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Resumo

7z

A Saccharomyces cerevisiae € a espécie de levedura comumente utilizada
industrialmente como agente da fermentacao, destacando-se por realizar uma rapida
conversdo de acucar em etanol e CO,. Algumas leveduras utilizadas em processos
industriais, mesmo pertencendo & mesma espécie, apresentam diferencas, tanto em
termos genéticos quanto em sua fisiologia. Apesar do crescente conhecimento sobre
as leveduras associada a producao de etanol, ha uma falta da informacao a respeito
de seus metabolismo e fisiologia. Com isto, os objetivos do presente trabalho foram
realizar a caracterizagdo morfologica, molecular e fisiologica de diferentes linhagens
de leveduras industriais e isoladas na Regido Centro-Oeste, visando a producéo de
etanol; estudar a fisiologia das leveduras em termos do consumo de substratos,
formacdo de metabdlitos extracelulares e crescimento celular e investigar o
metabolismo da levedura industrial S. cerevisiae CAT-1 através do uso da AFM
utilizando glicose 1-**C marcada. Nas anélises moleculares foi possivel verificar que
41,3% dos isolados tinham 400 pares de base. Entre os isolados, 22% tiveram
capacidade de fermentar a glicose em até 24 h, sendo a fonte de carbono de mais
rapido crescimento quando comparado aos outros substratos. Em seguida, foi
determinado parametros cinéticos e producdo de metabdlicos durante os cultivos
usando meio mineral com glicose como fonte Unica de carbono, a 30°C. Entre as
leveduras avaliadas pode-se verificar que a linhagem BB2 apresentou mais rapido
crescimento (Umax = 0,563 + 0,001 1/h). Por fim, cultivos com 100% de [1-**C] glicose
foram conduzidos para a elucidag&o dos fluxos metabodlicos em S. cerevisiae CAT-1,

onde verificou-se um metabolismo respiro-fermentativo.

Palavras-chave: caracterizacdo, cinética, analises de fluxos metabdlicos.



Abstract

Saccharomyces cerevisiae is the yeast species commonly used industrially as
fermentation agent, distinguished by performing a rapid conversion of sugar into
ethanol and CO,. Some yeasts used in industrial processes, although belonging to
the same species, differ both in terms of genetics and in their physiology. Despite the
growing knowledge about the yeasts associated with ethanol production, there is a
lack of information regarding their metabolism and physiology. With this, the
objectives of this study were to characterize morphological, molecular and
physiological different industrial yeast strains, isolated in the Brazilian Midwest
Region, aiming at the production of ethanol and to study the physiology of yeast in
terms of substrate consumption, training extracellular metabolites and cell growth
and investigate the metabolism of industrial yeast S. cerevisiae CAT-1 through the
use of AFM using 13C-1 labeled glucose. In molecular analyzes we found that 41.3%
of isolates had 400 base pairs. Among the isolates, 22% had ability to ferment
glucose within 24 h, as the carbon source for growth faster compared to other
substrates. Then, kinetic parameters were determined and metabolic production
during the cultivations using the mineral medium with glucose as the sole carbon
source at 30 ° C. Among the yeasts evaluated can be seen that the strain BB2
showed faster growth (umax = 0.563 = 0.001 1 / h). Finally, 100% of crops with [1-
13C] glucose were conducted to elucidate the metabolic fluxes in S. cerevisiae CAT-

1, where there was a vent-fermentative metabolism.

Keywords: characterization, kinetics, metabolic flux analysis
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1 INTRODUCAO GERAL

Esta dissertacéo apresenta as atividades realizadas pela aluna Janina Zanoni
Camargo durante o seu mestrado pelo Programa de Pos-Graduacdo em Ciéncia e
Tecnologia Ambiental da Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD). O
mestrado ocorreu de marco de 2011 a fevereiro de 2013.

O texto foi estruturado de modo que cada capitulo corresponde-se a uma
publicacdo, exceto esta introducdo geral (Capitulo 1) e a concluséo geral (Capitulo
5). Assim, este trabalho foi organizado da seguinte forma:

» Capitulo 2. Caracterizacdo morfolégica, molecular e bioquimica de leveduras
isoladas da Regiao Centro-Oeste;

* Capitulo 3. Crescimento, consumo de acuUcar e formacdo de metabdlitos
durante cultivos de leveduras isoladas da Regido Centro-Oeste;

» Capitulo 4. Analise de fluxos metabdlicos de Saccharomyces cerevisiae CAT-

1 com glicose **C marcada.

1.1 Objetivos
Os objetivos do presente trabalho foram:

e Caracterizar morfolégica-, molecular- e fisiologicamente de diferentes
linhagens de leveduras industriais e isoladas na Regido Centro-Oeste,
visando a producao de etanol;

» Estudar a fisiologia das leveduras em termos do consumo de substratos,
formacao de metabdlitos extracelulares e crescimento celular;

» Investigar o metabolismo da levedura industrial S. cerevisiae CAT-1 através

do uso da AFM utilizando glicose 1-*C marcada.
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2 CARACTARIZACAO MORFOLOGICA, MOLECULAR E BIOQUIMIC A DE
LEVEDURAS ISOLADAS NA REGIAO CENTRO OESTE

Resumo: A identificacdo de leveduras para 0 uso em processo fermentativos tem
sido realizada principalmente para producdo de etanol. Estes microrganismos
dependem de fontes de carbono para seu crescimento, sendo os carboidratos os
nutrientes de maior importancia. Dentre as leveduras mais utilizadas para obtencao
de etanol, destaca-se a Saccharomyces cerevisiae. Embora esta espécie tenha
atributos que a cologuem como ideal para o uso industrial, ela ndo é capaz de
fermentar alguns carboidratos. Diante disto, o objetivo deste trabalho foi realizar a
caracterizacao fisioldgica de diferentes linhagens de leveduras industriais e isoladas
na Regido Centro-Oeste, visando a producdo de etanol, por meio de analises
morfolégicas, moleculares e bioquimicas destas leveduras. Entre os resultados,
observaram-se colénias com superficies lisas e rugosas, de formas circulares e
ovais, sendo branca a cor predominante. Microscopicamente, as leveduras avaliadas
apresentaram reproducdo por brotamento. Nas analises moleculares foi possivel
verificar que 6,52% dos isolados tinham 800 pares de base, sendo correspondente a
espécie S. cerevisiae. Dentre os isolados, 22% tiveram capacidade de fermentar a
glicose em até 24 h, sendo a fonte de carbono de mais rapido crescimento quando

comparado aos demais substratos.

Palavras-chave : leveduras, bioprospeccéo, etanol, PCR

2.1 Introducéo

As leveduras sdo microrganismos eucaribticos pertencentes ao Reino Fungi,
reconhecidos pela sua diversidade morfologica e bioquimica (SILVA, 2011). Estes
microrganismos unicelulares sdo as mais antigas fontes de proteinas unicelulares
consumidas pelo homem por meio de produtos naturais, bebidas e alimentos
elaborados por processos fermentativos (COSTA, 2004). Os produtos obtidos via
processos fermentativos a partir de leveduras se destacam em setores industriais
importantes, como biocombustiveis, medicamentos, bebidas, produtos agricolas e o
ambiente (GUIMARAES, 2005). As industrias de maneira geral tiveram como desafio

nos ultimos anos o aumento da resisténcia da levedura ao etanol, a temperatura e
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ao diéxido de carbono e a redugdo ou eliminacdo da formacdo de compostos
indesejaveis que possam alterar o produto final (MARTINS et al., 1998).

O setor sucroenergético tem apresentado uma grande expansdo de
desenvolvimento em varios estados brasileiros (BATISTOTE et al., 2010), existindo a
necessidade de microrganismos fermentadores, com a capacidade de transformar
substrato em etanol (BUCKERIDGE, 2008).

Dentre as leveduras mais utilizadas no processo de fermentacdo alcoolica
destacam-se as espécies Saccharomyces cerevisiae, um eucarioto aerdbio
facultativo muito estudado em processos biotecnoldgicos. Os produtos finais da
metabolizacdo do agucar irdo depender das condicbes ambientais que a levedura ira4
encontrar (BORGES, 2004).

Embora essa espécie tenha os atributos que a colocam como ideal para o uso
industrial, ela ndo é capaz de fermentar alguns carboidratos, como a lactose e a
xilose, além de ter sua eficiéncia fermentativa reduzida em temperatura acima de 35
°C, bem como em concentracdo de etanol superior a 12%. Além disso, € muitas
vezes vulneravel a formacédo de espumas, floculacéo, estresse por quantidade de
alcool no meio, os quais diminuem o rendimento da fermentacdo, tornando-a
susceptivel & contaminagdo bacteriana (JOSHI; PANDAY, 1999). Desta forma, torna-
se importante a busca por novas linhagens de leveduras com potencial fermentativo,
seja através da bioprospeccdo (BASSO et al.,, 2008), da engenharia genética
(YOUNG et al., 2010), engenharia metabdlica (LARSSON et al., 1997) ou
engenharia evolutiva (BASSO et al., 2011).

Diferencas na fermentagéo e assimilagdo de fontes de carbono séo critérios
importantes na taxonomia e identificacdo de leveduras, pois estes microrganismos
apresentam variacdo na habilidade de fermentacdo de acucares. Alguns grupos
apresentam fermentacdo vigorosa da glicose como Kluyveromyces, Torulaspora,
Saccharomyces e Zygosaccharomyces, enquanto outros, como 0 Lipomyces e
Sterigmatomyces sao estritamente nao-fermentativos (WALT; YARROW, 1984).

A identificac@o e caracterizacédo de leveduras apresentam grande importancia
para processos fermentativos industriais. A unido de técnicas bioquimicas e
moleculares permite a identificacdo de linhagens com maior capacidade fermentativa
(BADOTTI et al., 2010). Varias metodologias de classificacdo taxonémica sao
utilizadas para leveduras, as quais sdo baseadas em caracteristicas bioquimicas,

morfoldgicas e fisioldgicas em diferentes substratos. No entanto, a classificagédo e a
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caracterizagdo de microrganismos sdo complementadas por técnicas de biologia
molecular, as quais permitem identificar o material genético (ANCHORENA-
MATIENZO, 2002), contribuindo significativamente na taxonomia de leveduras, bem
como na predicdo da similaridade evolutiva das mesmas (CAMPBELL; FARRELL,
2007).

O objetivo deste trabalho foi realizar a caracterizacao fisiolégica, morfologica
e molecular de diferentes linhagens de leveduras industriais e isoladas na Regido

Centro-Oeste, visando a produc¢éo de etanol.

2.2 Materiais e métodos
2.2.1 Microrganismo e manutencao

Foram estudadas 50 linhagens de leveduras: 46 isolados bioprospectados de
frutos (1-16, de cereja do Rio Grande (Eugenia involucrata); 17-24, de jatoba
(Hymenaea courbaril); 27-34 e 45-46, de uvaia (Eugenia pyriformis); 35 -36 de umbu
(Spondias tuberosa Arruda); 39- 41 de acerola (Malpighia glabra L.); 37-38 de
péssego-do-mato (Hexachlamys edulis); 42-44, de pequi (Caryocar brasiliense)) e
cama de frango (25 e 26) obtidos na Regido Centro-Oeste (STEFANELLO, 2010), 3
isoladas da Usina Barralcool (BB1, BB2 e BB9) do municipio de Barra do Bugres -
MT (SILVA, 2011) e a levedura industrial Saccharomyces cerevisiae CAT-1,
gentilmente cedida pela Usina S&o Fernando Actcar e Alcool de Dourados - MS.

As leveduras BB1, BB2, BB9 foram obtidas liofilizadas, cultivadas em meio
YPD (extrato de levedura, 10 g/L; peptona, 20 g/L; glicose, 20 g/L) por 24 h,
acrescidas de 15% (v/v) de glicerol estéril e estocadas a 4°C (FONSECA, 2007). As
leveduras 1-46 foram mantidas em agar YPD (agar 15 g/L, extrato de levedura, 10
g/L; peptona 20 g/L; glicose, 20 g/L) (STEFANELLO, 2010), S. cerevisiae CAT-1 foi
recebida em meio YPD e mantida em &gar YPD.

2.2.2 Andlises micromorfolégica e macromorfolégica

Para a analise micromorfolégica, os isolados foram crescidos e plagueados
por esgotamento através do estriamento das colénias em meio YPD a 30°C por 24 h
e em seguida submetidos a visualizacdo em microscépico 6ptico com aumento de
1000 x, onde foram analisadas suas caracteristicas externas, como o formato, a

presenca de brotamentos e a comparacao do tamanho das células.
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Para a analise macromorfolégica, os isolados foram plagueados por
esgotamento em agar YPD, incubados a 30°C por 72 h e posteriormente realizada a

analise das col6nias, considerando-se os parametros, pigmentacédo, borda e textura.

2.2.3 Extracdo de DNA gendmico

O protocolo para extracdo de DNA foi adaptado de Sambrook e Rusell (2001).
Quatro colbnias de leveduras crescidas em agar YPD a 30°C por 24 h, foram
transferidas para um microtubo adicionado 2000 pL de tampéo fosfato salina (PBS)
gelado e centrifugado por 6 min. a 13.000 rpm. O sobrenadante foi descartado e a
amostra ressuspendida em 200 pL de PBS, 50 pL de Proteinase K (20 mg mL™?) e
incubado a 65°C por 15 min. Os tubos foram removidos e acrescidos de 200 pL de
dodecil sulfato de sédio (SDS) 20%, homogeneizados e incubados a 65°C por 6 min.

Aos tubos foram adicionados 800 uL de cloroférmio, sendo entdo agitados por
30 segundos no vortex, adicionados de 400 pL da solugcéo de precipitacdo proteica
(acetato de potassio 5M, acido acético glacial) e centrifugados por 10 min. A fase
aguosa foi transferida para um novo microtubo e adicionada de 1 mL de etanol
absoluto gelado, centrifugada e o sobrenadante descartado. O pellet foi lavado com
etanol 70% gelado e centrifugado por 2 min. Apos a evaporagdo do etanol, os
precipitados foram eluidos em 100 uL de agua ultrapura, incubados a 65°C por 5

min. e estocados a -20°C.

2.2.4 Reacado em Cadeia da Polimerase (PCR)

O DNA extraido das leveduras foi utilizado para amplificacdo por PCR,
utilizando-se os oligonucleotideos ITS1 (5" TCCGTAGGTGAACCTGCGG 3') e ITS4
(5"TCCTCCGCTTATTGATATGC 3") que amplificam zonas variaveis e intergénicas
do gene 5.8S do DNA ribossomal (DNAr) (WHITE et al., 1990).

As reacbOes de amplificagdo foram conduzidas em um termociclador
MyCycler™ Thermal Cycler 170-9701 (Biorad). A PCR foi realizada com volume final
de 50 uL contendo 0,5 U de Tag DNA polimerase, 0,5 uM de cada oligonucleotideo,
10 mM de DNTP, 5 yL de tampdo magnésio de reacgdo diluido em 10 x, 1,5 mM
MgCl, e 10 ng de DNA gendmico (Sigma). As condi¢cdes de ciclagem foram:
desnaturacao inicial de 95°C por 3 min., seguido pela desnaturagédo a 95°C por 1

min., anelamento a 52°C por 45 s, extensao a 72°C por 1 min com 35 ciclos, seguido
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de uma extensao final a 72°C por 7 min. Os produtos amplificados foram separados
por eletroforese em gel de agarose 1% em tampao Tris-borato EDTA (TBE), corado
com brometo de etidio (Sigma). Foi utilizado o marcador molecular de 100 bp DNA

Ladder (Promega®).

2.2.5 Capacidade de assimilacédo e fermentacéo

As leveduras isoladas foram submetidas a analise de capacidade de assimilar
e/lou fermentar glicose, frutose, galactose, sacarose, lactose, celobiose, maltose,
rafinose, manitol, xilose e amido. Também foram testados em relacdo ao nitrato,
meio YPD contendo 10% NaCl , 50% de glicose ou a temperatura de 37°C.

De acordo com o método, uma alcada de células de cada levedura estudada
foi inoculada em tubo de ensaio contendo 10 mL do caldo YPD e incubada por 24 h
a 30°C. A seguir, 0,1 mL foi retirado e inoculado em um tubo de ensaio, com 10 ml
da seguinte solucao basal em pH 5,0: 0,5% de (NH,4),SO,4, 0,1% de NaH,PO,, 0,05%
de MgSO,, 2% do substrato testado, sendo esta solucéo esterilizada em autoclave
por 15 min a 121°C. Em cada tubo de ensaio foi imerso um tubo de Durham invertido
(ROSSI; ANDRIETTA, 2009).

Para cada substrato testado, foi considerado resultado positivo para a
fermentacdo, as amostras que continham producdo de gés, e positivo para a
assimilacdo a presenca de turbidez. Os testes foram realizados em duplicatas e as
leituras realizadas em 24, 48, 72, 96 e 120 h. Uma linhagem de S. cerevisiae
comercial Fleischmann foi utilizada como padrdo positivo, exceto em xilose, quando
empregou-se uma linhagem de Pichia stipitis. Um tubo com solucdo basal sem a

fonte de carbono e/ou nitrogénio foi utilizado como padréao negativo.

2.3 Resultados e discussao
2.3.1 Anélise micro e macromorfolégica
Um total de 46 linhagens de leveduras isoladas de frutos e cama de frango foi
analisado quanto as suas micro- e macromorfologias, conforme a Tabela 2.1.
Macroscopicamente foram observadas colonias com borda regular (86,96%)
ou irregular (13,04%), textura lisa (93,47%) ou rugosa (6,53%) e opaca (82,61%) ou
brilhante (17,39%) e cor branca (76,09%), rosa (15,21%) ou creme (8,70%). A
auséncia de pigmentacdo foi a caracteristica dominante entre os isolados, sendo

esta caracteristica comum as leveduras ascomicetas (SANTOS et al., 1996).



Tabela 2.1 Andlise morfoldgica das linhagens de leveduras estudadas.

Isolado Micromorfologia Macromorfologia
Formato  Tamanho Brotamento Pigmentacao Borda Textura
1 Alongada  Pequena Sim Branco Irregular Lisa/Opaca
2 Oval Média Sim Rosa Regular  Lisa/Brilhante
3 Redonda  Pequena Sim Rosa Regular  Lisa/Brilhante
4 Oval Média Sim Branco Regular  Lisa/Brilhante
5 Oval Média Sim Branco Irregular Rugosa/Opaca
6 Alongada Grande Sim Branco Regular Lisa/Opaca
7 Oval Média Sim Branco Regular Lisa/Opaca
8 Alongada Média Sim Branco Regular Lisa/Opaca
9 Oval Média Sim Branco Regular Lisa/Opaca
10 Alongada Grande Sim Branco Regular Lisa/Opaca
11 Redonda Média Sim Branco Regular Lisa/Opaca
12 Alongada Média Sim Branco Irregular Lisa/Opaca
13 Redonda  Pequena Sim Branco Irregular Rugosa/Opaca
14 Redonda  Pequena Sim Branco Regular  Lisa/Brilhante
15 Oval Grande Sim Branco Regular Lisa/Opaca
16 Redonda Média N&o Branco Regular Lisa/Opaca
17 Oval Grande Sim Creme Irregular Rugosa/Opaca
18 Redonda  Pequena N&o Branco Regular Lisa/Opaca
19 Oval Média Sim Branco Regular Lisa/Opaca
20 Alongada Média N&o Branco Regular Lisa/Opaca
21 Redonda Grande Sim Branco Regular Lisa/Opaca
22 Oval Grande Sim Branco Regular Lisa/Opaca
23 Redonda Grande Sim Branco Regular Lisa/Opaca
24 Oval Média Sim Branco Regular Lisa/Opaca
25 Redonda Grande Sim Creme Regular  Lisa/Brilhante
26 Oval Pequena Sim Rosa Regular  Lisa/Brilhante
27 Alongada Média Sim Branco Regular Lisa/Opaca
28 Oval Grande Sim Creme Regular  Lisa/Brilhante
29 Redonda  Pequena N&o Creme Regular Lisa/Opaca
30 Oval Média Sim Rosa Regular Lisa/Opaca
31 Alongada Grande Sim Branco Regular Lisa/Opaca
32 Oval Média N&o Rosa Regular Lisa/Opaca
33 Oval Média Sim Branco Regular Lisa/Opaca
34 Oval Média N&o Branco Regular Lisa/Opaca
35 Redonda Média Sim Branco Regular Lisa/Opaca
36 Oval Média Sim Rosa Irregular Lisa/Opaca
37 Redonda Média Sim Branco Regular Lisa/Opaca
38 Redonda  Pequena Sim Branco Regular Lisa/Opaca
39 Redonda Média Sim Branco Regular Lisa/Opaca
40 Oval Grande Sim Rosa Regular Lisa/Opaca
41 Oval Média N&o Branco Regular  Lisa/Brilhante
42 Oval Pequena Sim Branco Regular Lisa/Opaca
43 Oval Média Sim Branco Regular Lisa/Opaca
44 Redonda Média N&o Branco Regular Lisa/Opaca
45 Oval Média Sim Branco Regular Lisa/Opaca
46 Redonda Grande Sim Branco Regular Lisa/Opaca
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Estes resultados sao similares aos obtidos em estudo prévio quanto a bordas
regulares (81,30%) e pigmentacdo rosa (12,00%), entretanto houve uma maior
ocorréncia (75,00%) quando comparado a coloragéao creme (SILVA, 2011).

Microscopicamente as leveduras avaliadas apresentaram formato alongado
(17,39%), arredondado (34,78%) ou oval (34,78%), tamanho pequeno (19,57%),
médio (54,34%) ou grande (26,09%) e reproducdo por brotamento (82,60%) ou
fissdo (17,40%). Foi reportado que as células de S. cerevisiae agrupam-se em
cachos e sdo de tamanhos maiores em relacdo as de K. marxianus (COSTA, 2011).

A presenca de brotamento e diferengcas na morfologia como formas redondas,
ovais ou apiculares sdo caracteristicas de leveduras do género Saccharomyces
(PELCZAR Jr. et al., 1996). Entretanto estas caracteristicas ndo sao suficientes para
designar a nivel taxonémico das linhagens. Para isto foi necessario a extracao de
DNA gendmico e analise de PCR.

Estudos como o de Thorton e Bunker (1984) demonstraram que culturas
puras de leveduras diferenciavam-se somente pelas suas caracteristicas
taxondmicas. Entretanto leveduras de laboratorio e leveduras utilizadas em
processos industriais, mesmo quando da mesma espécie, podem apresentar
grandes diferencas, tanto em termos genéticos quanto fisiolégicos. Em condi¢des
industriais, seja na producdo de levedura de panificagéo, de cerveja, de vinho, de
bebidas destiladas, de etanol combustivel ou de outros produtos, as leveduras
acabam sofrendo um processo de adaptacéo as condicdes particulares do processo,
0 que envolve fenbmenos como, por exemplo, a multiplicagdo do nimero de genes
ou até mesmo de cromossomos inteiros (BENITEZ et al., 1996; QUEROL et al.,
2003; MARULLO et al., 2004). Assim, ao longo dos séculos, cada processo industrial
leva a selecéo as linhagens mais adaptadas as suas condi¢des especificas.

Para as linhagens BB1, BB2, BB9 e S. cerevisiae CAT-1 também se realizaram
as analises micro e macromorfolégicas, bem como a analises moleculares (extracdo
de DNA e PCR). Os resultados obtidos estdo de acordo com os dados reportados
(SILVA, 2011; OLIVEIRA, 2012 - comunicacéao pessoal) (Anexos A e B).

2.3.2 Extracdo de DNA e PCR
Foi possivel visualizar a amplificacdo do DNA genémico das 46 leveduras
avaliadas deste estudo. Foi realizado o PCR com o DNA genbémico de todos os

isolados de leveduras com os oligonucleotideos indicadores especificos IT1 e ITS4.
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Os oligonucleotideos de regido ITS sédo considerados a regido de DNA
amplamente sequenciada em fungos (leveduras). De acordo com Boekhout (2003) e
Villa-Carvajal (2006), estes primers sdo especificos para seres eucariontes, onde é
quantificado o DNA ribossomal 18S e 25S. Os mesmos tém sido tipicamente Uteis
para a sistematica molecular a nivel de espécie, e até mesmo dentro da espécie (por
exemplo, para identificar as racas geogréficas). Estes primers sao utilizados por
varios autores, entretanto para identificacdo de uma levedura especifica, como a S.
cerevisiae, seria necessario utilizar o primer ITS 25, como descritos por Sabaté et al.
(2000).

Estes iniciadores permitem a amplificagdo de um fragmento de 1170 pb
compreendidos entre o nucleotideo 161 da regido intergénica ITS-1 e o nucleotideo
585 do gene que codifica 0 RNAr 25S. Entretanto, todas as leveduras apresentaram
amplificacdo especifica da regido intergénica ITS1 e ITS4.

Com base nos dados da Figura 2.1, verificou a amplificagcédo dos fragmentos
da regido ITS do DNA ribossomal de todas levedura. Constatou que as linhagens
apresentaram um padrdo de bandas bem definidas (89,14%), entretanto, 10,86%
das leveduras, i.e. 5 isolados, apresentaram 2 tipos de perfis de bandas (PCR). Os
isolados 13 e 16 apresentaram 400 e 500 pb, o isolado 2 apresentou 400 e 600 pb, o
isolado 6 mostrou entre 400 e 700 pb e o isolado 10 obteve 500 e 800 pb.

M 40 41 42 43 44 45 46 29 -

Figura 2.1 Gel de agarose 1% corado com brometo de etideo do produto amplificado por
PCR de oito leveduras avaliadas neste estudo. Coluna M, marcador de peso molecular DNA
Ladder 100 pb (Promega); seguido pelas colunas de leveduras isoladas 40, 41, 42, 43, 44,
45, 46, 29, respectivamente; e coluna 9 controle negativo da PCR.
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Em estudo prévio foi demonstrado a presenca de duas bandas durante a
amplificacdo do material genético de leveduras. ApOs seu sequenciamento, as
leveduras mostraram identidade com duas regides ITS. Este perfil de bandas deve-
se ao fato de duas regides ITS estarem presentes a uma linhagem, além do primer
ITS ndo ser especifico para uma s6 espécie de levedura (CAPPELLO et al., 2010).

Porém outras metodologias de PCR revelaram que quando utilizado o primer
El-1, apesar de obtida a distincédo entre as diferentes espécies, ocorreu um alto grau
de polimorfismo quando leveduras nativas isoladas de fermentac&o alcoodlica foram
analisadas (COSTA-SILVA, 2010).

Neste trabalho, foi possivel observar perfis de bandas entre 300 e 800 pb
(Figura 2.2). S. cerevisiae CAT-1 foi utilizada como controle positivo.

45 +
40 -
35 4
30 -
25 A
20 -

15 A

10 +
- 1.1 l
o | W | | . |

300 pb 400 pb 500 pb 600 pb 700 pb 800 pb outros

Frequénciade numero de pares de
base (%)

Figura 2.2 Tamanho dos produto s de PCR obtidos dos isolados de leveduras.

Pode-se verificar que 41,3% dos isolados apresentavam perfil com bandas de
400 pb. Alvarez-Martin et al. (2007) e Bockelmann et al. (2008) identificaram
leveduras do género Candida com este nimero de pares de bases. Os mesmo
autores reportaram que S. cerevisiae possui entre 800 a 850 pb. Em estudo prévio, a
utilizacdo do primer ITS1 permitiu a identificacdo das leveduras Trichosporon
debeurumannianum e Trichosporon jirovecii com 446 pb e 503 pb, respectivamente
(MARTINS-GUETHI, 2009).
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Basilio et al. (2008) mostraram que existem leveduras contaminantes no
processo de producao de etanol, sendo que estas apresentaram fragmentos ITS de
400 pb (Candida intermedia e C. Lusitaniae), 450 pb (C. pararugosa), 480 pb (C.
xylopsoci), 540 pb (Pichia fermentans), 650 pb (P. anomola e P. caribbica) e 850 pb
(S. cerevisiae), 0 que permitiu uma caracterizacao preliminar das leveduras.

Em outro estudo, as leveduras contaminantes encontradas durante as safras
foram Saccharomyces capensis, S. bayanus, Pichia ohmeri, Trichosporon brassicae,
Torulaspora pretoriensis e Kluyveromyces vanudenii (OLIVEIRA et al., 1996).

2.3.3 Testes bioquimicos

Para o uso adequado de carboidrato como Uunica fonte de carbono é
importante a diferenciacédo entre a capacidade microbiana de assimilar o carboidrato e
sua capacidade de fermentar esse carboidrato (PRESCOTT, 1962). Essas diferencas
na fermentacdo e assimilacdo da fonte de carbono sdo critérios importantes na
classificacdo e identificacdo das leveduras, pois esses microrganismos apresentam
uma variacdo na habilidade de fermentar e assimilar os acucares. Enquanto alguns
géneros apresentam e.g. fermentacdo eficiente da glicose, como Saccharomyces,
Torulaspora e Zygosaccharomyces, outros, como Lipomyces e Sterigmatomyces s&o
estritamente nao-fermentativos (WALT; YARROW, 1984).

Os testes de assimilacao e fermentacdo dos substratos foram analisados em
intervalos de 24 h durante 120 h, conforme mostrado na Tabela 2.2. Verificou-se que
8,69% das linhagens conseguiram fermentar a celobiose, estas apresentaram 500 pb
nas analises de PCR. E conhecido que a celobiose por ser um dissacaridio pode ser
fermentado por aproximadamente 17% das leveduras, por exemplo, C. lusitaniae, C.
acidothermophilum e C. wickerhamii (FERNANDES, 2008).
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Tabela 2.2 Avaliacdo da capacidade de assimilacdo e fermentacéo dos isolados.
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Verificou-se que todas as leveduras tiveram a capacidade de assimilar
glicose, frutose e sacarose em até 120 horas (Figura 2.3). Glicose foi a fonte de
carbono que apresentou mais rapido crescimento e fermentacdo quando
comparados aos outros substratos, sendo esta caracteristica apreciavel para um
processo biotecnoldgico, sendo que 22% das leveduras a fermentaram em até 24 h.
Isto era esperado, haja vista que a grande parte dos organismos possui as vias
necessarias para o seu catabolismo (glicdlise), além de ser um monossacarideo cujo
transporte para o interior da célula pode proceder por diferentes mecanismos,
inclusive via difusao facilitada, o que nao requer gasto de ATP (FONSECA, 2007). A
D-glicose, é a forma comum da glicose na natureza e pode ser fermentada por cerca
de 50% das leveduras (BARNETT et al., 1983).

120

W Assimilagao (%)

40 - W Fermentacdo (%)

[ [ 2 [N e (& 2 > -2 [
R R RC R RSN
% A\
O g NV e

Figura 2.3 Assimilagéo e fermentacéo em diferentes substratos apds 120 h de incubacéo.

Verificou-se ainda que nas primeiras 24 h os isolados conseguiram fermentar
mais a sacarose (13,3%) do que a frutose (11,1%). Entretanto, nas 120 h finais os
isolados foram capazes de fermentar mais a frutose (51,1%) do que a sacarose
(35,5%). A sacarose é um dissacarideo normalmente hidrolisado no ambiente
extracelular pela enzima invertase, embora algumas linhagens possam transportar
sacarose ativamente para o interior da célula (STAMBUK et al.,, 1999), o que

provavelmente poderia diminuir a velocidade com que o substrato é metabolizado.
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Sacarose pode ser fermentada por aproximadamente 23% das leveduras
(BARNETT et al., 1983).

A lactose foi fermentada por apenas 4,4% das leveduras isoladas, valor
proximo aos 2% de leveduras capazes de fermentar lactose encontratos na natureza
(BARNETT et al., 1983). Os isolados 42 e 43 apresentaram assimilacao de lactose,
sendo uma fonte de carbono ndo assimilada por S. cerevisiae (CABALLERO et al.,
1995), e assim um critério simples de exclusdo, de acordo com a identificacao
proposta por Vaughan-Martini e Martini (1993). Fernandes (2008) relatou que as
leveduras K. lactis, K. marxianus e C. intermedia possuem a capacidade de
fermentar a lactose.

Dentro os isolados, 10,86% n&do fermentaram glicose e nao assimilaram
manitol. Os resultados de PCR deste estudo mostraram que estas leveduras
apresentaram 400 pb, que em diversos estudo foram identificadas como Candida
spp. (MEYER et al.,, 1998). Em um estudo anterior houve semelhanca no teste
bioquimico realizado com leveduras isoladas e apdés realizado o sequenciamento,
estas foram identificadas como Candida ernobii-similar (MAUTONE, 2008).

Para o amido (2,1%), a galactose (4,3%) e a maltose (2,1%) também se
obtiveram reduzido numero de linhagens com capacidade fermentativa. Dentre
espécies de leveduras, 23% possuem a capacidade de fermentar a galactose, entre
as quais C. pseudointermedia, Debaryomyces occidentalis e S. cerevisiae (TOIVOLA
et al., 1984).

Dentre as linhagens que fermentaram a galactose, a levedura 43 também
fermentou os acucares frutose, sacarose e glicose. Apds a andlise dos resultados
moleculares desta levedura, verificou que a mesma possui 800 pb, correspondendo
a espécie S. cerevisiae (ALVAREZ-MARTIN et al., 2007; BOCKELMANN et al.,
2008).

A xilose foi assimilada por 16 isolados, entretanto esse substrato foi
fermentado apenas pelo isolado 28. O isolado 42 apresentou crescimento em meio
com concentracdo de 50% de glicose, 10% de NaCl e a 37°C, caracteristicas
comuns em S. cerevisiae, porém apresentou fermentacao da lactose. S. cerevisiae é
capaz de assimilar diferentes fontes de carbono, como glicose, sacarose, maltose,
rafinose, frutose e galactose (VAUGHAN-MARTINI; MARTINI, 1993). Isto leva a crer

gque ao menos 41,30% dos isolados pertencam a esta espécie.
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As linhagens BB1, BB2, BB9 e S. cerevisiae CAT-1 foram testadas com as
fontes de carbono glicose, sacarose, arabinose, trealose, amido, manose, manitol,
maltose, celobiose, rafinose, galactose, frutose, xilose e lactose, conforme pode ser
observado na Tabela 2.3. Estas linhagens assimilaram todas as fontes de carbono
testadas nas primeiras 24 h. Porém, de acordo com os testes de fermentacdo estas
leveduras foram capazes de fermentar apenas alguns dos acUcares testados e em

tempos distintos (Tabela 2.3).

Tabela 2.3 Fermentacdo dos isolados BB1, BB2, BB9 e CAT-1 em diferentes intervalos de
tempo.

Fermentacéo
Substrato 24 h 48 h 72 h 96 h 120 h
Arabinose BB9 BB9 BB9 BB9 BB9
BB1, BB2,BB9, | BB1, BB2,BB9, | BB1,BB2,BB9, | BB1,BB2,BB9,
Frutose CAT-1 CAT-1 CAT-1 CAT-1 CAT-1
Galactose - BB9 BB9 BB9, CAT-1 BB9, CAT-1
BB1, BB2,BB9, | BB1, BB2,BB9, | BB1,BB2,BB9, | BB1, B2,BB9,
Glicose CAT-1 CAT-1 CAT-1 CAT-1 CAT-1
CAT-1, |BB1, BB2,BB9, | BB1, BB2,BB9, | BB1, B2,BB9, | BB1, B2,BB9,
Manose BB9 CAT-1 CAT-1 CAT-1 CAT-1
Maltose - CAT-1 CAT-1 CAT-1 CAT-1
Rafinose - CAT-1 CAT-1 CAT-1 CAT-1
CAT-1, BB1, BB2,BB9, | BB1, B2,BB9, |BB1,BB2,BB9,
Sacarose CAT-1 BB2,BB9 CAT-1 CAT-1 CAT-1

S. cerevisiae CAT-1 fermentou nas primeiras 24 h os acucares glicose,
frutose e sacarose (presentes na cana-de-agucar) e manose. Outros agucares foram
fermentados apds tempos maiores: maltose (48 h), rafinose (48 h) e galactose (96
h). Cinco agucares ndo foram fermentados: xilose, celobiose, trealose, manitol e
lactose. Nenhum dos isolados fermentou o amido.

As leveduras BB1, BB2 e BB9 fermentaram glicose e frutose em 48 h. As
leveduras BB2 e BB9 também fermentaram a sacarose em 48 h, entretanto, a
linhagem BB1 fermentou em 72 h. Dentre as linhagens BB, somente a levedura BB9
fermentou os substratos arabinose e manose nas primeiras 24 h. Apenas apés 48 h
as leveduras BB1 e BB2 conseguiram fermentar a manose. Os acgucares manose e
frutose séo isdbmeros de glicose e por isto podem ser fermentados pela S. cerevisiae.
Para a fermentacdo de xilose e arabinose, S. cerevisiae necessita de modificagdes
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em suas vias metabodlicas. Embora algumas linhagens consigam assimilar arabinose
aerobicamente, estas sao incapazes de fermentar a etanol (VAN MARIS et al., 2006).
O crescimento de S. cerevisiae CAT-1 em glicose, sacarose, maltose,
galactose e rafinose esta de acordo com o esperado, conforme reportado por
Vaughan-Martini e Martini (1993). S. cerevisiae CAT-1 mostrou-se incapaz de
fermentar a fonte de carbono lactose como outras linhagens desta espécie
(CABALLERO et al., 1995). S. cerevisiae néo assimila lactose diretamente porque n&o
tem mecanismo de transporte de lactose através da membrana, precisando hidrolisar
este acucar antes em glicose e galactose. Contudo como é comum a auséncia do
gene estrutural B-3-galactosidase, ndo realiza esta hidrélise (STAMBUK et al., 1999).
ApOs os resultados de assimilacdo e fermentacdo foram selecionadas 14
isolados que foram capazes de fermentar alguns dos substratos como glicose,

sacarose, frutose, para realizagdo de estudos cinéticos.

2.4 Conclusotes

O presente estudo permitiu uma diferenciacdo baseada em aspectos
bioguimicos e morfolégicos. Foi possivel verificar que os isolados selecionados
apresentaram maior habilidade em fermentar glicose e menor habilidade de fermentar
lactose. A técnica de PCR foi utiizada como uma ferramenta preliminar da
identificacdo dos isolados, porém técnicas ja existentes de taxonomia e sistematica de

leveduras serdo necessarias para uma identificacao final.
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3 CRESCIMENTO, CONSUMO DE AGCUCAR E FORMACAO DE META BOLITOS
DURANTE CULTIVOS DE LEVEDURAS ISOLADAS NA REGIAO CE NTRO-
OESTE

RESUMO

O Brasil é o maior produtor de etanol via processo fermentativo a partir da cana-de-
acucar, sendo o Estados Unidos o maior produtor mundial de etanol, utilizando milho
como matéria prima. A producéo de etanol é obtida pela fermentacéo alcodlica, que
ocorre a partir de um microrganismo que sofre reagfes bioguimicas transformando
glicose em etanol, CO, e ATP. Diversas linhagens da levedura Saccharomyces
cerevisiae tém sido utilizadas industrialmente como agente da fermentagao. Estas
leveduras estdo sendo obtidas por isolamento nas principais usinas e destilarias do
Estado de Sao Paulo. Contudo as condi¢bes do Mato Grosso do Sul sdo diferentes,
com colheitas precoces e temperaturas maiores. Nesse sentido, objetivou-se avaliar
0 crescimento cinético de leveduras isoladas da Regido Centro Oeste visando a
obtencdo do etanol. As leveduras 37 e BB2 apresentaram parametros cinéticos
melhores que os resultados obtidos da S. cerevisiae CAT-1. Entretanto, a formacao
maxima de etanol foi inferior a mesma. Nas condicdes estudadas S. cerevisiae CAT-
1 pode ser considerada a mais adequada para a utilizacdo em processos
fermentativos visando a producdo de etanol. Estudos em sacarose e em mosto

industrial sdo importantes para dar-se continuidade a este trabalho.

Palavras-chave: cinética, leveduras, etanol

3.1 Introducéo

As leveduras sdo organismos de grande interesse industrial por possuirem
capacidade de se desenvolver em substratos baratos e facilmente disponiveis, além
da facilidade de multiplicacdo e formacao de produtos. Estes microrganismos séo
utilizados no processo fermentativo para producdo de diversos produtos, como
etanol, cerveja e pdo, sendo a Saccharomyces cerevisiae a maior responsavel pela
producdo dos produtos obtidos pela fermentacdo (BOTHA, 2011; BELLAVER et al.,
2004).

Desta forma, ha uma crescente busca por novas linhagens que estejam mais

adaptadas ao ambiente industrial, em tolerar as varias condicdes de estresse e com
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caracteristicas que melhorem o rendimento e producdo em etanol, sdo de interesse
para diversas destilarias (GARAY-ARROYO et al., 2004; GOMBERT, 2005).

O conhecimento fisiologico de uma levedura é de interesse para centros de
pesquisas, tendo em vista seu potencial industrial e econdmico (LIMA;
MARCONDES, 2002), sendo essencial para o entendimento da dinamica de
populacdo de leveduras nas dornas de fermentacdo (STAMBUK et al, 1999).
Diversas linhagens de leveduras tém sido obtidas por isolamento nas usinas e
destilarias do estado de Sdo Paulo (TOSETTO, 2002) entretanto, as condi¢cbes do
Mato Grosso do Sul sédo bem diferentes, por exemplo, além de possuir condi¢cdes de
colheitas precoces, solo propicios para o cultivo de cana-de-acucar e temperaturas
maiores, possui um grande potencial para a producéo de etanol devido a sua grande
area territorial agriculturavel.

O crescimento das leveduras durante o processo fermentativo é influenciado
por fatores como o pH, concentracdo de substrato, viabilidade celular, fonte de
carbono utilizada, concentracdo de SO, conteudo de alcool, contaminacéo
bacteriana e ainda pela temperatura de fermentacdo (HEARD; FLEET, 1988).

A determinacdo do potencial fermentativo se baseia na determinacdo de
fatores de producao especifica entre a cepa testada e aqueles obtidos por uma cepa
padrdo. Produtividade de etanol, glicerol, acidos organicos, consumo de substrato,
velocidade especifica de crescimento sdo parametros determinantes na selecéo de
linhagens de leveduras para processos biotecnoldgicos que utilizam este micro-
organismo (BANAT et al.,, 1996; OKPOKWASILI; NWEKE, 2005; BASSO et al.,
2011).

Com o presente trabalho teve-se como objetivo comparar a fisiologia das
leveduras em termos do consumo de substrato, formacdo de metabdlitos
extracelulares e crescimento celular durante crescimento em meio definido contendo

glicose como fonte Unica de carbono.

3.2 Materiais e métodos
3.2.1 Preparo do indculo

O preparo do indculo consistiu em recolher uma coldnia de uma placa de Petri
contendo a linhagem desejada e transferi-la para um frasco tipo Erlenmeyer de 500
mL, contendo 250 mL do meio de cultura definido (com o pH ajustado para 6,0 com

NaOH). Apés tempo suficiente para que o final da fase exponencial de crescimento
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fosse atingida (a 30°C e 200 rpm), certa quantidade deste indculo foi transferida para

o cultivo principal.

3.2.2 Meio de cultura

O meio mineral (VERDUYN et al., 1992) foi formulado com: 5,0 g/L de
(NH4)2SOq4; 3,0 g/L de KH,PO,; 0,5 g/L de MgS0,4.7H,0; 1ml/L de elementos-traco
(EDTA, 15 mg; ZnS0O4.7H,0, 4,5mg; MnCl,.2H,0, 0,84 mg; CoCl,.6H,0, 0,3 mg ;
CuS0,4.5H,0, 0,3 mg; Na;.M00,4.2H,0, 0,4 mg; CaCl,.2H,0, 4,5 mg; FeSO,4.7H5, 3,0
mg; H3BO3 1,0 mg; Kl, 0,1 mg). Foi ajustado para pH 6,0 com NaOH antes de
autoclavado (121°C, 20 min). O meio foi resfriado a temperatura ambiente e uma
solucéo filtro-esterilizada de vitaminas preparada em agua desmineralizada foi
adicionada, a uma concentracéo final por litro de: D-biotina, 0,05 mg; pantotenato de
calcio, 1,0 mg; acido nicotinico, 1,0 mg; mio-inositol, 25 mg; tiamina HCI, 1,0 mg;
piridoxina HCI, 1,0 mg; e &cido para-aminobenzdico, 0,20 mg. Glicose foi esterilizada

separadamente e adicionada a concentracéo final de 10 g/L.

3.2.3 Cultivos em incubador rotativo

Para o pré-cultivo foi transferida uma colénia da placa de Petri contendo a
linhagem selecionada para um frasco tipo Erlenmeyer com 250 mL de meio mineral
estéril, com pH ajustado a 6,0. Glicose foi esterilizada separadamente e acrescida
na concentracdo de 10% (p/v). Os preé-cultivos foram realizados em agitador orbital
(Tecnal TE- 420 Incubadora) a 30°C e 200 rpm durante 12 h. Os cultivos principais
foram realizados em duplicada em condi¢des idénticas aos pré-cultivos, a partir de
uma aliquota do pré-cultivo, tendo-se utilizado uma densidade 6ptica (DO) inicial (A=
600nm) de 0,1.

3.2.4 Amostragens e preparo das amostras

Amostragens foram realizadas em média a cada 30 min. para a determinagao
do pH e da biomassa. Aliquotas foram filtradas com pressdo positiva utilizando-se
filtros de seringa de acetato celulose com membrana de 0,45 um, para a retirada de
células e obtencdo de sobrenadante para a determinacdo da concentracdo de
metabdlitos extracelulares. Os sobrenadantes foram acondicionados em microtubos
tipo eppendorf revestidos com filme plastico do tipo parafilm e armazenados a -20°C

até sua utilizagéo.
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3.2.5 Determinacdo do pH, da biomassa e da concentracdo de metabolitos
extracelulares

O pH foi obtido por meio de afericbes potenciostaticas (Hanna Instruments pH
21). Concentracdo de biomassa em termos de gramas de massa celular por volume
de cultura foi indiretamente determinada via medidas de densidade Optica realizadas
com um espectrofotometro (Nova Optical Systems UV-VIS modelo LGS 53) a 600
nm. Para este propésito, os valores de absorbancia medidos foram convertidos em
valores massicos utilizando uma relacéo linear de 0,50 unidade de densidade oOtica
por grama de massa celular seca (FONSECA, 2007).

Glicose, etanol e acidos organicos foram determinados por HPLC Agilent
1290, em uma coluna de excluséo iénica Aminex HPX-87H (300 x 7,8 mm; Bio-Rad,
Hercules, EUA). Os compostos foram eluidos a 55°C, empregando-se agua
acidificada com acido trifluoroacético (TFA) a 0,005 M como fase mével a uma vazao
de 0,6 ml/min. Estes compostos foram detectados por absorbancia UV a 254 nm
conectado em série com um detector refratbmetro diferencial Agilent 1260 (RID),

acoplado a um modulo de aquisi¢do de dados (FONSECA, 2007).

3.2.6 Determinacao de parametros durante fase exponencial de crescimento (EGP)
A EGP foi identificada como a regido linear da plotagem do In (X) em funcéo
do tempo para os dados de cultivo descontinuo. A velocidade especifica de
crescimento maxima (Umax) foi determinada como a inclinacéo desta reta. O fator de
converséo de substrato a células (Yxs) foi determinado como a inclinagéo da linha
obtida pela plotagem de X em funcdo do S, incluindo exclusivamente pontos
pertencentes a EGP. A velocidade especifica de consumo de substrato (us) foi

calculada de acordo com a seguinte equacao:

Hs = Hmat Eq. 3.1

onde pmax = Velocidade especifica de crescimento maxima (1/h); X = concentracéo
celular (g MCS/L); us = velocidade especifica de consumo de substrato durante a
EGP (g/(g MCS h)); S = concentracao de substrato (g/L); Yxs = fator de converséo

de substrato a células durante a EGP (g MCS/g); MCS = massa celular seca.
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3.3 Resultados e discussao
3.3.1 Cinéticas das linhagens selecionadas

Os resultados foram obtidos por meio de cinéticas de crescimento em meio
mineral com glicose como uUnica fonte de carbono. Densidade 6ptica e variacdo de
pH foram obtidas para as linhagens BB1, BB2, BB9, 3, 9, 10, 12, 29, 37, 39, 41, 42,
43, 44 e S. cerevisiae CAT-1, sendo mostrado para 12 delas (Anexo C). A Tabela
3.1 mostra os parametros cinéticos calculados a partir do presente estudo, em meio

definido, utilizando-se glicose como unica fonte de carbono.

Tabela 3.1 Parametros cinéticos de cultivo de diversas linhagens leveduras em meio mineral
tendo glicose como fonte de carbono.

Linhagem DO max TD ey psS Yx/s EtOH max
(h) (1/h) g/(g h) (9/9) (g/L)

CAT-1 4,34  3,990+0,070 0,517+0,001 2,801+0,059 0,241+0,001 0,872+0,021
BB1 4,89 2,322+0,003 0,570+0,001 5,949+0,211 0,197+0,026 0,373+0,051
BB2 9,68 2,214+0,001 0,563+0,001 3,293+0,130 0,418+0,003 0,395+0,006
BB9 3,40 8,675+0,076 0,179+0,001 0,962+0,084 0,177+0,002 0,485+0,011
3 4,52  4,730+0,020 0,282+0,001 1,980+0,053 0,241+0,009 0,088+0,019
9 8,50 4,518+0,016 0,449+0,002 1,121+0,020 0,511+0,000 0,238%0,043
10 6,51 4,541+0,090 0,306+0,002 2,269+0,078 0,323+0,001 0,345+0,026
12 5,32 3,566+0,050 0,408+0,005 1,354+0,061 0,280+0,003 0,165+0,025
29 6,04 2,828+0,007 0,485+0,001 1,127+0,086 0,364+0,001 0,130+0,020
37 8,11 3,363+0,156 0,526+0,002 1,711+0,197 0,415+0,007 0,434+0,016
39 8,10 4,059+0,005 0,444+0,004 1,738+0,055 0,400+0,003 0,191+0,023
41 4,26 2,684+0,141 0,464+0,005 1,711+0,071 0,364+0,001 0,384+0,024
42 7,43 4,127+0,267 0,416+0,001 1,236+0,002 0,403+0,008 0,106+0,021
43 8,79  4,427+0,021 0,372+0,012 0,85+0,015 0,498+0,010 0,199+0,016
44 6,77 3,600+0,128 0,349+0,008 1,054+0,072 0,289+0,005 0,349+0,053

Onde: DO max: densidade Optica maxima; TD (h): tempo de duplicacdo; Umax. Velocidade
especifica maxima de crescimento; ps: velocidade especifica de consumo de substrato; Yys:
fator de conversédo de substrato a células; EtOH max: concentracdo méxima de etanol.

Observou-se diferencas entre as linhagens, considerando-se a velocidade

especifica maxima de crescimento (Mmax), @ velocidade especifica de consumo de

substrato (s) e o fator de conversao de substrato a células (Yxs) (Tabela 3.1).

Em relacdo ao fator de conversao de substrato a células (Yxss), 0s resultados

obtidos mostraram-se relativamente altos, quando comparados aos da S. cerevisiae
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CAT-1. Isto indica que estas linhagens apresentaram uma alta capacidade de
consumir o0 agucar presente no meio fermentativo (STROPPA et al., 2009). Este
resultado foi semelhante ao obtido por Andrietta et al. (2008), no qual estes autores
mostraram que 99,5% dos isolados de processos industriais da fermentacao
alcodlica tiveram o nivel de conversdo em substratos elevados. Birol et al. (1998)
demostraram que 53,6 g/g foi convertido do substrato em células, entretanto sua
producdo de etanol (0,43 g/L) ndo foi tdo acima dos resultados encontrados.
Resultados anteriores reportados por Steckelberg (2001) utilizando levedura do
Género Saccharomyces isolada de usina foi inferior (0,045 g g*) aos resultados
encontrados neste estudo.

Valores de Yyxs acima de 0,04 g/g indicam um maior desvio de acglcares para
producédo de células em detrimento a producéo de etanol (ANDRIETTA et al., 1999).
Variacdes nos parametros cinéticos observados por diversas pesquisas podem ser
atribuidas por fatores como temperatura, substrato e cepa de levedura (ALMEIDA et
al., 2006).

A velocidade especifica de consumo de substrato (us) apresentou em média
valores inferiores em relagcdo aos resultados de Andrietta et al. (2008), onde os
autores obtiveram um ps médio de 5,8 g/(g h). Banat e Marchant (1995) obtiveram
um valor de ps comparavel aos obtidos neste estudo (1,9 g/(g h)). Contudo a
linhagem BB1 mostrou um ps bastante elevado (5,94 g/(g h)), mas seu fator de
conversao de substrato a células e sua producéo de EtOHsx ndo acompanharam o
bom desempenho deste parametro, sugerindo n&o ser tdo boa para a utilizagdo em
processos industriais considerando-se estas condi¢des, haja vista que quanto maior
for sua produtividade e velocidade de consumo de substrato, mais adequado sera a
levedura para processos fermentativos (STECKELBERG, 2001).

Os valores de ps para a levedura Kluyveromyces marxianus pouco variaram
ao compararem-se diferentes acticares como fonte de carbono a 30 e 37°C, havendo
apenas um decréscimo no valor de pus com o aumento da temperatura (FONSECA,
2007), apresentando em média valores semelhantes aos do presente estudo.

Observa-se que as linhagens estudadas apresentaram valores de producao

de etanol inferiores aos observados para levedura S. cerevisiae CAT-1 (Figura 3.1).
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Figura 3.1 Producao méxima de etanol das linhagens estudadas.

Verificou-se que todas as linhagens produziram etanol mesmo em pequena
quantidade, entretanto S. cerevisiae CAT-1 mostrou uma producdo acima das
demais linhagens (Fig. 3.1).

Em cinéticas realizadas com a levedura S. cerevisiae para fermentacdo
alcoolica em caldo de cana, Andrietta e Stupiello (1990) observaram 0,44 g/L de
rendimento de produto/etanol.

Quando verificado dados de etanol das leveduras isoladas (BB1, BB2 e BB9)
a outro trabalho com leveduras isoladas de destilarias de Sdo Paulo, Minas Gerais e
Goias, os resultados mostraram-se similares, onde a producédo de etanol variou
entre 0,43 a 0,49 g/L (TOSETTO, 2002). O valor de producao de etanol reportado
por Gombert et al. (2001) foi de 1,56 mol/mol em 4 litros de reacéo.

A linhagem BB1 apresentou resultados semelhantes aos observados por
Andrietta et al. (2008), diferenciando-se apenas pelo seu Yys inferior. Os resultados
também se aproximam daqueles observados para uma linhagem isolada da usina
Santa Cruz, conforme o trabalho de Steckelberg (2001), onde obteve uma alta
velocidade de consumo de substrato (6,51 g/(g h)), baixa producéo de células (0,045
g/g) e baixa producéo de etanol (0,45 g/L).

Os valores pmax Observados para as leveduras isoladas mostraram-se
inferiores em relacdo aos daquelas de ambiente industrial, exceto da BB9, que

obteve um valor muito abaixo das demais. Leveduras isoladas de ambientes
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industriais apresentaram valores de pmax ¢e 0,5 1/h e 0,43 h™ (ANDRIETTA et al.,
2008; STECKLEBERG, 2001). Entretanto Liu et al. (2011) encontraram um valor de
Umax de (0,68 1/h), superior ao deste trabalho. Apesar deste valor ser especifico para
cada micro-organismo, este parametro € Util para determinar se uma cepa tem
similaridade com outra (OKPOKWASILI; NWEKE, 2005).

Entre as leveduras avaliadas observou-se que a linhagem 10 obteve ao final
do cultivo o pH 2,69 e a DOnsx de 6,51 apos 15 h, enquanto o isolado 12 alcancou
pH 2,82 e DOnax de 5,32 ap6s 14 h. Estas linhagens apresentaram diferencas no
perfil fermentativo, sendo que a 12 obteve melhor desempenho, pois atingiu sua
fase exponencial em menor tempo. Além disto, a linhagem 12 apresentou mais
rapido crescimento (Umax =0,408 + 0,005 1/h; TD = 3,56 + 0,05 h) quando comparada
a 10 (Mmax = 0,306 £ 0,002 1/h; TD = 4,54 £ 0,09 h). Entretanto, quando comparados
os resultados de fator de conversdo de substrato a células e méxima formacao de
etanol, constatou que a levedura 12, apesar dos bons resultados obtidos, mostrou
desempenho inferior ao observado para a levedura 10 (Tabela 3.1).

O isolado 43 atingiu ao final do cultivo pH 2,92 e DOnsx de 8,79 apos 13,5 h
de cultivo, enquanto o isolado 44 alcancou pH 2,78 e DOnax de 4,26 apos 11 h. Essa
menor DO apresentada pelo isolado 44 indica menor producao de biomassa, o que
seria um indicio de uma maior producao de etanol como confirmado na Figura 3.1.
As leveduras 43 e 44 atingiram a fase exponencial de crescimento apos 3 he 3,5h
da inoculacdo (fase lag), respectivamente. A linhagem 44 apresentou mais rapido
crescimento (Mmax = 0,349 + 0,008 1/h; TD = 3,60 + 0,128 h) quando comparada a 43
(Mmax = 0,372 £ 0,012 1/h; TD = 4,427 + 0,021 h). Os resultados de Yys € EtOHmax
confirmam que a levedura 44 possui melhor desempenho em relacdo ao 43 devido a
maior velocidade de crescimento, menor tempo de fermentacdo e maior
concentracéo de etanol produzido (STAMBUK et al., 1999).

Entre as leveduras avaliadas verificou-se que a linhagem 41 obteve ao final
do cultivo o pH 2,52 e a DOnsx de 4,27 apos 12 h, enquanto a levedura 42 alcancou
o pH 2,78 e a DOnax de 7,45 apds 14 h. Estas linhagens apresentaram diferencas no
perfil fermentativo, sendo que a 41 obteve melhor desempenho visando a producao
de etanol, pois a DOpax foi menor quando comparada ao levedura 42, além de ter
apresentado menor tempo para atingir sua fase exponencial de crescimento. A
linhagem 41 apresentou mais rapido crescimento (Mmax = 0,464 + 0,005 1/h; TD =
2,684 + 0,141 h) quando comparada a 42 (Mmax = 0,416 £+ 0,001 1/h; TD = 4,127 +
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0,267 h), sendo que a levedura 41 ainda apresentou melhor quanto a formacéo de
etanol (Figura 3.1).

Os valores de pH decaem durante o processo de crescimento do
microrganismo. Esta declinio esta relacionado a formacédo de acidos organicos,
como acido acético, lactico e succinico e como consequéncia 0 aumento da acidez
do meio durante o processo fermentativo (MULLER et al., 2007; BORTOLINI et al.,
2001; TORRES NETO et al., 2006).

A Figura 3.2 apresenta a cinética de crescimento das linhagens isoladas em

ambiente industrial.
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Figura 3.2 Cinéticas de crescimento das linhagens industriais BB1, BB2 e BB9 tendo glicose
como Unica fonte de carbono. Dados obtidos sdo referentes as médias obtidas em dois
experimentos.

Pode observar a fase lag, onde crescimento celular foi praticamente nulo
devido & adaptacdo das células (Figura 3.2). Esta fase praticamente néo foi
observada entre estas linhagens, devido ao meio de cultivo ser idéntico ao utilizado
no preparo do pré-inéculo e as células ja estarem adaptadas. O pH das linhagens
industriais nesta fase sao similares sofrendo pequenas variagdes entre 5,98 a 5,87,
visto que nessa fase o metabolismo celular € baixo, ndo havendo formacdo de
acidos organicos (MULLER et al., 2007; LIMA et al., 2001).

Na fase exponencial as linhagens CAT-1, BB1 e BB2 apresentaram uma
curva acentuada, devido a condicbes favoraveis ao metabolismo, na qual, a

formacao de metabdlitos celulares é méxima (SCHMIDELL; FACCIOTI, 2001).
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A levedura BB2 apresentou um alto crescimento em relagéo as linhagens BB1
e BB9, obtendo pmax = 0,563 £ 0,001 1/h e uma DOnsx de 9,58, sugerindo que esta
linhagem apresenta um bom mecanismo de replicacdo, porém quanto maior a
biomassa formada, menor tende a ser a producdo de etanol e/ou de &acidos
organicos (Tabela 3.1).

Quando comparado os parametros cinéticos (Figuras 3.3) das linhagens
isoladas de frutos com as isoladas de ambiente industrial, verificou que os isolados
BB2 e 37 tiveram uma DO de 9,58 e 8,11, enquanto que S. cerevisiae CAT-1 obteve
DO de 4,34. Em relacdo ao tempo duplicacdo e fator de conversdo de substrato a
células, a levedura BB2 apresentou melhores resultados entre as linhagens, 2,214 +
0,001 h e 0,418 £ 0,003 g/g, respectivamente.
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Figura 3.3 Cinéticas de crescimento, de consumo de glicose e de formacao de metabdlitos
da levedura S. cerevisiae CAT-1. Dados obtidos séo referentes as médias obtidas em dois
experimentos.

No que se refere ao maximo de etanol produzido (Figura 3.1), observou que
mesmo a linhagem BB2 apresentando os maiores crescimento de células e
consumo de substrato e a menor conversao de substrato em células, sua producao
de etanol (0,37 g/L) foi inferior ha observada para S. cerevisiae CAT-1 (0,872 g/L).
Este valor estd de acordo com resultados reportados para esta linhagem (STAMBUK
et al., 1999; FONSECA, 2007).
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Figura 3.4 Cinéticas de crescimento, de consumo de glicose e de formacdo de metabdlitos

da levedura 37. Dados obtidos sao referentes as médias obtidas em dois experimentos.
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Figura 3.5 Cinéticas de crescimento, de consumo de glicose e de formacao de etanol da

levedura BB2. Dados obtidos sao referentes as médias obtidas em dois experimentos.

Durante os cultivos verificou-se a formacdo de metabdlitos em todas as

linhagens (Anexo D), sendo o glicerol (86,6%) e o acetato (46,6%) os mais

abundantes. Observou-se que 0 surgimento entre a maioria destes metabdlitos

ocorreu na fase exponencial. Haja vista que, nesta fase as condi¢cdes estdo
favoraveis as metabolismo das leveduras (SCHMIDELL; FACCIOTI, 2001).
A linhagem BB9 foi a que mais produziu glicerol (0,4 g/L). Parazzi Jr. (2006)

analisou a fermentacdo da CAT em meio YPD, e o autor verificou que houve a
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producdo de 0,11g/100ml de glicerol. Contudo, quanto maior for a producédo de
glicerol maior estresse a levedura sofreu durante o processo fermentativo (MYERS
et al., 1997).

S. cerevisiae CAT-1 foi a levedura que obteve maior formagdo de acetato
(0,16 g/L), as demais linhagens produziram acetato em pequenas quantidades que
nao excederam 0,08 g/L.

Dentre as linhagens 26,6% tiveram a formacao de lactato, sendo a linhagem
29 a maior produtora deste metabdlito (0,08 g/L). Apenas na linhagem BB1 foi

observada a formacéo de succinato.

3.4 Conclusbes

As leveduras 37 e BB2 apresentaram parametros cinéticos melhores que o0s
resultados obtidos da S. cerevisiae CAT-1. Entretanto, a formacdo maxima de etanol
foi inferior a mesma. Nas condicbes estudadas, S. cerevisiae CAT-1 pode ser
considerada a mais adequada para a utilizacdo em processos fermentativos visando
a producédo de etanol. Estudos em sacarose e em mosto industrial sdo importantes

para dar-se continuidade a este trabalho.
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4 ANALISE DE FLUXOS METABOLICOS DE SACCHAROMYCES CEREVISIAE
CAT-1 COM GLICOSE *C MARCADA

RESUMO

Cultivos com 100% de [1-'3C] glicose foram conduzidos para a elucidac&o dos fluxos
metabdlicos em S. cerevisiae CAT-1. Para tal, utilizou-se a metodologia de analise
de fluxos metabodlicos (AFM) convencional, que é realizada de uma forma global,
pela utilizacdo de ajustes numeéricos para toda uma rede metabdlica definida. Os
ensaios foram realizados em frascos agitados e as amostras obtidas durante o
estado isotopico pseudo-estacionario durante o meio da fase exponencial de trés
cultivos distintos. A composicdo da biomassa foi obtida a partir de ensaios analogos
com glicose normal para ser utilizada no calculo dos fluxos. Foi observado um
metabolismo respiro-fermentativo durante a fase exponencial. Enquanto que por um
lado, fracOes de glicose desviadas para a via das pentoses fosfato e para a via
fermentativa foram inferiores aos valores previamente reportados para outras
linhagens de S. cerevisiae, por outro, o fluxo correspondente a enzima maélica foi
superior ao observada em estudos anteriores. O aumento da atividade desta enzima
da-se quando S. cerevisiae altera o metabolismo de puramente oxidativo para
fermentativo. Além disso, o oxalacetato mitocondrial a partir de fumarato mitocondrial
apresentou valor zero enquanto o acetaldeido formado foi completamente utilizado
para a sintese de etanol e acetato. Estas constatacdes estdo de acordo com o
metabolismo fermentativo, embora a concentracdo de metabdlitos excretados tenha
sido baixa. Uma excelente concordancia foi alcancada entre os padrdes de
marcacao isotopica experimentalmente determinados e aqueles calculados pela

modelagem matematica.

Palavras-chave: metabolismo, fluxdmica, metabolémica, fermentacéo

4.1 Introducéo

Os genomas de diferentes organismos tém sido sequenciados desde a ultima
década, produzindo uma quantidade enorme de informacédo. No entanto, hoje em dia
esta evidente que informagdes somente no nivel gendmico ndo sao suficientes para
entender o funcionamento celular. E natural, portanto, que na era pos-gendmica as

atencdes se voltem para os estudos que serdo capazes de analisar, além do
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genoma, o metaboloma - conjunto de metabdlitos expressos por um organismo, e
suas caracteristicas fisioldgicas, ou seja, das relacdes gendtipo metabdlico/fendtipo,
e o fluxoma, onde a aplicacdo de ferramentas matematicas permite a identificacédo
de vias metabdlicas e funcbes ainda ndo completamente esclarecidas, bem como a
quantificacdo de seus fluxos metabdlicos intracelulares.

A Andlise de fluxos metabdlicos (AFM) é uma metodologia baseada em
medidas de velocidades especificas extracelulares, assumindo-se estado
estacionario (ou pseudo-estacionario) para os metabolitos intracelulares e um
modelo estequiométrico para o metabolismo examinado (WITTMANN; HEINZLE,
1999). Esta ferramenta tem sido amplamente utilizada para a quantificacao de fluxos
intracelulares no metabolismo central de microrganismos e células animais
(GOMBERT; NIELSEN, 2000).

A AFM se baseia, numa primeira instancia, num balango dos fluxos de
consumo e de excregcdo de metabdlitos, dentro de um modelo estequiométrico
reacional. Nesta técnica, substratos **C-marcados sdo utilizados e os produtos do
metabolismo sdo analisados por métodos que distinguem diferentes padrbes
isotépicos de marcacdo. Esta interpretacdo global dos dados permite uma
consideracdo integrada e quantitativa de todos dados fisiolégicos e de '°C-
marcacdo (FONSECA, 2007). Com os modelos e softwares atualmente disponiveis,
estes métodos de balanco isotopomeérico tém atingido um nivel elevado de preciséo
e aplicabilidade apesar de serem intensamente trabalhosos (SZYPERSKI, 1995;
SAUER et al., 1999).

Sacharomyces cerevisae tem sido o microrganismo modelo em pesquisas
devido a uma série de vantagens: é geneticamente muito bem caracterizado (tendo
sido o primeiro eucarioto a ter seu genoma completamente sequenciado, por
Goffeau et al., 1996), é reconhecido como seguro em processos biotecnolégicos e
permite facil recuperacdo dos produtos devido ao seu sistema de secrecdo ser
similar ao dos eucariotos superiores (NIELSEN, 1998).

Normalmente as modificacbes genéticas pretendidas s&o desenhadas
levando em conta as caracteristicas do processo de fermentacéo alcoolica tal como
praticado nas unidades industriais brasileiras, de modo a gerar resultados passiveis
de transferéncia ao setor produtivo. Neste sentido, pode-se introduzir uma série de
modificacdes (insercdes, delecdes e expressdo heterdloga) em linhagens industriais

de S. cerevisiae isoladas como dominantes no processo fermentativo industrial para
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alcancar trés objetivos: a) redirecionar os fluxos metabdlicos da levedura de forma a
aumentar a producdo de etanol, b) introduzir novas vias metabdlicas heterélogas
que permitam as células de levedura redirecionar os fluxos metabdlicos originais
com vistas ao aumento na producao de etanol, e c) introduzir novas vias metabdlicas
que tornem as células de S. cerevisiae aptas a fermentar fontes alternativas de
carbono a etanol. Inicialmente a AFM de diferentes linhagens industriais, como S.
cerevisiae CAT-1, seguido pela investigagcéo dos fluxos de linhagens recombinantes
ja construidas ou em construcdo, permitira localizar as ramificagdes do metabolismo
onde diferencas nos fluxos de carbono possam ser observadas. Desta forma sera
possivel identificar aquelas linhagens mais adequadas a alteracfes genéticas ndo so
em funcéo do etanol produzido, mas também pelo fluxo de carbono em funcédo das
vias metabalicas.

O objetivo deste trabalho foi investigar o metabolismo de S. cerevisiae CAT-1

através do uso da AFM utilizando glicose 1-**C marcada.

4.2 Materiais e métodos
4.2.1 Levedura e preservacao

Uma cultura pura de S. cerevisiae CAT-1 foi gentilmente cedida pela Usina
S&o Fernando Actcar e Alcool (USFAA) e preservada na forma liofilizada. A mesma
cultura foi cultivada em meio YPD (extrato de levedura, 10 g/L; peptona, 20 g/L%;
glicose, 20 g/L) até o fim da fase exponencial;, glicerol foi adicionado a uma
concentracéo final de 15% (p/v) e aliquotas de 1 mL desta cultura foram estocadas a
-20°C. Para o preparo dos experimentos, uma aliquota-estoque foi utilizada para
inocular uma placa contendo agar extrato de levedura e malte (YMA), que foi

armazenada a 4°C por até 3 meses.

4.2.2 Meio de cultura

O meio mineral (VERDUYN et al., 1992) continha por litro de agua destilada:
(NH4)2S0q4, 5,0 g; KH,POq4, 3,0 g; MgS04.7H,0, 0,5 g; elementos-traco (EDTA, 15
mg; ZnS0O4.7H,0, 4,5 mg; MnCl,.2H,0, 0,84 mg; CoCl,.6H,0, 0,3 mg; CuS0O4.5H,0,
0,3 mg; Na,.Mo00,.2H,0, 0,4 mg; CaCl,.2H,0, 4,5 mg; FeS0,4.7H,0, 3,0 mg ;H3BOs3,
1,0 mg; KI, 0,1 mg). Foi ajustado para pH 6,0 com NaOH antes de autoclavado
(121°C, 20 min). O meio foi resfriado a temperatura ambiente e uma solucéao filtro-

esterilizada de vitaminas preparada em 4gua desmineralizada foi adicionada, a uma
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concentracdo final por litro de: D-biotina, 0,05 mg; pantotenato de célcio, 1,0 mg;
acido nicotinico, 1,0 mg; mio-inositol, 25 mg; tiamina HCI, 1,0 mg; piridoxina HCI, 1,0
mg; e acido para-aminobenzéico, 0,20 mg. Glicose foi esterilizada separadamente e

adicionada a concentracéo final de 10 g/L.

4.2.3 Preparo do inoculo

O preparo do indculo consistiu em recolher uma col6nia de uma placa de Petri
contendo a linhagem desejada e transferi-la para um frasco tipo Erlenmeyer de 500
ml, contendo 250 ml do meio de cultura definido (com o pH ajustado para 6,0 com
NaOH). Apés tempo suficiente para que o final da fase exponencial de crescimento
fosse atingida (a 30°C e 200 rpm), certa quantidade deste indculo foi transferida para

o cultivo principal.

4.2.4 Cultivos em incubador rotativo

Os cultivos principais foram realizados em duplicada em condi¢bes idénticas
aos pré-cultivos, a partir de uma aliquota, tendo-se utilizado uma densidade Optica
(DO) inicial (A= 600nm) de 0,1. Para a analise de fluxos metabdlicos, cultivos formam
realizados de maneira analoga, exceto pela substituicdo da glicose normal por uma
concentracdo equimolar de 99% [1-'3C] glicose (Sigma-Aldrich). Além disso, utilizou-

se frasco tipo Erlenmeyer de 25 mL, contendo 5 ml do meio de cultura definido.

4.2.5 Amostragens e preparo das amostras

Amostragens foram realizadas quando atingido o estado pseudo-estacionario,
no tempo e na DOgoo correspondentes ao meio da fase exponencial, de acordo com
cultivos prévios com S. cerevisiae CAT-1 (Capitulo 3). Aliquotas foram filtradas com
pressao positiva utilizando-se filtros de seringa de acetato celulose com membrana
de 0,45 pm, para a retirada de células e obtencdo de sobrenadante para a
determinacdo da concentracdo de metabdlitos extracelulares. Os sobrenadantes
foram acondicionados em microtubos revestidos com filme plastico do tipo parafilm e
armazenados a -20°C até sua utilizacdo. Para a obtencdo de biomassa para a
determinacdo de proteinas e de cinzas, volumes conhecidos de meio foram filtrados
a vacuo com membrana de 0,45 um e secos em forno de microondas (80 W, 5 min).
Os pellets celulares dos cultivos realizados com carbono **C marcado foram obtidos

por centrifugacdo (4°C, 16.000 g por 5 min), ressuspensos em agua MilliQ e
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novamente centrifugados. Finalmente, as amostras foram congeladas a -80°C, para
depois serem utilizadas nas analises de marcacdo com *C por espectrometria de

massa.

4.2.6 Determinagdo do pH, da concentracdo de biomassa e da concentracdo de
metabolitos extracelulares

pH foi obtido por meio de afericdes potenciostaticas (Hanna Instruments pH
21) através da insercédo do eletrodo no meio de cultivo. Concentracdo de biomassa
em termos de gramas de massa celular por volume de cultura foi indiretamente
determinada via medidas de densidade Optica realizadas com um espectrofotdbmetro
(Nova Optical Systems UV-VIS modelo LGS 53) a 600 nm. Para este propoésito, 0s
valores de absorbancia medidos foram convertidos em valores massicos utilizando
uma relacéo linear de 0,50 unidade de densidade 6tica por grama de massa celular
seca (FONSECA, 2007).

Glicose, etanol e &cidos organicos foram determinados por HPLC Agilent
1290, em uma coluna de excluséo iénica Aminex HPX-87H (300 x 7,8 mm; Bio-Rad,
Hercules, EUA). A coluna foi eluida a 55°C, empregando-se agua acidificada com
acido trifluoroacético (TFA) a 0,005 M como fase mével a uma vazao de 0,6 ml/min.
Estes compostos foram detectados por absorbancia UV a 254 nm conectado em
série com um detector refratbmetro diferencial Agilent 1260 (RID), acoplado a um
modulo de aquisicdo de dados (FONSECA, 2007).

4.2.7 Determinacdo da composicao da biomassa

Contetudo de proteina celular foi medido através do método microkjeldahl
(AOAC, 1995). Conteudo de carboidratos foi determinado utilizando o método fenol-
acido sulfarico, como descrito por Dubois et al. (1956). Lipideos foram extraidos das
células utilizando uma mistura de cloroférmio e metanol, de acordo com Bligh e Dyer
(1959). RNA foi quantificado de acordo com Benthin et al. (1991). Medidas de DNA
realizadas de acordo com o método de Burton, como descrito por Herbert et al.
(1971). Cinzas foram expressas como o0 percentual de residuo restante apoés

oxidac&o a seco, de acordo com a norma ASTM E1755-01 (2003).
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4.2.8 Determinacado de parametros durante fase exponencial de crescimento (EGP)
A EGP foi identificada como a regido linear da plotagem do In (X) em funcéo
do tempo para os dados de cultivo descontinuo. A velocidade especifica de
crescimento maxima (Umax) foi determinada como a inclinacéo desta reta. O fator de
conversdo de substrato a células (Yxs) foi determinado como a inclinagcéo da linha
obtida pela plotagem de X em funcdo do S, incluindo exclusivamente pontos
pertencentes a EGP. A velocidade especifica de consumo de substrato (us) foi

calculada de acordo com a seguinte equacao:

Hs = Hmat Eq. 4.1

onde pmax = velocidade especifica de crescimento maxima (h™); X = concentracdo
celular (g MCS L™); ps = velocidade especifica de consumo de substrato durante a
EGP (g (g MCS h)%); S = concentracdo de substrato (g/L); Yxs = fator de convers&o
de substrato a células durante a EGP (g MCS g); MCS = massa celular seca.

4.2.9 Analises de marcagdo com 13C por espectrometria de massa

Fracbes de massa isotopoméricas de aminodcidos de células foram
determinadas por cromatografia gasosa - espectroscopia de massa (GC-MS)
(WITTMANN et al., 2002). Para este proposito, células (cerca de 1 mg de massa
celular seca) foram coletadas da cultura e lavadas duas vezes com agua deionizada
e uma vez com solucdo de 0,9% (p v'!) NaCl. O pellet foi entéo incubado com 50 pl
de 6 M HCI por 24 h a 105°C, subsequentemente neutralizado com 6 M NaOH, e
separado da matéria insolavel por centrifugacéo (5 min; unidades filtrantes Ultrafree-
MC, tamanho do poro de 0,22-um, membrana Durapore; Millipore). A solucéo clara
remanescente foi liofilizada. Analises de aminoacidos foram conduzidas apés
derivatizacdo com 50 pl de dimetilformamida (DMF), contendo 0,1% de piridina e 50
Ml de N-(terbutildimetilsilil)-N-metil-trifluoroacetamida (MBDSTFA) (Macherey-Nagel,
Duren, Alemanha) (WITTMANN et al., 2002). Todas amostras foram primeiramente
medidas em modo scan para checar uma interferéncia isobarica em potencial entre
analitos e outros componentes da amostra. Os padrdes de marcacdo de

aminoacidos foram entdo determinados em triplicata via monitoramento de grupos
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de ions selecionados, representando fragmentos com esqueletos carbdnicos
completos de aminoacidos. Espectros de impacto de elétrons (El) foram analisados
pelo uso de um software (FONSECA, 2007).

4.2.10 Somatoria das marcacdes fracionarias (SFL)

A somatoria das marcac6es fracionarias (SFL) de um fragmento de metabdlito
corresponde a soma da marcacéao fracionaria de cada C-atomo individual presente
naquele fragmento. Uma vez que os dados de saida das medicbes de GC-MS
consistem da distribuicdo isotopomérica de massa de um dado fragmento de

metabdlito, é interessante expressar a SFL do fragmento como a funcdo de sua

distribuicdo isotopomérica de massa, de acordo com a seguinte formula:

Sl:L:O.n’b+1.n'|l+...+nmq % 100 Eq. 4.2
m+m+..m,

onde mj, indica a intensidade corrigida da fragdo isotopomérica de massa com n C-
atomos marcados.

Para facilitar a comparacéo entre os estados de marcacéao de dois metabdlitos
com um diferente nimero de atomos de carbono, a marcacdo normalizada de
carbono (CNL) foi calculada de acordo com a Eqg. 4.3, onde SFL € a soma das
fracbes marcadas de todos os carbonos no fragmento e n é o nimero de atomos de
carbono no fragmento (BORODINA et al., 2005).

oNL = FE Eq. 4.3
n

7.2.11 Modelagem matematica

As SFLs, como descritas no subitem anterior, foram utilizadas como dados de
entrada para uma rotina matematica numérica, que foi utilizada para quantificar os
fluxos no metabolismo central de S. cerevisiae CAT-1. A construcdo matemética foi
descrita previamente (CHRISTENSEN; NIELSEN, 2000) e ndo sera mostrada em
detalhes aqui. Em resumo, para cada iteracdo da rotina numérica, uma estimativa
feita para o conjunto de fluxos e é utilizada para calcular as SFLs através de um

modelo matematico que representa as vias metabdlicas centrais do microrganismo.



54

Em seguida, dois erros sdo gerados: o primeiro comparando-se os valores das SFLs
calculadas com os valores medidos experimentalmente (via GC-MS, como descrito
anteriormente); e o segundo comparando-se os valores dos fluxos calculados com
os fluxos medidos experimentalmente. Se a soma destes dois erros € menor que 0
erro armazenado, a estimativa para o conjunto de fluxos utilizada nesta iteracdo €
considerada a melhor. Caso contrario, esta estimativa é descartada. Em seguida,
uma nova iteracdo € iniciada e o processo segue até que um erro aceitavel seja
atingido, o que significa que os fluxos estimados sdo suficientemente proximos da
melhor distribuicdo de fluxos na rede metabdlica investigada (FONSECA, 2007).

Em termos da drenagem de precursores para biossintese (o0 que corresponde
a uma parte dos chamados fluxos medidos), foi considerada a composi¢cdo em termos
de macromoléculas, para o estado pseudo-estacionario do cultivo de S. cerevisiae.
Demandas anabdlicas foram calculadas de acordo com Frick e Wittmann (2005),
exceto C1, calculada de acordo com Gombert et al. (2001).

4.3 Resultados e discusséo

Cultivos aerdbios em frascos agitados com glicose natural e [1-}*C] glicose
como substrato foram realizados para a elucidacdo dos fluxos metabdlicos de S.
cerevisiae durante o estado pseudo-estacionario de cultivo. A técnica para analise
de fluxos metabdlicos (AFM) utilizada foi a AFM convencional (FONSECA, 2007),
realizada de modo global pela utilizacdo de ajustes numéricos para todos os fluxos
na rede metabdlica (CHRISTENSEN; NIELSEN, 2000).

A partir dos cultivos com glicose natural ndo marcada obteve-se a seguinte
composicdo para as células de S. cerevisiae CAT-1: 49,6% de proteinas, 8,0% de
lipidios, 0,5% de DNA, 11,9% de RNA, 27,0% de carboidratos e 3,0% de cinzas.
Estes valores estdo de acordo com aqueles reportados na literatura para S.
cerevisiae cultivadas em condicbes semelhantes (GOMBERT et al., 2001). Estes

dados foram utilizados para a AFM.
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A reprodutibilidade na determinacdo dos padrbes de marcagao de
aminoacidos derivados da hidrélise da proteina celular foi primeiro verificada pela
comparacao dos resultados obtidos a partir de trés cultivos independentes com [1-
13C] glicose em estado pseudo-estacionario. O erro relativo para as fragdes
isotopoméricas de massa para todos fragmentos analisados foi inferior a 1%,
confirmando o estado estacionario isotdpico. A média das abundancias corrigidas
dos isotopobmeros de massa correspondentes a diferentes fragmentos de
aminoAcidos e SFLs obtidas a partir de cultivos de S. cerevisiae CAT-1 em [1-°C]
glicose sdo mostrados na Tabela 4.1. Para assegurar o ajuste do modelo, utilizaram-
se as SFLs de diferentes aminoacidos derivados de mais de um metabdlito
precursor (GOMBERT et al., 2001; FONSECA, 2007).

A partir destes dados foi feita uma analise de fluxos metabdlicos (AFM)
conforme pode ser observada na Figura 4.1. Destaca-se que maior fluxo através da
piruvato carboxilase em relacdo ao fluxo através da piruvato descarboxilase foi
dirigido por maior demanda anabdlica de oxalacetato citosélico ao invés do
metabolismo fermentativo (Figura 4.1). O piruvato citosolico que € convertido em
acetaldeido foi utilizado para formar tanto etanol como acetato, apesar do primeiro
ter prevalecido. Apesar da formacdo de produtos fermentativos, os fluxos
relacionados a formacéo destes produtos foram baixos quando comparados aqueles
obtidos em trabalho anterior com S. cerevisiae em cultivo descontinuo (GOMBERT
et al., 2001). Contudo os valores se assemelham aos fluxos que levam a formacao
destes produtos, obtidos em cultivos continuos em taxas de diluicdo, que
correspondem ao metabolismo respiro-fermentativo de S. cerevisiae (GOMBERT et
al.,, 2001; ZHANG et al. 2003; FRICK; WITTMANN, 2005), apesar de que o
oxalacetato mitocondrial a partir de fumarato mitocondrial apresentou valor zero,
revelando um metabolismo tendente ao fermentativo em detrimento ao respiratorio
(Figura 4.1). Conforme reportado, uma producdo de etanol ndo significativa pode
ocorrer por conta de taxas de evaporacdo elevadas nos frascos agitados, que
podem comprometer uma analise completa quantitativa dos fluxos (BLANK; SAUER,
2004).
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Tabela 4.1 Abundancias corrigidas dos isotopdmeros de massa correspondentes a

diferentes fragmentos de aminoacidos e SFLs obtidas a partir de cultivos de S.

cerevisiae CAT-1 em [1-*3C] glicose.

Metabdlito m/z SFL mq m; m, ms my ms Mg my Mg Mg
Ser 362 0,23 0,554 0,433 0,013
Ser 390 0,16 0,547 0,431 0,015 0,007
Ala 260 0,16 0,535 0,447 0,013 0,005
Ala 232 0,23 0,578 0,383 0,039
Val 288 0,19 0,333 0,412 0,216 0,033 0,001 0,005
Leu 344 0,24 0,170 0,379 0,330 0,113 0,006 0,001 0,001
Asp 302 0,05 0,927 0,042 0,031
Asp 418 0,14 0,529 0,405 0,034 0,027 0.005
Thr 376 0,18 0,503 0,454 0,039 0,004
Thr 404 0,14 0,525 0,410 0,034 0,027 0,004
lle 200 0,20 0,311 0,420 0,238 0,024 0,006 0,001
Glu 330 0,23 0,304 0,468 0,215 0,011 0,002
Glu 432 0,20 0,324 0,413 0,227 0,029 0,006 0,001
Lys 329 0,28 0,172 0,380 0,339 0,103 0,006 0,000
Lys 431 0,23 0,170 0,379 0,339 0,105 0,007 0,000 0,000
Arg 442 0,18 0,272 0,455 0,235 0,029 0,005 0,003 0,001
Phe 234 0,16 0,214 0,419 0,290 0,066 0,007 0,002 0,001 0,000 0,001
Phe 336 0,14 0,217 0,418 0,282 0,070 0,009 0,002 0,001 0,001 0,000 0,000
Tyr 466 0,14 0,214 0,413 0,282 0,076 0,010 0,002 0,001 0,001 0,001 0,000
His 338 0,09 0,607 0,348 0,027 0,010 0,005 0,003

Ser: serina; Ala: alanina: Val: valina, Leu: leucina; Asp: aspartato; Thr: treonina: lle:
isoleucina; Glu: glutamato; Lys: lisina; Arg: arginina; Phe: fenilalanina; Tyr: tirosina; His:

histidina
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Figura 4.1 Distribuicdo de fluxos metabdlicos em S. cerevisiae CAT-1 cultivada em frasco
agitado com [1-'3C] glicose como substrato limitante, sob condicdes aerébias, com os dados
de marcacdo e metabdlitos extracelulares medidos durante o estado pseudo-estacionario.
Todos os fluxos séo relativos ao consumo de 100 unidades arbitrarias de glicose. Os valores
dos fluxos para reagfes reversiveis estao indicados entre parénteses, representando uma
fracdo do fluxo no sentido oposto da reacéo.
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A concentragdo de glicose (YIN et al.,, 2003; MEIJER et al.,, 1998), sua
velocidade de consumo (BLANK; SAUER, 2004) ou a velocidade especifica de
crescimento do microrganismo (FONSECA et al., 2007) sé&o fatores responsaveis por
desencadear fermentacdo aerobia em leveduras aerdbio-respiratorias e aerodbio-
fermentativas. Baseando-se nos demais fluxos que indiretamente levam a formagéo
de etanol, acredita-se que a concentracdo de glicose no meio de cultivos pode néo
ter sido suficientemente alta para causar uma elevada fermentacéo alcoolica, apesar
de S. cerevisiae CAT-1 ser reconhecidamente uma das principais leveduras
utilizadas em processos industriais, sua producéo de etanol ocorre em ambiente de
alta pressdo osmotica (SALVATO, 2010). Um rendimento de etanol alto requer alta
concentracéo inicial de acucar que gera uma alta pressdo osmoética dos meios sobre
as ceélulas. O efeito da pressdo osmoética pode ser observado em destilarias
brasileiras quando a concentracdo de aclUcar no mosto é maior ou igual a 250 g/L
(SOUZA, 2009). Deste modo, € possivel que o metabolismo fermentativo de S.
cerevisiae precise de concentracdes de glicose ainda maiores para desencadear
uma alta formacao de etanol.

No metabolismo puramente oxidativo, o0 acetaldeido formado é
completamente convertido em acetil CoA citosolico, que é tanto utilizado para
anabolismo no citossol, como transportado para a mitocondria (POSTMA et al.,
1989; BELLAVER et al, 2004; FRICK; WITTMANN, 2005). Neste estudo, o
acetaldeido formado foi completamente utilizado para a sintese de etanol e acetato
(Figura 4.1).

Grande parte do carbono proveniente do fluxo através da piruvato carboxilase
foi transportado para a mitocéndria pelo fluxo de oxalacetato (Figura 4.1). Isto supriu
em grande parte a demanda por proteina e acidos nucleicos na biomassa celular,
exigida principalmente devido a aceleracdo do metabolismo oxidativo da fase
exponencial, haja vista que este carbono seguiu tanto para a formacédo de a-
cetoglutarato ou piruvato mitocondrial, via atividade da enzima malica (OAAmi: —
PYRmi), ambos culminando em biomassa (Figura 4.1). Contudo a drenagem de
oxaloacetato citossélico ou mesmo do préprio piruvato citosélico diretamente para a
formacao de biomassa pouco ocorreu (Tabela 4.1). A atividade da enzima mélica foi
superior a observada em estudos anteriores para S. cerevisiae (GOMBERT et al.,
2001; FRICK; WITTMANN, 2005). O aumento da atividade desta enzima da-se

quando S. cerevisiae altera o metabolismo de puramente oxidativo para fermentativo
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(FRICK; WITTMANN, 2005), que esta associado ao fluxo através da piruvato
carboxilase citosodlica e o transportador de oxalacetato (FONSECA, 2007).

De acordo com Frick e Wittmann (2005), a particdo de fluxo entre glicdlise e
PPP néo se relaciona a capacidade de glicose 6-fosfato desidrogenase, mas a
velocidade especifica de crescimento. Este fluxo estaria relacionando com a
demanda por NADPH, bem como na demanda por precursores como R5P e E4P
(FONSECA, 2007). Assim, o baixo fluxo relativo através da PPP (Figura 4.1) pode
ser relacionado a baixa demanda de NADPH para as varias reacdes anabdlicas
(Tabela 4.2). Neste mesmo n6 da G6P, existe um fluxo referente a fracdo deste
composto que mostra que grande parte do carbono foi desviada para a formacao de
biomassa (carboidratos).

Uma excelente concordancia foi alcancada entre os padrbes de marcacao
isotdpica experimentalmente determinados e aqueles calculados pela modelagem
matematica (CNL) (Tabela 4.3). A mesma afirmacéo vale para os fluxos metabdlicos
(Tabela 4.4). O erro entre fluxos medidos e calculados foi sempre inferior a 1,7%
enquanto o erro entre isotopémeros de massa (CNL) foi sempre inferior a 4,6%.

A atual demanda precursora para a biossintese de glicina depende da
contribuicdo da via de serina (a partir de fosfoglicerato) e treonina aldolase (a partir de
oxalacetato). Baseando-se na atividade relativa de ambas vias, a demanda
correspondente foi adicionada apropriadamente para fosfoglicerato e oxaloacetato,
respectivamente. A demanda de piruvato citosélico e mitocondrial para a sintese de
alanina depende da contribuicdo relativa da rota citosélica e mitocondrial para a
sintese de alanina. Composicdo de proteinas, lipideos e RNA em termos de
aminoacidos, fosfolipideos e nucleotideos, respectivamente, foram calculadas de
acordo com Frick e Wittmann (2005). Demandas anabolicas foram calculadas de
acordo com Frick e Wittmann (2005), exceto C1, calculada de acordo com Gombert et
al. (2001).
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Tabela 4.2 Demanda anabdlica de S. cerevisiae CAT-1 durante cultivos em frascos
agitados. Os dados sdo expressos em pmol/(g MCS) e foram calculados a partir da

composicao celular.

Composto

Demanda anabdlica

Glicose 6-fosfato
Eritrose 4-fosfato
Pentose 5-fosfato
Gliceraldeido 3-fosfato
Fosfoglicerato (para lipidios, nucleotideos)
Fosfoglicerato (para serina + cisteina)
Fosfoglicerato/Oxalacetato (para glicina)®
Oxaloacetato (para treonina, metionina, isoleucina)
Oxaloacetato (para outros)
Fosfoenolpiruvato
Piruvato (para alanina)®
Piruvato (mitocondrial, para outros)
Acetil-CoA (citosdlico)
Acetil-CoA (mitocondrial)
2-Oxoglutarato
C-1
NADPH

1746
290
131

88
32
410
282
346
470
546
363

1172

2420
258

1205
390

12095




Tabela 4.3 CNLs a partir de cultivos de S. cerevisiae CAT-1 em frascos agitados
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Metabdlit m/z C atomos no Precursor Correspondéncia CNL (%) CNL (%)

o] fragmento reportado C-atomo reportada medida calculada
Ser 362 2,3 G3P 2,3 46,0 46,8
Ser 390 1,2,3 G3P 1,2,3 48,3 48,5
Ala 260 1,2,3 PYR 1,2,3 48,8 48,5
Ala 232 2,3 PYR 2,3 46,0 46,8
Val 288 1,2,3,4,5 PYR 1,2,3,4,5 97,3 98,6
Leu 344 1,2,3,4,5,6 PYR + AcCoA 2233+1.2 141,2 140,4
Asp 302 1,2 OAA 1,2 10,3 10,9
Asp 418 1,234 OAA 1,2,3,4 57,3 56,5
Thr 376 2,34 OAA 2,34 54,3 56,5
Thr 404 1,2,3,4 OAA 1,2,3,4 57,6 59,6
lle 200 2,3,4,5,6 OAA + PYR 234+273 99,8 103,3
Glu 330 2,345 AKG 2,345 93,8 93,6
Glu 432 1,2,3,45 AKG 1,2,3,4,5 98,5 100,5
Lys 329 2,3,4,5,6 AKG + AcCoA 2,345+2 139,0 138,9
Lys 431 1,2,3,4,5,6 AKG + AcCoA 2345+1,2 140,0 140,4
Arg 442 1,2,3,4,5,6 AKG + AcCoA 1,2345+2 105,2 100,6
Phe 234 2,3,45,6,7,8,9 E4P + PEP 1,2,3,4+2,2,3,3 125,0 124,8
Phe 336 1,2,3,4,56,789 E4P+PEP 1234+12233 1255 126,4
Tyr 466 1,2,3,4,56,789 E4P+PEP 1,234+1,2233 1275 126,4
His 338 2,3,4,5 P5P + CO 1,2,34+1 46,7 46,8

Ser: serina; Ala: alanina: Val: valina, Leu: leucina; Asp: aspartato; Thr: treonina: lle:
isoleucina; Glu: glutamato; Lys: lisina; Arg: arginina; Phe: fenilalanina; Tyr: tirosina; His:
histidina; G3P: gliceraldeido-3-fosfato; PYR: piruvato; P5P: pentose-5-fosfato; E4P: eritrose-

4-fosfato;

PEP:

fosfoenolpiruvato;

AcCOoA:

acetilCoA; AKG:

a-cetoglutarato;

OAA:

oxalacetato; OGA: oxoglutarato; CO: carbono; CNL: marcacao de carbono normalizada.
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Tabela 4.4 Fluxos metabdlicos medidos e calculados (moles por 100 moles de glicose
consumidos) de S. cerevisiae CAT-1 durante cultivos em frascos agitados

Fluxo Medido Calculado
v31: P5P <-> P5Pqyr 1.3 1.0
v32: E4P <-> E4Poyr 2.9 2.3
v33: G3P <-> G3Poyr 0.9 0.9
v34: PEP <-> PEPgur 5.5 5.4
v35: PYRY'T <-> PYRMITour 11.7 12.3
v36: PYR®'T <> PYRCYToyr 3.6 3.6
v37: OAA®YT <-> OAACYTour 35 3.4
v38: AKG <-> AKGoyr 12.0 135
v39: ACCOAC®"T <-> ACCOA® "oyt 0.0 0.0
v40: ACCOAM™ <-> ACCOAM oyt 2.6 2.7
v41l: SER <-> SERqut 4.1 4.1
v42: GLY <-> GLYour 2.8 3.2
v43: C1l <-> Clgoyr 3.9 3.2
v44: THR <-> THRour 47 4.7

v: fluxo metabdlico; G6P: glicose-6-fosfato; P5P: pentose-5-fosfato; G3P: gliceraldeido-3-
fosfato; E4P: eritrose-4-fosfato; PEP: fosfoenolpiruvato; PYR: piruvato; ACCOA: acetilCoA,
AKG: a-cetoglutarato; OAA: oxalacetato; GLYC: glicerina; C1: carbono; GLY: glicina; SER:
serina; THR: treonina; ©"", citosolico; ™, mitocondrial; oy, para formacéo de biomassa

4.4 Conclusdes

O mapa metabdlico de S. cerevisiae CAT-1 obtido demostra um metabolismo
respiro-fermentativo. De forma interessante, o fluxo correspondente & enzima méalica
foi superior ao observada em estudos anteriores, alterando o metabolismo de
puramente oxidativo para fermentativo, porém a concentracdo de metabdlitos
excretados, como o etanol, ndo refletiu sobre isto, pois foi baixa. A excelente
concordancia entre os padrdes de marcagcdo isotdpica experimentalmente
determinados e aqueles calculados pela modelagem matematica indica que esta
ferramenta analitica pode ser utilizada com seguranca para a investigacdo do
metabolismo. Contudo, no caso deste estudo seria preciso inserir novas vias nao
contempladas no modelo reacional, como aquela que conduz a formacdo de
trealose, bem como utilizar outras demanda anabdlicas reportadas na literatura para

S. cerevisiae que permitam um ajuste ainda melhor do modelo.
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5 CONCLUSOES GERAIS

Das 50 leveduras analisadas, 15 leveduras apresentaram caracteristicas
apropriadas para atender as condicbes empregadas para a caracterizacao
bioquimica.

Quanto a caracterizagdo molecular, as leveduras apresentaram amplificacédo
de diversos tamanhos, sendo necessario a realizacdo de andalise molecular por PCR-
RFLP onde o perfil de bandas gerado sera utilizado para determinar o grau de
similaridade entre as linhagens de leveduras através da construcdo de um
dendograma. O produto amplificado por PCR sera submetido ao sequenciamento de
DNA, o que possibilitard identificar a sequéncia nucleotidica de cada isolado, bem
como estudos filogenéticos para determinar a relacédo evolutiva entre os isolados.

As leveduras selecionadas foram capazes de realizar a fermentacdo, com
producdo de etanol variando de 0,13 a 0,87 g/L, e formacdo de metabdlicos. As
linhagens 37 e BB2 apresentaram parametros cinéticos melhores que os resultados
obtidos da S. cerevisiae CAT-1. Entretanto, a formag&do maxima de etanol foi inferior
a mesma. Nas condi¢des estudadas S. cerevisiae CAT-1 pode ser considerada a
mais adequada para a utilizacdo em processos fermentativos visando a producao de
etanol. Estudos em sacarose e em mosto industrial sdo importantes para dar-se
continuidade a este trabalho.
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ANEXOS

Anexo 1 Gel de agarose 1% corado com brometo de etideo do produto amplificado
por PCR de leveduras isoladas industrialmente. Coluna M, marcador de peso
molecular DNA Ladder 100 pb (Promega); seguido das colunas das respectivas
leveduras BB1, BB2, BB9 e CAT-1.

M BB1 BB2 BB9 CAT-1




Anexo 2 Caracterizacdo morfologica das linhagens avaliadas.
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Linhagens Textura Cor Superficie Bordo
BB1 Rugosa Creme Plana Irregular
BB2 Rugosa Creme Plana Irregular
BB9 Lisa Creme Plana Regular
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Anexo 3 Cinéticas de crescimento em glicose (linhagens S. cerevisiae Cat-1, BB1,

BB2, BBY9, 3, 9, 10, 12, 29, 37, 39, 41, da direita para a esquerda, de cima para

baixo.
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Anexo 4 Dados experimentais referentes as cinéticas de crescimento.
Linhagem CAT-1 (A e B)

Tempo (h)
1
2
3

3,5
4
4,5
5
55
6
6,5
7
7,5
8
8,5
9
9,5
10
10,5
11
11,5

Tempo (h)
1
2
3

3,5
4
4,5
5
55
6
6,5
7
7,5
8
8,5
9
9,5
10
10,5
11
11,5

DO
0,189
0,247
0,335
0,379

0,47
0,559
0,683
0,778

1,42
1,795

2,1
2,455
2,835
3,245
3,765
3,985
4,195

4,32
4,345
4,415

DO
0,188
0,246
0,338
0,384
0,467
0,556
0,665
0,777

1,45

1,8
2,105

2,42

2,81
3,195

3,75

3,94

4,32
4,325
4,415
4,265

GLC (g/L)
10,2562
10,0707
9,3854
9,6682
9,8286
9,6098
9,2970
8,9707
8,8762
8,4816
7,6248
7,1185
6,1746
5,0692
3,6803
2,2664
1,0771
0,0075
0,1274
0,0226

GLC (g/L)
10,0703
10,0569
10,0697
10,1866
9,9458
9,7316
9,4827
9,1238
8,6770
8,3442
7,6206
7,0536
5,6074
4,6884
3,5883
2,0946
0,9669
0,1326
0,1350
0,1239

ETH (g/L)

0

0

0

0
0,0013
0,1316
0,1505
0,1619
0,1932
0,2129
0,2604
0,3023
0,3556
0,5507
0,5139
0,5817
0,6146
0,6562
0,8127

ETH (g/L)

GLI (g/L)
0

O O O O OO O O OO0 O 00O oOOoo o oo

GLI (g/L)
0

O OO O O 0O OO0 O0OO0OO0OOoOOoOOoOOo oo o

ACET (g /L)

ACET (g /L)

0

0

0
0,0847
0,0332
0,0326
0,0497
0,0481
0,0550
0,1375
0,1426
0,1526
0,0338
0,0864
0,0930
0,0890
0,0655
0,0936
0,0993
0,0987

SUC (g/L)
0

O O O O O O O O OO0 O 00O oo oo oo

SUC (g/L)
0

O O OO O 0O OO0 O0OO0O0OO0OO0oOOoO o oo o

LAC (g/L)
0

O O OO o o o o o

o

0,0064
0,0192
0,0084
0,0167
0,0111
0,0149
0,0139

LAC (g/L)
0

O OO OO oo o o o

o

0,0272
0,0139
0,0159
0,0161
0,0138
0,0136



Linhagem 3 (A)

Tempo (h)

1
2
3
3,5
4
4,5
5
55
6
6,5
7
7,5
8
8,5
9
9,5
10
10,5
11
11,5
12
12,5
13
13,5
14
14,5
15
15,5
16

DO
0,105
0,128
0,164
0,195
0,231
0,263
0,309
0,362
0,413
0,478
0,556
0,617
0,754
0,811
0,908
1,530
1,795
1,975
2,300
2,625
2,835
3,010
3,395
3,505
3,745
3,935
4,055
4,340
4,485

GLC (g/L)

10,1405
10,0380
10,1004
10,0542
10,0051
10,0151
9,7879
9,7601
9,5289
8,9236
8,8009
8,1560
7,6274
7,2650
6,8210
6,8921
6,0310
5,7831
5,3192
5,1587
5,0360
4,5560
4,4991
3,6061
2,6952
2,0209
1,3507
0,3807
0

ETH (g/L)
0

O O OO O O 0O O 0O OO0 OoOOoOOoOoOoo oo

o

0,0374
0,0003
0,0538
0,0366
0,0344
0,0602
0,0479
0,0533
0,1027

GLI (g/L)
0

O O O OO oo o o o

o

0,0087

0,0115
0,0098
0,0115
0,0081
0,0100
0,0122
0,0147
0,0132
0,0251
0,0225
0,0175
0,0245
0,0246
0,0245
0,0403

ACEt(g /L)
0

O O O O O O OO O O 0O 00O 0000000 oo oo oo o o

SuC (g/L)
0

O O O O OO OO O OO0 OO0 O0OO0ODO0OO0ODO0OO0O OO oo Ooo o o

LAC (g/L)
0

O O O O O O OO O O 0O 00O 00O 00000 oo oo oo o o
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Linhagem 3 (B)

Tempo (h)
1
2
3

3,5
4
4,5
5
55
6
6,5
7
7,5
8
8,5
9
9,5
10
10,5
11
11,5
12
12,5
13
13,5
14
14,5
15
15,5
16

DO
0,1014
0,127
0,163
0,195
0,233
0,264
0,311
0,357
0,412
0,482
0,551
0,618
0,748
0,807
0,906
1,465
1,825
2,005
2,300
2,635
2,885
3,12
3,285
3,59
3,82
4,04
4,18
4,45
4,56

GLC (g/L)
10,0000
10,2298
10,1724
10,0984
10,2014
10,0120
10,0252
9,7003
9,6298
8,9397
8,3555
7,9680
7,6185
7,5669
7,1000
6,7168
6,5027
6,4098
5,5272
5,1302
5,0120
4,7104
4,4132
4,0002
3,1113
2,8773
2,4287
1,8539
1,2645

ETH (g/L)
0

O O OO O O 0O OO0 O0OO0o0OOoOOoO oo oo

o

0,0140
0,0073
0,0153
0,0142
0,0303
0,0171
0,0575
0,0746
0,0405
0,0525

GLI (g/L)
0

O O OO O O O oo o oo

o

0,0094
0,0094
0,0108
0,0117
0,0089
0,0138
0,0147
0,0149
0,0174
0,0204
0,0109
0,0174
0,0245
0,0182
0,0185

ACEt (g /L)
0

O O O O O O O OO0 O0O0O0OO0OO0O0OO0OO0OO0OO0ODO0OO0OOoOOoOOoOoo oo

SuUC (g/L)
0

O O OO OO OO0 00000000000 O0OO0oOOoOOoOOoooo

LAC (g/L)
0

O O O O O O O OO O0OO0O0OO0OO0OO0OO0OO0OO0OO0ODO0OO0OOoOOoOOoOoo oo
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Linhagem 9 (A)

Tempo (h)

1
2
3

3,5
4
4,5
5
5,5
6
6,5
7
7,5
8
8,5
9
9,5
10
10,5
11
11,5
12
12,5
13
13,5
14
14,5

DO
0,206
0,314
0,358
0,414
0,491
0,588
0,672
0,759
0,898
1,635

191
2,285

2,62
3,085

3,34
3,855
4,265

5,52

5,98

6,44

6,69

6,87

7,26

7,88

8,4

8,55

GLC (g/L)

10,0389
10,3283
10,2732
9,8948
9,6289
9,5343
9,0162
9,0910
8,6025
8,6719
8,6193
8,1285
6,6742
7,2645
6,2260
0
5,8526
5,1251
4,7509
4,6631
4,0193
3,2404
2,9285
2,9398
1,9195
1,3360

ETH (g/L)

0

0

0

0

0
0,0079
0,0054
0,0051
0,0147
0,0277
0,0106
0,0074
0,0181
0,0204
0,0342

0,0280
0,0362
0,0475
0,0863
0,0874
0,1032
0,1262
0,1996
0,1277
0,2690

GLI (g/L)
0

O O O O O o o

0,0078
0,0134
0,0105
0,0089
0,0123
0,0181

0,0168
0,0179
0,0168
0,0306
0,0249
0,0270
0,0296
0,0401
0,0308
0,0496

ACET (g/ L)
0

O O O OO O O O O O O O O oo oo oo o o o o o o

SUC (g/L)
0

O O O OO OO O O O 0O O 0O oo oo oo o o o o o o

LAC (g/L)
0

O O O O O O O O O O O O 0O O 0O oo o oo o o o o o

75



Linhagem 9 (B)

Tempo (h)

1
2
3
3,5
4
4.5
5
55
6
6,5
7
7,5
8
8,5
9
9,5
10
10,5
11
11,5
12
12,5
13
13,5
14
14,5

DO
0,201
0,298
0,356

0,44
0,488
0,576
0,678
0,783
0,913

1,71

1,86

2,23

2,73
3,025

3,52

3,94

4,36

5,81

6,25

6,56

6,98

7,44

7,59

8,17

8,36

8,45

GLC (g/L)

10,0636
10,4063
10,1077
10,3202
9,8003
9,5924
9,4061
8,8324
8,4762
8,3465
8,1971
17,7637
7,5622
7,0793
7,0822
0
6,4462
6,1540
5,5505
4,9136
4,1490
3,3104
3,0802
1,6566
1,4260
1,3095

ETH (g/L)
0

O O O O O o o o

o

0,0045
0,0049
0,0069
0,0086
0,0101

0,0173
0,0447
0,0520
0,0956
0,0915
0,1169
0,0999
0,1125
0,1534
0,2075

GLI (glL)
0
0,0058
0

o O O O

0,0075
0,0092
0,0091
0,0097
0,0107
0,0122
0,0125

0,0179
0,0203
0,0190
0,0277
0,0257
0,0268
0,0318
0,0189
0,0281
0,0457

ACET (g/ L)
0

O O O OO OO OO OO0 OO0 OO0 OO0 OoOOoOOoOoOo oo o o

SUC (g/L)
0

O O O O O OO O 0O OO0 OO0 OO0 OO0 OouOOoO oo oo o o

LAC (g/L)
0

O O O O O OO O O OO0 OO0 OO0 OO0 OoOOoO oo oo o o
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Linhagem 10 (A)

Tempo (h)

1
2
3
3,5
4
4,5
5
55
6
6,5
7
7,5
8
8,5
9
9,5
10
10,5
11
11,5
12
12,5
13
13,5
14
14,5
15

DO
0,129
0,165
0,214
0,236
0,262
0,299
0,334
0,418

0,5
0,563
0,646
0,749
0,863

1,41
1,615

1,86
2,215

2,57
3,045

3,39

3,83
4,145
4,455

4,68

6

6,33

6,34

GLC (g/L)

10,1405
10,0380
10,1004
10,0542
9,7879
9,5903
10,0051
9,7601
8,8009
8,4876
8,3484
8,1560
7,5289
7,4498
7,0883
6,8921
6,6274
5,8324
5,0360
4,9859
4,6977
4,2227
3,5983
3,0571
1,7611
0,4208
0,3606

ETH (g/L) GLI (g/L)

0,0309
0,0299
0,0365
0,0345
0,0351
0,0395
0,0435
0,0525
0,0393
0,0498
0,0492
0,0496
0,0441
0,0816
0,1124
0,1255
0,1139
0,1220
0,0916
0,1235
0,1752
0,1571
0,2057
0,0911
0,3648
0,1676
0,2032

0,0078
0,0125
0,0114
0,0158
0,0193
0,0222
0,0236
0,0299
0,0252
0,0347
0,0270
0,0328
0,0563
0,0648
0,0707
0,0777
0,0663
0,0602
0,0570
0,0589
0,0802
0,0642
0,1426
0,1505
0,1583
0,0859
0,0727

ACET (g/L)

O O O OO O O o o o o

o

0,0062

0,0056

o

O O O O O O o o o o

SuUC (g/L)
0

O O O OO OO O 0O 0O O O O0ODO0ODO0OO0OO0O oo oo OoOo o oo

LAC (g/L)
0

O O O O O OO O 0O 0O 0O O OO0 00O oo oOOoOoOo o oo
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Linhagem 10 (B)

Tempo (h)

1
2
3

3,5
4
4,5
5
5,5
6
6,5
7
7,5
8
8,5
9
9,5
10
10,5
11
11,5
12
12,5
13
13,5
14
14,5
15

DO
0,128
0,157
0,206

0,23
0,269
0,308
0,346
0,426
0,496
0,587
0,668
0,778
0,899

1,44

1,66

2,01

2,46
2,875
3,355

3,67

4,05

4,37

4,66

4,81

6,19

6,7

6,68

GLC (g/L)

10,1286
10,2224
10,1702
10,2279
10,2451
10,0617
9,7659
9,8216
9,9724
9,4766
9,2884
8,8342
8,4660
7,9979
7,5340
7,8537
5,8736
5,2639
4,8887
3,9743
3,0834
2,9180
2,4395
2,3235
1,4278
0,5230
0,4215

ETH (g/L)
0,0301
0,0271
0,0330
0,0382
0,0386
0,0376
0,0410
0,0332
0,0371
0,0473
0,0590
0,0569
0,0748
0,0920
0,1189
0,1410
0,1320
0,1110
0,1084
0,1348
0,2243
0,2296
0,3271
0,3152
0,1147
0,0136
0,1736

GLI (g/L)
0,0054
0,0058
0,0121
0,0125
0,0154
0,0165
0,0185
0,0242
0,0249
0,0282
0,0261
0,0267
0,0522
0,0523
0,0663
0,0719
0,0622
0,0451
0,0537
0,0859
0,0865
0,0835
0,1213
0,1172
0,1353
0,0684
0,0789

ACET (g/L)

O O O O OO O 0O O OO0 OO0 0O OO0 O0oOOo0obouobOoOOoOooo oo

SUC (g/L)
0

O O O O O O O O O OO0 0O OO0 0O OO0 0O oOoOOoOOo oo oo

LAC (g/L)
0

O O O O OO O 0O O OO0 0O OO0 0O OO0 OoOOouoOoOoOo oo oo
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Linhagem 12 (A)

Tempo (h)
1
2
3

3,5
4
4,5
5
55
6
6,5
7
7,5
8
8,5
9
10
10,5
11
11,5
12
12,5
13
13,5
14
14,5

DO
0,124
0,183
0,276

0,33
0,431
0,506
0,615
0,727
0,852
0,949

1,84

1,94
2,055
2,335

2,47

2,74
2,965

3,22
3,375

3,54
3,715

4,01

5,32

5,13

5,48

GLC (g/L)
10,2324
9,8115
9,7241
9,9308
9,4335
9,0469
8,4434
8,0986
7,4271
7,2866
6,8002
6,6947
6,6146
6,6136
5,7620
5,4693
5,0476
4,5021
3,9312
2,7082
1,9337
1,9154
1,5532
1,4506
1,1382

ETH (g/L)

O O O O O o o

0,0049
0,0053
0,0081
0,0052
0,0172
0,0319
0,0513
0,0721
0,0591
0,0969
0,1241
0,0456
0,1559
0,1050
0,1393
0,1803
0,1149

GLI (g/L)
0

O O O O O o o o

0,0091
0,0082

0,0116
0,0169
0,0222
0,0209
0,0177
0,0225
0,0142
0,0255
0,0175
0,0181
0,0247
0,0160

ACET (g/L)

O O O O O O O O O OO0 O OO0 0O OO0 OoOouooOo oo o o

SUC (g/L)
0

O O O O O O O O O OO0 0O OO0 0O oo OoOOoOoOoOo oo o

LAC (g/L)
0

O O O O OO O 0O O OO0 0O OO0 o0 oo OoOOoOooo oo
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Linhagem 12 (B)

Tempo (h)
1
2
3

3,5
4
4,5
5
55
6
6,5
7
7.5
8
8,5
9
10
10,5
11
11,5
12
12,5
13
13,5
14
14,5

DO
0,143
0,196
0,294
0,355
0,468
0,534
0,651
0,765
0,896
0,994
1,825
1,95
2,195
2,375
2,75
2,845
3,05
3,27
3,465
3,7
3,875
4,24
5,05
5,06
5,17

GLC (g/L)
8,1180
9,9547
10,4172
10,3338
10,4577
10,1861
7,8331
8,5608
8,1690
6,1171
7,7136
5,8176
5,8393
5,4409
7,6738
7,6086
6,5972
2,4571
4,7048
2,6445
2,4219
1,5386
2,3494
2,0025
1,1672

ETH (g/L)
0

O O O O O O o o o

o

0,0072
0,0080
0,0252
0,0324
0,0525
0,0914
0,0508
0,0927
0,0599
0,1228
0,1060
0,1512
0,1072
0,0706

GLI (g/L)

O O O O O O o o o

o

0,0088

0,0088
0,0087
0,0156
0,0177
0,0201
0,0098
0,0233
0,0143
0,0174
0,0122
0,0201
0,0179
0,0105

ACET (g/ L)
0

O O O O OO 0O O OO 0O OO0 OO0 oo Oo oo o o

SuUC (g/L)
0

O O O O O O 0O O OO 0O OO0 OO0 oo Oo oo o o

LAC (g/L)
0

O O O O O O O O O OO0 OO0 O0OOoOouD oo oo o o o
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Linhagem 29 (A e B)

Tempo (h)
1
2
3

3,5
4
4,5
5
55
6
6,5
7
7,5
8
8,5
9
9,5
10
10,5
11
11,5
12

Tempo (h)

3,5
4,5
5,5
6,5
7,5
8,5
9,5
10
10,5
11

11,5
12

DO GLC(g/ll) ETH(g/L) GLI(g/lLl) ACET (g/L) SUC (g/L) LAC (glL)

0,211
0,276
0,398
0,473
0,588
0,671
0,885
1,355
1,745
2,045
2,435
2,94
3,66
3,815
4,295
4,77
4,79
4,81
5,15
5,23
5,97

DO
0,215
0,279
0,399
0,485
0,594
0,672
0,887
1,365
1,75
2,08
2,505
2,99
3,445
3,745
4,21
4,34
4,47
4,92
5,25
5,63
6,12

9,8691
9,5418
9,1359
8,8573
8,5190
8,0771
7,8615
7,8346
7,5562
6,7719
6,6381
6,5560
6,1075
6,0426
5,4560
4,9905
4,5627
3,9340
3,2610
1,6972
0,2545

0

O OO O oo oo oo

0
0,0257
0,0329

0
0,0418
0,0634
0,0472
0,0989
0,1140
0,1458

0,0048
0
0,0080
0,0083
0,0080
0,0109
0,0108
0,0125
0,0144
0
0,0152
0,0155
0,0156
0,0254
0,0299
0,0337

O O O o oo

0
0,0130
0,0126
0,0105
0,0108
0,0203
0,0227
0,0229

0
0,0228
0,0242
0,0182
0,0287
0,0296
0,0306

0

O O OO O 0O OO0 0O O0OO0OO0OO0OOoOOoOOoOoo oo

0,0485
0,0685
0,0675
0,0441
0,0491
0,0514
0
0,0731
0,0615
0,0527
0,0716
0,0704
0,0713
0,0754
0
0,0666
0,0617
0,0547
0,0797
0,0822
0,0860

GLC (g/L) ETH(g/L) GLI(g/L) ACET (g/lL) SUC (g/L) LAC (g/L)

10,0128
10,0861
9,4630
9,1649
8,9159
8,6904
8,1656
8,0049
7,8925
7,8512
7,4290
6,9014
6,5228
6,2967
5,7401
5,4600
4,9858
4,1921
3,5818
1,9198
0,3804

0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

0
0,0260
0,0320
0,0495
0,0557
0,0684
0,0943
0,1162
0,1088

0

0
0,0047
0,0046
0,0061
0,0048

0
0,0076
0,0095
0,0073
0,0140
0,0112
0,0143
0,0083
0,0135
0,0164
0,0191
0,0254
0,0266
0,0367
0,0345

0

O O O o o

0,0130
0,0126
0,0105
0,0108
0,0203
0,0227
0,0229

0,0228
0,0242
0,0182
0,0287
0,0296
0,0306

O OO O O O0O0O0O0OO0O0O 00000 OoOOoOOoOo oo

0,0485
0,0685
0,0675
0,0441
0,0491
0,0514
0
0,0731
0,0615
0,0527
0,0716
0,0704
0,0713
0,0754
0
0,0666
0,0617
0,0547
0,0797
0,0822
0,0860

81



Linhagem 37 (A e B)

Tempo (h)
1
2
3

3,5
4
4,5
5
55
6
6,5
7
7,5
8
8,5
9
9,5
10
10,5
11
11,5
12
12,5
13

Tempo (h)
1
2
3
3,5
4
4,5

55
6,5
7,5
8,5

9,5
10
10,5
11
115
12
12,5
13

DO GLC (g/L)

0,17
0,206
0,293
0,355
0,429
0,563
0,698
0,822

1,45

1,84

2,11
2,595
3,045
3,535

4,09

4,62

6,23

6,71

7,49

8,1

7,94

8,04

8,39

DO
0,163
0,217
0,324
0,383
0,471
0,595
0,724
0,853

1,55
1,93
2,275
2,75
3,075
3,525
4,065
4,63
6,17
6,76
7,36
7,76
8,09
8,14
7,84

10,2113
9,9887
9,8956
9,5259
9,7428
9,6521
9,3533
9,0416
8,5807
8,2962
7,5855
6,6173
6,0289
5,1634
4,8190
4,3072
3,7295
3,2228
1,9496
0,0553
0,0123

0
0

GLC (g/L)
10,1570
10,0425
9,9307
9,8809
9,7683
9,6665
9,2663
8,8692
8,2006
7,3636
7,0619
6,5064
5,8997
5,4516
5,0088
4,3868
4,0356
3,0337
2,5066
1,4167
0,4755

0
0

ETH (g/L) GLI (g/L)

ACET (g/L)

O OO 0000000000000 O0OO0O0OO0OOoO oo

ETH (g/L) GLI(g/Ll) ACET (g/L)

0 0
0,0363 0
0,0387 0,0050
0,0354 0,0048
0,0352 0,0077
0,0416 0,0080
0,0380 0,0093
0,0385 0,0089
0,0338 0,0113
0,0373 0,0111
0,0526 0,0114
0,0432 0,0135
0,0729 0,0156
0,0522 0,0137
0,1057 0,0172
0,1290 0,0194
0,2078 0,0327
0,1634 0,0426
0,3028 0,0507
0,2321 0,0197
0,4227 0,0507
0,1779 0,0139
0,2316 0,0205

0 0
0,0341 0
0,0314 0
0,0318 0,0055
0,0398 0,0067
0,0308 0,0065
0,0374 0,0079
0,0347 0,0074
0,0329 0,0086
0,0408 0,0097
0,0401 0,0082
0,0454 0,0108
0,0533 0,0102
0,0196 0,0142
0,1107 0,0163
0,1015 0,0163
0,1272 0,0352
0,2889 0,0429

0 0
0,3267 0,0477
0,4461 0,0537
0,3547 0,0359
0,2273 0,0185

OO OO0 O0ODO0O0D0D0D0D0D0D0DO0ODO0OD0O0O0OO0OO0OOoOOoOOo

SUC (g/L)

O OO 0000000000000 O0OO0OO0OOoOOoO oo

SUC (g/L)

el elNeolNeolNeolNeolNelNeolNolNeololNololololNolNololNolNolNolNoRlNo

LAC (g/L)
0

O OO 000000000000 O0OO0OOoOOoOOoo

o

LAC (g/L)
0

(el elNelNeolNeolNeolNeolNeolNeolNeolNolNololololololNololNolNolNe



Linhagem 39 (A e B)

Tempo (h) DO GLC(g/L) ETH (g/L) GLI(g/L) ACET (g/L) SUC (g/L) LAC (g/L)

1 0,132 10,7740 0 0 0 0 0
2 0,164 11,7286 0 0 0 0 0
3 0,208 19,8543 0 0 0 0 0
3,5 0,292 10,1485 0 0 0 0 0
4 0,359 11,4696 0 0 0 0 0
4,5 0,419 11,4791 0 0 0 0 0
5 0,495 11,6137 0 0 0 0 0
55 0,595 11,3428 0 0 0 0 0
6 0,706 11,2861 0 0 0 0 0
6,5 0,837 11,2017 0 0 0 0 0
7 0,961 11,0380 0,0238 0 0 0 0
7,5 1,74 10,8770 0,0263 0 0 0 0
8 2,095 10,6116 0,0408 0,0054 0 0 0
8,5 2,43 10,2618 0,0438 0,0075 0 0 0
9 2,81 10,0286 0,0463 0,0072 0 0 0
9,5 3,195 8,9448 0,0316 0,0088 0 0 0
10 3,67 5,3099 0,0551 0,0085 0 0 0
10,5 4,01  5,8005 0,0892 0,0188 0 0 0
11 4,41 7,711 0,1227 0,0335 0 0 0
11,5 564  3,7773 0,0809 0,0246 0 0 0
12 6,28  4,4815 0,1933 0,0311 0 0 0
12,5 6,76  3,0874 0,1772 0,0349 0 0 0
13 7,2 1,5876 0,2083 0,0292 0 0 0

Tempo (h) DO GLC(g/L) ETH (g/L) GLI(g/L) ACET (g/L) SUC (g/L) LAC (g/L)

1 0,17 10,0095 0 0 0 0 0
2 0,206 10,5942 0 0 0 0 0
3 0,286  0,9000 0 0 0 0 0
3,5 0,353 12,8494 0 0 0 0 0
4 0,404 10,4751 0 0 0 0 0
4,5 0,502 10,4202 0 0 0 0 0
5 0,564 9,5246 0 0 0 0 0
55 0,694 10,3161 0 0 0 0 0
6 0,823 10,1942 0 0 0 0 0
6,5 0,928 10,1334 0 0 0 0 0
7 1,81  9,9989 0 0 0 0 0
7,5 2,065 9,7818 0 0 0 0 0
8 2,455 9,4912 0 0 0 0 0
8,5 2,76 94611 0,0340 0,0097 0 0 0
9 3,145 8,9910 0,0317 0,0060 0 0 0
9,5 3,56  4,8820 0,0417 0,0049 0 0 0
10 401 6,3759 0,0658 0,0131 0 0 0
10,5 435 4,4892 0,0675 0,0149 0 0 0
11 5,83  6,5280 0,1376 0,0268 0 0 0
11,5 6,34  3,2781 0,1260 0,0189 0 0 0
12 6,87  3,0588 0,1678 0,0193 0 0 0
12,5 7,48  1,7365 0,1757 0,0195 0 0 0
13 7,64  0,7783 0,1581 0,0186 0 0



Linhagem 41 (A e B)
Tempo (h) DO GLC(g/L) ETH (g/L) GLI(g/L) ACET (g/L) SUC (g/L) LAC (g/L)

1 0,171 10,1792 0 0,0047 0 0 0
2 0,237 10,0220 0 0,0058 0 0 0
3 0,376  9,9170 0 0,0064 0 0 0
3,5 0,449 9,7652 0 0,0063 0 0 0
4 0,568 9,6107 0 0,0068 0 0 0
4,5 0,571 9,5344 0 0,0077 0 0 0
5 0,792 9,2414 0,0627 0,0081 0 0 0
55 1,34 9,0558 0,0276 0,0082 0,0089 0 0
6 1,485 8,5883 0,0840 0,0113 0,0088 0 0
6,5 1,755 8,0378 0,0582 0,0135 0 0 0
7 2,05 17,3977 0,1154 0,0153 0 0 0
7,5 2,355 6,5320 0,0793 0,0193 0 0 0
8 2,74 5,6580 0,1911 0,0236 0 0 0
8,5 3,14  4,6449 0,1448 0,0297 0 0 0
9 3,415 3,5506 0,2860 0,0382 0 0 0
9,5 3,795 2,0624 0,0342 0,0484 0 0 0
10 4,22 0,3506 0,0150 0,0562 0 0 0
10,5 4,82 0,0390 0,3973 0,0509 0 0 0
11 4,35 0 0,3382 0,0391 0 0 0
11,5 4,37 0,0108 0,4012 0,0120 0 0 0
12 4,255 0,0045 0,1413 0 0 0 0

Tempo (h) DO GLC (g/L) ETH (g/L) GLI (g/L) ACET (g/L) SUC (g/L) LAC (g/L)

1 0,144 10,0000 0 0,0043 0 0 0
2 0,194 9,9218 0 0,0049 0 0 0
3 0,323 9,7652 0 0,0061 0 0 0
3,5 0,392 9,7037 0 0,0057 0 0 0
4 0,499 9,5728 0 0,0062 0 0 0
4,5 0,665 19,4247 0 0,0065 0 0 0
5 0,705 9,2382 0,0356 0,0071 0,0503 0 0
55 1,15 9,0073 0,0391 0,0099 0,0084 0 0
6 146  8,6648 0,0569 0,0110 0,0083 0 0
6,5 1,545 88,1261 0,0691 0,0109 0 0 0
7 185 7,6753 0,0661 0,0139 0 0 0
7,5 2,195 6,9512 0,0762 0,0180 0 0 0
8 2,485 16,1691 0,1513 0,0207 0 0 0
8,5 2,87 51791 0,1824 0,0262 0 0 0
9 3,185 4,1783 0,2469 0,0333 0 0 0
9,5 3,625 2,8056 0,1639 0,0412 0 0 0
10 3,98 11,1178 0,3678 0,0473 0 0 0
10,5 4,165 0,0866 0,3139 0,0532 0 0 0
11 439 0,0170 0,2657 0,0475 0 0 0
11,5 4,345 0 0,2171 0,0242 0 0 0
12 4,27 0 0,2199 0,0072 0 0 0



Linhagem 42 (A e B)
Tempo () DO GLC(g/Ll) ETH (g/L) GLI(g/L) ACET (g/L) SUC (G/L) LAC (G/L)

1 0,129 10,2308 0 0 0 0 0
2 0,175 10,0076 0 0 0 0 0
3 0,264 19,9115 0 0 0 0 0
3,5 0,312 19,8274 0 0 0 0 0
4 0,381 9,5164 0 0 0 0 0
4,5 0,459 19,4184 0 0 0 0 0
5 0,536 9,1156 0 0 0 0 0
55 0,632 8,8526 0 0 0 0 0
6 0,749 8,9851 0 0 0 0 0
6,5 0,846 8,4185 0 0 0 0 0
7 0,982 8,2754 0 0 0 0 0
7,5 1,935 8,0269 0 0 0 0 0
8 2,05 7,9686 0 0 0 0 0
8,5 2,505 7,8804 0 0 0 0 0
9 2,74 74271 0 0 0 0 0
9,5 3,2 7,0018 0,0307 0 0 0 0
10 3,5 6,9902 0,0416 0 0 0 0
10,5 3,7 6,5927 0,0446 0,0069 0 0 0
11 4,17  6,1448 0,0539 0,0078 0,0074 0 0
11,5 512 5,8185 0,0523 0 0 0 0
12 5,67 4,8031 0,0778 0,0115 0,0088 0 0
12,5 6,34  3,4240 0,0711 0,0133 0 0 0
13 6,38  2,4667 0,0359 0,0081 0 0 0
13,5 6,86 0,2091 0,0915 0,0122 0 0 0

Tempo (h) DO GLC (g/L) ETH (g/L) GLI(g/L) ACET (g/L) SUC (g/L) LAC (g/L)

1 0,133 10,6152 0 0 0 0 0
2 0,186 10,3721 0 0 0 0 0
3 0,26 10,2266 0 0 0 0 0
3,5 0,32 10,0190 0 0 0 0 0
4 0,377 19,9770 0 0 0 0 0
4,5 0,453 19,5698 0 0 0 0 0
5 0,535 19,3558 0 0 0 0 0
55 0,667 9,0240 0 0 0 0 0
6 0,79  8,7528 0 0 0 0 0
6,5 0,886 8,7507 0 0 0 0 0
7 0,998 8,7231 0 0 0 0 0
7,5 1,895 8,6036 0 0 0 0 0
8 2,015 8,4305 0 0 0 0 0
8,5 2,535 18,1842 0 0 0 0 0
9 2,825 7,8458 0 0 0 0 0
9,5 3,315 7,4833 0,0316 0 0 0 0
10 3,57  7,0993 0,0248 0 0 0 0
10,5 3,89 6,9199 0,0391 0,0078 0,0087 0 0
11 4,325 6,4637 0,0390 0,0084 0 0 0
11,5 5,62  5,9896 0,0578 0,0098 0,0074 0 0
12 573 5,0262 0,0793 0,0125 0,0081 0 0
12,5 6,67  3,6442 0,0531 0,0158 0 0 0
13 6,79 2,6173 0,1229 0,0150 0,0084 0 0
13,5 7,09 0,2608 0,0799 0,0137 0 0 0



Linhagem 43 (A)

Tempo (h)

1
2
3
3,5
4
4,5
5
55
6
6,5
7
7,5
8
8,5
9
9,5
10
10,5
11
11,5
12
12,5
13
13,5
14
14,5
15
15,5

DO GLC (glL)

0,205
0,395
0,259
0,318
0,367
0,431
0,51
0,605
0,682
0,806
0,902
1,455
1,705
1,865
2
2,98
3,345
3,61
4,09
4,405
6,54
6,86
7,5
8,09
8,65
8,87
8,85
8,86

9,6524
9,2937
9,2484
9,0320
8,9558
8,8826
8,5104
8,3443
8,1770
7,9982
7,3567
7,0234
6,8685
6,3730
6,1755
5,8348
5,5985
5,2569
4,2993
3,8268
3,3123
2,8184
2,1899
1,7139
1,0917
0,4851
0,3501
0,2666

ETH (g/L)

0,0317
0,0262
0,0256
0,0078
0,0287
0,0347
0,0311
0,0378

0

0
0,0446
0,0392
0,0990

0,0644

0,1101
0,0861
0,0769
0,0939
0,1889
0,0981
0,0689
0,0788
0,1096
0,0869
0,1035
0,0917

GLI (g/L)
0,0104
0,0094
0,0079
0,0103
0,0113
0,0093
0,0156
0,0181

0

0
0,0196
0,0171
0,0237

0,0273

0,0527
0,0390
0,0324
0,0880
0,0859
0,0141
0,0814
0,0584
0,0417
0,0692
0,0320
0,0309

ACET (g/ L)
0

O O O O O O OO O 0O 0O OO0 0O OO0 O0oOoOouoOoOoOo o oo

SUC (g/L)
0

O O O O O O OO O 0O 0O OO0 O0OO0OO0ODO0oOOoO o ouoOoOoOo o oo

LAC (g/L)
0

O O O O O O OO O 0O 0O OO0 0O O0OO0ODO0OO0oOOoOouoOoOoOo o oo
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Linhagem 43 (B)

Tempo (h)
1
2
3

3,5
4
4,5
5
55
6
6,5
7
7,5
8
8,5
9
9,5
10
10,5
11
11,5
12
12,5
13
13,5
14
14,5
15
15,5

DO  GLC (g/L)

0,195
0,375
0,254
0,309
0,352
0,422
0,526
0,589
0,673
0,778
0,887
1,355
1,68
1,76
1,915
2,5
3,18
3,41
3,89
4,38
6,63
6,87
7,05
7,95
8,78
8,76
8,74
8,76

9,7694
9,7068
9,4452
9,1147
8,6879
8,5842
8,3261
8,0257
7,8852
7,5348
7,1266
6,7990
6,6058
6,0590
5,7964
5,5909
5,1615
4,6607
3,8551
3,3439
3,0396
2,8581
2,3343
1,6748
1,3467
0,4772
0,1392
0,0068

ETH (g/L)

0

0
0,0047
0,0389
0,0335
0,0294
0,0310

0,0454
0,0355

0,0519
0,0820
0,0586
0,0759
0,0604
0,1051
0,0982
0,1342
0,1560
0,2113
0,1264
0,0782
0,0928
0,1749
0,0522
0,0764
0,0989

GLI (g/L)

0

0
0,0062
0,0103
0,0104
0,0110
0,0145

0,0181
0,0145

0,0229
0,0240
0,0286
0,0369
0,0484
0,0550
0,0590
0,0682
0,0807
0,1047
0,0605
0,0588
0,0567
0,0642
0,0179
0,0356
0,0679

ACET (g/ L)
0

O O O O O OO O O OO0 OO0 000000 OoOoOOoOo oo o o

suC (g/L)
0

O O O OO OO0 O O OO OO0 OO0 OO0 OO0 OoOOoOOoOo oo oo

LAC (g/L)
0

O O O O O OO O O OO0 OO0 OO0 OO0 O0OO0OOoOoOOoOoO oo o o

87



Linhagem 44 (A e B)

Tempo(h) DO GLC(g/L) ETH(g/L) GLI(g/lL) ACET(g/ L) SUC(g/L) LAC (g/L)

1 0,259 10,0552 0 0,0065 0 0 0
2 0,378 10,0410 0 0,0103 0 0 0
3 0,487 10,0293 0,0354 0,0138 0 0 0
3,5 0,503 9,6856 0,0277 0,0180 0 0 0
4 0,715 9,9188 0,0409 0,0159 0 0 0
4,5 0,816 9,6856 0,0259 0,0214 0 0 0
5 0,962 9,6559 0,0474 0,0249 0 0 0
55 1,36 9,6343 0,0475 0,0227 0 0 0
6 1,555 9,4129 0,0577 0,0253 0 0 0
6,5 2,015 9,1075 0,0396 0,0296 0 0 0
7 2,335 8,8256 0,0469 0,0343 0 0 0
7,5 2,835 7,5541 0,0802 0,0358 0 0 0
8 3,415 7,8592 0,0445 0,0452 0 0 0
8,5 3,79 7,0486 0,0599 0,0500 0 0 0
9 4,33 6,2183 0,1248 0,0542 0 0 0
9,5 3,63 5,9378 0,0700 0,0679 0 0 0
10 4,1 4,8710 0,0811 0,0655 0 0 0
10,5 4,18 4,5699 0,1423 0,0909 0 0 0
11 4,08 3,4509 0,3872 0 0 0 0
11,5 4,48 2,8021 0,1794 0,0959 0 0 0
12 5,52 1,9921 0,3256 0,1124 0 0 0
12,5 6,33 0,7444 0,1503 0,0619 0 0 0
13 6,49 0,3966 0,1740 0,0873 0 0 0
13,5 6,701 0 0,2172 0,0554 0 0 0

Tempo (h) DO GLC(g/L) ETH(g/L) GLI(g/L) ACET (g/L) SUC (g/L) LAC (g/L)
1 0 0

0,227 10,1952 0 0,0055 0
2 0,316 9,8881 0,0311 0,0094 0 0 0
3 0,466  9,7839 0,0371 0,0133 0 0 0
3,5 0,539 9,6778 0 0,0000 0 0 0
4 0,647  9,9581 0,0286 0,0151 0 0 0
4,5 0,778  9,6941 0,0424 0 0 0 0
5 0,892  9,6069 0,0333 0,0166 0 0 0
55 1,26 9,0337 0,0347 0,0188 0 0 0
6 1,48 8,6731 0,0497 0,0239 0 0 0
6,5 1,81 8,1798 0,0417 0,0273 0 0 0
7 2,18 8,1626 0,0523 0,0313 0 0 0
7,5 2,73 7,9871 0,0588 0,0398 0 0 0
8 3,065  7,1916 0,0607 0,0419 0 0 0
8,5 3,605 6,6776 0,0696 0,0478 0 0 0
9 4,285  6,0348 0,0502 0,0540 0 0 0
9,5 3,64 51191 0 0 0 0 0
10 4,08 4,9012 0,1912 0,0750 0 0 0
10,5 4,39 4,1678 0,1238 0,0868 0 0 0
11 4,44 2,7730 0,3100 0 0 0 0
11,5 4,25 1,6153 0,1459 0,0670 0 0 0
12 5,34 1,2892 0,3118 0,1067 0 0 0
12,5 5,7 0,0165 0,0000 0,0000 0 0 0
13 6,9 0,0811 0,2171 0,0626 0 0 0
13,5 6,84 0,0583 0,1908 0,0512 0 0 0



Linhagem BB1 (A e B)

Tempo (h)
1
2
3

3,5
4
4,5
5
55
6
6,5
7
7,5
8
8,5
9
9,5
10
10,5

Tempo (h)

3,5

4,5

55

6,5

7,5

8,5

9,5

10
10,5

DO
0,228
0,331
0,514
0,636
0,852

1,28

1,53
2,055
2,855

3,06

3,78

4,3

3,98

5,19

5,56

5,19

4,46

5,47

DO
0,209
0,312
0,506
0,657
0,853

1,27
1,565

2,22

2,55

2,96

3,41

4,15

4,28

3,85

4,53

4,41

4,12

4,31

GLC (g/L)
10,0220
10,5348
10,0700
10,2474
10,0008
10,0187
9,1207
9,4051
8,8040
7,8599
6,6723
4,9884
2,9557
0,8719

0

0
0
0

GLC (g/L)
10,2552
10,0402
10,4318
9,9801
9,8500
9,7942
9,3908
9,1901
8,5163
7,5776
6,3681
4,7745
2,9225
1,0104

0

0
0
0

ETH (g/L)
0,3371
0,3376
0,3067
0,3112
0,3149
0,3142
0,3129
0,2974
0,2859
0,2213
0,2544
0,1145
0,0843
0,1677
0,1644
0,2388
0,2172
0,1885

ETH (g/L)
0,3376
0,3233

0
0,3106
0,3183
0,4105
0,3098
0,3036
0,2563
0,2042
0,2107
0,1215
0,0635
0,1624
0,2342
0,2398
0,0399
0,1396

GLI (g/L)
0,0049
0,0065

0
0,0067
0
0,0075
0,0088
0,0129
0,0193
0,0340
0,0518
0,0754
0,1061
0,1225
0,1337
0,1271
0,1027
0,0963

GLI (g/L)
0,0060
0
0,0064
0,0064
0,0072
0,0549
0,0100
0,0163
0,2918
0,0426
0,0658
0,0917
0,0128
0,1645
0,1797
0,1724
0,1288
0,1400

ACET (g/ L)
0

O O O OO OO O o o o o o o o o o

ACET (g/ L)

0

O O O O OO OO O o oo oo o o o

SUC (g/L)
0

O O O OO0 O o o o o o

o

0,0069
0,0133

SuUC (g/L)
0

O O O O O o o oo o o

o

0,012
0,014
0,008

LAC (g/L)
0

O O O OO O O O O O o o o o o o o

LAC (g/L)

O O O O O 0O OO O O O o o o o o o o



Linhagem BB2 (A e B)

Tempo (h)
1
2
3

3,5
4
4,5
5
55
6
6,5
7
7,5
8
8,5
9
9,5
10
10,5
11
11,5
12

Tempo (h)

3,5
4,5
55
6,5
7,5
8,5
9,5

10
10,5

11

115
12

DO
0,193
0,284
0,429
0,581
0,756
0,936
1,775

2,09

2,55
3,215

3,75

5,48

6,13

7,28

7,73

8,12

8,88

8,38

8,52

9,7

9,58

DO
0,187
0,293
0,436
0,579
0,738
0,921

1,78
2,125

2,54
3,135
3,835

5,51

6,18

7,07

8,13

8,21

8,58

8,48

9,5

8,5

9,58

GLC (g/L)

9,9030
9,6049
9,5499
9,2154
9,3386
9,1723
8,7627
8,6588
8,2637
7,5762
6,6766
5,5359
4,1856
2,1062
0,2536

0
0,0042

0

0
0,0049
0,0044

GLC (g/L)
10,1798

9,7571
9,5512
9,3462
9,4635
9,2133
8,8985
8,9291
8,5105
7,8565
6,8195
5,7368
3,8176
2,6029
0,4487

ETH (g/L)
0
0,0425
0,0308
0,0365
0,0448
0
0
0,0275
0,0289
0,0466
0,0135
0,1666
0,1798
0,3276
0,3883
0,2885
0,3895
0,3012
0,1826
0,3721
0,2760

ETH (g/L)
0
0,0382
0,0354
0,0382
0,0410
0
0
0
0,0291
0,0380
0,0975
0,1633
0,2117
0,3040
0,3983
0,2480
0,2389
0,3512
0,3145
0,2546
0,3964

GLI (g/L)
0,0086
0,0030
0,0133
0,0145
0,0188

0
0,0110
0,0144
0,0224
0,0335
0,0527
0,0826
0,1138
0,1601
0,1900
0,1845
0,1738
0,1353
0,0504
0,1212
0,0955

GLI (g/L)
0,0090
0,0096
0,0118
0,0127
0,0151
0,0088
0,0107
0,0131
0,0178
0,0314
0,0499
0,0760
0,1153
0,1647
0,1945
0,1529
0,1257
0,1460
0,1471
0,1277
0,1080

ACET (g/ L)
0
0
0,0120
0,0149
0,0227

0,0149
0,0187
0,0200
0,0245
0,0204
0,0261
0,0246
0,0290
0,0281
0,0185
0,0179
0,0092

0,0065

ACET (g/L)

0

0
0,0103
0,0138
0,0208
0,0113
0,0135
0,0157
0,0215
0,0238
0,0261
0,0254
0,0227
0,0312
0,0306
0,0252
0,0157
0,0136
0,0113

SuC (g/L)
0

O O OO O 0O 0O 0O OO0 0O O0OO0oOOoODOoOOoOOo oo o

SuUC (g/L)

0

O O O O O O OO0 000000 oo o o o

LAC (g/L)
0

O O O o

0
0,0189
0,0179
0,0176
0,0180
0,0180
0,0183
0,0185
0,0174
0,0169
0,0163
0,0173
0,0146
0,0064
0,0140
0,0123

LAC (g/L)



Linhagem BB9 (A)

Tempo (h)

1
2
3

3,5
4
45
5
5,5
6
6,5
7
7,5
8
8,5
9
9,5
10
10,5
11
11,5
12
12,5
13
13,5
14
14,5
15
15,5
16
16,5
17
17,5

DO
0,203
0,23
0,252
0,257
0,283
0,291
0,327
0,343
0,368
0,411
0,467
0,486
0,52
0,57
0,624
0,708
0,821
0,837
1,425
1,59
1,68
1,78
2,105
2,305
2,375
2,665
2,98
2,99
3,425
3,3
3,515
3,45

GLC (g/L)

9,6678
9,3931
9,3084
9,1950
9,1217
8,9894
8,8343
8,9028
8,7583
8,6060
8,4478
8,3953
8,1312
7,7943
7,5947
7,3338
7,2544
6,8689
6,5907
6,0891
5,6297
5,1520
4,6587
4,0710
3,3580
2,6870
1,8338
1,0105
0,1749
0
0,0061
0,0060

ETH (g/L)
0,0398
0,0402
0,0505
0,0590
0,0538
0,0590
0,0218
0,0498
0,0512
0,0642
0,0855
0,0937
0,0747
0,0749
0,0889
0,0764
0,1478
0,1571
0,0770
0,1503
0,0935
0,2123
0,1740
0,1813
0,3229
0,2996
0,3832
0,4051
0,3565
0,4289
0,4773
0,3903

GLI (g/L)
0,0195
0,0309
0,0352
0,0376
0,0375
0,0451
0,0336
0,0463
0,0577
0,0665
0,0719
0,0806
0,0867
0,0732
0,0582
0,0633
0,1369
0,1512
0,0598
0,1847
0,1122
0,2270
0,2455
0,2846
0,3040
0,3353
0,3527
0,3691
0,3112
0,3953
0,3948
0,3977

ACET (g/ L)
0

O O OO O 0O O O o o o o o oo

o

0,0099

0,0107

0,0146
0,0146
0,0164
0,8376
0,0179
0,0182
0,0178
0,0148
0,0188
0,0208
0,0189

SUC (g/L)
0

O O O O O O O O O O O 0O 0O 00O O0OO0ODO0ODOLOO0OO0LOOLOLuOoOOoO oo oo oo

LAC (g/L)
0

O O O o o o o

0,0065
0,0068
0,0072
0,0081
0,0069
0,0058
0,0061
0,0134
0,0137

0,0185
0,0114
0,0223
0,0240
0,0271
0,0294
0,0326
0,0354
0,0375
0,0347
0,0400
0,0408
0,0405
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Linhagem BB9 (B)

Tempo (h)

1
2
3
3,5
4
4.5
5
55
6
6,5
7
7,5
8
8,5
9
9,5
10
10,5
11
11,5
12
12,5
13
13,5
14
14,5
15
15,5
16
16,5
17
17,5

DO
0,209
0,234

0,25

0,26
0,282
0,299
0,317
0,351
0,365
0,406

0,44
0,485
0,522
0,581
0,635
0,732
0,773
0,838
1,475
1,645

1,79
1,885

2,07

2,29
2,445
2,685

3,03
3,205

3,46

3,52

3,45

3,36

GLC (g/L)

9,8564
9,8085
9,2780
9,8964
9,5883
9,4867
9,3310
9,1754
9,2231
9,0532
8,9014
8,6646
8,4705
8,4681
7,9920
7,7650
17,4172
17,2374
6,7709
6,1067
5,7005
5,4150
4,7098
4,1143
3,4242
2,7364
1,7420
0,9665
0,1763
0,0067
0,0057
0,0062

ETH (g/L)
0,0326
0,0375
0,0445
0,0373
0,0367
0,0461

0
0,0691
0,0556
0,0549
0,0897

0
0,0683
0,0904
0,0883
0,0631
0,1438
0,1302
0,1305
0,0868
0,2193
0,2434
0,1923
0,3062
0,3185
0,2159
0,3664
0,4482
0,4845
0,4891
0,4575
0,4936

GLI (g/L)
0,0199
0,0247
0,0297
0,0333
0,0360
0,0409

0
0,0493
0,0548
0,0622
0,0697

0
0,0859
0,0981
0,1074
0,0733
0,1348
0,1213
0,1707
0,0863
0,2088
0,2828
0,2459
0,2811
0,3107
0,3394
0,0167
0,3787
0,4152
0,4018
0,3753
0,4026

ACET (g/ L)
0

O O OO O O O o oo o o oo

o

0,0082

0,0090

0,0120
0,0165
0,0124
0,0156
0,0169
0,0166
0,0181
0,0182
0,0190
0,0191
0,0189
0,0198

SuUC (g/L)
0

O O OO O OO O OO OO0 OO0 O0OO0OO0O OO0 OO OouOouoOoOoooo

LAC (g/L)
0

O O O O O O O

0,0059
0,0071

0,0080
0,0093
0,0103
0,0080
0,0127
0,0119
0,0167
0,0088
0,0213
0,0555
0,0247
0,0280
0,0305
0,0343
0,0071
0,0399
0,0438
0,0419
0,0392
0,0422
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