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RESUMO

Caracterizacdo morfolégica e molecular de isolados de fermentacéo alcodlica

A fermentacdo alcodlica € susceptivel a presenca de contaminantes e
controlar este problema € um desafio para a industria produtora de etanol, sejam o0s
contaminantes bacterianos ou leveduras selvagens. As leveduras selvagens ocorrem
naturalmente no ambiente e nos substratos utilizados na fermentacdo e sdo mais
dificeis de controlar do que contaminacfes por bactérias; podem causar excesso de
producdo de espuma, levando a perda do teor alcodlico e perda de eficiéncia
fermentativa. Caracteristicas morfolégicas particulares de leveduras Saccharomyces
cerevisiae podem exacerbar estes tracos indesejaveis para a fermentacdo. Métodos
de isolamento e identificacdo de leveduras selvagens podem consistir de testes de
resisténcia a temperatura, avaliagdo por microscopia e a utilizacdo de meios
diferenciais sintéticos, que podem ser utilizados no isolamento de leveduras
selvagens dos mais diversos substratos e identificacdo de caracteristicas
morfofisiolégicas. O emprego de técnicas moleculares como PCR (Polymerase
Chain Reaction) e DNA-fingerprinting também sdo empregadas, sendo capazes de
detectar contamina¢cfes em pequenas quantidades, além de permitir a diferenciacao
a nivel intra-especifico. Foram avaliados 14 isolados de levedura proveniente de
ambiente industrial, utilizando as leveduras CAT-1 e PE-2 como linhagens de
referéncia, sendo avaliadas as caracteristicas morfofisiolégicas através de
plagueamento em meio diferenciais como WLN, BIGGY e Nagai, em conjunto com a
andlise microscopica das células. Os isolados foram também avaliados através de
um teste de resisténcia de temperatura, testes de capacidade fermentativa e
crescimento em microplacas em diversos meios. Por fim, foi extraido o DNA das
amostras e este foi avaliado através de reacdo de PCR e sequenciamento a nivel
intra-especifico. Os resultados mostraram grande variacdo de padrées morfoldgicos,
presenca de células deficientes respiratorias petite e crescimento consistente em
temperaturas elevadas, caracteristica esta geralmente presente em leveduras
selvagens. Quanto a capacidade fermentativa, 12 dos 14 isolados apresentaram
esta caracteristica nos meios utilizados. No crescimento em microplaca, os isolados
apresentaram comportamentos distintos em diferentes meios, quando comparados
com as linhagens referéncia. Por fim, a analise molecular das amostras apresentou
diferentes padrdes de banda entre si e em comparacdo com as linhagens referéncia,
e 0 seguenciamento a nivel intra-especifico mostrou que todos os isolados
pertencem a espécie Saccharomyces cerevisiae.

Palavras-chave: Caracterizacdo; Morfologia celular; Levedura selvagem;
Saccharomyces cerevisiae



ABSTRACT

Morphological and molecular characterization of yeast isolates provenient of
alcoholic fermentation

Alcoholic fermentation is susceptible to the presence of contaminants and
controlling this problem is a challenge for the ethanol industry, whether it's bacterial
contaminants or wild yeasts. Wild yeast naturally occur in the environment and on
substrates used in fermentation and are more difficult to control than contamination
by bacteria. They may cause excessive foaming, leading to loss of the alcoholic yield
and decrease of fermentative efficiency. Particular morphological traits of
Saccharomyces cerevisiae yeasts may exacerbate these undesirable traits for
fermentation. Methods of isolation and identification of wild yeast may consist of
temperature resistance tests, evaluation by microscopy and also the use of synthetic
differential media, which can be used to isolate wild yeasts from the most diverse
substrates and to identify their morphophysiological characteristics. The use of
molecular techniques such as PCR (Polymerase Chain Reaction) and DNA-
fingerprinting are also employed, being able to detect contaminations in small
quantities, besides allowing intra-specific differentiation. A total of 14 yeast isolates
from an industrial environment were evaluated, using yeasts CAT-1 and PE-2 as
reference strains. Morphophysiological characteristics were evaluated by plating in
differential media such as WLN, BiGGY and Nagai, alongside with microscopic
analysis of the yeast cells. The isolates were also evaluated according a temperature
resistance test, fermentation capacity tests and a microplate growth assay in several
media. Finally, the DNA was extracted from the samples and was evaluated through
PCR reaction and sequencing at intra-specific level. The results showed a great
variation of morphological patterns, presence of petite respiratory deficient cells and
consistent growth at high temperatures, a characteristic that is generally present in
wild yeasts. Regarding the fermentative capacity, 12 of the 14 isolates showed this
trait in the media used. In the microplate growth assay, the isolates presented
different behaviors in different media when compared with the reference strains.
Finally, the molecular analysis of the samples presented different band patterns
among themselves and in comparison with the reference lines, and the intra-specific
sequencing showed that all the isolates belong to the species Saccharomyces
cerevisiae.

Keywords: Characterization; Cell morphology; Wild yeast; Saccharomyces cerevisiae
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1 INTRODUCAO

O Brasil é o maior produtor de etanol proveniente da cana-de-aglcar, e o primeiro a
implanta-lo como combustivel alternativo aos derivados de petréleo. O etanol combustivel é
utiizado no pais desde 1903, impulsionado pelo Primeiro Congresso Nacional em
AplicacBes Industriais de Alcool. No entanto a consolidag&o do alcool combustivel no Brasil
ocorreu com a criagdo do Programa Pro-Alcool, implementado em 1975, como um esforgo
para combater a crise do petroleo (BNDES; CGEE, 2008).

Um reflexo destes esforgcos foi o aumento impactante da producgéo, que girava em
torno de 500 milhdes de litros em 1975; 13 bilhdes de litros em 1996 e 30 bilhdes de litros na
safra 2015/2016 (UNIAO DA INDUSTRIA DE CANA-DE-ACUCAR, 2016), outro reflexo foi o
desenvolvimento tecnolégico dos processos industriais de fermentacao (ZANIN et al., 2000).

O processo de fermentacdo é utilizado desde a antiguidade, com registros da
fabricacdo de pao e bebidas fermentadas pelos egipcios, porém apenas recentemente este
processo foi atribuido a levedura, e ndo a agentes desconhecidos da natureza. Este fungo
unicelular, amplamente adaptavel e presente em diversos biomas, tém a capacidade de
sobreviver aerébica quanto anaerobicamente. A partir dos estudos de Pasteur, em
demonstrar a natureza microbiolégica da fermentacédo, foi descrita a fermentag&o alcodlica
como um processo anaeroébio, culminando na transformacao quimica de agucar em etanol e
gas carbbnico pela da levedura. Embora este processo seja de extrema relevancia
econdmica para a sociedade, quer seja na producdo de etanol, bebidas fermentadas,
alimentos ou outros processos biotecnolégicos; ainda assim, € um campo de estudo que
ainda permite avangos (LIMA; BASSO; AMORIM 2001).

O processo industrial brasileiro de fermentacdo alcodlica utiliza, principalmente, o
tipo Melle-Boinot, no qual as células de levedura (creme de levedura) utilizadas na
fermentacdo sdo separadas do vinho (mosto fermentado) por centrifugacdo. O vinho é
enviado para os processos de destilacdo e as células submetidas a tratamento acido e
enviadas para um novo ciclo fermentativo (AMORIM et al., 2011).

Varios fatores afetam o rendimento do processo fermentativo, inclusive a
contaminacdo microbiana, por bactérias ou leveduras selvagens, que podem ser
Saccharomyces ou ndo (AMORIM et al., 2011; LUCENA et al., 2010). As linhagens de
leveduras selvagens do tipo Saccharomyces e industriais apresentam um metabolismo
muito semelhante, o que dificulta controlar a contaminacdo (AMORIM et al., 2011). Uma
solucdo para este problema é compreender o comportamento dessas leveduras selvagens.
O monitoramento da permanéncia de leveduras selecionadas e o controle de linhagens

selvagens sdo de fundamental importancia para garantir ndo so6 a eficiéncia da fermentagéo,
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mas também a economia dos insumos utilizados para controlar os efeitos negativos da
contaminacédo (AMORIM, 2005).

Leveduras selvagens séo consideradas nativas do ambiente, e podem causar
excesso de producdo de espuma, levando a perda do teor alcodlico e perda de eficiéncia
fermentativa. Esta perda € proporcional ao nivel de contaminacéo presente, e modificacfes
na morfologia de leveduras Saccharomyces cerevisiae podem acentuar estes tragos
indesejaveis para a fermentacao (LORENZ et al., 2000).

O isolamento e identificacdo de leveduras selvagens sao realizados utilizando os
meios: WL (Wallerstein Laboratory), LYS (Lysine medium), UBA (Universal Beer Agar) e
LWYM (Lin Wild Yeast Medium), entre outros. O emprego de técnicas moleculares como
PCR (Polymerase Chain Reaction) e DNA-fingerprinting também s&do empregadas, sendo
capazes de detectar contaminacbes em pequenas quantidades, além de permitir a
diferenciacdo a nivel intraespecifico (LANSING, 2004).

Neste sentido, o estudo tem como objetivo caracterizar isolados de levedura
provenientes de ambiente industrial, de modo a observar a presenca de caracteristicas
desejaveis para a utilizagdo em culturas starter. Partindo do pressuposto que estes isolados
sdo derivados de um conjunto de fatores como a pressao osmética, concentracdo de etanol,
tratamento &acido e reciclo, além da presenca de contaminantes quer sejam bacterianos ou

leveduras.
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2 OBJETIVOS

O objetivo geral é estudar o perfil de isolados de levedura coletados em uma unidade
produtora de etanol, utilizando as linhagens comerciais CAT-1 e PE-2 como referéncia,
buscando identificar caracteristicas desejaveis presentes nestes isolados a fim de utiliza-los

como cultura starter.

Para este estudo foram analisados:

O perfil molecular dos isolados. As caracteristicas morfolégicas dos isolados
cultivados em meios diferenciais. A analise microscopica das células; a resisténcia dos
isolados a temperatura; capacidade fermentativa, e a avaliacdo do crescimento em

microplacas utilizando diferentes meios de cultivo.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A obtencgé&o do alcool combustivel no Brasil por via fermentativa é a forma mais viavel
para o Brasil, devido as tecnologias aprimoradas no decorrer do século XX, e,
principalmente, pela disponibilidade da matéria prima. O clima e distribuicdo geografica do
pais contribuem para um plantio e producdo de cana-de-acUcar que dura 0 ano todo
(DEMIRBAS et al., 2009), sendo de Abril a Novembro na regido Centro-Sul e de Setembro a
Marco na regidao Nordeste (AMORIM et al., 2011).

O programa brasileiro de utilizagdo da cana-de-agucar para produgdo de acucar e
etanol, com co-geracao de energia a partir da queima do bagaco, é tido como um modelo de
geragdo de energia sustentavel. Visto a demanda pela diminuigdo da utilizagdo de energia
féssil e o fato de que outras tecnologias de energia renovavel, como solar, edlica, entre
outras, ainda demandam muito investimento e desenvolvimento de tecnologias de facil
aplicacdo. A utilizagdo da cana-de-agucar no Brasil € um exemplo de aproveitamento de
recursos naturais abundantes (GOLDEMBERG, 2007).

O processo de fermentacdo tem inicio a partir de substratos agucarados, visando a
transformacgédo dos agucares em etanol e diéxido de carbono. No Brasil, os substratos mais
economicamente viaveis sdo o caldo de cana-de-acglcar e os melacos (GOLDEMBERG et
al., 2007).0 caldo de cana-de-acucar tem como acgucar predominante a sacarose, sendo 0s
acucares redutores, glicose e frutose, em menor quantidade. Apds a extracao por moagem,
o caldo contém de 78a86% de agua, 10a20% de sacarose, 0,1a2% de acUcares redutores,
0,3a0,5% de cinzas e 0,5a1% de compostos nitrogenados, com pH na faixa de 5,2a6,8
(LIMA; BASSO; AMORIM, 2001).

O melaco € proveniente da obtencdo de agucar, sendo obtido na centrifugagéo da
massa cozida para a separagéo dos cristais de agucar. A composi¢cado do melago destinado
a fermentacdo varia de acordo com o processo de producdo do agucar utilizado, sendo,
geralmente, 62% de acucares, 20% de agua, 8% de cinzas, 3% de matérias nitrogenadas e
7% de outros compostos, como gomas e acidos. Nesta composicéo geral, os aglcares se
distinguem em 32% de sacarose, 14% de dextrose e 16% de levulose (frutose); o mosto &
obtido a partir da diluicdo do melago para a faixa del5 a 25°Brix (VASCONCELOQOS, 2012).

O processo de obtencdo de alcool no Brasil é caracterizado pela fermentagéo
industrial em tanques com volume de 0,5 a 3 milhdes de litros, com alta densidade de
células de levedura (10 a 15% p/v), utilizando mostos de cana-de-agUcar, melacos ou uma
mistura dos dois, num periodo de 6 a 12 horas, obtendo ao final uma concentracéo de alcool
de 7 a 11% (v/v) e uma quantidade de acgucares residual abaixo de 0,1% (AMORIM et al.,
2011).
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O processo fermentativo brasileiro atual possui algumas peculiaridades, como a
dificuldade de esterilizar grandes quantidades de mosto para a retirada da microbiota nativa
proveniente do substrato, e também a utilizagcdo do reciclo de células para aumentar o
namero de ciclos fermentativos, o0 que € possivel com a utilizacdo de tratamento acido que
promove o controle de contaminacéo e a desfloculagédo das leveduras a serem reutilizadas
(SILVA et al., 2015).

3.1 Processo industrial de fermentacéao alcodlica utilizado no Brasil

O processo de fermentagdo convencional, denominado processo classico, foi
amplamente utilizado nas destilarias brasileiras até o inicio da década de 60. Para cada
fermentagéo realizada, um novo pé de cuba (in6culo ou fermento) era necessario, sendo
gue as células de levedura eram eliminadas apos a separagéo do vinho ao fim do processo
fermentativo. A fermentacdo era considerada concluida quando cessava a atividade
biol6gica na cuba, também denominada de dorna, reator ou fermentador, seja por falta de
nutrientes, excesso de etanol, ou outro metabdlito formado que poderia agir como um
inibidor biol6gico. O etanol era, entdo, recuperado por meio do processo de destilacdo e o
reator era preparado para um novo processo (LIMA, 1960). A desvantagem do processo
classico é a sua lentidao, uma vez que o reator tem que ser higienizado e preparado, € um
novo mosto e pé de cuba (concentrado de levedura) acrescentados antes de cada ciclo
(COPERSUCAR, 1987).

Na década de 60, o processo classico de fermentacdo comecou a ser substituido
pelo descontinuo, ou Melle-Boinot. O diferencial deste processo € o reciclo do fermento por
centrifugacéo e a alimentacdo continua do substrato no fermentador, até o preenchimento
da dorna. O inicio deste processo se d4 com a multiplicacdo do fermento em caldo; a dorna
é, entdo, alimentada para dar inicio a fermentacdo, misturando o mosto ao fermento durante
0 abastecimento. Desta maneira, as leveduras introduzidas no processo ndo se tornam
inativas devido a estresse. ApOs separacdo por centrifugacdo, o creme de leveduras é
submetido a um tratamento acido permanecendo em pH em torno de 2,5, com a finalidade
de eliminar contaminantes e preparar o fermento para uma nova fermentacdo (DREWS,
1964; CARVALHO e SATO, 2001).Este processo tem como vantagem a economia de
acucar devido a menor reproducdo celular, resultando em maior teor alcodlico no
rendimento final. A centrifugagdo do fermento permite melhor eliminagdo de bactérias,
devido a diferenca entre densidade das células, e o tratamento &cido também contribui para
uma fermentacdo mais adequada, eliminando a necessidade de um inoculo puro a cada
batelada (ALMEIDA, 1960).
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Este processo foi sendo aperfeicoado para atingir rendimentos de 92-93%, em
comparacdo com os rendimentos de 75-80% obtidos no inicio do Pro-Alcool.Com o reciclo
de células, o processo fermentativo de producédo de alcool dura de 200 a 300 dias, variando
de acordo com a regido, temperatura, variedade de cana-de-acglcar utilizada e demandas do
mercado; o reciclo de células é realizado de 400-600 vezes durante a safra(AMORIM et al.,
2011). Dados recentes mostram que o rendimento alcodlico € em média 91% em menos de
9h de fermentacéo (FINGUERUT, 2011).

O reciclo de células apresenta uma vantagem econbmica para a inddstria, pois
permite aumentar o rendimento da fermentacgdo, ja que o volume celular utilizado no inicio
da fermentacgédo, ndo requer a utilizacdo do agucar para gerar células novas, permitindo que
mais acucar seja convertido em etanol. Por esta razéo, os processos fora do Brasil, que ndo
utilizam esta técnica, ndo podem competir com a produgdo nacional, apresentando valores
de rendimento menores. Enquanto existe o consenso de que o processo de fermentagao é
bem compreendido e executado, pouco ainda se conhece sobre as condi¢des e resposta ao
estresse das leveduras, sendo este um grande desafio que o setor ainda enfrenta (AMORIM
et al., 2009).

Na década de 80 apoOs a consolidagdo do processo Melle-Boinot, houve um
aumento de interesse pelo processo de fermentacdo continuo. Com custo de producéo
reduzido, este processo permite fermentacfes de alta eficiéncia, produzindo vinhos com
maior teor alcodlico, resultado em menor volume de vinhaga e consumo de vapor na
producdo (ANDRIETTA; STUPIELLO, 1990). Este processo tem como vantagem reduzir os
efeitos inibitérios do etanol e do acglucar no desempenho da levedura, e apresenta um
aumento significativo de rendimento, podendo chegar a 100% em comparagdo com uma
fermentacdo em batelada alimentada, além da modernizacdo da usina e redugcdo com
gastos de mao de obra. O processo continuo possibilita a reducéo de tempo nao produtivo e
maior controle operacional (RODRIGUES et al., 1992).

No processo continuo ocorre a retirada e alimentagdo continuas de mosto e vinho
fermentado. A dorna é alimentada com um fluxo continuo de mosto na concentracéo
desejada, e o vinho também é retirado continuamente e encaminhado para destilagdo. A
levedura, que passa por tratamento &cido, também é alimentada continuamente ao
processo. O mosto fermentado segue para as centrifugas onde a fase pesada, o creme de
levedura, é enviada ao tanque de tratamento &cido, e a fase leve, constituida pelo vinho
delevedurado, segue para uma dorna de destilaria, sendo enviado em seguida para as
colunas de destilacdo. A alimentacdo do processo pode ser feita por melacgo diluido, caldo
de cana, ou uma mistura de ambos. Este mosto passa por um pré-tratamento de modo a
eliminar impurezas grosseiras e minimizar contaminantes de origem microbiana (LIMA et al.,
2001).
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O processo de fermentacdo mais utilizado atualmente no Brasil é o de batelada
alimentada, ou Melle-Boinot, cuja maior vantagem é a recuperacéo do fermento do vinho por
meio de centrifugacdo, sendo utilizado para novo ciclo de fermentacdo (BNDS; CGEE,
2008). O sistema de batelada é utilizado em 85% das destilarias nacionais, o restante do
etanol € produzido por fermentacdo continua multiestdgio (baseado na fermentagdo por
Guillaume) com reciclo da levedura (CGEE, 2009). Este sistema ndo foi amplamente
adotado, pois apresenta dificuldades operacionais na ocorréncia de uma infeccdo em larga
escala.

O sistema Melle-Boinot tem como vantagem melhor rendimento e mensuracdo da
fermentagéo, além de menor choque na levedura durante o processo e maior teor alcoolico.
Além de ser um processo mais flexivel no caso de problemas técnicos durante a

fermentacgédo, possibilita melhor higienizagéo e assepsia das dornas (AMORIM, 2005).

3.2 Agentes responsaveis pela fermentacao alcodlica

As leveduras séo utilizadas pela humanidade a mais de seis mil anos, nos processos
de fermentacdo, no preparo de paes, bebidas alcodlicas, etanol e outros. Como anaerébia
facultativa que €, seu metabolismo se ajusta as condicbes do meio, e os produtos finais
obtidos dependem das condi¢cdes ambientais nas quais a levedura se desenvolve (LIMA,
BASSO; AMORIM, 2001).

A levedura mais conhecida e estudada é a Saccharomyces cerevisiae, um fungo
eucariotico unicelular do filo Ascomycota, o primeiro eucarioto a ter seu genoma
completamente sequenciado, sendo considerado um organismo modelo para pesquisa
(GOFFEAU et al.,, 1996), o que pode auxiliar a compreensao da estrutura celular e
metabolismo de eucariotos superiores (WALKER, 1998).E um fungo robusto, capaz de
suportar condi¢des estressantes, apresenta alta eficiéncia fermentativa e crescimento rapido
em meio liquido (REIS et al., 2013).

Em 1680, Antonie van Leeuwenhoek observou pela primeira vez a presenca de
leveduras na cerveja utilizando um microscopio (AMORIM, 2005), e Louis Pasteur
descreveu a verdadeira causa da fermentacdo, no século XIX, estabelecendo a relagdo do
metabolismo de leveduras como a S. cerevisiae, que metabolizam agucares em etanol
(ROMANO et al., 2008).

A descoberta da atividade metabdlica microbiana no século 19 impulsionou o
desenvolvimento dos processos industriais que utilizam leveduras e suas mais diversas
aplicacBes. A levedura S. cerevisiae € 0 maior expoente das aplicacbes biotecnologicas,

porém, atualmente, mais de 1500 espécies de leveduras ja foram identificadas, sendo estas
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consideradas leveduras “ndo convencionais”, cujo grande potencial ainda n&o foi totalmente
elucidado (MATTANOVICH et al., 2014).

As leveduras possuem a capacidade de crescer em ambientes anaerodbicos,
convertendo agucar em alcool e dioxido de carbono. J4 em condigBes de aerobiose as
leveduras formam diéxido de carbono e agua, produzindo mais células e se multiplicando
mais rapidamente (COPERSUCAR, 1987). Leveduras apresentam ambos os tipos de
reproducdo — sexuada por esporulacdo com formacgdo de ascOsporos, e assexuada por
brotamento (AMORIM et al., 1996). Na reproducédo por brotamento, uma pequena saliéncia
aparece na célula mée, que aumenta gradualmente até que a passagem de material entre
elas se feche, deixando uma cicatriz de brotamento na célula de origem e originando duas
células fisiologicamente distintas. A esporulagdo se da a partir da formagdo de esporos
sexuais, através da meiose (COPERSUCAR, 1987).

A presenca da reproducdo sexuada é uma caracteristica desejada para a realizagéo
de estudos genéticos por conta da meiose, permitindo a insercdo de genes e criacdo de
novas linhagens, esta forma de reproducéo geralmente acontece sob condi¢des de estresse
(FEDERHEN et al., 2000).Lopes (2000) desenvolveu um estudo constatando que as
leveduras como a PE-02, BG-1, VR-1, CAT-1, CRI-l e SA-I possuem excelente capacidade
de esporulacdo quando em ambiente favoravel e condicao aerébica.

As leveduras encontradas na microbiota de fermentacdes industriais sdo bons
exemplos de microrganismos com caracteristicas desejaveis em escala industrial, sendo
resistentes a fatores estressantes como estresse osmético e altas concentracdes de etanol,
e estas se tornam candidatas a processos de melhoramento que visam suprir as demandas
por microrganismos mais eficientes (MUSSATTO et al.,, 2010). A maioria das leveduras
industriais utilizadas no estado de Sao Paulo ndo é proveniente de modificacdes genéticas,
mas sim de um processo de selecdo de cepas com caracteristicas desejaveis, ocorrido nas
proprias usinas, durante o processo industrial (AMORIM, 2005).

As linhagens utilizadas nas diversas unidades industriais produtoras de etanol no
Brasil sdo: SA-1 (proveniente da usina Santa Adélia), BG-1 (usina Barra Grande), CAT-1
(usina Virgolino de Oliveira, Catanduva-SP) e PE-2 (usina da Pedra) (BASSO et al., 2008).
Estas linhagens foram isoladas e caracterizadas por cariotipagem; esta técnica permite
observar o perfil genético das leveduras presentes no processo (LOPES, 2000).

As linhagens CAT-1 e PE-2 apresentam historicos de 14 a 19 anos de utilizagdo com
abrangente capacidade de implantagdo em processos industriais, sendo amplamente
utiizadas em diversos processos, regides e safras (BASSO et al.,, 2008). Estas duas
linhagens de grande relevancia eram, inicialmente, linhagens selvagens, ou nativas, que

contaminaram os fermentadores e, posteriormente, foram selecionadas do processo e
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industrializadas, deste processo se originam as linhagens mais eficientes disponiveis no
mercado, tendo inicio no estudo da microbiota local da fermentagédo (BROWN et al., 2013).

Outros processos de selecdo de leveduras que séo realizados inicialmente em
escala de bancada, normalmente, ndo obtém sucesso quando introduzidos em escala
industrial, pois as leveduras em questdo ndo sdo capazes de sobreviver a pressao dos
contaminantes e as condi¢des de estresse do processo de reciclo e do tratamento &cido,
nao sendo capazes de permanecer no processo por mais de um més. Estas leveduras nédo
sdo resistentes o suficiente para as condicfes das usinas brasileiras e ndo estabelecem
dominancia sobre leveduras selvagens, Saccharomyces ou nhdo, e 0S experimentos
realizados em bancada ndo séo capazes de reproduzir condigcbes de estresse em escala
fidedigna (AMORIM et al., 2011).

Leveduras de panificacdo, utilizadas como starter para processos fermentativos, e as
linhagens comerciais TA e NF, ndo foram capazes de competir com as linhagens selvagens
gue contaminaram 0 processo, € apenas uma linhagem selvagem (JA-1) previamente
isolada de uma destilaria, foi capaz de estabelecer dominéncia no processo e sobreviver ao
tratamento acido do reciclo de células (BASSO et al., 1993). Resultados similares foram
obtidos por Silva-Filho et al. (2005), onde apenas linhagens provenientes de isolamento em
usinas produtoras de etanol demonstraram capacidade de permanéncia durante a safra.
Tais resultados foram obtidos empregando técnicas de cariotipagem e PCR, de modo a
determinar a presenca de leveduras selvagens ao longo do processo.

Embora a sele¢do de linhagens nativas, que apresentam bom desempenho para a
fermentagéo, renda 6timos resultados, esse processo é demasiadamente laborioso e nem
sempre bem sucedido. E preciso que a linhagem de interesse apresente bom rendimento,
caracteristicas morfofisiol6gicas adequadas tais como alta capacidade de dominéncia e
resisténcia a fatores estressantes, ndo apresentar acdo floculante e baixa formacdo de
espuma (DELLA-BIANCA et al.,2013).

3.2.1 Caracteristicas morfolégicas das leveduras

As células de levedura foram descritas, inicialmente, como ovais, e com reproducao
por brotamento. No entanto, outras morfologias de célula foram sendo observadas: células
esféricas, mais comum na espécie Debaromyces; células apiculais, ou comumente
conhecidas como "formato de lim&o", encontradas em Hanseniaspora; células em formato
triangular, caracteristicas do género Trigonopsis, e ainda células filamentosas, constituidas
de células unidas entre si formando um pseudo-micélio (PHAFF et al., 1966). As formas
mais comuns sdo as esféricas, globosas, ovoides ou alongadas (LIMA; BASSO; AMORIM,

2001). Estas diferencas morfoldgicas alteram a maneira de organizacdo das colbnias e
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podem indicar diferenca de desempenho fermentativo entre os géneros (PHAFF et al.,
1966).

As células de levedura, quando cultivadas em meio solido, apresentam aparéncia lisa
Ou rugosa, caracteristicas que podem ser utilizadas para diferenciagdo entre linhagens ou
como reconhecimento de sinais de estresse celular (AMORIM et al., 1996). Em especial, as
coloénias de aspecto rugoso com morfologia do tipo pseudo-hifas sdo indesejadas no
processo fermentativo por poderem apresentar caracteristicas floculantes e tempo maior de
fermentacdo quando comparadas com colénias de aspecto liso. Embora seja comum o0 uso
de leveduras floculantes na producdo de certas bebidas, como cerveja, vinho e outros
destilados, as leveduras com esta caracteristica ndo séo consideradas adequadas para a
producéo de etanol (REIS et al., 2013).

A utilizacdo de meios diferenciais ou seletivos no controle de populacdes de levedura
selvagem é um recurso importante e relativamente de baixo custo, cujos resultados sao
obtidos geralmente de dois a trés dias ap0s o plaqueamento, com a exce¢ado de organismos
fastidiosos, que requerem maior tempo de incubagdo (WHITE; ZAINASHEFF, 2010). O meio
WL (Wallerstein Laboratory), que é utilizado na identificagdo e isolamento de leveduras
selvagens, bactérias e fungos no processo de fermentacdo, € um bom exemplo deste
recurso, pois possui o corante Verde Bromocresol, que é metabolizado de diferentes
maneiras por diferentes linhagens de levedura, permitindo identificacdo visual dos padrdes
morfolégicos (JESPERSEN; JAKOBSEN, 1996).

Outros meios como o UBA (Universal Beer Agar), Wild Yeast Medium, meios
contendo lisina, entre outros, também sao utilizados na deteccdo e caracterizacdo de
leveduras selvagens. Além disso, devem ser realizadas amostragens, de mosto, agua de
alimentacdo e swabs dos equipamentos e fermentadores, com frequéncia para detectar
possiveis focos descontaminacdo, e ainda, quando possivel, realizar testes a nivel
molecular, tendo em vista que o0 sequenciamento permite detectar e identificar
contaminantes com maior nivel de precisdo (WHITE, ZAINASHEFF, 2010).

3.2.2 Fisiologia e metabolismo em levedura

O processo metabodlico das leveduras se da tanto em condi¢gbes aerdbicas como
anaerobicas, absorvendo nutrientes essenciais pela membrana celular, como o nitrogénio e
o carbono, obtido de acucares e utilizado na sintese de constituintes citoplasmaticos. O
processo de degradacdo de substratos realizado pela célula é conhecido como catabolismo
(FEDERHEN et al., 2000). A fermentacdo e a respiracdo aerobica sdo exemplos de via
catabdlica, que transfere energia contida em compostos organicos para moléculas de ATP,

degradando compostos organicos através da fosforilacdo oxidativa (WALKER, 1998).



24

O meio ideal para o crescimento de leveduras deve ter um pH é&cido, na faixa de 4,5
a 5,0, faixa esta que inibe o crescimento bacteriano. Com relacdo a temperatura a faixa é
mais ampla, variando entre 0 a 47°C, dependendo da espécie. A temperatura considerada
ideal para o crescimento celular esta entre 20 a 30°C (COPERSUCAR, 1987).

Pasteur verificou em seus experimentos que as leveduras obtinham energia tanto na
presengca como na auséncia de oxigénio, através da degradacdo de glicose. Na presenca
de oxigénio, as leveduras liberam maior quantidade de energia, e, portanto, se multiplicam
mais rapidamente. A presenca de oxigénio é indispensavel quando se quer obter maior
volume celular, porém quando se deseja fermentagdo para obtengdo de alcool etilico, é
necessaria condi¢cdo de anaerobiose, onde a degradacéo da glicose é incompleta e ocorre a
formacéo de dioxido de carbono (AMORIM, 2005).

O processo de fermentacao € definido como a degradacgéo de glicose para obtencao
de energia na forma de ATP, e ocorre no hialoplasma da célula. O processo compreende
duas etapas, a glicolise a reducdo do piruvato (FEDERHEN et al., 2000). A glicolise &
definida literalmente como a quebra da glicose, gerando adenosina trifosfato (ATP), que
transfere as ligagbes de fosfato para a constru¢cdo de novas células. Essa reagdo é a
principal fonte de energia para a célula da levedura, porém ndo acontece sozinha
(COPERSUCAR, 1987). A glicose é quebrada em duas moléculas de piruvato em reacdes
sucessivas, denominada glicélise; o piruvato é convertido em etanol e CO,. Porém, parte do
acido pirtvico formado na glicolise é direcionado a outro ciclo, onde é oxidado através de
acdes enzimaticas formando acetilcoenzima A, utilizada na construcdo de moléculas
maiores(FEDERHEN et al., 2000).

Durante a oxidacdo do piruvato ocorre troca de elétrons entre um par oxidante-
redutor NAD, assim como ocorre troca de fosfatos entre o par ATP-ADP. O funcionamento
destes ciclos pode explicar porque em determinadas situacfes ocorre maior producéo de
etanol e CO, e em outras, maior producdo de células e CO,, e também como a célula
interage com o pH, temperatura e concentracdes de sais do meio, além da producéo de
piruvato e glicerol. Os principais fatores que impactam a fermentacdo em leveduras sdo a
presenga ou auséncia de oxigénio e a disponibilidade de glicose. Estes fatores permitem
observar que a producédo de alcool, CO, e biomassa pela levedura acontecem de forma
extremamente controlada, onde a célula sempre visa tomar a rota mais energeticamente

eficiente, seja para reproducéo ou producéo de etanol (COPERSUCAR, 1987).

3.3 Leveduras selvagens

O processo de fermentacdo estd sujeito a contaminacdo por bactérias,

principalmente as Gram-positivas como Lactobacillus ou Bacillus, e leveduras selvagens,
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sendo estas Saccharomyces ou ndo. Estes contaminantes competem com as linhagens
utilizadas pelas usinas, sobrevivendo nos fermentadores por meio do reciclo de células e
devido a dificuldade em esterilizar grandes volumes de mosto e equipamentos (AMORIM et
al., 2011).

Leveduras nativas, popularmente conhecidas como selvagens, s&o provenientes do
ambiente, podendo ser introduzidas na fermentacdo através do substrato, &gua
alimentadora do processo e pela falta de assepsia nas dornas. As leveduras que
apresentam caracteristicas contaminantes sdo consideradas um grande problema para a
indastria de fermentacdo alcodlica. Porém, algumas destas leveduras nem sempre
apresentam caracteristicas contaminantes, e tardam a serem identificadas, caso ndo ocorra
0 constante monitoramento das dornas através de controles bioldgicos (CECCATO-
ANTONINI, 2010). Algumas destas leveduras apresentam bom rendimento fermentativo e
podem ser selecionadas como a levedura de processo em safras seguintes. Geralmente, a
contaminacao é detectada quando ocorre queda no rendimento da fermentagéo, excesso de
floculagdo e producdo de espuma ou outros sinais tipicos da presenca de leveduras
contaminantes (PRIEST; CAMPBELL, 2003).

As leveduras selvagens que se encaixam no perfil desejado para processos de
selecdo apresentam alta eficiéncia fermentativa combinada com a capacidade de tolerancia
aos estresses, e também a capacidade da linhagem de exercer dominancia e permanecer
no processo (BASSO et al, 2008). A dominéncia de uma linhagem é definida pela proporcao
desta na populacdo encontrada no fermentador, caracteristica esta dependente do grau de
competitividade com relacdo a outras linhagens e sua velocidade de crescimento. Ja a
persisténcia é a capacidade da linhagem de permanecer no processo resistindo a multiplos
fatores estressantes (DELLA-BIANCA, 2013).

Leveduras floculantes sdo um dos grandes problemas enfrentados pelos produtores
de agucar e alcool, visto que no processo de reciclo de células a massa de levedura passa
por uma centrifugacéo, e a presenga de leveduras floculantes reduz a eficiéncia desta etapa
do processo, produzindo um creme de leveduras menos concentrado. O creme de levedura
menos concentrado passa por grande condi¢cdo de estresse durante o tratamento acido,
podendo vir a ter sua atividade celular diminuida ou morrer completamente. Outro efeito
negativo € a concentracdo destas leveduras no fundo das dornas, deixando grandes
guantidades de agucares residuais e aumentando o tempo de fermentacdo (AMORIM et al.,
2011).

Embora o in6culo starter das fermentagdes industriais seja feito com linhagens
selecionadas e aprimoradas para uso comercial, como PE-2, CAT-1 e SA-1, a microbiota da

fermentacédo é rica, e em grande parte dos casos € detectada a presenca de mais de uma
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levedura selvagem, altamente competitiva, que estabelece dominancia ou age em consorcio
com a linhagem comercial (PALLMAN, 2001).

Leveduras isoladas na unidade industrial Santa Elisa foram isoladas por Cabrini e
Gallo (1999) que conseguiram identificar 19 espécies, entre 0os géneros Saccharomyces,
Candida, Torulopsis, Pichia e Trichosporon, com predominante presenca da espécie S.
uvarum durante todo o periodo da safra analisada. Leveduras do género Candida sé&o
comumente isoladas em processos fermentativos, porém as leveduras que mais causam
danos no processo sdo Dekkera, ou Brettanomyces (CECCATO-ANTONINI, 2010).

O controle de contaminacdes bacterianas pode ser realizado com o uso de agentes
antimicrobianos, porém contaminagdes por leveduras selvagens apresentam maior nivel de
dificuldade de manejo. Leveduras n&o-Saccharomyces podem ser controladas com
mudangas no processo, ja leveduras Saccharomyces selvagens representam um desafio
maior, pois seu metabolismo é muito similar ao das linhagens comerciais (BASILIO et al.,
2008).

Avaliando o desempenho de linhagens de leveduras selvagens, isoladas como
contaminantes em uma indUstria produtora de etanol, Parazzi, Silva e Araidjo (2002)
observaram que uma linhagem se destacou em relacdo a viabilidade celular, se adaptando
perfeitamente as condi¢cdes do meio. Por outro lado, outra linhagem selvagem apresentou
um desempenho fermentativo bastante inferior, mas com maior crescimento celular, e
guando presente no processo industrial pode causar perdas irrecuperaveis durante a
fermentacgéo alcodlica.

Detectar e isolar leveduras selvagens, uma vez que constatada sua presenca na
fermentacgéo, € parte indispensavel do controle microbioldgico. Algumas das ferramentas de
identificacdo sdo os meios diferenciais, testes fermentativos e técnicas de identificacao
moleculares, entre outras, e sua escolha e aplicacdo depende da estrutura do local e de
pessoal qualificado disponivel. Meios de cultura diferenciais ou seletivos permitem isolar e
identificar leveduras selvagens das leveduras do processo, através de caracteristicas
fisiolégicas e morfolégicas, como necessidades nutricionais especificas, resisténcia a
determinados compostos e interacdo com corantes (CECCATO-ANTONINI, 2000).

Além das técnicas convencionais, como a observacdo e contagem direta em
microscopio, outras técnicas podem ser aliadas, empregando técnicas de identificacdo a
nivel molecular, que permitem identificar e diferenciar leveduras selvagens das linhagens
comerciais com maior seguranga, e acompanhar substituicbes de linhagens ao longo do
processo por meio de identificacdo intraespecifica (SILVA-FILHO et al., 2005).

Quando identificado um caso de contaminacdo por levedura selvagem que cause
prejuizo consideravel no rendimento da fermentacdo, a melhor acdo € a substituicdo do

fermento contaminado, juntamente com o refor¢o das condi¢cdes de assepsia e controle de
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qualidade dos substratos alimentados no processo, e controle das condicdes de
fermentacdo (CECCATO-ANTONINI, 2010).

Atualmente, ndo existem produtos ou processo especificos para o controle destas
leveduras que nao venham a afetar também as linhagens comerciais, criando um constante
desafio para os produtores. Portanto, se faz necessério o controle microbiol6gico da
fermentagéo, visando minimizar perdas de rendimento, que podem se traduzir em milhdes
de litros de etanol, e utilizar agentes antimicrobianos de forma eficiente (AMORIM et al.,
2011).
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4 MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Biotecnologia de Alimentos e
Bebidas do Departamento de Agroindulstria, Alimentos e Nutricdo (LAN), da Escola Superior
de Agricultura Luiz de Queiroz, ESALQ/USP.

4.1 Micro-organismo e obtencéo dos isolados

Amostras de vinho (mosto fermentado) contendo leveduras foram coletadas
diretamente nas dornas de fermentacdo na Usina Santa Helena, safra 2013/2014, safra esta
que teve inicio em 04/04/2013. A linhagem de levedura utilizada na unidade Santa Helena
era a PE-2. As colbnias que apresentaram perfil de bandas diferente do apresentado para a
linhagem PE-2, obtidos em gel de agarose, foram selecionadas por Silva e Viana (2013),
resultando em 24 isolados, que foram mantidos em glicerol 40% sob refrigeracédo a — 80°C.
Estes isolados foram primeiramente identificados através de uma reacao de PCR simples.

As amostras utilizadas no presente trabalho sdo provenientes do trabalho anterior de
Silva e Viana (2013). As linhagens comerciais PE-2 e CAT-1, fornecidas pela empresa LNF

Latino América, foram utilizadas no presente trabalho como referéncia.

4.2 Reativacédo dos isolados

Os isolados foram cultivados em meio YPD, apés diluicdo seriada. Embora tenham
sido selecionadas cinco colbnias por amostra, nem todas puderam ser reativadas (Tabela

1), totalizando 14 isolados para o presente trabalho.

Tabela 1 - Nomenclatura dos isolados a partir da data de coleta

Datas de coleta* Identificacdo dos isolados
03/05/2013 Al até A5
28/05/2013 Bl
29/06/2013 C1,C2,C4
10/10/2013 D1 até D5

*data de coleta aleat6ria, de acordo com a disponibilidade do fornecedor

Para a manutencao das células, colénias de cada isolado foram inoculadas em meio
YPDagar inclinado (slants) para melhor conservacdo, a aparéncia dos slants esta
apresentada no Anexo E.

As amostras também foram armazenadas em freezer -80°C, ap6s o cultivo em meio

YPD liquido a 30°C por 24h sob agitacdo (100 rpm), em incubadora tipo shaker (New
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Brunswick, Psycrotherm). A seguir, 0,8 mL da cultura foram transferidos para tubos
Eppendorf (1,5 mL) acrescidos de 0,2 mL de glicerol 80%.

4.3 Meios de cultura

Os meios utilizados para os estudos morfo-fisiologicos das células de levedura
foram: o YPD e os meios diferenciais WLN (Wallerstein Laboratory), BiGGY (Bismuth Sulfite
Glucose Glicine Yeast) e Nagai. A avaliacdo do crescimento dos isolados foi realizada
utilizando os meios YPD, YPSac2, MCC5 e MMel5. Os meios YPSac10, MMel12 e MCC15

foram utilizados para os ensaios de Capacidade Fermentativa dos isolados. A composicao

dos meios esta apresentada resumidamente na Tabela 2 e Anexos A e B.

Tabela 2 — Composi¢do dos meios utilizados neste trabalho

Meio de C
cultivo Composicéo (g/L) Item
BiGGY Meio preparado de acordo com as instrucdes do fabricante (BBL)

Meio - glicose 20; peptona 1,5; extrato de levedura 1,5; sulfato de ltem 4.4
Nagai potassio 1,5; sulfato de amdnio 1,5; sulfato de magnésio 1,0 e agar 12

Corante - eosina amarela Y 0,008 e azul de tripan 0,015
MCC5 Caldo de cana 5° Brix ltem 4.7
MCC15 Caldo de cana 15° Brix ltem 4.6
MMel5 Melaco clarificado? a 5° Brix ltem 4.7
MMel12 | Melaco clarificado?® a 12°Brix ltem 4.6
YPD Extrato de levedura 10, peptona 20, glicose 20 e Agar 15

Quando necessério acrescido de Cloranfenicol 100 mg/L
YPD lig. | Extrato de levedura 10, peptona 20 e glicose 20 ltem 4.7
YPSac2 | Extrato de levedura 10, peptona 20 e sacarose 20 ltem 4.7
vyPSaclo | EXrato de levedura 10, peptona 20 e sacarose 100, ltem 4.6

pH ajustado para 5,0
WLN Meio preparado de acordo com as instrugdes do fabricante (Difco) ~ Item 4.4

1 — O meio e corante foram autoclavados separadamente por 30 minutos e misturados apos atingir
temperatura na faixa dos 55°C.

2 — O melacgo clarificado foi preparado diluindo partes iguais de melago e agua, equivalente em
massa, apds homogeneizacdo em agitador magnético (Tecnal TE-0851), o pH foi ajustado para 4,5
com &cido sulfrico 10N e autoclavado a 121°C, 1 atm por 15 minutos. Apos resfriamento, o melago
foi mantido em repouso, em geladeira por 48 horas, para, entdo, ser coletado o sobrenadante e
utilizado como melaco clarificado.
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4.4 Anélise molecular dos isolados
4.4.1 Comparagéo molecular entre isolados

Uma alcada de colénias de cada isolado, crescidas previamente em meio YPD, foi
transferida para tubo Eppendorf estéril contendo 1mL solug¢éo salina com o auxilio de uma
alca de platina e centrifugada a 2046 g por 3 minutos em minicentrifuga (Kasvi, 6400 rpm),
descartando o sobrenadante e mantendo as células.

O DNA total foi extraido do precipitado adicionando 200 UL do tampao de lise e
acrescentando microesferas de vidro estéreis (glass beads) de modo a facilitar a extragéo.
Cada amostra foi agitada durante 1 min em agitador tipo Vortex (Phoenix, AP56) e, entao,
mantida em repouso por 15 min. A seguir, as amostras foram submetidas a aquecimento em
agua fervente por 15 min, e submetidas a agitacdo durante 1 min. Apds a agitacdo, as
amostras foram centrifugadas e submetidas a congelamento por 2 horas. Em seguida, as
amostras foram centrifugadas por 5 min e o sobrenadante, contendo o DNA, foi transferido
para tubos Eppendorf estéreis.

Um controle negativo, contendo apenas o tampao, foi incluido para a extracao. O
Buffer de lise para extracdo de DNA foi preparado25 mL de solugéo buffer foi utilizado 12,5
mL de Tris (1 M), com pH ajustado para 8,0; autoclavado e posteriormente acrescido de 178
uL de 2-mercaptoetanol, ajustando entdo o volume final em baldo volumétrico com agua
Milli-Q.

Amostras do DNA extraido dos isolados e linhagens-referéncia, foram submetidas a
comparagdo molecular utilizando reacéo de PCR, com o conjunto de primers deltal2-delta2,
segundo Xufre et al. (2011). O primer delta 2 (5-GTGGATTTTTATTCCAAC-3) foi descrito
por Ness et al. (1993) e o primer deltal2 (5-TCAACAATGGAATCCCAAC-3) foi desenhado
por Legras e Karst (2003).

As reacoes de amplificacéo foram realizadas em um termociclador (Bio-RadiCycler),
em 25 pL de solucdo, sendo 1 pL do DNA extraido, 1,0 U da enzima Taqg Polimerase
(Pharmacia), tampéo Taq (Tris-HCI10 mM, KCI50 mM; Nonidet P-400,08%), 20 mol de cada
primer, 0,2 mM de cada dNTP e 2,5 mM MgCl,. Ap6s a desnaturacao inicial (95°C por 4
min), as amostras foram submetidas a 35 ciclos na seguinte programacéo: 95°C por 30
segundos, 52°C por 30 segundos, 72°C por 90 segundos e finalmente 72°C durante 10
minutos.

A eficiéncia de extracdo e a qualidade do DNA extraido foram analisadas por
eletroforese em gel de agarose 2% (p/v) e tampdo TBE (Tris-Borato-EDTA), utilizando
voltagem constante de 90 V durante 2,5 horas. As amostras de DNA foram carregadas no
gel com o auxilio do tamp&o (glicerol 30% (p/v), azul bromophenol 0,25%, EDTA 20 mM).

Depois de coradas com brometo de etidio (0,5 pg.mL™") as bandas de DNA foram
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visualizadas em um transiluminador UV e fotografadas. No gel foi utilizado o marcador
molecular M100 pb (Amersham Biosciences e Fermentas).

4.4.2 Identificacdo especifica dos isolados por sequenciamento

Para a comparacao especifica os isolados foram submetidos a extragdo de DNA. O
DNA genbmico dos isolados foi extraido utilizando o kit Wizard Genomics DNA (Promega),
de acordo com as instrucdes do fabricante. As amostras foram analisadas por meio da
reacdo de PCR (Polymerase Chain Reaction), baseado no dominio D1/D2do rDNA 26S,
como descrito por Kurtzman e Robnett (1998). O produto da amplificacéo (~ 600 pares de
bases, pb) foi purificado utilizando o kit Charge Switch PCR Clean-up (Invitrogen, USA), de
acordo com as instrucbes do fabricante. O sequenciamento Sanger foi realizado no
Laboratério de Biotecnologia Animal (ESALQ/ USP).

As sequéncias foram analisadas utilizando o software ChromasPro (versdo 1.49;
Technelysium Pty. Ltd., Australia) e a ferramenta de busca BLASTn' (National Library of
Medicine, National Center for Biotechnology Information) para comparagdo com sequéncias
incluidas na base de dados GenBank?® (NCBI) para que fosse realizada a determinacéo da

espécie.

4.5 Estudos morfoldgicos
4.5.1 Plaqueamento utilizando meios diferenciais

Os meios WLN e BIiGGY e Nagai foram preparados conforme composicao
apresentada na Tabela 1. Apds o preparo das Placas de Petri, cada placa foi dividida em
guadrantes, cada um inoculado por um isolado.

Os isolados foram inoculados pontualmente com o auxilio de uma agulha de platina,
perfurando levemente a superficie do meio; em seguida, as placas foram incubadas em
estufa (Soc. Fabbe, modelo 116) a 30°C por 48 horas, exceto para o Meio Nagai cujas
placas foram incubadas a 30°C durante 5 dias.

Ap6s o tempo requerido, as caracteristicas morfolégicas e de coloracao foram
analisadas.

Cada isolado foi inoculado em triplicata.

Yhttp://blast.nchi.nlm.nih.gov/blast
2http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank



33

4.5.2 Microscopia dos isolados

Uma alcada das col6nias de levedura, cultivadas em meio YPD, foi ressuspensa em
1mL de solucéo salina (9 g.L-1). Uma gota desta solugéo foi transferida para lamina de vidro
e submetida & observacao microscopica em microscépio (Zeiss, Axioscope).

4.6 Teste de resisténcia a temperatura

Uma alcada de células de levedura, provenientes de cultivo recente em placa
contendo meio YPD foi transferida para tubo de ensaio contendo 10 mL de solucéo salina.
Apbs contagem do ndimero de células em suspensao, utilizando a camara de Neubauer, a
suspenséo foi ajustada para 1x10° células/mL e desta solucdo foram inoculados 200uL em
meio YPD, com auxilio de espalhador de células.

As placas inoculadas foram incubadas em estufa (SocFabbe, modelo 116) a 30, 33,
36, 39 e 42°C durante 4 dias (REIS, 2011). Ap6s o tempo estipulado as unidades

formadoras de colbnias foram contadas manualmente.

4.7 Teste de capacidade fermentativa

Obtencédo de inoculo

A partir de colbnias obtidas em meio YPD, uma algada de células de cada isolado foi
diluida em 1 mL de solucdo salina (9 g.L™"). A densidade 6ptica (D.O.) dos indculos foi
monitorada em espectrofotbmetro (Femto700S) a 600 nm, de modo a garantir a medida

mais préxima de 0,1 D.O.

Fermentacao em tubos multiplos

Os ensaios fermentativos utilizando a técnica de tubos multiplos foram realizados em
tubos de ensaio contendo tubos de Durham, invertidos (van DIJKEN et al., 1986; MOREIRA
et al., 2015).

A cada conjunto de tubos foram adicionados 7 mL dos meios fermentativos:
YPSacl10, MMell2 e MCC15 (composicdo descrita na tabela 2). Apos esterilizacdo, em
autoclave a 121°C elatm por 15 min e resfriamento, os meios foram inoculados com 500 pL
do in6culo e incubados em B.O.D (Tecnal TE-391) a 30°C por 24 horas.

Cada ensaio foi realizado em triplicata.
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4.8 Avaliacéo de crescimento de leveduras em microplaca

O crescimento dos isolados e linhagens referéncia foi analisado utilizado um leitor de
microplacas com capacidade para leitura de 96 micropocos (Tecan Infinite M200, RChisto).

Cada amostra foi analisada em triplicata, em quatro meios diferentes: YPD, YPSac2,
MCC5 e MMel5, na respectiva ordem, segundo o esquema apresentado na Figura 1.A
composicao dos meios esta apresentadas na Tabela 2.

Em cada micropoco foi inoculado 50 pL de uma suspensdo de células, obtida
conforme descrito no item 4.6, e 50 L do meio de cultivo 2x concentrado.Em todas as
placas foi utilizado um controle negativo contendo 50 pL de meio e 50 pL de solugéo salina
(9gL™).

O cultivo foi realizado a 30°C com leitura de absorbancia (densidade éptica — D.O.)

em comprimento de onda 600 nm, a cada 2h durante 24h.

Figura 1 - Esquema utilizado para o ensaio de cultivo das amostras em microplaca contendo os meios
YPD (roxo), YPSac (azul), MCC (vermelho) e MMel (verde)

4.9 Analise estatistica

A interacdo entre os resultados de caracterizacdo morfo-fisiol6gica e o crescimento
maximo obtido nos meios YPD e YPSac foi avaliada por andlise de cluster por similaridade.
Os dados qualitativos foram transformados em quantitativos através da atribuicdo de
valores.

As andlises estatisticas dos valores padronizados foram realizadas com o pacote
estatistico SAS 9.3
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Amostras de levedura coletadas em uma usina durante diferentes periodos da safra
2013/2014 foram submetidas a plaqueamento e selecdo resultando em 14 isolados. Este
material foi analisado sob diferentes aspectos a fim de analisar o perfil dos isolados,
buscando identificar isolados com caracteristicas desejaveis para ser utilizado como cultura

starter. Os resultados obtidos estdo apresentados a seguir.

5.1 Cultivo das amostras de levedura em meio YPD

O cultivo dos isolados e das linhagens referéncia, PE-2 e CAT-1, em meio YPD
(acrescido de cloranfenicol) propiciou a obtencdo de coldnias de aspecto liso ou rugoso,

ambas de coloragéo creme, sendo as de aspecto rugoso predominante (64%) (Tabela 3).

Tabela 3 - Caracteristicas morfoldgicas obtidas dos isolados quando cultivados em meio YPD

Isolado Aspecto Isolado Aspecto
Al Liso D1 Rugoso
A2 Liso D2 Rugoso
A3 Liso D3 Rugoso
A4 Rugoso D4 Rugoso
A5 Rugoso D5 Rugoso
Bl Rugoso
C1 Liso
Cc2 Liso CAT-1 Liso
C4 Rugoso PE-2 Liso

*Cultivo a 30°C por 48h

5.2 Analise molecular dos isolados

A andlise genémica dos isolados e linhagens referéncia foi realizada a partir da
reacdo de PCR baseada nos polimorfismos interdelta, utilizando primers especificos. O
genoma da levedura S. cerevisiae contém regides de sequéncias de DNA repetitivos, como
as regides delta, e o posicionamento e numero dessas regides possui padroes
intraespecificos, que podem ser utilizados para diferenciar (genetic finger printing) e
identificar espécies de levedura isoladas de processos ou de microbiota local (XUFRE et al.,
2011).

O produto da eletroforese em gel de agarose (Figura 2) mostra os perfis de banda

obtidos a partir do marcador molecular (1 kb).
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Figura 2 - Produto da reacdo de PCR dos isolados e linhagens referéncia, utilizando marcador de
peso molecular (1 kb)

Fonte: arquivo pessoal

A observacdo dos perfis de banda obtidos dos isolados de fermentacdo e das
linhagens referéncia, CAT-1 e PE-2, permite identificar (a) padrdes distintos entre os
isolados e (b) entre os isolados e as linhagens referéncia.

O perfil de bandas obtidos dos isolados Al, A2, A4 e A5, provenientes de inicio de
safra, apresenta semelhanca entre si, enquanto os perfis de B1 e C1 apresentam
semelhanga com os perfis obtidos para os isolados C2 e C4, sendo que Bl a C4 séo
provenientes de meio de safra. Os isolados D2, D3, D4 e D5 (provenientes de final de safra)
sdo semelhantes entre si. O perfil de bandas obtido pelo isolado A3 parece ser similar ao
perfil da linhagem referéncia PE-2; o perfil obtido para o isolado D1 ndo apresentou
semelhanga entre os demais isolados nem com as linhagens referéncia, 0 que evidencia a

diversidade dos isolados selvagens presentes em uma fermentacao alcodlica.

5.2.1 Identificacao especifica dos isolados por sequenciamento

As sequéncias de DNA extraidas dos isolados e linhagens referéncia foram
submetidas a sequenciamento; as sequéncias obtidas foram analisadas utilizando a
ferramenta de busca BLASTn. A comparacdo permitiu analisar os dados a nivel de
semelhanga (Tabela 4). Esta ferramenta analisa a sequéncia isolada com um banco de
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dados de sequéncias conhecidas, e um algoritmo estatistico gera um percentual de
semelhanca. Todos os isolados e linhagens referéncia sédo da espécie S. cerevisiae.

Tabela 4 - Porcentagem de semelhanca dos isolados com o genoma da levedura S. cerevisiae
utilizando a ferramenta de busca BLASTn

Isolados Descrigao Souvirz* Identificagéo
CAT-1 S. cerevisiae 100% 100%
PE-2 S. cerevisiae 100% 100%
Al S. cerevisiae 100% 99%
A2 S. cerevisiae 100% 100%
A3 S. cerevisiae 100% 100%
A4 S. cerevisiae 100% 100%
A5 S. cerevisiae 100% 100%
B1 S. cerevisiae 99% 100%
C1 S. cerevisiae 100% 100%
C2 S. cerevisiae 100% 99%
C4 S. cerevisiae 100% 100%
D1 S. cerevisiae 100% 100%
D2 S. cerevisiae 100% 100%
D3 S. cerevisiae 100% 99%
D4 S. cerevisiae 100% 100%
D5 S. cerevisiae 100% 99%

*Query cover = percentual da sequéncia buscada que corresponde a uma sequéncia conhecida no
banco de dados, gerada através de um algoritmo estatistico

5.3 Estudos morfo-fisioldgicos dos isolados

As células dos isolados de levedura foram cultivadas em meio WLN, BiGGY e Nagai
com a finalidade de avaliar as caracteristicas morfolégicas e fisiologicas dos isolados.

O meio BiGGY permite a identificacdo da producdo de sulfeto de hidrogénio (H,S),
um produto secundéario da fermentacdo alcodlica e responsavel por um odor desagradavel,
produzido por certas linhagens de levedura; o bismuto presente na composi¢cdo do meio €
responsavel por sua identificacdo (NETO; MENDES-FERREIRA, 2005).

O meio WL é utilizado na identificagdo de leveduras selvagens, bactérias e fungos,
devido a presenca do corante verde Bromocresol, um indicador de pH que pode ser

metabolizado por diferentes microrganismos. Diferentes linhagens metabolizam o corante de
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maneira distinta, permitindo identificar padres morfologicos individuais (JESPERSEN;
JAKOBSEN, 1996).

Por outro lado, o meio Nagai (NAGAI, 1963) permite a identificacdo da presenca de
deficiéncia respiratéria hereditaria em leveduras, na forma de colbnia tipo petite.

5.3.1 Cultivo das amostras em meio WLN

As caracteristicas dos isolados cultivados em meio WLN foram descritas de acordo
com as caracteristicas morfolégicas exibidas pelas colonias (Tabela 5). O meio WLN permite
identificar diferentes coloracdes, morfologias e texturas dos isolados, possibilitando
diferenciar linhagens que podem vir a exibir caracteristicas distintas e de interesse em um
processo fermentativo. A utilizacdo deste meio permite 0 monitoramento da diversidade de
populacdes de leveduras nativas (PALLMAN et al., 2001). A aparéncia de uma coldnia
selecionada de cada isolado esta apresentada na Figura 3 e a aparéncia das placas obtidas

esta apresentada no Anexo F.

Tabela 5- Caracteristicas morfoldgicas dos isolados e linhagens referéncia cultivados em meio WLN

Isolado Diametro  Textura Cor Superficie Borda Elevacao
CAT-1 8 mm Brilhante Verde claro Lisa Lisa Convexa
PE-2 6 mm Brilhante Verde claro Lisa Lisa Convexa
Al 5mm Brilhante Verde Lisa Lisa Convexa
A2 5mm Brilhante Verde Lisa Lisa Convexa
A3 7 mm Opaca Verde claro Crespa Crespa Convexa
A4 6 mm Brilhante Verde claro Crespa Crespa Convexa
A5 n/c n/c n/c n/c n/c n/c
Bl 7 mm Opaca Verde claro Crespa Crespa Convexa
C1 6 mm Opaca Verde claro Lisa Crespa Convexa
Cc2 5mm Opaca Verde claro Lisa Crespa Convexa
C4 5mm Opaca Verde claro Lisa Crespa Convexa
D1 lcm Opaca Verde claro Crespa Crespa Convexa
D2 lcm Opaca Verde claro Lisa Crespa Convexa
D3 6 mm Opaca Verde claro Crespa Crespa Convexa
D4 7 mm Opaca Verde claro Lisa Crespa Convexa
D5 lcm Opaca Verde claro Crespa Crespa Convexa

Condicdes de cultivo: 30°C por 48h
n/c = ndo apresentou crescimento
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Al A2 A3 A4 B1
C1 c2
C4 D1 D2
D3 D4 D5

CAT-1 PE-2
Figura 3- Aparéncia de uma colbnia de isolados e linhagens referéncia selecionada apds cultivo em
meio WLN a 30°C apés 48 horas

Fonte: arquivo pessoal

O cultivo dos isolados e linhagens referéncia em meio WLN proporcionou a obtencdo
de colbnias de tamanhos diferentes, e com coloragcbes diversas, permitindo diferenciar
variagbes de aspecto morfolégico como textura, elevacdo e aparéncia da superficie da
colonia.

A observacdo das caracteristicas observadas para as amostras (Tabela 5) sugere
gue os isolados Al, A2, A4, C1 e D4 podem ser classificados como similares as linhagens
referéncia, embora o diametro da colonia fosse menor do que a linhagem referéncia.

Os isolados Al a A5, provenientes do inicio da safra 2013/2014, apresentaram
diferentes caracteristicas morfoldgicas, embora os isolados Al e A2 apresentam perfil
similar entre si. O isolado A5 ndo apresentou crescimento neste meio.

Os isolados B1 e C1 a C4 sédo provenientes de meio de safra. O isolado B1 mostrou
perfil distinto, enquanto os isolados C1, C2 e C4 mostraram ser similares entre si, e podem
ser classificados como similares as linhagens referéncia.

As amostras D1 a D5, provenientes do final da safra, apresentaram perfis
morfolégicos distintos entre si, porém D1, D2 e D5 podem ser classificados como similares
entre si e distintos das linhagens referéncia. O isolado D4 pode ser classificado como similar
as linhagens referéncia. Os isolados A3, A4, B1 e Clapresentaram padrdo equivalente a

crescimento invasivo, como pode se observar na Figura 3.
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O padrao morfolégico de linhagens comerciais cultivadas em meio YPD acrescido do
corante rosa de bengala (MOREIRA et al., 2015) mostrou resultados similares aos padrbes
morfolégicos das linhagens CAT-1 e PE-2, com coldnias brilhantes, superficie e bordas lisas
e elevacdo convexa. Os referidos autores ressaltam a importancia da utilizacdo de métodos
de caracterizagdo morfolégica, que embora simples, sdo uma ferramenta importante para

conhecer a microbiota da fermentagao.
5.3.2 Cultivo das amostras em meio BiGGY

O cultivo em meio BIGGY proporciona a identificagéo de atividade da sulfito redutase
(H.S) em leveduras, devido a coloragéo da col6nia de acordo com a concentragdo de sulfito
produzida. A utilizagdo do meio BiGGY para identificacdo da formacéo de sulfeto foi validada
por Jiranek et al. (1995) e Zambonelli (1964), que descreveram uma relacdo direta do
escurecimento das colbnias obtidas com a capacidade da levedura em produzir H,S.

A avaliagéo qualitativa da producao de sulfeto foi realizada por meio da atribui¢céo de
valores de escala continua de acordo com a coloracdo da colénia no meio de cultivo,
variando entre 0 e 4, sendo: (0) branco, (1) bege, (2) marrom claro, (3) marrom escuro e (4)
preto, segundo Neto e Mendes-Ferreira (2005). Na Tabela 6 estdo apresentados os valores
atribuidos aos isolados cultivados em meio BiGGY e a coloracdo das coldnias pode ser

observada na Figura 4 e no Anexo G.

Tabela 6- Caracteristicas morfoldgicas dos isolados e linhagens referéncia cultivados em meio

BiGGY*

Isolado  Diametro Cor Isolado  Diametro Cor
Al 6 mm 2 D1 4 mm 2
A2 5 mm 2 D2 5mm 2
A3 8 mm 2 D3 5mm 2
A4 n/c n/c D4 5mm 2
A5 n/c n/c D5 6 mm 2
Bl 9 mm 2
Cil lcm 1
C2 6 mm 3 CAT-1 5mm 2
c4 4 mm 2 PE-2 5mm 2

*Condi¢6es de cultivo: 30° C por 48 horas
Escala de cor utilizada para determinar a producdo de H,S = branco (0); bege (1); marrom claro (2);
marrom escuro (3) e preto (4); n/c = ndo apresentou crescimento

Os resultados obtidos mostram que a maioria dos isolados € pouco produtor de H,S,

assim como as linhagens referéncia. A excecéo sao os isolados A4 e A5 que néo tiveram
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crescimento neste meio e os isolados C1 como menor produtor de H,S e o isolado C2 com
maior producéo de H,S.

A presencga de atividade sulfito redutase em linhagens comerciais de S. cerevisiae
bem como em linhagens n&o Saccharomyces, foi verificada por Mendes-Ferreira et al.
(2002), evidenciando a grande variabilidade encontrada entre linhagens de leveduras.

Al A2 A3 B1 C1
Cc2 C4 D1 D2 D3
D4 D5

CAT-1 PE-2
Figura 4 - Aparéncia dos isolados e linhagens referéncia cultivados em meio BIiGGY a 30°C apds

48hs
Fonte: arquivo pessoal

5.3.3 Cultivo das amostras em meio Nagai

As amostras apos cultivo em meio Nagai (1963) apresentaram variantes fenotipicos
petite, no entanto, sua presenca nao foi expressiva.

A presenca da deficiéncia respiratéria é observavel pela agdo do corante e pela
caracteristica morfologica, sendo as colbnias deficientes muito menores do que as que ndo
possuem esta deficiéncia. Na Tabela 7 estdo apresentadas as caracteristicas de coloracéo
apresentadas para cada isolado e, a aparéncia das placas esta apresentada no Anexo H.

Os deficientes respiratérios petite sdo observados na forma de colénias menores
coradas em roxo brilhante, jA as colénias normais sdo maiores e coradas em menor
intensidade em um violeta cinzento.

A avaliacao qualitativa da presenca de deficiéncia respiratoria foi realizada por meio

da atribuicdo de valores de escala continua de acordo com a coloracéo da colénia no meio
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de cultura adaptado de Neto; Mendes-Ferreira (2005). Os valores atribuidos a cada amostra
estdo apresentados na Tabela 7.

Tabela 7- Avaliacdo qualitativa dos isolados e linhagens referéncia cultivados em meio Nagai

Isolado Cor Valor atribuido
Al ROX0 escuro 3
A2 Roxo escuro 3
A3 Violeta cinzento 2
A4 Violeta cinzento 2
A5 ROX0 escuro 3
B1 Violeta cinzento 2
C1 Violeta cinzento 2
C2 ROXO escuro 1
c4 ROX0 escuro 3
D1 ROX0 escuro 1
D2 ROX0 escuro 1
D3 ROX0 escuro 3
D4 Violeta cinzento 2
D5 Violeta cinzento 1

CAT-1 Violeta cinzento 2

PE-2 Violeta cinzento 2

Condigéo cultivo: 30°C por 5 dias

Coloracéo roxo escura = isolados apresentam deficiéncia respiratéria na forma de células petite,
Coloracdo violeta cinzento = auséncia de deficiéncia respiratéria, isolados considerados normais

0= n/c, 1= presenca de ambas as células, normais e deficientes, 2= células normais, 3= células
deficientes

A andlise da aparéncia dos isolados cultivados neste meio, utilizando a atribuicdo de
valores de escala continua, mostrou que cinco dos isolados (35,7%) apresentaram células
deficientes respiratorias, cinco (35,7%) apresentaram células normais e quatro (28,6%)

apresentaram a presenca de ambas as células normais e deficientes.
5.3.4 Microscopia dos isolados

Visando observar a aparéncia das células de levedura dos isolados em comparacao
com as linhagens referéncia, PE-2 e CAT-1, as células, apos cultivo em meio YPD, foram
submetidas a andlise morfologica a fresco. Na Figura 5 estdo apresentadas as imagens dos

isolados e das linhagens referencia provenientes da observacdo em microscépio.
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CAT-1

A2 A3 A4 A5

Figura 5 — Microfotografia da imagem de células provenientes dos isolados em preparo a fresco apds
cultivo em YPD a 30°C por 24h. Observagdo emMicroscépio Optico Zeiss, Axioscope

As células observadas apresentaram aparéncia uniforme e predominantemente
arredondada, com presenca de brotos. Os isolados A2, A4, C1, e D2 apresentaram algumas
células ovaladas, e os isolados D1 e a linhagem controle PE-2 apresentaram caracteristicas
de agrupamento das células, o que pode evidenciar possivel formag¢do de pseudohifas. A
aparéncia da linhagem PE-2 reflete as condi¢cdes da amostra armazenada no Laboratério
LBAB.

Células de S. cerevisiae nativas que apresentam coldnias rugosas associadas a
formacdo de pseudohifas sdo comuns na fermentagéo alcodlica. Isto € considerada uma
caracteristica indesejavel para a industria, por estar associada a floculagdo e com o
aumento do tempo de fermentacdo. A presenca desta caracteristica pode ser um sinal de
resposta ao estresse (REIS et al., 2013).

Algumas linhagens de S. cerevisiae possuem um padrdo sexual de agregacao,
descrito como co-floculagdo e formacdo de células em cadeia. Isto é causado pela
incapacidade do broto de se soltar de sua célula mae, resultando na agregagdo de
aproximadamente 30 a 50 células, que ndo possuem capacidade de se reagrupar apos
serem mecanicamente separadas. A morfologia de colbnias e células pode variar em
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resposta aos estimulos do ambiente; e, a presenca de pseudohifas tem sido associada com

danos ao processo fermentativo (STEWART, 2009; SOARES, 2010).

5.4 Teste de resisténcia a temperatura

Amostras dos isolados e linhagens referéncia foram cultivadas em meio YPD, em

diferentes temperaturas, a fim de observar a tolerancia de crescimento das leveduras em

temperaturas elevadas. Os resultados qualitativos referentes ao crescimento das amostras

estdo apresentados na Tabela 8.

Tabela 8- Crescimento das leveduras em diferentes temperaturas (T) de incuba¢cdo em meio YPD

Amostras T 30°C T 33°C T 36°C T 39°C T 42°C
Al X X X X -
A2 X X -
A3 X X X X -
A4 X X X - -
A5 X - X X -
B1l X X X - -
C1 X X X X -
C2 X X X X -
C4 X X X X -
D1 X X X X -
D2 X X X X -
D3 X X X X -
D4 X X X X -
D5 X X - - -

PE-2 X X X -
CAT-1 X X X X -

Condicdes de cultivo: 4 dias. Estufa com variacdo de temperatura de + 1° C.

(x) = crescimento; (-) = auséncia de crescimento

As colbnias formadas, apés quatro dias de cultivo nas diferentes temperaturas,

mostraram uma diferenca de tamanho

temperatura. Na temperatura de 42°C ndo houve crescimento celular.

inversamente proporcional

ao aumento da

O trabalho realizado por Laluce et al. (2009) confirma que a faixa de temperatura

ideal para a fermentacédo é de 30 a 35°C. O aumento de temperatura impacta diretamente a

viabilidade celular, e quando esta variacdo de temperatura ocorre durante a fermentacéo,

principalmente nos meses de verdo, pode ocorrer queda no rendimento de etanol.
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5.5 Estudos de capacidade fermentativa utilizando tubos multiplos

As fermentagbes no sistema de tubos multiplos de Durham foram realizadas
utiizando os meios YPSacl0, MMell2 e MCC15, observando o comportamento dos
isolados durante a fermentacao. A aparéncia dos tubos esta apresentada nos Anexos C e D.

Os indicios de fermentacdo observados foram a presenca do desprendimento de
CO; no interior dos tubos de Durham e também na superficie do fermentado, bem como a
presenca de odor alcodlico e agradavel, caracteristico de uma fermentacdo bem-sucedida.

Os resultados estdo apresentados na Tabela 9.

Tabela 9 - Capacidade fermentativa (CF) dos isolados e linhagens referéncia em diferentes meios

Meio YPSac10 Meio MMel12 Meio MCC15

isolado CF Odor CO, CF Odor CO, CF Odor CO,
Al + Alcodlico 1cm + Alcodlico 1cm + Alcodlico 1cm
A2 + Alcodlico 2cm + Alcodlico 2 cm + Alcodlico 2cm
A3 + Alcodlico 1cm + Alcodlico 2 cm + Alcodlico 1cm

Ad n/f n/f n/f n/f n/f n/f n/f n/f n/f

A5 n/f n/f n/f n/f n/f n/f n/f n/f n/f
Bl + Alcodlico 2cm + Alcodlico 1cm + Alcodlico 1cm
C1 + Alcodlico 1cm + Alcodlico 2 cm + Alcodlico 2cm
Cc2 + Alcodlico 1cm + Alcodlico 1cm + Alcodlico 2cm
c4 + Alcodlico 2cm + Alcodlico 2 cm + Alcodlico 2cm
D1 + Alcodlico 1cm + Fraco 2cm + Fraco 2cm
D2 + Alcodlico 1cm + Fraco lcm + Fraco lcm
D3 + Alcodlico 2cm + Alcodlico 2cm + Alcodlico 2cm
D4 + Alcodlico 1cm + Alcodlico 1cm + Alcodlico 1cm
D5 + Alcodlico 1cm + Alcodlico 1cm + Alcodlico 1cm
CAT-1 + Alcodlico 2cm + Alcodlico 2cm + Alcodlico 1cm
PE-2 + Alcodlico 2cm + Alcodlico 1cm + Alcodlico 2cm

CF - capacidade fermentativa analisada pela técnica de tubos multiplos

CO, — altura do desprendimento de CO, observado no interior dos tubos de Durham

Condicdes de cultivo: 30°C por 24h

n/f = ndo apresentou fermentagdo, (+) presenca de bolhas de CO, no tubo e na superficie, (-) =
auséncia de bolhas de CO, no tubo e na superficie

No meio YPSaclO, com excecdo dos isolados A4 e A5, todos o0s outros

apresentaram desempenho fermentativo desejado, produzindo bolhas visiveis de CO, e
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odor forte e agradavel. Embora os isolados A2, B1, C4 e D3 tenham apresentado menor
desprendimento de CO..

No meio MMel12, com excegéo dos isolados A4 e A5, o desempenho fermentativo
ocorreu dentro do desejado, com presenca de bolhas de CO, no interior do tubo de Durham
e na superficie do fermentado, odor alcodlico agradavel e adocicado. Os isolados D1 e D2
apresentaram menor producédo de CO, e odor alcodlico mais fraco neste meio, em oposto ao
meio YPSac10, onde a fermentacéo ocorreu dentro do padrdo dos demais isolados.

Os isolados Al, B1, C2, D2, D4 e D5 apresentaram comportamento semelhante a
linhagem referéncia PE-2, enquanto A2, A3, C1, C4, D1 e D3 sdo mais similares a linhagem
referéncia CAT-1.

Por fim, no meio MCC15, os isolados apresentaram o mesmo comportamento, com
a presenca dos indicios de fermentagdo em todos os isolados exceto A4 e A5. As bolhas de
CO, observadas apresentaram em médiade 1 a 2 cm.

Avaliando o desempenho nos trés meios, com excec¢do dos isolados A4 e A5, os
demais apresentaram desempenho satisfatério e consistente dentro do tempo normal de
fermentagdo, mantendo a aparéncia e o odor agradavel esperados de uma fermentacéo
alcodlica normal.

As linhagens comerciais PE-2, CAT-1, Red Star e Ragi Instan, cultivadas em mosto
com diferentes concentracdes de acUcar, apresentaram bolhas no tubo de Durham e
presenca de espuma, o que sugere serem estas linhagens boas fermentadoras (MOREIRA
et al., 2015). Assim, os resultados obtidos indicam que estes isolados podem ser

considerados bons fermentadores.

5.6 Avaliacdo de crescimento de leveduras em microplaca

Os isolados e as linhagens referéncia foram analisados quanto ao crescimento em
meio YPD 2%, YPSac 2%, e MCC (caldo de cana) 5° Brix e MMel (melaco clarificado) 5°
Brix, em microplacas.

Os resultados do crescimento das linhagens referéncia CAT-1 e PE-2 estdo
apresentados na Figura 6. Embora os meios YPSac, MCC e MMel contenham sacarose, as
linhagens apresentaram perfis de crescimento diferentes, evidenciando diferencas na
velocidade de crescimento e no volume celular (DO) (Figura 6), comportamento este que se

repete no cultivo dos isolados nos mesmos meios (Figuras 7 a 10).
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Figura 6 - Crescimento das linhagens referéncia CAT-1 (superior) e PE-2 (inferior) em meio YPSac2
(vermelho);MMel5 (verde); meio YPD (preto); meio MCCS5 (azul), a 30°C por 24 h.

No cultivo em meio YPD (Figura 7), a linhagem referéncia CAT-1 apresentou
crescimento superior aos isolados, enquanto a linhagem PE-2 apresentou crescimento
intermediario, sendo inferior a alguns dos isolados. Os isolados A1 a A5 apresentaram
desempenho superior ao observado para a linhagem PE-2 e inferior ao comportamento da
linhagem referéncia CAT-1 (Fig 7A). Convém ressaltar que os isolados Al a A5 sao
referentes a coleta de inicio de safra. Os demais isolados apresentaram uma faixa de

crescimento proxima a da linhagem PE-2 (Fig 7B e 7C).
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Figura 7 - Crescimento dos isolados e linhagens referéncia no meio YPD a 30°C

No meio YPSac (Figura 8), os isolados e linhagens referéncia apresentaram
crescimento similar, porém alguns dos isolados apresentaram maior taxa de crescimento do
gue ambas as linhagens referéncia, sendo estes os isolados A3 (Fig. 8A), D4 e D3 (Fig. 8C).
O isolado B1 apresentou tempo de crescimento mais rapido do que as linhagens referéncia
(Fig. 8B). Os demais isolados apresentaram valores muito proximos aos das referéncias,
CAT-1 e PE-2. Os valores de DO observados foram superiores aos obtidos nos outros
meios estudados, com valores acima de 0,7.
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Figura 8 - Crescimento dos isolados e linhagens referéncia em meio YPSac2, a 30°C

No meio MCC5 (caldo de cana) (Figura 9) o crescimento ndo foi tdo expressivo,
porém todos os isolados tiveram crescimento maior quando comparado com as linhagens
referéncia, com destaque para os isolados D3 e D4 (Fig. 9C), seguidos de B1 (Fig. 9B), C4 e

Al (Fig. 9A). As linhagens CAT-1 e PE-2 tiveram um desempenho muito inferior neste meio.
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Figura 9 - Crescimento dos isolados e linhagens referéncia em meio MCC5, a 30°C

de levedura apresentaram crescimento, as linhagens referéncia apresentaram desempenho
mediano, superadas pelos isolados A3, A5 (Fig. 10A) e D1 (Fig. 10C). Este dultimo
apresentou um desempenho superior e menor tempo de crescimento, seguido pelo isolado
D4. A linhagem referéncia PE-2 apresentou desempenho superior a CAT-1. Em geral, neste

meio, os isolados apresentaram maior crescimento do que as linhagens referéncia.
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Por fim, no meio contendo melacgo clarificado (MMel, Figura 10), todas as amostras
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Figura 10 - Crescimento dos isolados e linhagens referéncia em meio MMel5 a 30°C

A velocidade de crescimento pode ser dada pela relagéo da produgédo de biomassa
pelo tempo. A andlise qualitativa do crescimento dos isolados em microplaca indica que
estes apresentaram velocidades de crescimento diferentes, dependendo do meio utilizado.
Os meios YPD e YPSac2 continham, teoricamente, 20 g ART/L, e ap0s o crescimento em
YPD as amostras de levedura apresentaram D.O. maxima na faixa de 0,35 a 0,55, e 0,6
para a linhagem referéncia CAT-1. Por outro lado, no meio YPSac, a D.O. maxima obtida

ficou em torno de 0,8; portanto, com uma producao maior de biomassa.
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No crescimento em meio MCC5, as leveduras apresentaram D.O. maxima de 0,4,
com excec¢do do isolado D4. Ja no meio MMel5 a D.O. obtida ficou em torno de 0,8.

5.7 Analise de clusters
As caracteristicas morfo-fisiolégicas e o crescimento maximo obtido apdés cultivo dos
isolados e linhagens referéncia nos meios YPD e YPSac foram submetidas a andlise de

cluster por similaridade.

Cluster Analysis
A5

Ad
D5
Rf2
R

1
D2
D1
2
D3

4
D4
B1
Al
A2
Al

0.00 0.25 0.50 0.75 1.00 1.25

Minimum Distance Between Clusters

Figura 11 - Andlise de clusters obtida a partir dos dados previamente analisados. R1 = linhagem
referéncia CAT-1, R2 = linhagem referéncia PE-2.

A analise de cluster por similaridade (Figura 11), com um corte na altura da distancia
0,75, permite observar a formacdo de quatro grupos principais, sendo os isolados A4, A5 e
D5 formando grupos individuais e o restante das amostras formando um grande grupo.

Os isolados A4 e A5 n&o apresentaram capacidade fermentativa e ndo cresceram
em alguns meios. O isolado D5 ndo apresentou crescimento em altas temperaturas e o

menor crescimento observado no meio YPD (DO = 0,373), no ensaio em microplaca.
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A andlise do grupo maior, que engloba a maioria das amostras, sugere ndo haver
grandes diferencas entre os isolados e as linhagens-referéncia, embora a andlise do perfil
de polimorfismos contradiga este resultado.
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6 CONCLUSOES

A anélise molecular dos isolados e linhagens referéncia mostrou diferentes
padrbées de bandas resultantes da reacdo de PCR, e 0 sequenciamento do DNA
extraido permitiu uma diferenciacdo intraespecifica, mostrando que todos os
isolados pertencem a espécie S. cerevisiae. Os isolados amostrados no final da safra
apresentam certa semelhanca com a linhagem referéncia PE-2 e um padrdo de bandas
mais consistente entre si, diferente dos isolados provenientes do inicio de safra.

O plaqueamento dos isolados em meio diferenciais permitiu observar caracteristicas
diferentes entre os isolados. Todas as amostras estudadas apresentaram um limite de
crescimento acima de 39°C. O estudo de capacidade fermentativa demonstrou bom
desempenho nos trés meios utilizados, com exce¢do de dois isolados que n&o
apresentaram capacidade fermentativa em nenhuma das condigdes.

Na avaliacdo de crescimento em microplacas, o0s isolados apresentaram
comportamentos distintos nos quatro meios analisados simultaneamente, estas diferencas
sao evidenciadas quando comparadas com as linhagens referéncia.

Os isolados apresentam caracteristicas morfoldgicas e de comportamento distintas,
tanto entre si como quando comparados com as linhagens referéncia, padrdo este que se
repete na andlise molecular aplicada nas amostras. Em sintese, foram identificadas
linhagens selvagens de S. cerevisiae que possuem tracos desejaveis para aplicacdo
industrial. Estas linhagens podem ser aplicadas tanto na producédo de etanol, como em
engenharia de bioprocessos. Este estudo, mesmo que inicial, abre campo para maiores
guestionamentos e desenvolvimentos.

Os isolados de final de safra, exceto D5, parecem apresentar caracteristicas mais
adequadas para serem utilizados como cultura starter em uma fermentagédo. O isolado D5
foi mais susceptivel ao stress e apresentou baixo crescimento.

Isto pode ser o produto de uma adaptacéo evolutiva sofrida pela levedura ao longo
do processo, causada pelos fatores estressantes impostos as leveduras, como altas
concentracdes de etanol e o reciclo de células com tratamento acido, bem como a presséo
exercida por outras leveduras contaminantes.

Este trabalho de caracterizagcdo permitiu conhecer melhor as caracteristicas
apresentadas por isolados de fermentacéo, evidenciando a riqueza do bioma encontrado em
ambiente industrial. Conhecer as caracteristicas e potencial destes isolados é importante

para os constantes desenvolvimentos das tecnologias de fermentacéo.
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ANEXOS

WL Nutrient Medium ¢ WL Nutrient Broth

WL Differential Medium

Intended Use

WL Nutrient Medium and WL Nutrient Broth are used for
cultivating yeasts, molds and bacteria encountered in brewing
and industrial fermentation processes.

WL Differential Medium is used for isolating bacteria encoun-
tered in brewing and industrial fermentation processes.

Summary and Explanation

WL (Wallerstein Laboratory) nutrient media were developed
by Green and Gray'* in their study of various fermentation
processes. An exhaustive study examining the methods of
fermentation control procedures in worts, beers, liquid yeasts
and similar fermentation products led to the development of
these media.

AtapH of 5.5, counts of viable bakers’ yeast may be made on the
WL Nutrient Medium. By adjusting the pH to 6.5, the medium
is suitable for obtaining counts of bakers’ and distiller’s yeast.
The medium can support the growth of bactena, but unless
the number of yeast cells is small the bacteria may not be
detected. Due to this limitation, Green and Gray developed WL
Differential Medium that inhibits the growth of yeasts without
inhibiting the growth of bacteria present in beers.

WL Nutrient Medium and WL Differential Medium are used
simultaneously as a set of three plates. One plate is prepared
from WL Nutrient Medium and two plates from WL Differential
Medium.? The WL Nutrient Medium plate is incubated aerobi-
cally to obtain a total count of mainly yeast colonies. A differennial
agar plate is incubated aerobically for growth of acetic acid
bacteria, Havobacterium, Protens and thermophilic bacteria.
Another differential agar plate is incubated anaerobically for
growth of lactic acid bacteria and Pediococcus.

Principles of the Procedure

Yeast extract is a source of trace elements, vitamins and amino
acids. Peptone provides nitrogen, amino acids and carbon.
Dextrose is the source of carbohydrate. Monopotassium
phosphate buffers the media. Potassium chloride, calcium
chloride and ferric chloride are essential ions and help to

Anexo A - Composi¢céo do meio WLN

Fonte: Difco Manual

<https://www.bd.com/ds/technicalCenter/misc/difcobblmanual_2nded_lowres.pdf>

09/09/2016

maintain osmotic balance. Magnesium sulfate and manganese
sulfate are sources of divalent cations. Bromcresol green is a

pH indicator. Agar is the solidifying agent in WL Nutrient
Medium and WL Differential Medium. Cycloheximide
mhibits yeasts and molds in WL Differential Medium.

Formulae

Difco™ WL Nutrient Medium
Approximate Formula* Per Liter
Yeast Extract 40 g
Pancreatic Digest of Casein .............cccoooiecoruiicciciacanans 50 g
Dextrose 500 g
Monopotassium Phosphate............ccccccccevvcvcneee. 0.55 @
Potassium Chloride 425.0 mg
Calcium Chloride 125.0 mg
Magnesium Sulfate 125.0 mg
Fernc Chloride 2.5 mg
Manganese Sulfate 25 mg
Agar 200 g
Bromcresol Green 22.0 mg

Difco™ WL Nutrient Broth
Consists of the same ingredients without the agar.

Difco™ WL Differential Medium

Consists of the same ingredients as WL Nutrient Medium with
the addition of 4.0 mg cycloheximide.
~Adjusted andior required o meet

Directions for Preparation from
Dehydrated Product
1. Suspend the powder in 1 L of purified water:
Difco™ WL Nutrient Medium* - 80 g;
Difco™ WL Differential Medium* - 80 g;
Difco™ WL Nutrient Broth** - 60 g.
Mix thoroughly.
* If desired, the pH may be adusted 10 6.5 + 0.2 by addding approamstely 27-22 ml fsee label
divections) of 1% sockum carbenate solution per ey of purified water proe fo dissofing fhe
powder.
** If degired, add wials f0 tubes before

10 axsess gas production.
2. Heat the agar media with frequent agitation and boil for 1
minute to completely dissolve the powder.
. Autoclave agar and broth media at 121°C for 15 minutes.
4. Test samples of the finished product for performance using
stable, typical control cultures.

v
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Formula
BBL™ BIGGY Agar
Approximate Formula* Per Liter

Bismuth Ammonium Citrate.... 50 g
Sodium Suffite................. .30 g
Dextrose ... ..100 g
Glycine...... ..100 g
Yeast Extract 10 g
Agar ... BT eTrRemweneey | X |
AWM d 2 requived 1 meat perfi cetena
Directlons for Preparation from
Dehydrated Product
1. Suspend 45 g of the powder in 1 L of purified water. Mix
thoroughly.

2. Heat with frequent agjtation and boil for not more than
1 minute to completely dissolve the powder. DO NOT
AUTOCLAVE

3. Cool to approximately 45-50°C. Swirl to disperse the
insoluble material and pour into plates.

4. Test samples of the finished product for performance using
stable, typical control cultures.

Examine plates and slants for colonies showing characteristic
growth patterns and morphology. The following table summa-
rizes typical Candida colonial morphology.®

SPECIES OF CANDIDA  COLONAL MORPHOLOGY

C. alticans Smeoth, circular or hemispherical brown-black
cokonies; may hawe slight mycddial fringe; no color
diffusion into surrounrding medium; no metalic
shaen.

C. tropicalis Smaoth, discrete, dark brown to black colonies
{may hawe black-<olored canters); sight mycelid
fringe; diffuse badcaning of medium after
72 hours; metallic sheen.

C. krusei Laroe, flat, wrinklad sivery brown-black colonies
with brown peripheries; yallow to brown hdo
diffusion into medium; metalic sheen.

C. keyfr Medium size, fit, dark reddish-brown distening
colonies; may have slight mycalial fringe;
no dffusion.
References

. Nkerico, 1953 [, drbect. Dts. %5243,
2. Hiky, Trandel azd Cople. 1990, Qunkech ll. Incnul methods foe culnire and Mesahication of

fung In the dinical mycology kboratory, Coced. ed., Sheeris. American Soctery for Microbiclogy,
Washigio, D.C

3. besberg end Garcia |ed.|. 2004 (apdase, 2007 Chrkcal &7 pooceduces tundbock, 2nded.
American Sockey foe Microbhabagy, Waskingon, D.c

Procedure e e Ly T o A e i, 9 e
Consult appropriate references for information about the ‘"“‘“”“Y,“‘m'ﬂ' . Weddiugon. D.C. P
processing and incculation of specimens such as tissues, vl 1. Wllims & Witlos, Pabincee, Md
skin scrapings, hair, nail clippings, etc.*s The streak plate
technique is used primarily to obtain isolated colonies from Avellablllty
specimens containing mixed flora. When using slants, streak the ~ BBL™ BIGGY Agar
surface of the slant with a sterile inoculating loop needle using ~ Cat-No. 211027 Debydrated - 500 g
i i United States and Canada
two to three isolated colonies. Cat. No, 207254 Prepared Plates — kg, of 20°
Incubate plates in an inverted position (agar side up) for up 297255 Preparzd Slants - Pkg. of 10*
to § days at 25 £ 2°C, Eurcpe
Cat. No. 255002 Prepared Plates - Pkg. of 20*
Expected Results Mexico x
Within § days of incubation, the plates should show isolated f:.;zltzszse Faepacad etes - g 10
colonies in streaked areas and confluent growth in areas of heavy
inoculation. Slants should show evidence of growth.
Anexo B - Composi¢édo do meio BiGGY
Fonte: Difco Manual

<https://www.bd.com/ds/technicalCenter/misc/difcobblmanual_2nded_lowres.pdf>
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Anexo C - Fermentagdo em tubos mudltiplos utilizando meio YPSac

Fonte: Arquivo pessoal

Anexo D - Fermentagdo em tubos multiplos utilizando meio MMel12

Fonte: Arquivo pessoal

Anexo E - Slants para conservacéo de colbnias selecionadas.

Fonte: Arquivo pessoal
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Anexo F - Aparéncia dos isolados e linhagens referéncia ap6s plaqueamento em meio WLN, a 30°C
durante 48 horas
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Anexo G - Aparéncia dos isolados e linhagens referéncia apés plagueamento em meio BiGGY, a 30°
C durante 48 horas
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Anexo H - Cultivo pontual dos isolados,em triplicata, em meio Nagai a 30°C por 5 dias, cada
guadrante representa um isolado. (A) Al,A2,A3,A4; (B) A5,B1,C2,C4; (C) C1,CAT-
1,D1,D2; (D) D3,D4,D5.

Fonte: arquivo pessoal.



