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PRODUCAO DE FENOIS VOLATEIS POR ISOLADOS DE Dekkera bruxellensis
DA FERMENTACAO ETANOLICA E EFEITOS SOBRE UMA LINHAGEM
INDUSTRIAL DE Saccharomyces cerevisiae

Autor: LINCON FELIPE LIMA SILVA
Orientadora: Profa. Dra. SANDRA REGINA CECCATO ANTONINI

RESUMO

Uma das principais leveduras contaminantes da fermentacdo é a espécie Dekkera
bruxellensis, sendo conhecida sua capacidade de produzir compostos fendlicos volateis
como o 4-vinilfenol (4-VF) e o 4-etilfenol (4-EF) a partir de &cidos hidroxicindmicos por meio
da atividade das enzimas cumarato descarboxilase (CD) e vinilfenol redutase (VR),
respectivamente. Acidos hidroxicinamicos estdo presentes no caldo de cana-de-aglcar
assim como no melaco e, desse modo, 4-EF poderia ser sintetizado durante a fermentacédo
etandlica e atuar como inibidor do metabolismo de Saccharomyces cerevisiae. O objetivo
desse trabalho inicialmente foi quantificar as atividades especificas das enzimas CD e VR
de trés linhagens de D. bruxellensis isoladas da fermentacéo etandlica e de duas linhagens
industriais de S. cerevisiae (PE-2 e CAT-1). Em seguida, foi avaliada a producédo de 4-EF
em fermentagBes com e sem reciclo celular utilizando melago e caldo de cana como meios
de fermentacdo pelas linhagens de D. bruxellensis e uma linhagem industrial de S.
cerevisiae (PE-2). O efeito do acido p-cumarico, de 4-VF e 4-EF sobre o crescimento de S.
cerevisiae PE-2 foi também avaliado em meio semi-sintético. As linhagens de D.
bruxellensis apresentaram atividade enzimatica especifica maxima (U/mg proteina) CD de
184,44 até 215,52 e VR de 101,94 até 154,26. Embora as linhagens de S. cerevisiae
tenham também apresentado atividade enzimatica CD e VR, verificou-se que ndo houve
producdo de 4-EF em condicdes de fermentacdo. Os testes fermentativos sem reciclo
demonstraram que os maiores valores obtidos para 4-EF ocorrem apos 24 h, durante a fase
exponencial de crescimento, e se mantém estaveis até 72 h de fermentacdo em caldo e
melago. Comparativamente, as concentracdes de 4-EF sdo muito maiores nas fermentacoes
com reciclo celular, especialmente em melago, sendo a levedura D. bruxellensis CCAQ077 a
maior produtora, atingindo 9,47 mg/L j& no primeiro ciclo fermentativo de 12 h. Nao houve
efeito inibitorio do &cido p-cumarico, 4-VF e 4-EF nas concentracdes de 4 a 20 mg/L, 2 a 10
mg/L e de 3 a 15 mg/L, respectivamente, sobre a velocidade especifica maxima de
crescimento da linhagem de S. cerevisiae PE-2.

Palavras Chave: Dekkera bruxellensis: Etanol; Etilfenol; Acidos Hidroxicinamicos



PRODUCTION OF VOLATILE PHENOLS BY STRAINS OF Dekkera bruxellensis
ISOLATED FROM THE ETHANOLIC FERMENTATION AND EFFECTS ON AN
INDUSTRIAL STRAIN OF Saccharomyces cerevisiae

Author: LINCON FELIPE LIMA SILVA
Adviser: Profa Dra SANDRA REGINA CECCATO ANTONINI

ABSTRACT

One of the main contaminant yeast is Dekkera bruxellensis being known its ability to
produce volatile phenolic compounds such as 4-vinylphenol (4-VP) and 4-ethylphenol (4-EP)
from hydroxycinnamic acids through the activity of the enzymes cumarate decarboxylase
(CD) and vinylphenol reductase (VR), respectively. Hydroxycinnamic acids are present in the
sugarcane juice as well as molasses and, thus, 4-EF could be synthesized during Brazilian
ethanol fermentation conditions and act as metabolism inhibitors of Saccharomyces
cerevisiae. The objective of this work was initially quantify the specific activities of the
enzymes CD and VR of three strains of D. bruxellensis isolated from the ethanolic
fermentation and two industrial strains of S. cerevisiae (PE-2 and CAT-1). Following the
production of 4-EP in fermentations with and without cell recycle utilizing molasses and
sugarcane juice as fermentation media by the strains of D. bruxellensis and one industrial
strain of S. cerevisiae (PE-2) was evaluated. The effect of p-coumaric acid, 4-VP and 4-EP
on the growth of S. cerevisiae PE-2 was also evaluated in semi-synthetic medium. The D.
bruxellensis strains showed maximum specific enzymatic activity (U/mg protein) CD of
184.44 up to 215.52 and VR of 101.94 up to 154.26. Although the S. cerevisiae strains also
showed CD and VR enzymatic activities, that there was no 4-EP production under
fermentation conditions. The fermentative tests without cell recycle showed that the highest
values for 4-VP and 4-EP occurred after 24 h during the exponential phase of growth and
were stable until 72 h of fermentation in sugarcane juice and molasses. Comparatively the
concentrations of 4-EP were higher in the fermentations with cell recycle especially in
molasses, with D. bruxellensis CCAQ077 being the largest producer, 9.47 mg/L, in the first 12-
h fermentative cycle already. There was no inhibitory effect of p-coumaric acid, 4-VP and 4-
EP at concentrations of 4 to 20 mg/L, 2 to 10 mg/L and 3 to 15 mg/L, respectively, on the

maximum specific growth rate of the S. cerevisiae PE-2 strain.

Keywords: Dekkera bruxellensis; Ethanol; Ethylphenol; Hydroxycinammic Acids



1 INTRODUCAO

No Brasil, o processo de fermentacdo para producdo de etanol combustivel é
atividade néo estéril, que utiliza caldo de cana e/ou melago como meios de cultura,
com reciclo das leveduras apos centrifugacdo, durante todo o periodo da safra.
Quando se trata de bactérias, a contaminacdo pode ser controlada utilizando-se
agentes antibacterianos, como antibiéticos. No caso das leveduras, este controle fica
mais dificil (LOPES et al., 2016).

A espécie Dekkera bruxellensis tem sido considerada a principal levedura
contaminante, tanto na industria do vinho (COCOLIN et al., 2004; RENOUF et al.,
2007; OELOFSE et al., 2008; MILHEIRO et al., 2017), quanto na producédo de etanol
combustivel (SOUZA-LIBERAL et al., 2007; BASILIO et al., 2008) e a presenca
prejudica especialmente a produtividade do processo fermentativo (MENEGHIN et
al., 2013). Em sistemas com oxigénio disponivel, D. bruxellensis produz grandes
guantidades de acido aceético (FREER, 2002), que é inibidor do crescimento de
Saccharomyces cerevisiae. Contudo, em sistemas em semi-anaerobiose (somente
h& presenca de oxigénio atmosférico em contato com a superficie do meio), como é
o caso da fermentacdo alcodlica, a producédo de acido acético é praticamente nula.
Mesmo assim, a presenca da Dekkera prejudica a eficiéncia fermentativa do
processo. Meneghin et al. (2013) mostraram que mesmo \aa concentragao inicial de
1000 células/mL de D. bruxellensis em co-cultura com S. cerevisiae ha queda de



7,9% da eficiéncia fermentativa apos 14 ciclos, reduzindo consideravelmente o pH
do meio, porém o mecanismo responsavel por esse efeito prejudicial ndo foi
esclarecido.

O género Dekkera é conhecido pela capacidade de converter os acidos
hidroxicinamicos acido p-cumarico e acido ferulico nos compostos 4-vinilfenol (4-VF)
e 4-etilfenol (4-EF), e 4-etilguaiacol, respectivamente, causando impacto sensorial
negativo nos vinhos. Elevadas concentracfes destes compostos em vinho estédo
associadas a odor desagradavel, descritos principalmente como “Band-aid” e
madeira queimada (SUCUR et al., 2016; MILHEIRO et al., 2017).

Sabe-se que o caldo de cana-de-agUcar possui acidos hidroxicinamicos
(DUARTE-ALMEIDA et al., 2006; SANTOS, 2014), e, desse modo, etilfendis podem
ser produzidos durante a fermentacdo alcodlica. H& evidéncias crescentes de que
esses compostos interferem na membrana citoplasmética, aumentando a
permeabilidade e causando vazamentos de constituintes intracelulares, como
proteinas, acidos nucleicos e ions inorganicos. Assim, atuam como agentes de
dissociacdo de membranas, levando a perturbacdo do pH interno e do gradiente de
carga (SABEL et al, 2017). Segundo LARSSON et al. (2000) os compostos
fendlicos de menor peso molecular sdo potencialmente os agentes mais toxicos para
a membrana celular. Ao alterar a seletividade da membrana citoplasmatica, esses
compostos facilitam a entrada de outros agentes potencialmente toxicos para a
levedura, como o acido acético e o furfural (HEIPIEPER et al., 1994; LARSSON et
al., 2000).

N&o existem dados na literatura sobre a producao de 4-EF por D. bruxellensis
durante a fermentacéo alcodlica brasileira. Considerando-se que no caldo de cana e
melaco utilizados na indastria brasileira para a producdo de etanol combustivel
existem precursores fendlicos, torna-se importante avaliar se ocorre a producdo de
4-VF e 4-EF nas condi¢cdes em que a fermentacdo € realizada no Brasil, e se ha
desvio de acgUcar para essa sintese e se podem afetar a viabilidade da levedura no
processo.

Sao necessarias pesquisas para preencher essa lacuna, as quais irdo
colaborar para o melhor entendimento do comportamento de D. bruxellensis como
contaminante industrial, o que podera ajudar na criacdo de medidas para combater a

gueda na eficiéncia fermentativa em processos contaminados com essa levedura.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Avaliar a producéo de fendis volateis por linhagens de D. bruxellensis isoladas
da fermentacdo etandlica e o efeito desse composto sobre a levedura S. cerevisiae

no contexto desse processo fermentativo.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar a atividade das enzimas cumarato descarboxilase (CD) e vinilfenol
redutase (VR) em linhagens de D. bruxellensis isoladas da fermentacao
alcodlica e linhagens industriais de S. cerevisiae (PE-2 e CAT-1);

e Avaliar a producao de fendis volateis pelas linhagens de D. bruxellensis e pela
levedura industrial S. cerevisiae PE-2, em cultivos puros, em processo
fermentativo em batelada com e sem reciclo celular utilizando caldo de cana e
melaco como meios de fermentacao;

e Avaliar se os compostos fendlicos (acido p-cumarico, 4-vinilfenol e 4-etilfenol)
afetam a velocidade especifica de crescimento da levedura S. cerevisiae nas
concentracfes em que sdo encontrados nos mostos de cana-de-acucar apos

fermentacdo com D. bruxellensis.



3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Caracteristicas da fermentacao etandlica no Brasil

O etanol é o biocombustivel mais consumido no mundo, sendo o Brasil o pais
gue primeiro introduziu este combustivel renovavel na matriz energética. Durante
décadas contou com incentivos governamentais para a criacdo de demanda de
mercado e aperfeicoamento da producdo. O etanol de cana-de-acucar possuli
vantagens em relacdo ao etanol de milho empregado nos EUA, pois ja oferece
acucares fermentesciveis sem precisar de uma etapa de hidrélise inicial como ocorre
com o amido de milho (CORTEZ, 2010). Além disso, o uso do etanol de cana-de-
acucar permite reduzir em quase 90% as emissdes de gases de efeito estufa, sendo
gue a atual mistura do etanol com a gasolina reduz a emissdo na atmosfera de cerca
de 1,9 milhdes de toneladas de CO2, contribuindo de modo efetivo para mitigar a
mudanca climética (BNDES; CGEE, 2008).

Recentemente o Brasil foi superado pelos Estados Unidos na producao de
etanol, mas ainda € o maior exportador do mundo. A producéo de etanol na safra de
2017/2018 foi de 27,8 bilhdes de litros (UNICA, 2018) sendo que o setor
sucroenergético gerou 613 mil empregos em 2016 (UDOP, 2017). (BASSO et al.,
2011).



A fermentacdo alcodlica consiste na transformacédo dos agucares do mosto
em etanol, gas carbbnico e energia, sob a acdo catalitica das leveduras e em
condicbes anaerobias (CAMARGO; USHIMA, 1990). Tradicionalmente, a
fermentacéo alcodlica tem sido um processo conduzido em batelada em vez de um
sistema continuo. No sistema em batelada a formagédo do produto estd diretamente
relacionada ao crescimento do micro-organismo agente. Esse sistema permite uma
melhor assepsia e também a ndo necessidade de sempre manter o sistema
trabalhando como ocorre no sistema continuo, o que facilita as situacdes de parada
na usina (BASSI, 2011).

No Brasil, sédo utilizados mosto de caldo misto (caldo e melaco) e melaco para
inicio do processo. Em nenhum dos casos, o mosto resultante é estéril (RODERO et
al., 2016), sendo feito o reciclo da populacao das leveduras, apés centrifugacéo e
tratamento acido, durante todo o periodo da safra (MONTEIRO, 2016). As vantagens
de se realizar a reciclagem das leveduras sdo a economia do aclUcar que seria
desviado para a propagacéao de novo inoculo, e o fato de que altas concentracdes de
leveduras dentro do fermentador reduzem muito o tempo necessario para o término
da fermentacdo (BASSO et al., 2011). Uma vez que os processos de reciclagem
comecam com maiores concentracbes celulares (8-12%, v/v), os tempos de
fermentacdo das destilarias brasileiras sdo mais rapidos (6-12 h) quando
comparados as fermentacbes nos EUA (54-72 h) sem reciclagem de células de
levedura (LOPES et al., 2016).

Contudo, o reciclo das células facilita para que micro-organismos
contaminantes, especialmente leveduras, se estabelecam no sistema. Diferentes
tipos de leveduras e bactérias lacticas conseguem se desenvolver muito bem no
caldo de cana-de-aclcar, um substrato com altos teores de nutrientes organicos e
inorganicos, altos teores de acucar, com temperatura e pH favoraveis (SOUZA-
LIBERAL et al., 2007). A contaminagao pode vir ndo somente do caldo de cana, mas
de focos de contaminacdo das esteiras, moendas, tubulacbes e outros
equipamentos (BASSI, 2011), além de fontes como o melaco, a agua de lavagem da
cana e o préprio solo em que ela foi cultivada (CECCATO-ANTONINI, 2010).

Algumas praticas na rotina industrial podem ser aplicadas para que a
frequéncia de contaminagfes seja reduzida, dentre essas, deve-se usar matéria-
prima bem conservada e ndo queimada; tornar minimo o tempo entre corte e

moagem; filtrar o caldo apos a moagem e realizar a clarificagdo do mesmo; efetuar



os devidos ajustes de concentracdo de agucar no mosto, com emprego de agua de
boa qualidade na embebic&o ou na diluicdo; utilizacdo de antissépticos; uso de um
fermento viavel, manutencdo da temperatura em torno de 30°C durante a
fermentacdo; proceder exames microscépicos para verificar o grau de
contaminacdo; e limpezas periddicas de todas as instalacdes da destilaria, que € um
dos fatores mais importantes para o controle de micro-organismos selvagens
(MUTTON, 2008).

Apesar disso, muitas usinas ndo fazem o monitoramento microbiolégico, o
gue € uma grande desvantagem, gerando perdas econdmicas devido aos efeitos
combinados da formacdo de espuma, floculacdo, alta producdo de glicerol e a
presenca de acucar residual, apdés o término da fermentacdo em batelada, devido a
contaminacgdes (BASSO et al., 2008).

Uma das principais leveduras contaminantes da fermentagédo etandlica é a
espécie Dekkera bruxellensis (SOUZA-LIBERAL et al., 2007; PEREIRA et al., 2012;
MENEGHIN et al.,, 2013). Até o presente momento, tem sido apontado que a
presenca dessa levedura reduz a produtividade do processo devido principalmente
ao grande crescimento da populacdo no mosto causado pelo reciclo do inéculo
contaminado, e o baixo potencial fermentativo nas condicbes de fermentacdo
utilizadas nas industrias brasileiras.

Bassi et al. (2018) comprovaram que a contaminagdo conjunta de
Lactobacillus fermentum e D. bruxellensis potencializa os efeitos das contaminacdes
pelos micro-organismos isoladamente, reduzindo a eficiéncia fermentativa em mais
de 40% em melago e mais de 35% em caldo. Além disso, em meio de caldo de cana
com 4 °Brix, o crescimento de D. bruxellensis foi estimulado na presenca da bactéria
L. fermentum, mostrando que ha uma interacdo positiva entre ambos o0s
microrganismos.

A levedura D. bruxellensis possui crescimento lento, alta tolerancia a etanol e
€ anaerobia facultativa (PISKUR et al., 2006; WOOLFIT et al., 2007) sendo capaz de
metabolizar diversas fontes de carbono, como glicose, frutose, galactose, sacarose,
maltose e etanol. Como fontes de nitrogénio, assimila amodnia, prolina, arginina e
nitrato (CONTERNO et al., 2006). Essa levedura também é Crabtree positiva, ou
seja, em altas concentragbes de glicose ou em meio pobre de nutrientes, mesmo

sob condicbes aerdbias, a fermentacdo predomina sobre a respiracédo. Apesar disso,



em sistemas com oxigénio sdo capazes de produzir grandes quantidades de acido
acético (FREER, 2002).

3.2 Producéo de compostos fendlicos reduzidos

O género Dekkera é conhecido pela sua capacidade de converter acidos
hidroxicinamicos em etilfenois, causando impacto sensorial negativo nos vinhos
(MILHEIRO et al., 2017). A enzima que facilita a descarboxilacdo esta presente em
grande numero de bactérias, fungos e leveduras, mas o passo da reducdo é
realizado principalmente por Dekkera (CHATONNET et al., 1995; EDLIN et al., 1995;
DIAS et al.,, 2003; MILHEIRO et al.,, 2017). Os &acidos hidroxicinamicos séao
descarboxilados em derivados de vinilfenol pela acdo de enzimas hidroxicinamato
descarboxilases, como a cumarato descarboxilase (CD), e entdo reduzidos pela
atividade da vinilfenol redutase (VR) (CHATONNET et al., 1992), Figura 1.

Os &cidos hidroxicinamicos exibem propriedades antimicrobianas, e micro-
organismos relacionados com o processo fermentativo tem desenvolvido diferentes
estratégias visando metabolizar esses compostos em outros menos toxicos. No caso
das leveduras, vérias espécies sao capazes de transformar os &cidos
hidroxicinamicos em derivados volateis-vinil através da enzima CD. Apenas poucas
espécies sao capazes de reduzir os compostos vinil em derivados etil, através da
enzima VR (CORONADO et al., 2015).

Estudos tem mostrado diferencas entre isolados de D. bruxellensis quanto a
producdo dessas enzimas. A atividade CD foi comum a todos os isolados de D.
bruxellensis testados, mas esse nao foi o caso da atividade VR, que foi detectada
em baixa porcentagem nas linhagens analisadas (GODOY et al.,, 2009). Os
compostos fenélicos mais importantes obtidos por esse processo sdo 0s precursores
4-vinifenol e 4-vinilguaiacol e os produtos 4-etilfenol e 4-etilguaiacol,
respectivamente (CHATONNET et al., 1992).

Elevadas concentracdes destes compostos em vinho estdo associadas a odor
desagradavel. Licker et al. (1998) descreveram esses aromas principalmente como
“cheiro de estabulo”, “plastico queimado”, “Band-Aid” e “animal molhado”. Na forma
pura, enquanto o 4-etilfenol exibe um aroma de “Band-aid”’, o 4-etilguaiacol
apresenta aroma de madeira queimada, sendo a presenca desses dois

componentes fortes indicadores da presenca de Dekkera.



Figura 1. Representacdo da formacao de fendis volateis a partir de seus precursores
(Adaptacdo de SUAREZ et al. 2007).
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Os compostos fendlicos sdo caracteristicos de plantas e sdo muito
importantes para a vida das mesmas, pois estao envolvidos no suporte e protecéo
dos tecidos, mecanismos de defesa e sinalizacdo. Os compostos fendlicos simples
como os acidos hidroxicinamicos e flavonoides também séo encontrados em frutas e
bebidas e contém uma grande variedade de atividades antioxidantes in vitro
(BOUDET, 2007). Santos (2014) analisou a medula dos entrends de cana-de-agucar
e comprovou a presenga dos acidos p-cumarico e ferulico, ambos do grupo dos
acidos hidroxicinamicos. Complementarmente, Duarte-Ameida et al. (2006)
analisaram amostras de caldo de cana obtido no CEAGESP em Séao Paulo e
determinaram a presenca de 160 mg/L de compostos fendlicos totais, pelo método
de Folin-Ciocalteau. Destes, proporcionalmente, a analise por HPLC atestou que
73,02 mg/L sao acidos hidroxicinamicos.

O mosto da fermentacdo alcodlica brasileira é composto por mistura de
melago e caldo de cana (RODERO et al., 2016). Cabrita et al. (2012) verificaram que
0 melago contem até 556 mg/L de acidos hidroxicindmicos, dessa forma o0 mosto
misto inicial da fermentacdo brasileira pode conter altas concentracdes de
precursores cinamicos. Suéur et al. (2016) explicam que a quantidade de &cidos
hidroxicinamicos em uva varia muito. O suco de Vitis vinifera L. possui cerca de 171
mg/L, enquanto a variedade Grenache pode conter entre 270 e 460 mg/L. Outras

variedades contém apenas de 50 a 60 mg/L.



Souza-Liberal et al. (2005) descreveram que D. bruxellensis prejudica o
processo de fermentacdo devido a competicdo pelo agclucar que seria utilizado para
producdo de etanol, ou ainda pela producdo de compostos toxicos a levedura do
inoculo inicial. O principal composto téxico que essas leveduras produzem € o 4cido
aceético, obtido através da oxidacdo do acetaldeido na presenca de oxigénio
(FREER, 2002), sendo esse composto eficaz na inibicdo do metabolismo da
levedura S. cerevisiae (NARENDRANATH et al., 2001). Sob condi¢cdes semi-
anaeroébias (superficie do mosto em contato com oxigénio atmosférico), como ocorre
durante a fermentacdo nas usinas, a producdo de &cido acético por linhagens de
Dekkera é muito baixa ou quase nula, sendo necessarios mais estudos a fim de
elucidar como ocorre a inibicdo da levedura S. cerevisiae nesse sistema.

A razdo NAD+/NADH é um passo critico em condicbes anaerobias, sendo que
na fermentacdo alcodlica, € principalmente a producdo de etanol que promove a
reoxidacdo do NADH e o que resta é reoxidado pelo glicerol. Além da via glicolitica,
a via de sintese de aminoacidos também produz NADH. Para que este ndo se
acumule, precisa ser reoxidado para NAD+ e assim manter o ciclo metabdlico da
levedura. A levedura D. bruxellensis, contudo, produz uma quantidade muito baixa
de glicerol (AGUILAR-USCANGA et al.,, 2003; SOUZA-LIBERAL et al., 2007;
BLOMQVIST et al., 2010; BLOMQVIST; PASSOTH, 2015). Essa ineficiéncia tem
sido apontada como a principal causa do chamado "Efeito Custer" nesta espécie.
Leveduras com esse efeito ndo conseguem realizar o balanco NAD+/NADH e
precisam de uma molécula receptora de elétrons para reoxidar o NADH e equilibrar
0 sistema, evitando a inibicdo do metabolismo de carboidratos (CIANI; FERRARO,
1997; GEROS et al., 2000; BLOMQVIST; PASSOTH, 2015).

Em condicGes aerodbias, o oxigénio faz o papel de reoxidar o NADH, mas na
auséncia deste, outras moléculas precisam desempenhar essa fungdo. Galafassi et
al. (2013) mostraram que D. bruxellensis € capaz de utilizar o nitrato como receptor
de elétrons, o que melhora seu rendimento fermentativo, mesmo assim ele nao foi
considerado a unica explicacdo para a maior adaptabilidade dessas leveduras nas
industrias (PITA et al., 2011). Algumas estirpes de Dekkera conseguem equilibrar
suas fungbes metabdlicas ao converter acidos hidroxicindmicos em vinilfendis e
utilizar a enzima VR para oxidar o NADH em NAD+, reduzindo os vinilfendis em
etilfendis (FULGELSANG; EDWARD, 1997; SUCUR et al., 2016) conforme

apresentado na Figura 1. Essas enzimas séo intracelulares, sendo liberadas para o
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meio somente quando as células de Dekkera atingem a fase estacionaria de
crescimento e sofrem lise. Uma vez no meio, estas enzimas podem atuar
diretamente sobre os acidos hidroxicinamicos (BERNARDI et al., 2011).

Edlin et al. (1995) mostraram que ha diferencas na especificidade da enzima
CD de cada espécie de Dekkera, o que resulta em diferencas na metabolizacao dos
acidos hidroxicinamicos. Gomes (2012) observou que existem diferencas no valor de
conversdo molar do acido p-cumarico em 4-etilfenol entre diferentes estirpes de D.
bruxellensis, o que atribuiu & diversidade genética entre elas. Com base nesses
resultados, é possivel afirmar que sdo necessarios novos estudos sobre o
metabolismo de D. bruxellensis para cada nova cepa descoberta e para os
diferentes processos fermentativos, os quais funcionam em condi¢cdes bastante
diversas.

Na levedura D. bruxellensis LAMAP2480, uma enzima CD foi identificada
como decarboxilase de acido fenilacrilico (PAD1p), responséavel pela producéo de 4-
vinilfenol a partir de acido p-cumarico e codificado pelo gene DbPAD correspondente
(GODOY et al., 2014). A enzima VR foi identificada em D. bruxellensis CBS4481
como uma superoxido dismutase de Zn/Cu (SOD1) pertencentes a oxidoredutases
dependentes de NADPH da familia de Desidrogenases / Reductases (SDRs) de
cadeia curta (GRANATO et al., 2015). A clonagem do gene DbVPR em S.
cerevisiae, uma levedura que ndo produz 4-etilfenol, confirmou recentemente o seu
papel na producédo de off-flavors (ROMANO et al., 2017). A expressao do gene que
codifica a enzima CD é fortemente afetada pelo pH e pelo etanol, assim como pelas
interacoes entre pH e SO2, SO2 e etanol. A expressdo do gene que codifica a
enzima VR é somente afetada pelo pH e pelo SOz, separadamente (VALDETARA et
al., 2017).

Como os derivados fendlicos sdo produzidos em um mosto com variagfes de
pH e concentracao de etanol, Godoy et al. (2008) avaliaram o efeito do etanol sobre
as atividades CD e VR. No caso da atividade CD, ap0s poucos minutos na presenca
de 10% (v/v) e 12% (v/v) de etanol, a atividade reduziu drasticamente. Apés 10
minutos de incubacdo, a enzima perdeu 50% da atividade, e ap6s 1 hora perdeu
completamente sua atividade. A estabilidade da enzima VR diminuiu gradualmente
com o tempo na presenca de 10% (v/v) e 12% (v/v) de etanol. Apés 1 hora de
incubacdo na presenca de 10% de etanol, a enzima perdeu 80% da sua atividade,

enquanto na concentragéo de 12% de etanol a enzima perdeu 88% da sua atividade
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no mesmo periodo. Foi também observado que a atividade CD é induzida tanto pela
presenca do acido p-cumarico quanto pela presenca do 4-vinilfenol no meio de
cultura, enquanto que a atividade VR é induzida somente pela presenca do 4-
vinilfenol.

Benito et al. (2009) concluiram que a linhagem D. bruxellensis D37 é incapaz
de produzir 4-etilfenol quando a concentracdo de etanol no meio € maior que 15%
(v/v). A concentracao de 10% (v/v) retardou a formacédo de 4-etilfenol em mais de 3
dias comparado os resultados obtidos na concentracdo de 5% (v/v), enquanto a
concentracéo de 15% (v/v) retardou 7 dias. Curiosamente, na auséncia de etanol, a
producao de 4-etilfenol também foi retardada em comparacéo a concentracéo de 5%
(v/v). Isso pode indicar que a baixa concentracdo de etanol — mas ndo muito baixa —
favorece o processo enzimatico necessario para descarboxilacdo e/ou reducao. Isso
pode estar relacionado com a capacidade da Dekkera em usar o etanol como uma
fonte de carbono. Na auséncia de outros fatores limitantes, a linhagem D.
bruxellensis D37 ndo mostrou atividade enzimatica na faixa de pH entre 1,75 e 2,17,
sendo que no pH 2,17 houve o retardamento de 2 dias para iniciar a metabolizagao
do acido p-cumarico.

KOSEL et al. (2017) compararam a producdo de compostos fendlicos
reduzidos por Saccharomyces e Dekkera quando em cultura pura ou em cultura
mista com membrana que impedia o contato entre as diferentes leveduras. Porém,
permitia a passagem dos metabdlitos produzidos. A producéo de 4-vinilfenol por S.
cerevisiae foi maior em cultura mista (separada por membrana) do que em cultura
pura (17,4 vs 12,6 mg/L 4-vinilfenol e 6,3 vs 6,1 mg/L 4-vinilguaiacol
respectivamente), contudo, apds 92 h todo o 4-vinilfenol produzido por S. cerevisiae
ja havia sido convertido pela Dekkera em 4-etilfenol. Por outro lado, em cultura mista
(separada por membrana), a producdo de 4-etilfenol por Dekkera foi reduzida
gquando comparada com a cultura pura, provavelmente, porque o 4-etilfenol estava
sendo absorvido pela parede celular da S. cerevisiae.

Estudos tem sido desenvolvidos visando a remocao dos compostos fendlicos
reduzidos do meio, evitando assim os efeitos prejudiciais. FILIPI-RIBEIRO et al.
(2017) avaliaram varios mecanismos para remog¢ao desses compostos e concluiram
gue a utilizagdo de carbono ativado, em vinho, foi capaz de reduzir até 75,2% dos

compostos fendlicos apods 6 dias.
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3.3 Mecanismos de acdo dos compostos fendlicos sobre as leveduras

O mecanismo antimicrobiano dos acidos fendlicos ndo esta bem estabelecido,
contudo, h& evidéncias crescentes de que interferem com a membrana
citoplasmatica, aumentando a permeabilidade e causando vazamentos de
constituintes intracelulares, como proteinas, acidos nucleicos e ions inorganicos.
Assim, atuam como agentes de dissociacdo de membranas, levando a uma
perturbacdo do pH interno e do gradiente de carga (SABEL et al., 2017). Segundo
LARSSON et al. (2000), os compostos fendlicos de menor peso molecular séao
potencialmente os agentes mais toxicos para a membrana celular.

Os &cidos fendlicos sdo capazes de alterar a proporcdo de lipideos e
proteinas das membranas (KEWELOH et al., 1990) afetando diretamente sua
integridade e funcdes bioldgicas (DING et al., 2011). Devido a sua natureza lipofilica,
podem atravessar a membrana celular microbiana na sua forma n&o i6nica e
acidificar o citosol, causando desnaturacdo de proteinas e interferindo na atividade
celular (CAMPOS et al., 2003), ao mesmo tempo em que a membrana prejudicada
perde sua capacidade de servir como barreira seletiva e matriz para enzimas
(HEIPIEPER et al., 1994).

A reconfiguracdo dos lipideos da membrana plasmatica ocasionada por
compostos fendlicos dificulta a entrada de acidos nado dissociados, reduzindo os
danos que causariam para a levedura (MIRA et al., 2010), por outro lado, essa
alteracdo melhora a difusdo do acido acético e do furfural para o interior das células,
gue sdo compostos muito mais prejudiciais ao metabolismo da levedura (DING et al.,
2011).

A presenca de mais de um inibidor de micro-organismos no meio pode
resultar em um efeito sinérgico ou antagbnico, o que significa que o efeito final pode
ser significativamente aumentado ou reduzido a depender da interacdo dos
inibidores presentes (PALMQVIST et al., 1999; KLINKE et al., 2004). Ha indicios de
gue o furfural presente no meio reforca a toxicidade do fenol e do acido acético na
membrana celular (DING et al., 2011) Em sistemas que utilizam cana-de-agucar, 0
furfural pode se originar da queima do palhico antes da colheita (NOVAES, 1974
apud MELO, 2014; YOKOYA, 1995) e da desidratacdo e ciclizacdo de pentoses
provenientes principalmente do bagacilho (YOKOYA, 1995).
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SABEL et al. (2017) avaliaram a capacidade de compostos fendlicos em inibir
0 crescimento de Saccharomyces em meio com pH 3,5 comprado ao meio em pH
55. Em pH 3,5, a linhagem S. cerevisiae 16.1 mostrou inibicdo completa de
crescimento apenas com 1 mg/mL de acido feralico ou resveratrol enquanto outras
espécies de Saccharomyces como a S. bayanus HL77 e a Saccharomyces HL78
foram mais sensiveis aos compostos fendlicos, sendo inibidas pelo acido p-
cumarico, o acido ferulico e o siringaldeido. Nos experimentos realizados com pH
5,5, o efeito negativo dos &cidos cindmicos geralmente diminuiu, provavelmente por
estarem no estado desprotonado. De todos os compostos fendlicos analisados, o
acido ferulico mostrou efeito inibitério mais forte, embora o 4cido p-cumarico também
tenha apresentado efeito inibitério em alguns casos. Esses resultados foram
consistentes com o trabalho de PASTORKOVA et al. (2013), que também
observaram alta sensibilidade para &cidos hidroxicindmicos por leveduras
prejudiciais ao vinho.

ADEBOYE et al. (2014) demonstraram a capacidade que compostos fendlicos
possuem em reduzir os rendimentos de etanol e aumentar os de glicerol e acetato
em fermentacdes de S. cerevisiae. Os autores concluiram que diferentes compostos
fendlicos tém limites de toxicidade diferentes, mesmo os que compartilham os
mesmos grupos funcionais. Um exemplo disto foi a diferenca significativa entre o
acido ferulico e o acido p-cumarico, 0os quais mostraram respectivamente limites de
toxicidade de 1,8 mM (0,349 g/L) e 9,7 mM (1,59 g/L).

Compostos fendlicos atuam como inibidores do metabolismo das leveduras,
comprometendo o processo de degradacdo dos acucares, aumentando o tempo de
fermentacdo, reduzindo o consumo de acucares do mosto, refletindo em
significativas perdas no rendimento alcodlico (POLAKOVIC et al, 1992;
NARENDRANATH et al., 2001; STUPIELLO, 2002) e alteragbes na composi¢céo do
destilado (RAVANELI, 2005).

Até o presente momento ndo existem trabalhos sobre a producéo de fendis
volateis por linhagens de D. bruxellensis isoladas da fermentacdo alcoodlica para
producdo de etanol combustivel, tampouco sobre a atividade das enzimas CD e VR
nessas linhagens. Devido a isso, 0 presente trabalho é inédito e pretende contribuir

para o preenchimento dessa lacuna.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Micro-organismos

Foram utilizadas trés linhagens de D. bruxellensis (CCA059, CCAQ77 e
CCAL155) isoladas do processo fermentativo para a producéo de etanol combustivel
e identificadas por sequenciamento da regido ITS do DNA ribossomal (MENEGHIN,
2007). Para efeitos de comparacéo, foram utilizadas as linhagens de S. cerevisiae
PE-2, isolada de um processo fermentativo da Usina da Pedra, Serrana/SP
(gentiimente cedida pela Fermentec, Piracicaba-SP) e a S. cerevisiae CAT-1, isolada
na Usina VO (Grupo Virgolino de Oliveira) de Catanduva. Estas linhagens vem
sendo mantidas em slants de YPD-agar (1% de extrato de levedura p/v, 2% de
peptona p/v, 2% de glicose pl/v, 2% de agar p/v e agua destilada), a 4°C, e em 4gua
destilada estéril, a temperatura ambiente.

As leveduras pertencem ao banco de culturas do Laboratorio de Microbiologia
Agricola e Molecular (LAMAM), CCA/UFSCar-Campus de Araras. As linhagens de D.
bruxellensis estdo depositadas na Colecdo de Culturas Tropicais da Fundagao
André Toselo sob os numeros CCT7786, CCT7785 e CCT7784, respectivamente,
para CCA059, CCA077 e CCAL55.
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4.2 Determinagdo das atividades enzimaticas CD e VR
As analises de atividade enzimética foram realizadas no Laboratorio de
Microbiologia Aplicada (LAMAP), Universidade de Santiago, Chile.

4.2.1 Extracdo de proteinas das leveduras

O método de extracdo de proteinas foi baseado em Sambrook et al. (1989).
As leveduras foram crescidas em Erlenmeyers de 125 mL com 50 mL de meio YNB
suplementado de 20 g/L de glicose e 100 mg/L de &cido p-cumarico, mantidos sob
agitacao de 120 rpm a 25°C por 5 dias, sendo, em seguida, centrifugado a 12000 g
por 10 minutos a 4°C. Os precipitados foram ressuspendidos em 30 mL de tampé&o
PBS (140 mM NaCl, 2 mM KCI, 10 mM NazHPO4, 1 mM KH2POQOa), pH 7,4, sob
agitacdo em vortex durante 10 minutos e, posteriormente, centrifugados a 12000 g
por 5 minutos a 4°C. Os sobrenadantes foram descartados e 0s precipitados
ressuspendidos em 20 mL de tampéo A (1 M sorbitol, 10 mM MgClz, 2 mM DTT, 50
mM KH2PO4, 100 uyg/mL PMSF) e incubados a 30°C por 20 min. Apds esse periodo,
0os meios foram centrifugados a 12000 rpm por 5 minutos a 4°C e os precipitados
ressuspendidos em 20 mL de tampéo B (1 M sorbitol, 10 mM MgClz, 2 mM DTT, 25
mM KH2PO4, 25 mM succinato de sodio, 100 ug/mL PMSF) e incubados a 30°C por
10 minutos. Posteriormente, foram adicionados para cada levedura 100 pL de uma
solucéo estoque de zimoliase (10 mg/mL) e incubadas por 1h e 40 min a 37°C. Apos
esse periodo, o meio foi centrifugado a 6760 g por 10 minutos a 4°C e o0s
precipitados foram ressuspendidos em 200 pyL de tampéao de lise H (50 mM HEPES,
1 mg/mL PMSF, 1 pg/mL aprotinina, 1% NP-40), e entdo transferidos para
eppendorfs de 2 mL e incubados por 45 min em gelo. Por fim, o meio foi
centrifugado a 12000 g por 10 minutos a 4°C e o sobrenadante foi recuperado e

guardado a -20°C até utilizag&o.

4.2.2 Quantificacdo da concentracéo de proteinas

A quantificacdo das proteinas foi realizada pelo método descrito por Bradford
(1976), usando albumina de soro bovino (BSA) (Winkler, Ltda.) como padrdo. Uma
aliquota de 20 uL de agua (controle) e 20 pL das amostras foram adicionadas a 250
uL do reagente de Bradford e incubadas a 37°C por 30 min. Posteriormente, foi
medida a absorbancia das amostras a 595 nm. A concentracao final de proteinas foi

obtida por meio de uma curva-padrao utilizando albumina de soro bovino.
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4.2.3 Determinacé&o da atividade especifica da enzima CD

O método de deteccao da atividade CD foi baseado em Edlin et al. (1998).
Uma aliquota de 100 yL das proteinas extraidas foram adicionadas separadamente
em 250 pL de tampao fosfato pH 6,0, 122 puL de 100 mM de acido p-cumarico
(Sigma-Aldrich, Inc; USA) e 528 uL de agua. A solucgéo foi incubada a 40°C por 40
min, assim como 0s brancos da reacao (250 uL de tampéo fosfato pH 6,0, 100 pL
das proteinas extraidas e 650 pL de agua) e o controle (250 puL de tampéo fosfato
pH 6,0, 122 yL 100 mM de acido p-cumarico e 628 pL de agua). Posteriormente, 100
UL das solu¢cdes foram adicionados em 900 pL de agua e a absorbancia medida em
espectrofotdbmetro na absorbéancia de 350 nm. A diferenca da absorbancia entre o
controle e as amostras se relaciona com a atividade enzimatica. A unidade (U) da
atividade enzimétida foi definida como a quantidade de enzima que catalisa a

conversao de 1 pmol/mL de &cido p-cumarico por minuto.

4.2.4 Determinacdo da atividade especifica da enzima VR

O método de deteccdo da atividade redutase foi baseado em Kato et al.
(1991), modificado. Para tanto 200 pL das amostras de proteina foram adicionadas
separadamente em 250 uL de tampéo fosfato pH 6,0, 20 uL de vinilfenol (0,1M), 37
uL de NADPH (4 mM) e 493 uL de agua. A solucéo foi incubada a 25°C por 25
minutos assim como o branco da reacédo (250 pL de tampéo fosfato pH 6,0, 20 pL de
4-vinilfenol, 100 uL das amostras de proteina e 630 pL de agua) e o controle (250 uL
de tampéo fosfato, 20 pL de 4-vinilfenol, 37 uL de NADPH e 693 pL de agua). A
atividade redutase foi monitorada pela oxidacdo do NADPH no comprimento de onda
de 340 nm. Uma unidade enzimatica (U) foi definida como a quantidade de enzima

gue catalisa a oxidagao de 1 umol/mL de NADPH por minuto.

4.3 Testes fermentativos
Os testes fermentativos foram realizados no LAMAM, CCA/UFSCar-Campus
de Araras. Foram realizadas duas repeticbes (2016 e 2017) dos experimentos

fermentativos em batelada com reciclo celular.
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4.3.1 Preparo do indculo

As leveduras armazenadas em slants a 4°C foram replicadas para placas de
Petri com meio YPD-agar e incubadas a 30°C por 5 dias. Duas al¢cadas das colbnias
crescidas foram transferidas para 6 erlenmeyers de 125 mL com 50 mL de meio
YPD liquido, sob agitacdo de 160 rpm, a 30°C por 24h. ApOs esse tempo, 0s
erlenmeyers foram centrifugados a 4000 rpm durante 5 minutos, o sobrenadante foi
descartado e as células foram transferidas para 3 erlenmeyers de 250 mL com 100
mL de caldo de cana 4° Brix e 3 erlenmeyers de 250 mL com 100 mL de melago 4°
Brix, sob agitacdo de 160 rpm a 30°C por 24 h. Por fim, o contetddo dos frascos foi
centrifugado a 4000 rpm por 5 minutos e as células ressuspendidas em 20 mL de
agua destilada estéril. A quantidade de células por mL foi obtida por contagem em
camara de Neubauer.

O caldo clarificado e o melago utilizados foram obtidos na Usina Sao Joao,
safra 2016/2017, tendo sido acondicionados em garrafas plasticos em freezer a -6°C
até o momento do uso. Ao caldo foi adicionado 1 mL por litro de uma solucao de sais
(dissolveu-se 50 g de sulfato de amonio, 20 g de fosfato monobasico de potassio, 10
g de sulfato de magnésio, 1 g de sulfato de zinco e 1 g de sulfato de manganés em
500 mL de agua destilada, completando-se o volume para 1000 mL, e esterilizando

em seguida) sendo autoclavado por 20 minutos a 120°C.

4.3.2 Fermentacdo em batelada sem reciclo celular

As 3 linhagens de D. bruxellensis e de S. cerevisiae (separadamente, em
culturas puras) foram inoculadas para uma concentracédo final de 108 cel/mL em
erlenmeyers de 125 mL com 50 mL de caldo de cana ou melaco (diluido em agua
destilada até o Brix desejado), ambos a 16° Brix e pH 4,5. Os erlenmeyers (em
triplicata) foram incubados a 30°C em condi¢cbes de semi-aerobiose (tampados com
algodao), sem agitacdo por 72 horas.

A cada 12 horas, foi retirada uma amostra de 1 mL para determinacdo da
densidade o6ptica por absorbancia a 600 nm em espectrofotdometro Bio-Mate®
(Analitica). A cada 24 horas foi retirada uma amostra de 3 mL, a qual foi centrifugada
a 4000 rpm por 5 minutos, filtrada em membrana 0,45 pm e armazenada em frascos
de vidro ambar com tampa de teflon em freezer. Posteriormente, essas amostras

foram analisadas quanto a concentracao de fendis volateis por cromatografia liquida.
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Foram avaliados os seguintes compostos: &cido p-cumarico, acido ferulico, &cido
caféico, 4-vinilfenol, 4-vinilguaiacol, 4-etilfenol e 4-etilguaiacol. Foi utilizado o
equipamento Shimadzu, modelo Prominence, coluna Inertsil ODS-4, 5 um, 4,6 x 150
mm, marca GL Sciences Inc. A temperatura do forno foi 40°C, comprimentos de
onda 280 nm e 320 nm, fluxo em gradiente 1 mL/min. A fase mével foi Fase A (agua:
acido acético 90:10) e Fase B (metanol). As mesmas analises acima descritas foram
realizadas com amostras do meio de fermentacao, caldo de cana e melaco, 16 °Brix,
pH 4,5.

Para apresentagcdo dos resultados sobre producéo de 4-etilfenol, descontou-
se dos valores obtidos o valor inicial desse composto identificado no meio utilizado

(caldo de cana ou melaco).

4.3.3 Fermentacdo em batelada com reciclo celular

As 3 cepas de D. bruxellensis e de S. cerevisiae (separadamente, em culturas
puras) foram inoculadas para uma concentracgéo final de 108 cel/mL em Erlenmeyers
de 125 mL com 50 mL de caldo de cana ou melaco, ambos a 16° Brix e pH 4,5. Os
erlenmeyers (em triplicata) foram incubados a 30°C em condicbes de semi-
aerobiose (tampados com algodao), sem agitacdo. Apos 12 horas, foi retirada uma
amostra de 1 mL para determinacdo do numero de células/mL por microscopia em
Céamara de Neubauer, adicionando-se o corante azul de metileno para contagem do
namero de células viaveis/mL (LEE et al.,, 1981). O conteudo dos frascos foi
centrifugado a 4000 rpm por 5 minutos e a massa celular foi adicionada a novo meio
de fermentacdo. Foram realizados 6 ciclos fermentativos de 12 h cada.

Foram retiradas duas aliquotas do sobrenadante obtido ao final de cada ciclo
fermentativo: um volume de 3 mL foi filtrado em membrana porosidade 0,45 pum e
armazenado em frascos de vidro ambar com tampa de teflon em freezer para as
analises de fendis volateis por HPLC, conforme descrito no item anterior; e um
volume de 13 mL foi armazenado em tubos Falcon de 15 mL em freezer, para
analises de pH, acucar residual total e etanol. Os valores de pH foram medidos em
pH-metro digital MS TECNOPON modelo mPA210.

A concentracdo de acuUcar residual total nos sobrenadantes foi determinada
pelo método do acido 3,5-dinitrossalicilico (ADNS), segundo metodologia de Miller
(1959) modificada. Foram adicionados 0,5 mL das amostras (sobrenadantes) em

baldes volumétricos de 100 mL, adicionado 30 mL de agua destilada, 2,5 mL de
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acido cloridrico concentrado e, entéo, tudo foi levado a banho-maria a 65°C por 15
minutos. Apoés, foram resfriadas em agua corrente e adicionado 2,8 mL de NaOH
12,06 N e o volume do baldo completado até 100 mL. Transferiu-se 1 mL de cada
amostra diluida para tubo de ensaio, e neste adicionou-se 1 mL da solucéo estoque
de ADNS e 1 mL de &gua destilada, totalizando um volume de 3 mL. As amostras
foram submetidas ao banho térmico (agua fervente) por 5 minutos, os tubos em
seguida, foram resfriados em agua corrente e receberam 5 mL de agua destilada,
perfazendo um total de 8 mL. Homogeneizou-se por exatos 5 segundos em vértex e
realizou-se a leitura da absorbancia a 540 nm em espectrofotdmetro digital Bio-
Mate® (Analitica), considerando-se a conversdo dos valores de absorbancia pela
utilizacdo de uma curva-padrao “Absorbéancia X Concentragdo de Glicose”, com a
seguinte férmula: Concentracdo de acuUcar redutor em g/L= [(Absorbancia +
0,0392)/0,6769] X Diluicdo. O mesmo procedimento foi feito utilizando-se agua ao
invés da amostra para se obter o branco da reac¢éo, que foi utilizado como referéncia
para calibrar o aparelho. A curva padrdo foi elaborada a partir da leitura da
absorbancia de 10 solu¢cdes com concentragbes equidistantes de 0,12 a 1,2 g/L de
glicose, obtendo-se a regressao linear com um R? igual a 0,9963.

Para a analise de etanol, inicialmente as amostras foram filtradas em
membrana porosidade 0,45 pm e em seguida o etanol foi quantificado por
cromatografia em fase gasosa com detector de ionizacdo de chama (FID) GC-2010
Plus da marca SHIMADZU® e coluna Restek Stabilwax-DA (30m x 0,25mm X
0,25mm) nas seguintes condigdes: Temperatura do injetor: 220°C; gas de arraste:
Hélio; velocidade linear do gas de arraste: 20 cm/seg; taxa de split: sem split;
temperatura do FID: 280°C; temperatura da coluna: 30°C por 5 minutos, incremento
de 12°C/min até 100°C, seguido de incremento de 15°C/min até 165°C, seguido de
incremento de 80°C até 230°C mantendo esta temperatura por 6 minutos.

Os resultados de concentracdo de 4-etilfenol ao final dos seis ciclos de
fermentacéo, para cada levedura ensaiada, nos dois meios de fermentacéo, nos dois
experimentos independentes realizados (em 2016 e 2017) foram analisados
estatisticamente utilizando-se andalise de variancia, de forma a avaliar se havia
diferenca significativa entre os resultados obtidos nos dois anos de experimentos

para esse parametro. Utilizou-se o software “Statistica” para a analise dos dados.
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4.4 Efeito dos compostos fendlicos sobre a velocidade especifica de
crescimento da levedura S. cerevisiae PE-2

As curvas de crescimento da levedura S. cerevisiae PE-2 em meio YPD
acrescido de diferentes concentracdes de &cido p-cumarico, 4-vinilfenol e 4-etilfenol
foram obtidas utilizando-se a leitora de microplacas Tecan Infinite® M200. Foi
utilizada a microplaca modelo “Greiner 96 Flat Bottom Transparent Polystyrene” com
96 pocos.

Inicialmente, o inéculo da levedura foi preparado transferindo-se células de
placas com meio YPD recém-ativadas para frascos contendo 50 mL de YPD liquido,
mantendo-os a 30°C por 24 horas, 150 rpm. A massa celular foi centrifugada a 4000
rpm por 5 minutos e transferida para novo meio YPD até que fosse obtido o volume
necessario de suspensdo de leveduras na concentracdo de 3 x 107 células/mL. A
contagem de células foi feita em camara de Neubauer apds coloracdo com solugéo
de azul de metileno-citrato de sodio.

Aos pocos da microplaca foram adicionados assepticamente 250 pL de meio
YPD estéril, 30 uL do inéculo de S. cerevisiae (concentracdo final de 3 x 108
células/mL) e 20 puL de cada uma das solucdes estoque 2 de acido p-cumarico, 4-
vinilfenol e 4-etilfenol preparadas de acordo com a descri¢cao contida nas Tabelas 1,
2 e 3, respectivamente. Foram também realizados dois tratamentos controle: meio
YPD sem inoculacdo da levedura e sem adicdo de qualquer composto fendlico; e
meio YPD com inoculacéo da levedura e sem adi¢cao de qualquer composto fendlico,
sendo utilizados 300 pL de meio YPD ou 270 puL de meio YPD esterilizado e 30 pL
de in6culo de S. cerevisiae, respectivamente. Todos os tratamentos (com e sem
adicao de compostos fendlicos) foram realizados com 5 repeti¢cdes.

A microplaca foi levada a leitora de microplacas e incubada a 30°C e 160 rpm
de agitacdo (aproximadamente 5 mm de amplitude orbital) por 21 horas. O
crescimento celular foi monitorado pela medida de absorbancia a 600 nm a cada 15
minutos. Foi calculada a velocidade especifica maxima de crescimento (u, h't) por
meio da regresséo linear dos dados de In da absorbancia X tempo, considerando-se

o coeficiente angular como a velocidade especifica de crescimento.



21

Tabela 1. Volumes e concentracdes das solugdes de acido p-cumarico utilizados no
experimento de crescimento da levedura S. cerevisiae PE-2, realizado na leitora de

microplacas Tecan Infinite® M200.

Volumes utilizados para preparo da

solucdo estoque 2 Concentracédo da Concentracéo final na
Solugéo estoque 1 YPD estéril solucéo estoque 2 microplaca (mg/L)?
(mL)* (mL) (mg/L)

10 0 300 20

8 2 240 16

6 4 180 12

4 6 120 8

2 8 60

! Solucéo estoque 1 (300 mg/L): 30 mg de &cido p-cumarico (Sigma-Aldrich) adicionados a
100 mL de meio YPD liquido esterilizado

2 Foram adicionados 20 pL da solucdo estoque 2 para um volume final de 300 pL no
tratamento

Tabela 2. Volumes e concentracbes das solugdes de 4-vinilfenol utilizados no
experimento de crescimento da levedura S. cerevisiae PE-2 realizado na leitora de

microplacas Tecan Infinite® M200.

Volumes utilizados para preparo da

solucéo estoque 2 Concentracdo da Concentracéo final na
Solucao estoque 1 YPD estéril solugéo estoque 2 microplaca (mg/L)?
(mL)* (mL) (mg/L)
10 0 150 10
8 2 120 8
6 4 90 6
4 6 60 4
2 8 30 2

1 Solugéo estoque 1 (150 mg/L): Um volume de 10 mL da solucédo 1 (1 mL da solugéo de 4-
vinilfenol 10% - Sigma-Aldrich - adicionado a 66 mL de meio YPD liquido esterilizado) foi
acrescentado a 90 mL de meio YPD liquido esterilizado

2 Foram adicionados 20 pL da solucdo estoque 2 para um volume final de 300 pyL no
tratamento
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Tabela 3. Volumes e concentragbes das solugbes de 4-etilfenol utilizados no
experimento de crescimento da levedura S. cerevisiae PE-2 realizado na leitora de

microplacas Tecan Infinite® M200.

Volumes utilizados para preparo da

solucdo estoque 2 Concentracédo da Concentracéo final na
Solugéo estoque 1 YPD estéril solucéo estoque 2 microplaca (mg/L)?
(mL)* (mL) (mg/L)
10 0 225 15
8 2 180 12
6 4 135 9
4 6 90 6
2 8 45 3

! Solucéo estoque 1 (225 mg/L): 22,5 mg de 4-etilfenol (Sigma-Aldrich) adicionados a 100
mL de meio YPD liquido esterilizado

2 Foram adicionados 20 pL da solucdo estoque 2 para um volume final de 300 pL no
tratamento
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Determinagéo da atividade enzimatica especifica CD e VR

Todos os isolados estudados mostraram atividade CD e VR (Tabela 4),
diferindo do relatado por Godoy et al. (2009), em que todas as cepas de leveduras
D. bruxellensis testadas exibiram atividade CD, porém somente uma baixa
porcentagem exibiu atividade VR.

As linhagens de D. bruxellensis apresentaram atividade CD na faixa de 184,4
a 215,5 U/mg, enquanto as linhagens industriais S. cerevisiae CAT-1 e PE-2
apresentaram valores inferiores, de 157,9 a 172,5 U/mg. Quanto a atividade VR, as
leveduras D. bruxellensis também mostraram valores mais elevados (de 101,9 a
154,3 U/mg) do que as leveduras S. cerevisiae (91,6 a 94,9 U/mg), Tabela 4.

Até o presente momento ndo foi relatada atividade enzimatica VR em
linhagens de S. cerevisiae de vinho (CHATONNET et al., 1992; GODOQY et al.,
2009). E possivel que os resultados encontrados para as linhagens PE-2 e CAT-1
nesse trabalho sejam falsos positivos, pois a metodologia utilizada para mensurar
essa atividade avalia o consumo do co-fator NADPH que nédo é especifico para a
enzima VR. Sao necessarios estudos complementares para corroborar essas

analises.
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Tabela 4. Atividade especifica das enzimas cumarato descarboxilase (CD) e
vinilfenol redutase (VR) das linhagens de D. bruxellensis (CCA059, CCAO077,
CCAL155) e S. cerevisiae (CAT-1, PE-2).

Levedura Atividade CD (U/mg proteina)  Atividade VR (U/mg proteina)

CAT-1 157,965 + 19,61 91,5925 + 5,55
PE-2 172,464 + 31,12 101,942 + 0,85
CCAO059 184,443 + 16,92 94,8719 * 3,06
CCAO077 215,524 + 10,51 104,251 + 21,56
CCA155 214,891+ 1,65 154,263 + 0,95

Coronado et al. (2015) afirmaram que o composto 4-vinilfenol (4-VF) induz a
atividade enzimética VR, porém o 4-VF é capaz de reagir com outros componentes
do vinho, como as antocianinas, formando compostos estaveis, o que impediria
parcialmente a inducdo da atividade VR pelas leveduras Dekkera e,
consequentemente, resultaria em uma menor atividade enzimatica.

Comparando-se os resultados desse trabalho com os de Godoy et al. (2009),
0S quais utilizaram a mesma metodologia para estudar 12 isolados de D.
bruxellensis e 1 isolado de S. cerevisiae, é possivel verificar que as leveduras
isoladas da fermentagéo etandlica brasileira apresentam mais altas atividades CD e
VR que leveduras isoladas de vinho. Comparadas as leveduras de vinho, as
leveduras da fermentacdo etandlica possuem uma atividade média de CD 16,5
vezes maior e uma atividade média de VR 2,5 vezes maior.

Ainda ha muito a ser descoberto sobre as atividades enzimaticas CD e VR,
pois existem poucos estudos sobre o assunto. Barthelmebs et al. (2000) revelaram
gue existem mecanismos desconhecidos envolvendo o metabolismo dos acidos
fendlicos. O knockout do gene PAD (acido fendlico descarboxilase) em Lactobacillus
plantarum induz duas outras enzimas, até entdo desconhecidas, com atividade CD.
Segundo Schifferdecker et al. (2014), o gene PAD de leveduras Dekkera € muito
mais similar ao gene PAD de bactérias do que ao gene PAD1 de S. cerevisiae. Além
disso, ja foi descrita a presenca de dois genes PAD em Dekkera. As linhagens de

Dekkera desse trabalho exibiram uma atividade enzimatica bastante elevada quando
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comparada as leveduras Dekkera de vinho. Esses resultados apontam para a
existéncia de fatores genéticos especiais: ou a expressdo de novas enzimas, ou
maior expressdo de genes nas leveduras D. bruxellensis da fermentacdo para
combustiveis.

O mosto da fermentacdo alcodlica utilizado nas destilarias é composto por
uma mistura de melaco e caldo de cana (RODERO et al., 2016) e de acordo com
resultados apresentados por Cabrita et al. (2012) e Suéur et al. (2016), a
concentracgdo total de 4cidos hidroxicindmicos no mosto da fermentag&o alcodlica é
maior do que a encontrada no vinho. E provavel que as leveduras selecionadas
testadas nesse trabalho sejam consequentemente mais adaptadas a maior
guantidade de acidos hidroxicinamicos, o que poderia explicar as altas atividades
CD e VR.

A Tabela 5 apresenta os resultados da concentracdo de compostos fenolicos
(acidos hidroxicinamicos e fendis volateis) nos meios de fermentacdo com caldo ou
melaco, 16° Brix, pH 4,5, utilizados nos experimentos realizados nos anos de 2016 e
2017. A quantidade dos compostos fendlicos obtida em caldo e melagco
apresentaram valores diferentes nas safras de 2016 e 2017. Nas plantas, o0s
compostos fendlicos estdo envolvidos no suporte e protecdo dos tecidos,
mecanismos de defesa e sinalizacdo, além de apresentarem papel antioxidante
(BOUDET, 2007). E natural que conforme mudem as condigdes ambientais durante
o cultivo da cana-de-acucar, bem como as condi¢cbes e 0 tempo de armazenamento
e transporte, as concentragbes dos compostos fendlicos sejam alteradas.
Adicionalmente, as usinas recebem diferentes variedades de cana-de-acucar ao
longo das safras para extracdo do caldo, portanto, é esperado encontrar variacoes
das concentracdes de fendlicos no caldo e melaco, tanto dentro de uma mesma
safra, quanto mais ainda ao se comparar duas safras diferentes.

Em ambos os anos, o melago mostrou uma tendéncia a acumular maior
guantidade de compostos fendlicos. Em 2016, a concentracdo de acido p-cumarico
foi aproximadamente 2,5 vezes maior em melaco que em caldo, enquanto que em
2017 foi cerca de 3 vezes maior. A quantidade de acido ferulico foi 4,7 vezes maior
em caldo que em melagco em 2016, enquanto que foi 3 vezes maior em melago em
2017. O 4-vinilfenol é um composto facilmente reduzido a 4-etilfenol, além de que,
segundo Coronado el al. (2015), é capaz de reagir com antocianinas formando

compostos estaveis. Devido a isso eram esperadas baixas concentra¢cdes no caldo
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apos extragdo e que a concentracdo decaisse com o tempo restando bem pouco no
melaco. Essa expectativa se confirmou em ambas as safras. Conforme esperado, a
concentracdo de 4-etilfenol em melaco foi alta em 2017 enquanto em caldo n&o foi
detectado. Em 2016 a concentracdo de 4-etilfenol foi menor em melago que em
caldo, isso pode indicar que o melaco deste ano foi armazenado por mais tempo e

houve condi¢des favoraveis a volatilizacdo do 4-etilfenol.

Tabela 5. Concentracdo de compostos fendlicos em meios de caldo de cana e
melaco utilizados nos experimentos fermentativos em 2016* e 20172, 16° Brix, pH
4,5.

Caldo (mg/L) Melago (mg/L)
Composto 2016 2017 2016 2017
Acido p-cumérico 4,7 49+037 115 14,7+£1.2
Acido ferulico 1,9 1,2+0,14 04 3,6+0,31
4-vinilfenol 0,8 0,1+0,14 0,4 0
4-vinilguaiacol 0 0 0,1 0,2 +0,26
4-etilfenol 0,9 0 0,5 5,2+0,38
4-etilguaiacol 0,5 0 0 0

1 Amostra sem repeticdo; > Média e desvio-padréo de 10 repeticdes

5.2 Fermentagdo em batelada sem reciclo celular

Tanto em caldo quanto em melaco o crescimento da linhagem S. cerevisiae
PE-2 atingiu e maximo em 48 h (Figura 2A e 2B).

Houve diferenca no crescimento da levedura D. bruxellensis CCA059 em
caldo e melaco, com estabilizacdo apés 24 h em caldo, e em 48 h em melaco
(Figura 2C e 2D). A diferenca observada no crescimento pode ser devida a diferenca
na composicao nutricional, de acidos organicos ou fontes de nitrogénio. Assim como
a levedura S. cerevisiae PE-2, a linhagem de D. bruxellensis CCA059 néo produziu

4-EF mesmo possuindo atividade enziméatica VR.
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O crescimento da levedura D. bruxellensis CCA077 foi semelhante em caldo e
melaco, estabilizando em 36 h para ambos os meios de cultivo (Figura 2E e 2F),
porém a densidade otica foi 1,3 maior em melaco.

A levedura D. bruxellensis CCA155 apresentou estabilizacdo de crescimento
apos 36 h de cultivo em ambos os meios, sendo a densidade 6tica 1,6 maior em
melaco. As maximas producdes de 4-EF tanto em caldo quanto em melaco foram
obtidas apo6s 24 h (Figura 2G e 2H).

Considerando-se somente as linhagens de D. bruxellensis que apresentaram
producdo de 4-EF (CCAO077 e CCA155), a producdo ocorreu nas primeiras 24 h,
coincidente com a fase exponencial de crescimento, estabilizando a seguir, ou até
com decréscimo na concentracdo (Figura 2E, 2F, 2G e 2H). Isto ndo ocorreu devido
ao esgotamento dos precursores dos meios de cultivo, pois as analises
cromatograficas mostraram que inicialmente o caldo possuia 4,7 mg/L de &cido p-
cumérico e 0,8 mg/L de 4-VF (Tabela 2, ano de 2016), sendo que as linhagens
CCAOQ77 e a CCA155 produziram em 24 h, respectivamente, 2,4 mg/L e 3,43 mg/L
de 4-EF.

Coronado et al. (2015) avaliaram a producédo de 4-EF por uma linhagem de
Dekkera de vinho de uva em cada fase de crescimento e concluiram que a maior
parte deste composto fendlico era produzido durante a fase estacionéaria. Bernardi et
al. (2011) afirmaram que as enzimas CD e VR sao intracelulares, sendo liberadas no
momento da lise celular que se inicia na fase estacionaria. Complementarmente,
Suéur et al. (2016) relataram que a sintese de 4-EF ocorreu durante o fim da fase
exponencial ou durante a fase estacionaria de crescimento em meios sintéticos ou
em vinho. Contraditoriamente, as linhagens de D. bruxellensis aqui estudadas (com
excecao da linhagem CCAO059) exibiram sintese de 4-etilfenol na fase exponencial
de crescimento. Esse resultado encontra maior similaridade com os dados
apresentados por Dias et al. (2003), os quais verificaram que em meio sintético YNB
enriguecido, a linhagem de Dekkera estudada iniciou a producédo de 4-EF no meio

da fase exponencial e a finalizou no inicio da fase estacionaria.
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Figura 2. Curva de crescimento (densidade optica, DO) e producéo de 4-etilfenol (4-
EF) pela linhagem de S. cerevisiae PE-2 (A e B) e pelas linhagens de D. bruxellensis
CCAO059 (C e D), CCAQ77 (E e F) e CCA155 (G e H) em caldo e melaco, a 30°C,
sem agitagéo, por 72 h.
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No meio com melaco inicial havia 11,5 mg/L de acido p-cumérico e 0,4 mg/L
de 4-VF (Tabela 2, ano de 2016), sendo que as linhagens CCA077 e a CCA155
produziram em 24 h, respectivamente, 6,23 mg/L e 3,33 mg/L de 4-EF (Figura 3F e
3H). Segundo Fulgelsang e Edward (1997) e Sudur et al. (2016), algumas estirpes
de Dekkera conseguem equilibrar suas funcées metabdlicas ao converter acidos
hidroxicinamicos em vinilfendis e utilizar a enzima VR para oxidar NADH em NAD+,
reduzindo os vinilfendis em etilfendis. Esta € a possivel explicacdo para a producéo
de 4-EF associada ao crescimento, pois é uma fase de grande atividade metabdlica
e poderia gerar um desbalanco de NAD+/NADH se ndo houvesse producao de 4-EF.

A maxima producédo de 4-EF pela linhagem CCAQ77 foi obtida apos 24 h para
ambos os meios (Figura 2E e 2F), contudo em melaco foi duas vezes maior. As
analises de HPLC mostraram que o melaco utilizado neste trabalho possuia 2,5
vezes mais precursor acido p-cumarico que o caldo, sendo, portanto um resultado
esperado.

Ao contrario do vinho de uva, nas indastrias brasileiras a fermentacao dura de
6 a 12 h (LOPES et al, 2016). Nos experimentos aqui realizados, a primeira
avaliacdo da concentracao de fendis volateis foi feita somente apds 24 horas, onde
se verificou 0 maximo de producdo para alguns compostos, até o final de 72 h. Nas
condicBes industriais, utiliza-se o sistema de reciclo celular, com tempo menor do
gue 24 h para cada ciclo de fermentacdo. Desta forma, o proximo item descreve 0s
resultados obtidos quanto a producao de fendis volateis ao longo de seis ciclos de
fermentacao de 12 horas, tanto em caldo quanto em melago, a fim de verificar se os

referidos compostos sdo produzidos em tempo muito menor.

5.3 Fermentacdo em batelada com reciclo celular

Os experimentos de fermentacdo em batelada com reciclo celular foram
realizados no ano de 2016 e repetidos no ano de 2017. A fim de avaliar se havia
diferenca entre os resultados obtidos nos dois anos, foi realizada analise de
variancia para verificacdo da existéncia de interacdo significativa entre Experimento
— Levedura — Ciclo Fermentativo para os resultados de concentragdo de 4-etilfenol
em caldo de cana e melacgo. Foi escolhida essa variavel de resposta em detrimento
das demais, como produc¢éo de etanol, consumo de acucar, pH e numero de células
das leveduras, pelo fato de a producédo de fendis volateis ser o foco principal do

presente trabalho.
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Houve interacdo significativa em nivel de 5% para os resultados de
concentracdo de 4-etilfenol em caldo de cana, indicando que houve diferenca na
producdo desse composto pelas leveduras nos diferentes ciclos de fermentagéo
entre os dois experimentos (Tabela 6). Dessa forma, ndo é recomendado que o0s
resultados dos dois experimentos sejam analisados em conjunto, e sim

separadamente, para todos os parametros analisados na fermentacao.

Tabela 6. Andlise de variancia dos valores de concentracdo de 4-etilfenol nas
fermentagbes desenvolvidas em caldo de cana, com as culturas puras de S.
cerevisiae PE-2 e das linhagens de D. bruxellensis CCA059, CCA077 e CCA155, ao
longo de seis ciclos fermentativos de 12 horas, a 30°C, pH 4,5, em sistema de

batelada com reciclo celular.

Causa de variacao SQ GL QM F
Experimento (2016/2017) 37,556 1 37,556 538,573 *
Levedura 79,739 3 26,579 381,160 *
6 Ciclos 28,2634 5 5,653 81,062 *
Experimento X Levedura 40,534 3 13,511 193,759 *
Experimento X Ciclo 1,421 5 0,284 4,076 *
Levedura X Ciclo 28,524 15 1,902 27,270 *
Experimento X Levedura X Ciclo 7,429 15 0,495 7,102 *
Residuo 6,694 96 0,070
Total 230,162 143

* = significativo ao nivel de 5% de probabilidade (0,01 < p <0,05)
Coeficiente de variacdo= 19,13%

Com relacdo ao melaco, ndo houve interacdo significativa em nivel de 5%
para os resultados de concentragédo de 4-etilfenol, indicando que houve os mesmos
padroes de producdo desse composto nos diferentes ciclos de fermentacao pelas
leveduras entre os dois experimentos (Tabela 7). Assim, os resultados obtidos nos
dois experimentos (2016 e 2017) foram apresentados como médias dos dois

experimentos, para todos os parametros analisados na fermentacéo.
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Tabela 7. Andlise de variancia dos valores de concentracdo de 4-etilfenol nas
fermentacBes desenvolvidas em melaco, com as culturas puras de S. cerevisiae PE-
2 e das linhagens de D. bruxellensis CCA059, CCAQ077 e CCA155, ao longo de seis
ciclos fermentativos de 12 horas, a 30°C, pH 4,5, em sistema de batelada com
reciclo celular.

Causa de variagao SQ GL QM F
Experimento (2016/2017) 12,662 1 12,662 13,892 *
Levedura 1195,131 3 398,377 437,076 *
6 Ciclos 57,359 5 11,472 12,586 *
Experimento X Levedura 120,959 3 40,320 44,236 *
Experimento X Ciclo 5,430 5 1,086 1,191 ns
Levedura X Ciclo 113,224 15 7,548 8,282 *
Experimento X Levedura X Ciclo 21,152 15 1,410 1,547 ns
Erro 87,500 96 0,9110
Total 1613,417 143

* = significativo ao nivel de 5% de probabilidade (0,01 < p <0,05)
ns= nao significativo (p 20,05)
Coeficiente de variacdo= 11,68%

Os resultados dos parametros fermentativos em caldo de cana (pH, etanol e
concentracdo de acucar redutor total) e da producdo de 4-etilfenol das quatro
leveduras estudadas estao apresentados nas Figuras 3 a 6.

Com relagdo a linhagem S. cerevisiae PE-2, tanto os resultados de 2016
guantos os de 2017, obtidos por HPLC das concentracbes de 4-EF indicaram que a
linhagem PE-2 ndo tem atividade VR ou essa ndo é expressa nas condicbes de
fermentacdo em caldo, de forma que os resultados da atividade enzimética VR
apresentados anteriormente sdo, provavelmente, falsos positivos (Figura 3). Além
disso, os resultados para pH, numero de células, consumo de acucar e producéo de
etanol nos dois anos foram muito semelhantes, havendo somente uma pequena

producdo maior de etanol no 6° ciclo no ano de 2017 (0,27 g/100mL a mais).
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Figura 3. Nimero de células de leveduras/mL (inicial de 2,12 - 2,51 x 108 cel/mL),
pH, concentracbes de acucar redutor residual (ART, inicial de 18,87 g/100 mL),
etanol e 4-etilfenol (4-EF) no mosto de caldo de cana das fermentacoes
desenvolvidas pela linhagem de S. cerevisiae PE-2, a 30°C, pH 4,5, sem agitacao,
ao final de 6 ciclos fermentativos de 12 h. Os experimentos foram realizados em
2016 e repetidos em 2017.
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Os resultados obtidos na fermentagdo em batelada com reciclo celular por S.
cerevisiae PE-2 mostraram decréscimo de pH maior em caldo que em melaco
(Figura 3A,3B e 7A), provavelmente pelo fato de o melagco ser um meio com maior
poder tamponante que o caldo (SOUZA et al., 1995).

Godoy et al. (2008) demonstraram que tanto a atividade CD quanto VR sao
estaveis em pH 3,4, sendo que a presenca de etanol diminui drasticamente a
atividade CD, enquanto a atividade VR € mais estavel. Benito et al. (2009)
concluiram que pH abaixo de 2,17 inibe a producédo de 4-EF por D. bruxellensis. Nos
experimentos com reciclo celular, o menor pH mensurado foi de 3,8 em caldo (Figura
9A) e, portanto, ndo seria suficiente para interferir com as atividades enziméticas CD
e VR.

Leveduras Dekkera isoladas de vinho sdo conhecidas por produzirem 4-
etilfenol especialmente na fase estacionaria de crescimento, quando o processo
fermentativo do mosto de uva ja acabou e o vinho com pouco acucar é deixado para
maturar. A producao de 4-etilfenol por leveduras Dekkera em mostos ricos de acucar
s6 é relevante nas condi¢des brasileiras de fermentacdo para producdo de etanol
devido ao reciclo das leveduras durante toda a safra, o que permite que as
leveduras se multipliquem e ativem esse metabolismo.

Em caldo, as linhagens D. bruxellensis CCA059 e CCAQ77 apresentaram
producdo de 4-etilfenol maior no experimento de 2017 do que no de 2016, mas
sempre foi abaixo de 3 mg/L em média (Figuras 4G, 4H, 5G e 5H). Em 2016 a
populacdo inicial da levedura CCA059 era 1,56 x 102 cel/mL e aumentou para 2,16 x
108 cel/mL no final do primeiro ciclo, enquanto que no ano de 2017 onde a
populacéo inicial era de 2,75 x 108 cel/mL e aumentou para 3,98 x 102 cel/mL, ou
seja, além de haver inicialmente quase o dobro de células, houve o dobro de
crescimento em 2017. Por outro lado, a levedura CCA077 em 2016 apresentou uma
populacdo inicial de 3,57 x 108 cel/mL que aumentou para 3,79 x 108 cel/mL no
primeiro ciclo, em oposicdo a 2017 onde a populacédo inicial era 3,86 x 108
células/mL e aumentou para 5,01 x 108 células/mL, ou seja, a populagédo inicial era
semelhante, porém em 2017 houve maior crescimento. Dessa forma pode-se
relacionar o maior crescimento no apresentado no experimento conduzido em 2017
com a maior producdo de 4-etilefenol, comparado ao experimento conduzido em
2016.
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Nos experimentos realizados tanto em 2016 quanto em 2017, a levedura
CCAO059 praticamente ndo apresentou crescimento no decorrer dos 6 ciclos
fermentativos em caldo de cana (Figuras 4C e 4D). Esse comportamento difere do
obtido por Meneghin et al. (2013), que utilizando a mesma levedura e partindo de
uma concentragdo inicial de células muito semelhante, obteve um crescimento
aproximado de 4 ciclos log apds 6 ciclos fermentativos. Paralelamente, Meneghin e
colaboradores observaram que o pH reduziu de 4,5 para aproximadamente 3
enquanto que no presente experimento o mesmo se manteve proximo a 4 (Figuras
4A e 4B). Por outro lado, o consumo de aclcar e a producdo de etanol foram muito
semelhantes, com o ART ao final do 6° ciclo em torno de 6 g/100mL, enquanto a
producdo de etanol no 6° ciclo foi de aproximadamente 1 g/100mL (Figuras 4E e
4F).
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Figura 4. Nimero de células de leveduras/mL (inicial de 1,56 - 2,75 x 108 cel/mL),
pH, concentracbes de acucar redutor residual (ART, inicial de 17,29 g/100 mL),
etanol e 4-etilfenol (4-EF) no mosto das fermentacdes desenvolvidas pela linhagem
de D. bruxellensis CCA059 em caldo de cana, a 30°C, pH 4,5, sem agitacédo, ao final
de 6 ciclos fermentativos de 12 h. Os experimentos foram realizados em 2016 e

repetidos em 2017.
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Figura 5. Nimero de células de leveduras/mL (inicial de 3,57 - 3,86 x 108 cel/mL),

pH, concentracbes de acucar redutor residual (ART, inicial de 15,39 g/100 mL),

etanol e 4-etilfenol (4-EF) no mosto das fermentacdes desenvolvidas pela linhagem

de D. bruxellensis CCA077 em caldo de cana, a 30°C, pH 4,5, sem agita¢cao, ao final

de 6 ciclos fermentativos de 12 h. Os experimentos foram realizados em 2016 e

repetidos em 2017.
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A levedura CCA155 nao apresentou maior producgao de 4-etilfenol no caldo de
2017 em relacdo a 2016 (Figura 6G e 6H). O numero inicial de células foi
semelhante nos dois experimentos e o padrao de crescimento foi parecido ao final
do primeiro ciclo (crescimento de 8,8 x 108 cel/mL em 2016 e 5,2 x 102 cel/mL em
2017) (Figura 6C e 6D), dessa forma era de se esperar que nao ocorresse 0 mesmo
padrdo de aumento da producédo de 4-EF em 2017, como ocorreu com as linhagens
CCAO059 e CCAOQ77.

A linhagem CCA155 em caldo no ano de 2016 apresentou menores valores
de ART no ciclo 1 e 2 comparado ao ciclo 3 (Figura 6E e 6F), contudo ndo houve
variacdo significativa em nenhum outro resultado avaliado nos 2 anos. N&do houve
variacao significativa no pH ao longo do ciclos entre os anos de 2016 e 2017 (Figura
6A e 6B).



38

Figura 6. Nimero de células de leveduras/mL (inicial de 1,59 - 1,86 x 108 cel/mL),
pH, concentracbes de acucar redutor residual (ART, inicial de 16,16 g/100 mL),
etanol e 4-etilfenol (4-EF) no mosto das fermentacdes desenvolvidas pela linhagem
de D. bruxellensis CCA155 em caldo de cana, a 30°C, pH 4,5, sem agitacao, ao final
de 6 ciclos fermentativos de 12 h. Os experimentos foram realizados em 2016 e

repetidos em 2017.
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Bassi (2016) avaliou o comportamento da linhagem de levedura S. cerevisiae
PE-2 em melaco. Assim como no presente trabalho (Figura 7B), a levedura
estabilizou a producdo de etanol no 4° ciclo fermentativo, atingindo producao
maxima em torno de 5 g/100mL. O consumo de acuUcar também foi muito
semelhante atingindo aproximadamente 7,5 ART apés o 1° ciclo até
aproximadamente 2,5 no 6° ciclo.

Por fim, o pH ao longo do ciclos também foi semelhante, se mantendo entre 4
e 5 (Figura 7A). Nao houve variagdo no crescimento da levedura ao longo dos ciclos

e ndo houve producgéo do composto 4-etilfenol.

Figura 7. Namero de células de leveduras/mL (inicial de 1,55 x 1028 cel/mL), pH,
concentragdes de acucar redutor residual (ART, inicial de 13,7 g/100 mL), etanol e 4-
etilfenol (4-EF) no mosto das fermentagbes desenvolvidas pela linhagem de S.
cerevisiae PE-2 em melaco, a 30°C, pH 4,5, sem agitacdo, durante 6 ciclos
fermentativos de 12 h. Os experimentos foram realizados em 2016 e repetidos em

2017, sendo apresentada a média aritmética dos 2 experimentos.
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A levedura CCA059 néo apresentou em melaco variacdo no valor de pH e no
namero de células no decorrer dos 6 ciclos (Figuras 8A e 8C), por outro lado,
ocorreu aumento da producdo de etanol e de 4-etilfenol a cada novo ciclo,
acompanhado da reducdo progressiva do ART (8B e 8D). KOSEL et al., (2014)
relataram que a adicdo de 2,5% de etanol aumentou a producdo de 4-etilfenol.
Dessa forma, € possivel que o aumento do etanol tenha estimulado o aumento do 4-
etilfenol. Por outro lado, como a producado de 4-etilfenol € necesséria para equilibrar
o balanco NAD+/NADH e manter o metabolismo ativo, € possivel que a producao de
4-EF tenha sido induzida pelas células para compensar o aumento do consumo de

acucar e a consequente ativacdo do metabolismo.

Figura 8. Numero de células de leveduras/mL (inicial de 1,55 x 102 cel/mL), pH,
concentragdes de acgucar redutor residual (ART, inicial de 14,36 g/100 mL), etanol e
4-etilfenol (4-EF) no mosto das fermentacdes desenvolvidas pela linhagem de D.
bruxellensis CCA059 em melacgo, a 30°C, pH 4,5, sem agitacdo, durante 6 ciclos
fermentativos de 12 h. Os experimentos foram realizados em 2016 e repetidos em
2017, sendo apresentada a média aritmética dos 2 experimentos.
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Os resultados obtidos para 4-EF em melaco para as leveduras CCAQ77 e
CCA155 (Figuras 9D e 10D) corroboram os dados obtidos sobre a atividade
enzimatica VR dessas leveduras, que mostrou que a linhagem CCA155 possui uma
atividade VR 1,5 vezes menor que a CCAQ077 e que, por conseguinte, produziu uma
guantidade 1,5 vezes menor de 4-EF. Porém o mesmo ndo ocorreu em caldo
(Figuras 5G, 5H, 6G e 6H), situacdo em que ambas as leveduras apresentaram a
mesma producdo de 4-EF. Esse resultado reforca a hipotese de que em substratos
mais estressantes (como o0 melag¢o) a maior atividade enziméatica.

A linhagem de D. bruxellensis CCA077 se mostrou uma exceg¢ao, pois tanto
em caldo (Figura 5H) quanto em melaco (Figura 9D) apresentou alta producéo de 4-
etilfenol desde o primeiro ciclo (3,26 + 0,11 mg/L em caldo e 8,69 + 0,87 mg/L em
melaco), exibindo as méaximas producbes deste composto em melago no terceiro
ciclo (9,47 £ 1,22 mg/L).

Gomes (2012) observou que existem diferencas no valor de conversao molar
do acido p-cumarico em 4-etilfenol entre diferentes estirpes de D. bruxellensis, o que
atribuiu a diversidade genética entre as leveduras. Devido ao padrdo unico de
comportamento metabdlico, € muito provavel que a linhagem CCO077 possua
variacdes genéticas, como multiplas cépias do gene DbVPR, responsavel pela
producdo da enzima vinilfenol redutase, ou que possua mecanismos de
superexpressar esse gene quando em condi¢des para o crescimento, tendo em vista
gue a producdo de 4-etilfenol pode ser necessario para equilibrar o balanco
NAD+/NADH ao oxidar o NADH em NAD+ e tornar possivel a obtencdo de energia
para seu crescimento celular(FULGELSANG; EDWARD, 1997; SUCUR et al., 2016).

Diferente do observado com as outras linhagens de Dekkera, a levedura
CCO77 praticamente ndo produziu etanol no decorrer dos ciclos (Figura 9B)
enquanto por outro lado produziu muito 4-etilfenol (Figura 9D). Esses dados
reforcam a probabilidade desta levedura possuir mecanismo especial que regule a
producao de 4-EF, pois diferente das outras linhagens avaliadas, essa producéo nao

parece estar sendo afetada pela producéo de etanol.
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Figura 9. Numero de células de leveduras/mL (inicial de 3,7 x 108 cel/mL), pH,
concentracfes de acuUcar redutor residual (ART, inicial de 14,97 g/100 mL), etanol e
4-etilfenol (4-EF) no mosto das fermentacdes desenvolvidas pela linhagem de D.
bruxellensis CCA077 em caldo de melago, a 30°C, pH 4,5, sem agitacéo, durante 6
ciclos fermentativos de 12 h. Os experimentos foram realizados em 2016 e

repetidos em 2017, sendo apresentada a média aritmética dos 2 experimentos.
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A levedura CCA155 mostrou em melaco comportamento semelhante ao
observado com a levedura CCA059. Nao houve significativa variacdo do pH e do
namero de células no decorrer dos ciclos fermentativos (Figuras 10A e 10C),
contudo é possivel ver uma relacdo entre o aumento da producao de etanol e o
aumento da producédo de 4-etilfenol no decorrer dos ciclos (Figuras 10B e 10D).
Conforme ja citado anteriormente, KOSEL et al., (2014) verificaram uma relacao
entre concentracao de etanol e producao de 4-etilfenol. Dessa forma, € possivel que

0 aumento do etanol tenha estimulado o aumento da producgao de 4-etilfenol.
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Figura 10. Namero de células de leveduras/mL (inicial de 2,23 x 108 cel/mL), pH,
concentracfes de acuUcar redutor residual (ART, inicial de 14,11 g/100 mL), etanol e
4-etilfenol (4-EF) no mosto das fermentacdes desenvolvidas pela linhagem de D.
bruxellensis CCA155 em melago, a 30°C, pH 4,5, sem agitacdo, durante 6 ciclos
fermentativos de 12 h. Os experimentos foram realizados em 2016 e repetidos em

2017, sendo apresentada a média aritmética dos 2 experimentos.
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SUCUR et al., (2016) relataram que a concentracdo de 5% de etanol é
favorece a producdo de fendis volateis, enquanto valores de 12,5 e 13,5% (v/v)
diminuem drasticamente a producao de 4-EF. Complementarmente, KOSEL et al.
(2014) verificaram que a adicdo de 2,5% de etanol aumenta a producdo de 4-
etilfenol. Tanto em caldo, quanto em melaco, todas as linhagens de D. bruxellensis
produziram menos de 2 g/100mL de etanol, ou seja, 2% de etanol, o que pode ter
colaborado para aumentar a producao de 4-etilfenol nos meios. O consumo maximo
de ART foi em torno de 50% do ART inicial pela linhagem CCAQ059, o que significa
gue houve também grande sobra de acucar. A maxima variacdo de pH foi uma
gueda de 0,7 a partir do valor inicial de 4,5 que ocorreu no 2° ciclo da linhagem
CCAOQ77 em caldo atingindo pH 3,8, e ocorreu no 6° ciclo da linhagem CCA155, com
valor também de 3,8, coincidindo com a maxima producédo de 4-etilfenol obtida por

essa levedura em caldo.
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Fazendo-se analise comparativa do crescimento entre as leveduras nos dois
experimentos realizados, verificou-se que ao longo dos seis ciclos fermentativos a
variacdo do namero de células foi inferior a um ciclo log para todas as leveduras.
Somente para a linhagem D. bruxellensis CCAQ077, houve maior discrepancia entre o
crescimento em caldo e melago em 2016, crescendo 0,62 log em caldo comparado a
0,17 em melaco. Porém no ano de 2017 essa discrepancia nao se repetiu, tendo
crescido somente 0,2 log em caldo enquanto ndo houve crescimento em melaco.

Dias et al. (2003) mostraram que a atividade VR depende da fonte de carbono
e energia, isto é, altas taxas de conversdo de &cido p-cumarico em 4-EF so
ocorreram quando a glicose ou o etanol estdo presentes como substrato. Em todos
0s experimentos ndo houve diferenca entre a producdo de etanol em caldo e melago
para todas as leveduras, sendo que o consumo do ART aumentou com o decorrer
dos ciclos enquanto que paralelamente também aumentou a producédo de etanol.

Todas as leveduras D. bruxellensis produziram mais 4-etilfenol em melaco
gue em caldo. Nos experimentos com reciclo celular tanto em caldo quanto em
melaco, foi possivel observar o aumento da produgéo de 4-etilfenol a cada novo
reciclo de células, assim como também houve o aumento da producao de etanol. Os
experimentos de ciclo Unico mostraram que ao final de 12 h, tempo de duracéo de
um ciclo, todas as leveduras Dekkera estdo em fase exponencial de crescimento,
desse modo é possivel afirmar que a producao de 4-etilfenol nos experimentos com
reciclo foi associada ao crescimento.

Tanto nos experimentos de ciclo Unico quanto com reciclo foram analisadas
as concentracbes dos compostos fendlicos 4-vinilfenol, 4-vinilguaiacol e 4-
etilguaiacol. A producédo de 4-vinilfenol foi menor ou igual que 6,5 mg/L, ja 0s outros
resultados apresentaram valores muito baixos desses compostos, sendo a producéo
de 4-vinilguaiacol menor ou igual a 0,6 mg/L enquanto a producdo de 4-etilguaiacol
foi menor que 2,5 mg/L.

O limiar de percepcdo de um composto indica a concentracdo necessaria no
meio para que possa ser percebido sensorialmente. Em vinhos, os limiares de
percepcédo para fendis volateis foram estimados em 0,42 mg/L para 4-EF (SUCUR et
al., 2016). Desse modo, todas as linhagens de D. bruxellensis deste trabalho
produziram quantidade muito superior ao limiar de percepg¢ao aceito para vinhos de

uva.
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A Figura 11 mostra o consumo médio percentual de acido p-cumarico no
decorrer dos 6 ciclos fermentativos pelas linhagens de levedura avaliadas nesse
estudo. E possivel verificar que a levedura S. cerevisiae PE-2 consumiu menos de
13% do &cido p-cumarico presente em caldo de cana e menos de 3% do presente
em melaco. Esses dados, comparados aos graficos de producdo de 4-EF por essa
levedura em caldo e melaco, permitem concluir que essa levedura ndo converteu o
acido p-cumarico nem para 4-VF nem para 4-EF, demonstrando grande tolerancia
as quantidades desse acido existentes em caldo e melaco.

A conversao de acido p-cumarico em 4-VF e 4-EF envolve gasto de energia,
portanto € uma alternativa viavel somente se ha necessidade de reduzir a toxicidade
do &cido p-cumarico ou para equilibrar o balanco NAD+/NADH, conforme realizado
por leveduras Dekkera. A linhagem PE-2, portanto ndo deve necessitar de nenhuma
dessas alternativas e concentra o gasto energético para outras fun¢cdes metabdlicas,
como a producédo de etanol que se mostrou elevada.

Em melaco, a levedura CC0O77 mostrou o0 mesmo percentual de consumo de
acido p-cumarico que em caldo, por volta de 80% desde o primeiro ciclo (Figura 11A
e 11B), chegando a atingir cerca de 90% ao final do sexto ciclo em melago,
condizendo com as elevadas producgdes de 4-EF desde o primeiro ciclo relatadas
tanto em caldo quanto em melaco (Figuras 5H e 9D) e ainda poderia produzir mais 1
a 2 mg/L de 4-EF pois apresentou cerca de 1 a 2 mg/L de acido p-cumarico residual.
A conversao estequiométrica de acido p-cumarico para 4-vinilfenol é de 1 mol para 1
mol, assim como de 4-vinilfenol para 4-etilfenol.

As leveduras CC059 e CCA155 exibiram percentuais de consumos menores
no melaco (Figura 11B) que em caldo (Figura 11A). Sabendo que em melago houve
um residual de acido p-cumarico de cerca de 6 mg/L para a linhagem CCAO059 e de
4 mg/L para a linhagem CCAL55, isso indica que haveria a possibilidade dessas
leveduras produzirem mais 6 mg/L e 4 mg/L de 4-EF, respectivamente. Em caldo,
os teores residuais de acido p-cumarico ndo diferiram muito entre as leveduras, por

volta de 0,7 a 1 mg/L.
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Figura 11. Consumo (%) do acido p-cumarico em caldo de cana (A) e melaco (B),
durante as fermentagbes desenvolvidas pelas linhagens de D. bruxellensis
(CCA059, CCA077 e CCAL155) e S. cerevisiae (linhagem PE-2), a 30°C, pH 4,5, sem
agitacéo, durante 6 ciclos fermentativos de 12 h. Os experimentos foram realizados
em 2016 e repetidos em 2017, sendo apresentada a média aritmética dos 2

experimentos. As barras indicam os seis ciclos fermentativos.
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5.4 Efeito dos compostos fendlicos sobre a velocidade especifica de

crescimento da S. cerevisiae PE-2
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Ndo houve efeito inibitério dos compostos fendlicos (acido p-cumarico, 4-
vinilfenol e 4-etilfenol) sobre a velocidade especifica de crescimento da levedura S.
cerevisiae nas concentracdes testadas (Tabela 8). A escolha das concentracfes se
baseou nos resultados obtidos nos experimentos de fermentagdo em batelada com

reciclo celular, testando-se concentra¢gfes abaixo e acima das maximas obtidas.

Tabela 8. Velocidades especificas de crescimento maximas (4 max, h't) da linhagem
de S. cerevisiae PE-2 em meio YPD acrescido de acido p-cumaérico, 4-vinilfenol e 4-
etilfenol em diferentes concentracdes, utilizando-se a leitora de microplacas Tecan
Infinite® M200, a 30°C, 150 rpm, com leitura da densidade o6ptica (DO) por

absorbancia a 600 nm por 21 horas®.

Concentracao

Composto (mg/L) K max (h1)
Acido p-cumarico 0 0,5018 + 0,0089
4 0,5356 + 0,0148
8 0,5363 £ 0,0097
12 0,5404 £ 0,0033
16 0,5289 + 0,0078
20 0,5314 + 0,0062
4-vinilfenol 0 0,5018 + 0,0089
2 05358 + 0,0138
4 0,5320 £ 0,0098
6 0,4963 £ 0,0460
8 0,5354 + 0,0202
10 0,4949 £ 0,0459
4-etilfenol 0 0,5018 + 0,0089
3 0,5238 + 0,0058
6 0,5288 + 0,0173
9 0,5367 + 0,0052
12 0,5199 £ 0,0248
15 0,5380 £ 0,0069

1 DO inicial= 0,0575, equivalente a aproximadamente 3 x 108 células/mL
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Conforme exibido na Figura 11A e 11B, a linhagem de levedura PE-2
praticamente ndo consumiu 0 acido p-cumarico presente tanto em caldo de cana
guanto em melaco, exibindo alta tolerancia a esse composto. Com base nisso, é
possivel afirmar serem necessérias doses mais altas que as avaliadas nesse estudo
para que os compostos fendlicos se tornem toxicos para essa linhagem industrial de
S. cerevisiae.

Por outro lado, SABEL et al. (2017) avaliaram a capacidade de compostos
fendlicos em inibir o crescimento de Saccharomyces em meios com diferentes niveis
de pH e concluiram que em meios menos acidos (pH 5,5), o efeito negativo dos
acidos hidroxicinamicos é geralmente menor, provavelmente por estarem em seu
estado desprotonado. Como o pH do meio YPD utilizado, segundo dados do
fabricante, € em torno de 6,5, isso pode ter contribuido grandemente para o menor
efeito prejudicial dos compostos fendlicos testados.

KOSEL et al. (2014) avaliaram o efeito da adicdo de 100 mg/L de uma mistura
dos precursores fendlicos acido p-cumarico e acido ferulico sobre o crescimento da
levedura S. cerevisiae. Os autores observaram que ao substituir os precursores por
4-vinilfenol houve reducéo de 1 ciclo log no crescimento da levedura, tendo sido
discutido que este ultimo €, portanto, mais toxico que os precursores. No presente
estudo (Tabela 8) ao se comparar as maximas concentracdes avaliadas, foi possivel
observar tendéncia em reduzir a velocidade especifica de crescimento da levedura
S. cerevisiae em 0,04 ao se utilizar 10 mg/L de 4-vinilfenol ao se comparar com 20
mg/L de acido p-cumérico. A mesma tendéncia ndo se mostrou para a concentracado
de 15 mg/L de 4-etilfenol.

Em todas as concentracfes avaliadas de acido p-cumarico e 4-etilfenol houve
aumento da velocidade especifica de crescimento da levedura. No melagco avaliado
neste trabalho em 2017 foram obtidas concentragbes maximas de 14,7 + 1,2 de
acido p-cumérico e 5,1 + 0,38 de 4-etilfenol, enquanto nao foi detectado 4-vinilfenol.
E possivel que a linhagem de Saccharomyces PE-2 esteja adaptada as
concentracfes desses compostos avaliadas no experimento. Esta € uma linhagem
mais robusta, obtida por selecéo artificial de processos fermentativos que utilizavam
muitos reciclos com meios mistos de caldo e melago que certamente continham
esses compostos fendlicos. Uma linhagem de S. cerevisiae nao industrial talvez

apresentasse inibicdo de crescimento nas condi¢des aplicadas neste experimento.
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Outro fator importante a se considerar € que no experimento realizado
utilizou-se um meio complexo (YPD) e ndo um mosto de cana-de-aglcar e ndo
foram simuladas condi¢cdes que ocorrem na fermentacdo, como baixo pH e presenca
de etanol. Conforme exibido nos experimentos com reciclo em caldo, ha tendéncia
na reducao do pH com o decorrer dos ciclos (Figuras 3A, 3B, 4A, 4B, 5A, 5B, 6A e
6B) assim como também ocorre o0 aumento da producao de etanol (Figuras 3E, 3F,
4E, 4F, 5E, 5F, 6E e 6F). SABEL et al. (2017) mostraram que 0S compostos
fendlicos sdo potencialmente mais toéxicos em meios mais &cidos, portanto, futuros
experimentos que visem avaliar a interacdo entre pH, etanol e os compostos
fendlicos poderdo esclarecer melhor o potencial inibidor destes udltimos em
condicGes mais proximas da realidade dos processos fermentativos.

A representacdo de algumas das curvas de crescimento obtidas para as

diversas concentracdes dos compostos estao no Apéndice.
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6 CONCLUSOES

As linhagens de D. bruxellensis isoladas da fermentagdo alcodlica
apresentam elevadas atividades enzimaticas especificas CD e VR quando
comparadas as leveduras de vinho de uva. Consequentemente, a producao de 4-EF
avaliada nesse estudo é bem mais elevada que a obtida em vinho por outros
autores. Os resultados dos testes fermentativos sem reciclo permitem concluir que
0S maiores valores obtidos para 4-EF ocorrem apds 24 h, durante a fase
exponencial de crescimento, e se mantém estaveis até 72 h de fermentacdo tanto
em caldo quanto em melagco. Comparativamente, as concentracdes de 4-EF séo
maiores nas fermentacdes com reciclo celular, sendo maiores em melaco do que em
caldo de cana. A linhagem de D. bruxellensis CCA077 se destacou das demais por
apresentar altas producdes de 4-EF desde o primeiro ciclo fermentativo, exibindo
também as mais altas producdes deste composto obtidas neste estudo. Nas
condicbes utilizadas, ndo ha efeito inibitério do acido p-cumarico, 4-vinilfenol e 4-
etilfenol nas concentragbes de 4 a 20 mg/L, 2 a 10 mg/L e de 3 a 15 mg/L,
respectivamente, sobre a velocidade especifica de crescimento da linhagem de S.

cerevisiae PE-2.
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APENDICE

Os graficos a seguir referem-se as curvas de crescimento da levedura S.
cerevisiae obtidas a partir das leituras de absorbancia a 600 nm transformadas em In
(eixo Y) ao longo de 21 horas de cultivo (leituras em periodo de 15 minutos, eixo X)
em microplacas. Os experimentos foram realizados no equipamento leitora de
microplacas Tecan Infinite® M200.

Somente foi representada uma repeticado dentre as cinco realizadas para cada
concentracdo de acido p-cumarico, 4-vinilfenol e 4-etilfenol.

Os resultados entre parénteses ao lado da concentracdo referem-se as
equagcOes de regressao linear obtidas considerando-se os resultados da fase
exponencial de crescimento, e o coeficiente de correlacdo (R?). O coeficiente angular

€ a velocidade especifica de crescimento ().
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