Por meio da andlise por HPLC, foi possivel observar que as linhagens A21 e
SA1 apresentaram a capacidade de consumir completamente o acido acético nas
primeiras 24 horas do experimento. Ja as linhagens 33A e JP1 também
demonstraram a mesma capacidade de consumo de acido acético, porém, apds as
48 horas do experimento. Com o objetivo de avaliar o grau de correlagao entre
consumo de glicose, producao de etanol, variacdo de OD e consumo de acido
acético, foram determinados os coeficientes de correlacdo de Pearson para cada
um dos pHs avaliados. Todos esses coeficientes determinados apresentaram
valores préximos a zero, indicando ndo existir tendéncia quanto a variagao
conjunta das variaveis avaliadas duas a duas.

O fato de as leveduras com melhor desempenho, BLUE e PEDRA2, ndao terem
consumido acido acético nas condi¢cdes avaliadas pode indicar que sua melhor
tolerancia pode estar relacionada a capacidade de bloquear a entrada do acido na
célula.

Conclusoes

Foi possivel constatar que quanto maior a concentracdo de acido acético
maior o efeito negativo sobre o crescimento das leveduras. Quando a
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concentracdo de acido acético foi aumentada para 6 g/L, a curva de crescimento
apresentou um padrao inesperado, com fase exponencial de crescimento apds as
48 horas. E possivel concluir que as leveduras na presenca de alta concentracdo
de acido (6 g/L) levam maior tempo para se adaptar (maior fase Lag) e,
consequentemente, atrasam a sua fase de crescimento exponencial (fase Log).

Graduandos

Dessa forma, a partir dos resultados obtidos, foi possivel determinar que as
linhagens S. cerevisiae BLUE e PEDRA2 sao as mais tolerantes ao acido acético nas
condi¢des avaliadas. O desempenho das linhagens foi melhor em pH 5, quando
comparado com o desempenho em pH 3.
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