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RESUMO

Tolerancia ao estresse e caracteristicas fermentativas de leveduras Dekkera
bruxellensis isoladas da fermentacéo alcodlica

A espécie Dekkera bruxellensis tem sido detectada como a principal levedura
contaminante em diversos processos fermentativos, dentre eles o de producao de
etanol combustivel, apresentando uma surpreendente capacidade de crescimento e
adaptacdo naqueles substratos. No entanto, pouco se conhece sobre suas
caracteristicas de crescimento em condicbes de estresse e comportamento
fermentativo. Desta forma, este trabalho objetivou avaliar a tolerancia ao estresse e as
caracteristicas fermentativas exibidas por trés linhagens de D. bruxellensis isoladas da
fermentacdo alcodlica, além do efeito da contaminacdo em mosto de caldo de cana
sobre os parametros fermentativos, buscando informacdes que possam contribuir para
0 manejo da fermentacdo alcodlica quando contaminada com esta levedura. Foram
realizados testes de caracterizagdo em meio YEPD sélido e liquido em condi¢cbes
estressantes para as trés linhagens de D. bruxellensis e uma linhagem de S. cerevisiae
(PE-02). O efeito do tratamento acido associado ao etanol sobre a viabilidade das
guatro linhagens em situacdo de agitacdo e sem agitacado foi também avaliado. Em
seguida, testes fermentativos em meio sintético (sem reciclo celular) e em meio de
caldo de cana (com reciclo celular e utlizando-se ou nédo tratamento acido) foram
conduzidos para verificar as caracteristicas fermentativas das linhagens de D.
bruxellensis em comparacdo com S. cerevisiae, simulando-se uma contaminacao por
10° células/mL da linhagem CCA155 em meio de caldo de cana. As trés linhagens de
D. bruxellensis apresentaram crescimento invasivo em meio YEPD sodlido,
possivelmente um mecanismo de sobrevivéncia da levedura em condicOes
estressantes. Observou-se uma variacdo na resposta das linhagens as situacoes de
estresse (baixo pH e alta concentracdo de etanol). Em condi¢cdes ndo estressantes, a
linhagem PE-02 apresentou melhor desenvolvimento, no entanto, em situacdes de
estresse de pH, concentracdes de acucar e etanol, as linhagens de D. bruxellensis
desenvolveram-se melhor. O controle eficiente do crescimento destas leveduras poderia
ser obtido com um tratamento combinado de baixo pH (1,5) e etanol (9%), porém houve
também prejuizo significativo a levedura S. cerevisiae, embora em menor extensao. Em
sistema de batelada sem reciclo celular em meio sintético, verificou-se que a agitacao
influenciou significativamente a producédo de etanol e acidos por D. bruxellensis. O teor
alcodlico foi maior quando se utilizou glicose como fonte de carbono ao invés de
sacarose. Em sistema de batelada com reciclo celular em meio de caldo de cana, foram
obtidos melhores resultados quanto a producédo de etanol, menor teor de acucar redutor
total residual e maior eficiéncia fermentativa quando se utilizou o tratamento acido do
fermento (pH 1,5), assim como melhor controle do crescimento da linhagem CCA155
guando em cultura mista com S. cerevisiae (PE-02). O tratamento acido utilizado teve
efeito ndo so6 sobre o crescimento da levedura contaminante, mas também beneficiou a
levedura do processo, resultando assim na minimizacdo do efeito da contaminante
sobre a fermentacédo conduzida em meio de caldo de cana sob dez ciclos fermentativos
de 12 horas.

Palavras-chave: Contaminacgdo; Etanol; Eficiéncia fermentativa
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ABSTRACT

Stress tolerance and fermentative characteristics of Dekkera bruxellensis yeasts
isolated from the alcoholic fermentation

The species Dekkera bruxellensis has been considered as the main contaminant
yeast in several fermentative processes, including the fuel alcohol production, showing a
surprising growth capacity and adaptation in those substrates. However, a little is known
about their growth characteristics in stressing conditions and fermentative profile. In this
context, this work aimed to evaluate the stress tolerance and fermentative
characteristics exhibited by three strains of D. bruxellensis isolated from the alcoholic
fermentation, besides the effect of the contamination in sugar cane juice over the
fermentative parameters, searching for information that could contribute to the
management of the alcoholic fermentation when the medium is contaminated with this
yeast. Characterization tests in YEPD medium (solid and liquid) under stressing
conditions for the D. bruxellensis and S. cerevisiae (PE-02) strains were carried out. The
effect of the acid treatment associated with ethanol over the cell viability of the four
strains in shaken and non-shaken flasks was also evaluated. Following, fermentative
tests in synthetic medium (without cell recycle) and in sugar cane juice (with cell recycle
and with/without acid treatment) were carried out to verify the fermentative
characteristics of the strains of D. bruxellensis comparing to S. cerevisiae, simulating a
contamination by 10° cells/mL of the strain CCA155 in sugar cane juice. All the strains of
D. bruxellensis showed invasiveness in YEPD agar medium, probably a survival
mechanism in stressful conditions. A variation in the response of the strains to the
stressing conditions (low pH and high ethanol concentration) was observed. In non-
stressing situations, the strain PE-02 showed better growth; however, in stressing
conditions of pH, ethanol and sugar concentrations, the strains of D. bruxellensis had
better growth performance. The effective control of their growth could be obtained with a
combined treatment of low pH (1.5) and ethanol (9%), however, a significant harmful
effect to the S. cerevisiae strain was also verified, but in a lower extension. In batch
system without cell recycle in synthetic medium, it was verified the influence of agitation
over the ethanol and acid production by D. bruxellensis. The alcohol content was
significantly higher when glucose was utilized instead of sucrose. In batch system with
cell recycle in sugar cane juice, the best results for ethanol production, lower residual
total reducing sugar and higher fermentative efficiency were obtained with the acid
treatment of the ferment at pH 1.5, as well as a better growth control of the strain
CCAL55, in mixed culture with S. cerevisiae (PE-02). The acid treatment utilized in this
work had effect not only over the growth of the contaminant yeast, but also benefited the
yeast S. cerevisiae, resulting in the minimization of the effect of the contaminant over the
fermentation developed in sugar cane juice medium in 12-hour ten fermentative cycles.

Keywords: Contamination; Ethanol; Fermentative efficiency
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1 INTRODUCAO

O processo de producdo de alcool combustivel no Brasil difere de outras
fermentacOes industriais. Existem duas peculiaridades em relacdo a este tipo de
fermentacdo: a primeira € que o processo ndo ocorre de forma asséptica. A segunda é
a recirculacdo do fermento, através de um grande nimero de ciclos fermentativos.

Ultimamente, linhagens de Saccharomyces cerevisiae tém sido isoladas durante o
processo fermentativo em destilarias brasileiras e sendo utilizadas como pré-indculo em
diversas unidades industriais. ApGs a caracterizacdo da capacidade fermentativa e da
dominancia no processo fermentativo durante toda a safra, elas s&o utlizadas como
biomassa tanto na unidade em que foram isoladas, assim como em outras unidades.

A grande preocupacao quando se fala em contaminantes do processo fermentativo
tem sido as bactérias, mas pouco se sabe sobre as leveduras que contaminam o
processo e seus prejuizos. A levedura Dekkera bruxellensis tem sido detectada como a
principal levedura contaminante em diversos processos fermentativos, dentre eles o de
producéo de etanol combustivel, apresentando capacidade de crescimento e adaptacao
nagueles substratos. Souza-Liberal et al. (2007) verificaram que a dinamica de
desenvolvimento da populacdo de Dekkera/Brettanomyces pode aumentar mais
rapidamente que a de S. cerevisiae em sistemas continuos industriais, pelo fato de
possuir esta capacidade de se adaptar mais rapidamente e com maior eficiéncia ao
substrato.

Andlises fisiologicas de isolados desta espécie mostraram que as mesmas
apresentam uma reduzida capacidade fermentativa em relagcéo a levedura do processo
S. cerevisiae. Estas caracteristicas fazem com que destilarias contaminadas com estas
leveduras apresentem tanto queda no rendimento de etanol quanto aumento no tempo
de fermentacdo, e uma fermentacdo mais lenta atrasa todo o processo operacional na
usina (ARAUJO et al., 2005).

Durante a fermentacdo, a levedura pode sofrer véarios fatores estressantes. Altos
teores alcoolicos, temperaturas elevadas, acidez do meio, presenca de sulfito e
contaminacao bacteriana sdo exemplos de condi¢cbes geradoras de estresse as células

de levedura. As respostas aos diferentes tipos de estresse é uma caracteristica



16

fundamental na adaptacdo dos organismos vivos as condi¢cdes adversas do ambiente.
As células de S. cerevisiae, quando submetidas a condi¢fes de estresse, desenvolvem
uma rapida resposta molecular para reparar danos e proteger as estruturas (ESTRUCH,
2000). Muito ainda tem que ser feito para a verificagdo dos efeitos dos fatores
estressantes as leveduras durante a producdo etandlica visando maior otimizacao do
processo.

Considerando os aspectos acima citados e sabendo da importancia da levedura
Dekkera na contaminacdo de processos fermentativos e a pouca informacédo que se
tem especialmente quanto a fermentacéo etandlica, esse trabalho se propés a avaliar a
tolerancia ao estresse e as caracteristicas fermentativas exibidas por trés linhagens de
Dekkera bruxellensis isoladas do processo fermentativo, além do efeito da
contaminagdo em mosto de caldo de cana sobre os parémetros fermentativos,
buscando informacdes que possam contribuir para o manejo da fermentacao alcoolica

guando contaminada com esta levedura.
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2 DESENVOLVIMENTO

2.1 Reviséo de Literatura
2.1.1 A fermentacéo alcodlica e os agentes da fermentacao

As leveduras estao presentes em varios ambientes e sdo usadas para a elaboracao
de vinhos, cervejas e etanol através de processos fermentativos. A fermentagéo
consiste num processo bioquimico decorrente da atividade desses microrganismos,
agindo sobre diversos substratos organicos de forma a altera-los e originar a formacao
de outras substancias em qualidade e quantidade varidveis de acordo com a selecéo
das leveduras utilizadas (SILVA, 1994).

A fermentacédo alcodlica consiste na transformacdo dos acucares do mosto em
etanol, gas carbonico e energia, sob a acao catalitica das leveduras. Quando condi¢cbes
de temperatura, acidez, concentracdo de acucares, qualidade da cana, higiene,
preparacdo de pé-de-cuba e do mosto sdo improprias, podem desenvolver-se outros
tipos de microrganismos que consomem 0s acucares ou entdo o alcool, produzindo
compostos organicos indesejaveis para a qualidade final do alcool, além de reduzir o
rendimento do processo (CAMARGO et al., 1990).

Segundo Pinotti (1984) citado por Blumer (2002), durante a fermentacéo alcodlica
geralmente se preocupa em reprimir a reproducdo celular, para assim aumentar o
rendimento alcodlico, mas a fermentacédo ndo pode ser desvinculada da multiplicacado
da levedura, que além de inevitavel é essencial para garantir uma maior qualidade e
estabilidade fermentativa.

Tradicionalmente, a fermentacdo alcodlica tem sido um processo conduzido em
batelada no qual a formacdo do produto esta diretamente relacionada ao crescimento
do microrganismo agente (Figura 1). Esta interdependéncia entre crescimento e
formacdo do produto levou Gaden (1959) a classifica-la como uma fermentagao “com
crescimento associado”. Apesar da existéncia dos sistemas de fermentacdo em fluxo
continuo, a maioria das unidades produtoras utiliza o processo em batelada, devido a
assepsia mais facil e também a ndo necessidade de sempre manter o sistema

trabalhando, o que facilita as situacfes de parada na usina.
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Figura 1- Fluxograma da fermentacdo em batelada, onde estdo destacados (') 0s possiveis pontos de
contaminacdo do processo, sendo essa contaminacao por bactérias ou leveduras selvagens.
Esquema baseado em Ferreira (2008)

Segundo Oliveira e Pagnocca (1988), durante o processo de fermentacao alcodlica
para producédo de etanol, durante uma safra, o fermento sofre inUmeras reciclagens e
interferéncias externas vindas do caldo que compdem o mosto, do proprio ambiente,
aléem de outras fontes, tornando-se vulnerdvel a contaminagdo por outros
microrganismos, inclusive leveduras indesejaveis (aquelas que ndo sao colocadas no
processo), sendo necessario um constante monitoramento da fermentacédo. Os mesmos
autores ressaltam que existem diversos métodos utilizados no monitoramento, sendo
gue a utilizacdo de meios de crescimento diferenciais e seletivos € bastante comum
(CECCATO-ANTONINI; SILVA, 2000). Apesar de demorados, sdo os mais eficientes e
comumente utilizados nas usinas que desejam acompanhar o processo. Além disso,
comprovou-se que leveduras de panificacdo ou mesmo linhagens selecionadas em
laboratério supostamente adequadas a fermentacdo industrial, sdo na realidade
inadequadas, por ndo conseguirem se manter no processo fermentativo ao longo de
toda safra, sendo substituidas por outras oriundas da biodiversidade ambiental, as
guais passam a ser responsaveis pela fermentacdo nas destilarias (BASSO et al.,
1993).
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Muitas usinas que ndo fazem o monitoramento ndo sabem qual € a levedura que
esta sendo utilizada no processo, 0 que € uma grande desvantagem, pois esta pode ser
uma linhagem selvagem de alta eficiéncia e adaptacdo para a fermentacdo, em
particular daquela usina. Segundo Basso et al. (2008) em estudos feitos em destilarias,
40% delas poderiam utilizar leveduras selecionadas do processo com sucesso. A
auséncia de monitoramento da fermentacao representa perdas econémicas devido aos
efeitos combinados de formacéo de espuma, floculagéo, alta producédo de glicerol pelas
leveduras e um residual elevado de acucar. Provavelmente com o uso dessas
linhagens selecionadas das proprias plantas industriais, essas usinas teriam uma maior
eficiéncia no processo de producao de etanol.

O caldo de cana apresenta altos teores de nutrientes organicos e inorganicos, altos
teores de acucar, temperatura e pH favoraveis para o desenvolvimento de
microrganismos contaminantes (GALLO; CANHOS, 1991). A contaminacdo pode vir
nao somente da cana, mas de focos de contaminacdo das esteiras, moendas,
tubulacBes e outros equipamentos. Nao sdo todos 0s microrganismos que Sao capazes
de crescer no caldo de cana, embora seja um meio propicio. A quantidade e os tipos de
microrganismos presentes irdo depender das condicfes de cada etapa do processo de
fermentacéo.

Como os processos fermentativos utilizados no Brasil ndo ocorrem de forma esteéril
e 0 mosto consiste em uma fonte rica em nutrientes para uma grande quantidade de
outros microrganismos, tém-se hoje grandes problemas com contaminagdo. Os
prejuizos causados pela contaminacao bacteriana na fermentacéo alcoodlica tém inicio
na lavoura com a matéria-prima. A cana-de-acucar excessivamente contaminada, além
dos problemas de eficiéncia no tratamento e limpeza do caldo, levam um grande
namero de bactérias e produtos de seu metabolismo para o processo fermentativo
(AMORIM; OLIVEIRA, 1982; KAJI; CANHOS, 1989). As tubulacbes e pontos mortos
também sdo de suma importancia no controle da contaminacéo.

Para que haja um bom controle das infec¢des deve haver uma evolucgéo tecnoldgica
das destilarias para diminuir a freqiéncia com que ocorrem as contaminacoes.
Entretanto, elas ainda persistem e necessitam de uma rotina de controle, que pode ser

feita empregando-se matéria-prima bem conservada e ndo queimada; tornar minimo o



20

espaco de tempo entre o corte e a moagem; coar o caldo apds a moagem; efetuar as
devidas corre¢cdes no mosto, com emprego de 4gua de boa qualidade na embebicéo ou
na diluicdo; utilizar antissépticos dentro das especificacfes técnicas; empregar um
fermento sadio, em quantidade suficiente e adequada ao processo fermentativo; manter
a temperatura em torno de 30°C durante a fermentacdo; proceder a exames
microscépicos para verificar o grau de contaminacao; e limpeza de todas as instalacdes
da destilaria, que é sem duavida, o fator mais importante para controlar as infec¢des
(MUTTON, 2008).

Durante a fermentacdo, o fermento pode sofrer contaminagcdo por outros
microrganismos. Quando se trata de bactérias, a contaminacdo pode ser, de certa
forma, facilmente controlada utilizando-se agentes antibacterianos, como antibidticos.

Ja no caso das leveduras selvagens este controle fica mais dificil.

2.1.2 Dekkera bruxellensis como contaminante industrial

Mais recentemente a presenca dos géneros Dekkera e Brettanomyces tem causado
problemas nos processos fermentativos no Brasil (SILVA, 1994; GUERRA, 1998;
ARAUJO et al., 2005).

O género Dekkera apresenta, ao microscopio, células esferoidais a elipsoidais,
muitas vezes ogivais, estas caracterizadas por uma estrutura semelhante a chama de
uma vela nas extremidades. Podem também ser cilindricas ou alongadas. A reproducao
vegetativa se da por brotamento e exibe pseudomicélio. Como caracteristicas gerais,
além das citadas, podem ainda ser listadas seu lento crescimento, curta duracdo de
vida em placas, aroma caracteristico, forte producdo de &cido acético a partir de
glicose, estimulo da fermentacéo pelo oxigénio molecular e exigéncia de fonte externa
de vitaminas (KREGER VAN-RIJ, 1984; BARNETT; PAYNE; YARROW, 1990).

O género Brettanomyces nao forma asco, ou seja, se trata da forma imperfeita do
género Dekkera. Apresentam-se como células esferoidais, subglobosas a elipsoidais,
ogivais, cilindricas e alongadas. Sua reproducéo se da por brotamento. Por se tratar da
forma imperfeita do género Dekkera, ndo possui fase sexuada e, portanto, ndo forma
ascosporos. Pode formar pseudomicélio e micélio ramificado dando uma visdo

unicelular por ndo apresentar septos e nem invaginacdes. As células, a exemplo do
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género Dekkera, também apresentam, em geral, crescimento lento e possuem tempo
de vida curto. As demais caracteristicas sdo as mesmas definidas para o género
Dekkera (SILVA et al., 2005)

Para van der Walt (1984a), D. bruxellensis representa a espécie tipica deste
género. As espécies D. custersiana e D. naardenensis, segundo a descricdo de Barnett;
Payne; Yarrow (1990), ndo apresentam reproducdo sexuada. Assim, estas duas
espécies deveriam ser consideradas como pertencentes a Deuteromycotina da familia
das Cryptococcaceae e do género Brettanomyces. De fato, van der Walt (1984b)
apresenta estas duas espécies como Brettanomyces, ou seja, Brettanomyces
custersianus e Brettanomyces naardenensis.

Os problemas que mais acometem os vinhos de uva quando contaminados por
essas leveduras sédo de facil deteccdo, como a turvacdo e formacdo de névoa, a
formacéao de filme e ainda, atenuacao, visto que as leveduras selvagens podem crescer
a custa de fontes de carbono que normalmente S. cerevisiae nao utiliza, aumentando o
teor etandlico e formando aromas indesejaveis (SILVA, 2003).

Fermentacdes conduzidas com a adicdo de metabdlitos de Brettanomyces, como
acido acético e 4-etilfenol, mostraram que somente o acido inibiu o crescimento das
linhagens de S. cerevisiae. O acido acético no mosto de uva provocou inibicao
metabodlica imediata das duas cepas estudadas, mostrando sensibilidade a menor
concentracdo do acido acético utilizada (2,5 pL/mL), provando que a inibicdo por acido
acético foi um fator limitante para a fermentacdo. Durante os 6 dias de duracao da fase
tumultuosa da producdo de vinho, a producdo mais elevada de etanol e o maior
consumo de acUcar ocorreu quando a fermentacdo ndo estava contaminada com B.
custersianus. Em alguns casos, esta levedura afetou a taxa de producdo e a
concentracao final de alcoodis superiores (SILVA et al., 2011).

Narendranath, Thomas e Ingledew (2001) mostraram que o efeito do acido acético
dependeu da composicdo do meio e que a duracado da fase lag da curva de crescimento
de Brettanomyces aumentou exponencialmente com o aumento da concentracdo de
acido acético ou latico. Silva et al. (2011) observaram que a duracdo da fase de
evolucdo do CO, também tendeu a aumentar com concentra¢cdes aumentadas de acido

acético.
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A producdo de compostos fenodlicos off-flavors (POF), especificamente fenois
volateis, define a importancia das leveduras Dekkera/Brettanomyces durante a
vinificagcdo e tem sido bem documentado (HERESZTYN, 1986; CHATONNET et al.,
1992; CHATONNET; DUBORDIEU; BOIDRON, 1995; CHATONNET; VIALA;
DUBORDIEU, 1997; EDLIN et al., 1995). Fendis volateis representam uma grande
familia de compostos arométicos em que o etilfenol estd relacionado com a
contaminacdo por Brettanomyces (CHATONNET et al., 1992). Estes fendis voléateis,
especialmente os etilfendis, responsaveis por odores indesejaveis que foram descritos
como ‘animal’, ‘medicamentos’, ‘couro suado’, ‘curral’ e ‘cravo’ sdo prejudiciais para o
perfil de aroma e qualidade dos vinhos em concentragdes mais elevadas (CHATONNET
et al., 1992; CHATONNET; DUBORDIEU; BOIDRON, 1995; SUAREZ et al., 2007).

Na producao do etanol combustivel, a definicdo para a contaminagdo microbiana €
sempre relacionada a queda de rendimento e produtividade. As leveduras derivadas do
género Dekkera/Brettanomyces sao capazes de produzir quantidades significativas de
acido acetico, que frequentemente é considerado um inibidor de leveduras S.
cerevisiae, levando a um decréscimo de viabilidade e atividade fermentativa (DELIA et
al., 2009). Além disso, a contaminacdo com estas leveduras implica numa mudanca
acentuada da populacdo de leveduras do mosto, causando prejuizo econémico devido
a competicdo por alimento, ou seja, o acucar do mosto que seria utilizado para a
producdo de etanol € desviado para ser consumido por outros microrganismos que
muitas vezes ndo irdo produzir etanol e que ainda produzirdo compostos toxicos a
levedura de interesse industrial. Isso pode ser revertido ou minimizado caso a
contaminacao seja detectada precocemente (SOUZA-LIBERAL et al., 2005).

Leveduras Dekkera/Brettanomyces tém sido relatadas como responsaveis por
varios episodios de contaminacdo em processos fermentativos em destilarias de paises
da América do Norte como Estados Unidos e Canada (ABBOTT; HYNES; INGLEDEW,
2005), além de destilarias da Europa (MINIAC, 1989; CIANI; MACCARELLI;
FATICHENTI, 2003) e ainda em diversas destilarias estudadas por Basilio et al. (2005)
na América do Sul, porém em poucos casos foi utilizado caldo de cana como substrato
para fermentacdo (GUERRA, 1998).
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Embora os relatos sobre os efeitos da contaminacdo por Dekkera sejam
predominantes em vinhos, a espécie D. bruxellensis tem sido detectada como a
principal levedura contaminante na producéo de etanol combustivel, apresentando uma
surpreendente capacidade de crescimento e adaptacdo naqueles substratos. Silva
(1994) documentou a ocorréncia de uma severa contaminagao por uma levedura
selvagem no processo continuo de producgédo de etanol industrial, demonstrando a néo
estabilidade do fermento inicial, o qual foi praticamente substituido por D. bruxellensis.
O poder competitivo dessa espécie em condi¢cBes fermentativas foi de tal ordem que
permitiu sua evolucdo populacional de aproximadamente 62% para 96% do numero
total de leveduras em 8 dias de operacéao.

Guerra (1998) detectou que uma unidade industrial que sofria constantes quedas no
rendimento fermentativo e teve seu fermento substituido sete vezes durante uma unica
safra, estava contaminada com D. bruxellensis e entdo testou varias maneiras de
controle dessa levedura. Concluiu que € possivel realizar o controle industrial do
crescimento dessa espécie mediante procedimentos onde haja minimizacéo do oxigénio
e uso de etanol, tudo dentro dos limites de tolerancia da levedura de processo.

Souza-Liberal et al. (2007) verificaram que a dinamica de desenvolvimento da
populacdo de Dekkera/Brettanomyces pode aumentar mais rapidamente que a de S.
cerevisiae em sistemas continuos industriais, pelo fato desta levedura possuir a
capacidade de se adaptar mais rapidamente e com maior eficiéncia ao substrato.
Dependendo também do processo operacional, pode haver uma vantagem no
crescimento e adaptacdo dessa levedura contaminante, como por exemplo, com a
adicdo de oxigénio, que € estimulador da fermentacado para leveduras com efeito Custer
positivo, caso das leveduras Dekkera. A presenca de nitrato também se mostrou uma
vantagem, pois o mosto preparado a partir de cana-de-agucar é rico em nitrato, sendo
este nutriente utilizado pelas leveduras do género Dekkera e ndo assimilado por S.
cerevisiae (PITA et al., 2011).

Meneghin (2007) em ensaios fermentativos realizados com uma linhagem de D.
bruxellensis (CCA059) em fermentacdes puras e mistas com S. cerevisiae (PE-02),
mostraram que a levedura contaminante foi capaz de crescer em meio de caldo de

cana, independentemente do tamanho do seu inéculo inicial (10 a 10° células/mL),
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impactando negativamente a fermentacdo etandlica, causando a diminuicdo da
viabilidade de S. cerevisiae, diminuindo o pH do meio, acarretando o decréscimo da
producdo de etanol e eficiéncia fermentativa, possivelmente devido a producao de acido
acético a partir do agucar redutor presente no meio de fermentacéo.

Andlises fisiologicas de isolados desta espécie mostraram que as leveduras do
género Dekkera apresentam uma reduzida capacidade fermentativa em relacdo a
levedura do processo S. cerevisiae. Estas caracteristicas fazem com que destilarias
contaminadas com estas leveduras apresentem tanto queda no rendimento de etanol
guanto aumento no tempo de fermentacdo. Uma fermentacdo mais lenta atrasa todo o
processo operacional na usina, e o que ocorre comumente e de facil percep¢édo quando
h& uma contaminacdo é quando a dorna de fermentacédo ndo chega a niveis baixos de
Brix, ou seja, ainda ha muito acucar na dorna mesmo depois de um longo periodo de
fermentacdo (ARAUJO et al., 2005). Normalmente é o que ocorre quando leveduras
Dekkera/Brettanomyces, estdo presentes no mosto, visto que possuem taxa de
crescimento mais lenta que a de S. cerevisiae quando ensaiada em meio rico e
suplementado (CIANI; MACCARELLI; FATICHENTI, 2003; ABBOTT; HYNES;
INGLEDEW, 2005).

Uma forma de detectar problemas causados por Dekkera/ Brettanomyces se baseia
no isolamento das espécies envolvidas. Embora pareca 6bvia esta forma de deteccéo,
nao é a maneira mais simples, rapida e segura. Isto se deve a uma série de problemas
relacionados com as caracteristicas fisiologicas dessas leveduras. As dificuldades de
identificacdo das espécies ja se iniciam no momento do isolamento. As espécies
pertencentes a estes dois géneros mostram, de um modo geral, exigéncias nutricionais
importantes. Além disso, apresentam crescimento lento e, dependendo do meio de
cultivo, possuem um curto periodo de vida. O aparecimento de coldnias pode levar dias
(CIANI; MACCARELLI; FATICHENTI, 2003; ABBOTT; HYNES; INGLEDEW, 2005).

As caracteristicas fermentativas de D. bruxellensis tém sido pouco investigadas sob
condi¢Bes controladas. Como D. bruxellensis sempre foi vista como um contaminante,
os esforcos de pesquisa tém sido centrados na forma de inibir o crescimento (BARATA
et al.,, 2008; ENRIQUE et al., 2008), na formacdo de compostos nado-desejaveis
(CHATONNET et al., 1992; DIAS et al., 2003) e como detectar esta levedura (PHISTER;
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MILLS, 2003; COUTO; BARBOSA; HOGG, 2005; BASILIO et al., 2008). Assim, o
conhecimento sobre as caracteristicas de fermentacdo de D. bruxellensis é limitado,
tornando dificil avaliar o impacto desta levedura na producao de etanol a partir de caldo
de cana.

Uma das caracteristicas mais bem estudadas de D. bruxellensis é a producédo de
acido acético durante o crescimento aerébio. Quando a fermentagéo, as pesquisas tém
focado na influéncia do oxigénio (CIANI; FERRARO, 1997; USCANGA,; DELIA;
STREHAIANO, 2003), agitacdo e temperatura (CASTRO-MARTINEZ et al., 2005), fonte
de carbono (USCANGA et al., 2007) e pH (FREER; DIEN; MATSUDA, 2003) e no
consorcio com bactérias laticas (PASSOTH; BLOMQVIST; SCHNURER, 2007).

Uma descoberta interessante reativou a esperanca de superar a dificuldade de
competicdo entre Dekkera e Brettanomyces e as outras leveduras. Beech e Carr (1955)
verificaram que, ao contrario das outras leveduras, Brettanomyces apresentava
resisténcia ao actidione (50 mg/mL) e ao acido sérbico (500 mg/mL). A inibicdo da
sintese protéica pelo antibidtico actidione (cicloheximida) em eucariotos ndo € um
fendmeno universal, sendo assim, ha géneros que sao resistentes, como por exemplo,
Dekkera e Brettanomyces. van der Walt e van Kerken (1961) também confirmaram a
resisténcia da levedura Brettanomyces isolada de vinho ao actidione e ao acido sorbico.

A adicao destes dois compostos, embora nao tenha acarretado inibicdo completa
de todas as outras leveduras, possibilitou seu isolamento de uma maneira mais segura.
No isolamento de Dekkera e Brettanomyces, tém sido empregados os meios W.L.D.
(Difco), D.H.S.A (CHATONNET et al., 1992) ; W.L.D.S. (CHATONNET et al., 1999).

A ocorréncia relativamente baixa, os tempos de incubag¢do prolongados e o
resultado da identificacdo variavel muitas vezes obtido devido a variedade de
caracteristicas morfolégicas, levaram ao desenvolvimento de métodos mais rapidos e
viaveis de identificacdo das leveduras deteriorantes. Por isso nos dltimos anos tem se
observado o desenvolvimento de diversas técnicas moleculares baseadas em DNA
(LOUREIRO; QUEROL, 1999). Stender et al. (2001) desenvolveram uma técnica que
nao requer a extracdo de DNA e utiliza a visualizacdo microscopica de células
fluorescentes de Dekkera/Brettanomyces apds a hibridizacdo in situ de PNA (acido

nucléico peptideo) com sondas para o 26S RNA ribossomal (hibridacdo RNA-FISH). Os
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autores atribuiram uma alta especificidade para este método que utiliza células de D.
bruxellensis peletizadas de vinho centrifugado. No entanto esse método é ainda caro
para ser utilizado em industrias vinicolas e destilarias.

A deteccéo rapida de células D. bruxellensis no processo € muito desejavel na
industria. Varios trabalhos tém proposto o uso de PCR (Polymerase Chain Reaction) em
tempo real para detectar e quantificar desta levedura em vinho (PHISTER; MILLS,
2003). Apesar de sua sensibilidade e precisédo, esta abordagem é também bastante
cara para uso rotineiro na industria.

Recentemente Souza-Liberal et al. (2005) apresentaram um método baseado em
rDNA-PCR para detectar a presenca de leveduras ndo-Saccharomyces, que ainda
requer melhorias por ser considerado um método quantitativo. Esta abordagem poderia

ajudar as destilarias a evitar contaminagdes graves e prevenir perdas.

2.1.3 Influéncia dos fatores estressantes sobre o processo fermentativo

Diversos fatores fisicos (temperatura, pressdo osmoética), quimicos (pH,
oxigenacao, nutrientes minerais e organicos, inibidores) e microbiologicos (espécie,
linhagem e concentracdo da levedura, contaminacao bacteriana), afetam o rendimento
da fermentacado e a eficiéncia da conversdo de acucar em etanol (LIMA et al., 2001).
Durante a fermentacéo, a levedura pode sofrer varios fatores estressantes. Altos teores
alcodlicos, temperaturas elevadas, acidez do meio, presenca de sulfito e contaminacgéo
bacteriana sdo exemplos de condi¢cdes geradoras de estresse as células de levedura.

As temperaturas oOtimas para a producédo industrial de etanol situam-se na faixa de
26 a 35°C, mas, ndo raramente, a temperatura nas destilarias alcanca 38°C, sendo pior
em processos a céu aberto, sem nenhum controle da temperatura. A medida que a
temperatura aumenta, a contaminacado bacteriana € favorecida e a levedura fica mais
sensivel a toxidez do etanol (LIMA et al., 2001). Segundo Torija et al. (2003), quando a
temperatura do biorreator € maior que 35°C decresce a viabilidade celular. As linhagens
industriais de S. cerevisiae sao normalmente resistentes as altas temperaturas
(MONACO, 2007), mas este fator interfere na viabilidade celular quando em sinergia

com a presenca de etanol ou meio com baixo pH, prejudicando ainda mais a levedura e
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fazendo com que o rendimento da fermentacao fique muito abaixo do esperado (SILVA-
FILHO et al., 2005).

Em relacdo ao pH, sabe-se que as fermentacdes se desenvolvem numa ampla faixa
de valores, sendo adequada a faixa entre 4 e 5. Nos mostos industriais, os valores de
pH geralmente se encontram na faixa de 4,5 a 5,5 (LIMA et al., 2001). A tolerancia a
acidez é outra caracteristica importante para as leveduras industriais, porém, sabe-se
que valores muito baixos de pH, além de ocasionarem perda de nutrientes como
nitrogénio e potassio, segundo Gomes (1988), aumentam a sensibilidade ao etanol, aos
acidos organicos e ao SO, proveniente do mel final ou melaco vindo da fabrica de
acucar que ira compor 0 mosto.

O sulfito € um dos componentes do melago que pode afetar o desenvolvimento da
fermentacéo alcodlica. Desde 1990, o uso de melago na formulacdo dos mostos para
fermentacéo alcodlica tem crescido e conseqientemente a concentracdo de sulfito no
mesmo. Esse produto quimico € normalmente utilizado no processo de clarificagdo do
acucar e esta presente em altas concentracbes no melaco da cana-de-acucar,
contribuindo para a diminuicdo do rendimento alcodlico e viabilidade das células das
leveduras (DORTA et al., 2006).

As respostas aos diferentes tipos de estresse € uma caracteristica fundamental na
adaptacao dos organismos vivos as condi¢cdes adversas do ambiente. As células de S.
cerevisiae, quando submetidas a condi¢cdes de estresse, desenvolvem uma rapida
resposta molecular para reparar danos e proteger as estruturas (ESTRUCH, 2000).
Amorim (2005) afirmou que na fermentacdo industrial a levedura se acha
continuamente exposta a situacfes estressantes e que de acordo com a intensidade,
tais situacfes podem acarretar a exaustdo de seu contetdo de trealose, 0 que gera,
segundo ele, queda da viabilidade da célula.

Blomguvist et al. (2010) afirmaram que a eficiéncia energética de D. bruxellensis é
superior a de S. cerevisiae, tendo producdo de biomassa também maior e menor
producéo de glicerol. As leveduras produzem glicerol sob limitacdo de oxigénio, a fim de
re-oxidar NADH produzido durante os processos de oxidacdo (van DIJKEN;
SCHEFFERS, 1986). Alguns autores afirmam que as leveduras Dekkera/Brettanomyces

ndo tém capacidade para producdo de glicerol, a fim de restaurar o desequilibrio em
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NADH, e esta incapacidade levaria ao efeito Custer, ou seja, a inibicdo temporaria de
fermentacdo em condi¢cbes anaerdbias (WIJSMAN et al., 1984). No entanto, estes e
outros autores (USCANGA,; DELIA; STREHAIANO, 2003; SOUZA-LIBERAL et al.,
2007) demonstraram que D. bruxellensis pode produzir glicerol, mas ndo em grandes
guantidades.

Muitos testes ainda devem ser feitos a fim de verificar os efeitos de fatores
estressantes as leveduras durante a fermentacéo etandlica visando maior otimizacao do
processo.

Leveduras contaminantes de vinhos como Dekkera, segundo Nardi et al. (2010),
sobrevivem em condicdes de fermentacdo e também no vinho ja engarrafado, este em
situacdo de anaerobiose, com alto teor alcoolico e baixa concentracdo de acucares.
Esse potencial de sobrevivéncia se deve a mecanismos exclusivos de resposta ao
estresse, permitindo que Dekkera sobreviva mais tempo no vinho do que a levedura de
interesse, S. cerevisiae. Além disso, a expressdo em longo prazo de varios genes
relacionados ao estresse foi maior e ocorreu mais tarde em D. bruxellensis do que em
S. cerevisiae (NARDI et al., 2010).

A aeracdo é um parametro de suma importancia no estudo da producdo de
gualquer metabdlito por microrganismo (OLIVEIRA et al., 2009). Existem espécies de
microrganismos que tem o processo fermentativo estimulado pela aeracdo (efeito
Custer positivo). Esse efeito foi encontrado em todas as espécies de Brettanomyces,
exceto B. custersianus (FUGELSANG; EDWARD, 1997).

A inibicdo da fermentacdo sob condicbes anaerdbias tem sido considerada como
caracteristica bioquimica comum para as leveduras pertencentes ao género
Brettanomyces (WIKEN; SCHEFFERS; VERHAAR, 1961; SCHEFFERS; WIKEN,
1969). Para este "Efeito Pasteur negativo”, efeito Custer foi o termo proposto por
Scheffers (1966), onde quantidades minimas de oxigénio ou receptores organicos de H
(por exemplo, acetona, acetoina, dihidroxiacetona) podem abolir a inibicdo da
fermentacdo anaerdbia. O efeito € atribuido para o género Brettanomyces, onde ha
forte tendéncia de producdo de acido acético a partir da glicose com a concomitante
reducdo de NAD+. Em condicbes aerGbias, a co-enzima € reoxidada pela via

respiratoria. No entanto, em condi¢des anaerdbias na auséncia de um H-receptor, a
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producdo de &cido acético ocorre em menor quantidade, o que ir4 resultar em uma
gueda na razdo NAD+/NADH e, consequentemente, estagnacdo do fluxo glicolitico ao
nivel da gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (SCHEFFERS; NANNINGA, 1977). O
acido acético pode ser produzido em leveduras pela oxidacao do acetaldeido.

Como comprovado por Ciani e Ferraro (1997), ha uma significativa influéncia do
oxigénio na producdo de acido acético por leveduras Dekkera/ Brettanomyces em
processos de vinificacdo, sendo que em total aerobiose houve uma grande producéo de
acido acético, em semi-anaerobiose essa producédo foi menor e houve uma melhora no
processo fermentativo, e em anaerobiose a producédo de acido acético foi bem reduzida
e a fermentacdo alcodlica lenta.

Quanto a preferéncia pela fonte de carbono, estudos apontam que a producéo de
acido acético € mais dependente da glicose do que do etanol, segundo Freer, Dien e
Matsuda (2003), pois quanto maior a concentracdo de glicose no meio maior sera a
producéo de acido acético. Em meio contendo 200 g/L de glicose a levedura produziu
65,1g de acido acético em um periodo de 144 horas, 28°C e com aeracdo. Em
comparacao com meios contendo 100 g/L de glicose e 35 g de etanol, a producéo de
acido aceético foi de 42,8 e 14,9 g, respectivamente. O mesmo autor também detectou
gue em meio tendo a glicose como fonte de carbono, o pH ideal para a maior producao
de acido aceético foi 5,5.

Quanto a assimilacdo de nitrato, Pita et al. (2011) comprovaram a vantagem de
leveduras D. bruxellensis. A disponibilidade de nitrato e sua utilizacdo pelas células de
D. bruxellensis pode conferir a esta levedura uma vantagem adaptativa em relagcédo a S.
cerevisiae, na medida em que ambas podem consumir a amoénia, € 0 nitrogénio
organico (aminoacidos) do substrato industrial, mas apenas a primeira poderia se
beneficiar do nitrato presente como provavel fonte de nitrogénio remanescente.

Um caminho para o controle de Dekkera em processos industriais é conhecer os
limites dessa levedura, para assim poder atingi-la sem prejudicar a levedura industrial.
Segundo Guerra (1998), € possivel o controle dessa levedura mediante procedimentos
como minimizacdo do teor de oxigénio e concentracdes de etanol maximizadas, pois
com isso ha um controle das linhagens contaminantes por estas ndo suportarem altas

taxas de etanol e anaerobiose.
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A menor taxa de crescimento de D. bruxellensis a torna ndo-competitiva em
fermentacdes, no entanto, em condi¢@es limitantes de cultivo continuo com recirculagéo
de leveduras, onde a taxa de crescimento € determinada por parametros técnicos, essa
levedura se mostra mais eficiente na utilizacdo do substrato e mais tolerante aos
inibidores presentes no meio. Esses fatores podem ser mais importantes para a
competitividade do que altas taxas de crescimento potencial. A robustez de D.
bruxellensis também favorece esta levedura para aplicagdes industriais, onde as
condi¢cdes ambientais podem mudar rapidamente ou mesmo em grandes fermentadores
industriais. Além disso, sua alta competitividade com outros microrganismos e
capacidade de fermentar hidrolisados celulésicos sugerem que linhagens de D.
bruxellensis séo candidatos interessantes para futuras aplicacbes na fermentacdo de
material lignocelulésico (BLOMQVIST et al., 2010).

Trabalhos recentes na Europa tém proposto Dekkera ou Brettanomyces como
produtoras de etanol com base na resisténcia a este produto, o que confere mais uma
vantagem a essa levedura contaminante (BLOMQVIST et al., 2008; TKACHOQV et al.,
2008; GALAFASSI et al., 2010), contrapondo aos resultados encontrados por
pesquisadores brasileiros, onde ndo houve alta produtividade de etanol nas linhagens
aqui estudadas. Neste contexto, torna-se necessario avaliar até que ponto esta
constatacdo € decorrente do fator “linhagens”, pois se conhece a instabilidade
genbmica deste grupo de leveduras (HELLBORG; PISKUR, 2009). Desta forma, o
conhecimento das caracteristicas fermentativas e de resisténcia ao estresse é muito
importante para entender o papel que elas exercem na fermentacédo etandlica a partir

de mosto de cana.
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2.2 Material e Métodos
2.2.1 Microrganismos

Foram utilizadas trés linhagens de D. bruxellensis (CCA059, CCAQ077 e CCA155)
isoladas do processo fermentativo para producédo de etanol combustivel e identificadas
por sequenciamento da regido ITS do DNA ribossomal, Tabela 1 (MENEGHIN, 2007).
Para efeitos de comparacao, foi também utilizada a linhagem de S. cerevisiae PE-02
(CCA193), isolada de processo fermentativo da Usina da Pedra, Serrana/SP
(gentiimente cedida pela Fermentec — Piracicaba/SP). Estas linhagens vém sendo
mantidas em slants de YEPD, a 4°C, e em agua destilada estéril, a temperatura

ambiente.

Tabela 1 - Linhagens de leveduras D. bruxellensis utilizadas

Sigla * Isolamento Origem
CCA059 Agua de diluicio Destilaria Sd0 Marino
CCAO077 Fermento Destilaria Alcoazul
CCA155 Vinho Destilaria S&o Marino

* CCA — Centro de Ciéncias Agréarias — UFSCar

2.2.2 Testes de caracterizacdo em meio soélido
2.2.2.1 Crescimento invasivo

As linhagens de leveduras D. bruxellensis foram ensaiadas quanto a invasividade
em meio solido. As células foram semeadas em placas de Petri contendo YEPD e
mantidas a 30°C por 3 dias, e a temperatura ambiente por mais 2 dias. As placas foram
fotografadas e em seguida, a superficie do agar foi lavada com agua para retirada das
colénias. As placas foram fotografadas novamente, para verificacdo da presenca de
“‘marcas” da colénia no agar (sinal de invasividade no meio de cultura). Foram feitos
cortes transversais no meio de cultura, paralelamente as “marcas”, para visualizacao

das estruturas filamentosas ao microscoépio.

2.2.2.2 Resisténcia a temperatura
Foi retirada uma algcada de uma placa contendo YEPD e a levedura e transferida

para um tubo de ensaio contendo 9 mL de solugdo salina. Esta suspensao foi
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homogeneizada e contada em camara de Neubauer para determinacdo do numero de
células. Ajustou-se a suspensdo para 1x10® células/mL e desta foram retirados 10 pL,
os quais foram cuidadosamente depositados na superficie do meio YEPD. As placas
foram incubadas em estufa nas seguintes temperaturas: 30, 33, 36, 39 e 42°C por 4
dias.

2.2.2.3 Resisténcia ao pH

Foi retirada uma algada de uma placa contendo YEPD e a levedura e transferida
para um tubo de ensaio contendo 9 mL de solugdo salina. Esta suspensao foi
homogeneizada e contada em camara de Neubauer para determinacdo do nimero de
células. Ajustou-se a suspensdo para 1x10® células/mL e desta foram retirados 10 pL
gue foram cuidadosamente depositados na superficie do meio YEPD ajustado para os
seguintes valores de pH: 6,0; 5,5; 5,0; 4,5; 4,0; 3,5; 3,0; 2,5; 2,0; 1,5; 1,0, com solugéo
de éacido cloridrico 6N ou solucdo de hidroxido de soédio 2N. Os meios acidificados
foram autoclavados separando-se a solucéo nutritiva da solucédo aquosa de agar e logo
gue sairam da autoclave, os dois frascos foram juntados em um Unico e entdo 0s meios
foram vertidos em placas de Petri. As placas inoculadas foram incubadas em estufa a
30°C por 7 dias.

2.2.2.4 Resisténcia ao etanol

Foi retirada uma alcada de uma placa contendo YEPD e a levedura e transferida
para um tubo de ensaio contendo 9 mL de solucdo salina. Esta suspensédo foi
homogeneizada e contada em camara de Neubauer para determinacdo do niumero de
células. Ajustou-se a suspensdo para 1x10° células/mL e desta foram retirados 10 pL
gue foram cuidadosamente depositados na superficie do meio YEPD adicionando-se
etanol absoluto nas concentragdes finais de 0, 3, 6, 9, 12, 15, 18 e 21% (v/v). O etanol
foi adicionado ao meio liquefeito e a temperatura de 50-55°C, vedando as placas com

filme plastico. As placas foram incubadas a 30°C por 4 dias.

2.2.2.5 Resisténcia a concentracdes de glicose

Foi retirada uma alcada de uma placa contendo YEPD e a levedura e transferida
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para um tubo de ensaio contendo 9 mL de solucdo salina. Esta suspenséo foi
homogeneizada e contada em camara de Neubauer para determinagdo do numero de
células. Ajustou-se a suspensdo para 1x10® células/mL e desta foram retirados 10 pL
que foram cuidadosamente depositados na superficie do meio YEPD contendo glicose
nas concentracodes finais de 0, 50, 100, 150, 200 e 250 g/L. As placas foram incubadas
a 30°C por 4 dias.

2.2.3 Testes de caracterizacdo em meio liquido

Para o preparo do in6culo em erlenmeyers de 125 mL contendo 50 mL de YEPD
liquido, foram inoculadas duas algadas da levedura e estes colocados em incubadora a
30°C e 160 rpm por 12 horas. Em seguida, 5 mL foram retirados e inoculados em
erlenmeyers de 125mL contendo 45 mL de YEPD liquido, em triplicata, nas seguintes
condi¢cbes: pH 1,0, 1,5 e 2,0, ajustado com solucdo de HCI 6N; etanol nas
concentragdes de 9%, 10% e 11% vl/v; e glicose nas concentracdes de 300, 350 e 400
g/L.

Foram retiradas amostras de aproximadamente 3 mL de oito em oito horas, por 64
horas, nas quais foi determinada a absorbancia a 600nm, em espectrofotdmetro

(Thermo® Biomate 3). Foi também analisado o pH em pH-metro digital.

2.2.3.1 Anélise estatistica

Os resultados dos testes em meio liquido (absorbancia) foram analisados por
analise de variancia (ANOVA) e no caso de diferenca significativa, as médias foram
comparadas entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia, utilizando-se o software
Statistica 6.

Para cada estresse (pH, etanol e concentracdo de glicose) foram analisados o0s
efeitos dos parametros principais “Estresse (3 niveis)” e “Levedura (D. bruxellensis e S.

cerevisiae) ” e a interacdo entre estes. A Tabela 2 mostra o esquema utilizado na

andlise de variancia.
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Tabela 2 - Esquema utilizado na analise de variancia para os testes de resisténcia ao estresse (n=3)
Fonte de variacdo  Graus de Liberdade

Levedura 2
Estresse 2
Levedura x Estresse 4
Erro 18
Total 26

2.2.4 Efeito do tratamento acido e com etanol sobre o desenvolvimento das
leveduras

Foram utilizadas neste teste a linhagem CCA155 de D. bruxellensis e a linhagem
PE-02 (S. cerevisiae).

O indculo foi preparado da seguinte forma: em tubos falcon de 50 mL contendo 20
mL de meio (caldo de cana) de multiplicacéo (4°Brix) foram colocadas duas al¢cadas da
levedura, estes levados ao agitador a 30°C e 160 rpm por 12 horas. Para cada
linhagem foram utilizados 12 tubos falcons, a fim de conseguir a quantidade de massa
Umida necessaria para o crescimento.

Em seguida, o material foi centrifugado por cinco minutos a 3400 rpm, O
sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspendidas em 5 mL de meio
multiplicacdo. Este volume foi adicionado a erlenmeyers de 125 mL contendo 45 mL de
meio de multiplicacdo, a 30°C e 160 rpm, também por 12 horas. Em seguida o volume
do erlenmeyer foi transferido para falcons de 50 mL autoclavados e tarados. Esses
foram centrifugados a 3400 rpm por 5 minutos, novamente o sobrenadante foi
descartado e as células foram lavadas duas vezes com agua destilada. Apds a ultima
lavagem, os tubos foram pesados em balanca analitica para estimativa do peso da
massa umida. Utilizou-se a proporcdo de 10 g de massa Umida/ litro de meio de
crescimento. Essa quantidade de massa Umida foi ressuspendida em solucao de acido
sulfurico (pH 1,5) e também em solucédo de acido sulftrico (pH 1,5) acrescido de 9%
etanol absoluto (v/v), em um volume final de 50 mL em erlenmeyers de 125 mL. Os
frascos (em triplicata) foram levados ao agitador a 30°C, 160 rpm por 1 hora e 30

minutos, e também para a estufa, a 30°C, sem agitacdo, pelo mesmo periodo de
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tempo. O numero de células viaveis foi determinada em camara de Neubauer apds
coloragcdo com solucdo de azul de metileno - citrato de sodio (LEE; ROBINSON;
WANG, 1981) nas amostras retiradas antes e depois do tratamento &cido.

2.2.4.1 Andlise estatistica

Os resultados dos testes foram analisados por anélise de variancia (ANOVA) e no
caso de diferenca significativa, as médias foram comparadas entre si pelo teste de
Tukey a 5% de significancia, utilizando-se o software Statistica 6.

Foram analisados os efeitos dos parametros principais ““Levedura (D. bruxellensis
e S. cerevisiae)’, Agitacdo (com e sem agitacao)” e “Tratamento (acido e acido+alcool)”
e a interacdo entre estes. A Tabela 3 mostra o esquema utilizado na anélise de

variancia.

Tabela 3 - Esquema utilizado na analise de variancia para os testes efeito do tratamento acido (n=3)

Fonte de variacao Graus de Liberdade
Levedura 1
Agitacao 1
Tratamento 1
Levedura x Agitacao 3
Levedura x Agitacdo x Tratamento 7
Erro 10
Total 23

2.2.5 Teste de fermentacdo em meio sintético
2.2.5.1 Preparo do inéculo

Em tubos falcon de 50 mL contendo 20 mL de meio YEPD liquido, foram inoculadas
duas alcadas da levedura e estes colocados em agitador a 30°C e 160 rpm por 12
horas. Para cada linhagem foram utilizados 12 tubos falcons, a fim de conseguir a
guantidade de massa Umida necesséria para a fermentacao.

Em seguida, o material foi centrifugado por cinco minutos a 3400 rpm, o
sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspendidas em 5 mL de YEPD.

Este volume foi adicionado a erlenmeyers de 125 mL contendo 45 mL de meio YEPD, a
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30°C e 160 rpm, também por 12 horas. Em seguida o volume do erlenmeyer foi
transferido para falcons de 50 mL autoclavados e tarados. Esses foram centrifugados a
3400 rpm por 5 minutos, novamente o sobrenadante foi descartado e as células foram
lavadas duas vezes com &gua destilada. Ap6s a ultima lavagem, os tubos foram
pesados em balanca analitica para estimativa do peso da massa Umida. Utilizou-se a
proporcdo de 10 g de massa umida/ litro de meio de fermentagdo, sendo necessarios
portanto, 2 g de massa umida/ frasco de fermentacéo, ou seja, 6 g de massa Umida no
total (experimentos em triplicata). Essa quantidade de massa Umida foi ressuspendida
em 120 mL de meio sintético de fermentacdo em um erlenmeyer estéril e constituiu-se o

in6culo da fermentacao.

2.2.5.2 Fermentacgéao

A partir do inéculo foram transferidos 40 mL (20% v/v) para os frascos de
fermentagcdo (erlenmeyer de 500 mL contendo 160 mL de meio sintético de
fermentacéo), perfazendo um volume final de 200 mL, em triplicata. Os frascos foram
colocados em estufa com temperatura de 30°C por 48 horas (fermentacdo sem
agitacdo) e em agitador a 30°C com agitacao de 100 rpm, por 48 horas.

Os dois meios sintéticos de fermentacdo (contendo glicose ou sacarose como fonte
de carbono) foram utilizados nas duas condi¢cbes de agitacdo e para as trés leveduras
D. bruxellensis.

Durante as 48 horas do experimento foram retiradas amostras de no maximo 15 mL
de doze em doze horas, as quais foram centrifugadas e no sobrenadante foram
medidos o Brix (°) por refratometria; pH em pH-metro digital; e teor alcodlico (g/100
mL), apos destilacdo das amostras e leitura do teor alcodlico em densimetro digital
Anton-Paar DMA-45.

2.2.5.3 Analise estatistica

Os resultados dos testes fermentativos (Brix final, pH final e teor alcodlico) em 48
horas foram analisados por analise de variancia (ANOVA) e no caso de diferenca
significativa, as médias foram comparadas entre si pelo teste de Tukey a 5% de

significancia, utilizando-se o software Statistica 6.
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Foram analisados os efeitos dos parametros principais “Agitacdo (com e sem
agitacéo)”, “Fonte de carbono (glicose e sacarose)” e “Levedura (3 linhagens de D.
bruxellensis)” e as interacdes entre estes. A Tabela 4 mostra o esquema utilizado na

andlise de variancia.

Tabela 4 - Esquema utilizado na andlise de variancia para os testes fermentativos em meio sintético
(n=3)
Fonte de variacao Graus de Liberdade

Levedura

Agitacao

Fonte de carbono

Levedura x Agitacao
Levedura x Fonte de carbono
Agitacdo x Fonte de carbono

N P NN P PN

Levedura x Agitagédo x Fonte de carbono
Erro 24
Total 35

2.2.6 Testes de fermentacdo em meio de caldo de cana
2.2.6.1 Preparo do in6culo

Foram utilizadas a linhagem S. cerevisiae PE-02 e a linhagem de D. bruxellensis
CCAL155, em culturas pura (PE-02) e mista (PE-02 + CCA155).

O indculo foi preparado em duas fases de cultivos sucessivos para cada levedura
separadamente. Na primeira fase, a de pré-inéculo, transferiu-se a levedura para uma
placa de Petri com meio de reativacdo YEPD sélido e incubou-se a 30°C por 48 horas.
Na segunda fase, foram transferidas duas algcadas do crescimento celular da placa de
Petri para um Erlenmeyer de 125 mL contendo 50 mL de meio de multiplicacao,
mantendo-o em incubadora a 30°C, sob agitacdo de 160 rpm, por 24 horas. A massa
celular obtida foi separada por centrifugacdo a uma rotacdo de 3400 rpm, durante 5
minutos. As células oriundas da centrifugacdo foram incubadas novamente em meio de
multiplicacdo e submetidas as mesmas condicées de crescimento. Apds centrifugacao,

a massa celular foi avaliada quanto ao numero de células de leveduras/mL e
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convenientemente diluida para um volume de 5 mL para cada levedura na cultura mista,
e para um volume de 10 mL na cultura pura, com o meio de fermentagcdo. As
concentracgdes finais de células nos frascos de fermentacao foram as seguintes:

Cultura pura: 108 células/mL de S. cerevisiae;

Cultura Mista: 10® células/mL de S. cerevisiae + 10° células/mL de D. bruxellensis.

2.2.6.2 Testes fermentativos com reciclo celular e tratamento do fermento

Os testes fermentativos foram realizados em condicdes de semi-aerobiose em
erlenmeyers de 125 mL (tamponados com algoddo) com 40 mL de meio de
fermentacdo acrescido de 10 mL do in6culo (20% v/v), conforme descrito anteriormente.

Os ensaios foram realizados em triplicata, mantidos em estufa a 30°C durante 10
ciclos de 12 horas cada. Uma amostra de 1 mL foi retirada para plagueamento em
meios WLN e/ou WLD assim que o experimento foi montado, sendo essa a contagem
inicial, ou seja, ciclo zero. Ao término dos ciclos pares, ou seja, C2, C4, C6, C8 e C10,
coletou-se também 1 mL do caldo fermentado para plagueamento em meios WLN e/ou
WLD, e ao final de cada ciclo fermentativo, o caldo fermentado foi centrifugado a 3400
rpm por 5 minutos, sendo a biomassa ressuspensa em 20 mL de agua destilada estéril
a fim de se proceder a lavagem das células, e posteriormente a biomassa foi colocada
em tratamento acido, em erlenmeyer de 125 mL contendo 50 mL de solucdo de acido
sulfurico pH 1,5. A seguir, as células com o acido foram levadas para incubadora a
30°C e 160 rpm por uma hora e trinta minutos. Apdos o tratamento &cido, as células
foram lavadas duas vezes com agua destilada estéril e entdo deixadas em agua (20
mL) em tubo falcon de 50 mL por cerca de 10 horas na geladeira. Em seguida, as
células foram centrifugadas, o sobrenadante descartado e ressuspensas em meio de
fermentacdo, para entdo se iniciar um novo ciclo e assim sucessivamente até o ultimo
ciclo. Apoés a centrifugacao ao final de cada ciclo, todo o sobrenadante foi coletado para
analises de pH, °Brix, teor alcodlico e acUcares redutores totais, e calculo de eficiéncia

fermentativa (%).
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2.2.6.2.1 Plaqueamento em meios WLN e WLD

As amostras de 1 mL coletadas no inicio dos testes fermentativos e ao final de cada
ciclo, antes da centrifugacéo, foram convenientemente diluidas em tubos com solugéo
salina, sendo espalhados 100 uL de cada diluicho em meio WLN e meio WLD (este
altimo foi utilizado na fermentagdo com a cultura mista). As placas com WLN foram
incubadas a 30°C por 48 horas e aquelas com WLD, por 5 dias a 30°C. A seguir, foram
contadas as colonias e os resultados expressos em UFC/mL.

Foram utilizadas diluicdes variando de 10™ a 10°® para os plaqueamentos em WLN,
e direto (sem diluicdo) a 10™ para os plagueamentos em WLD, sempre utilizando no

minimo 3 diluicdes e em duplicata.

2.2.6.2.2 Contagem e viabilidade celular

A viabilidade celular foi determinada apenas para montagem da fermentacéo, sendo
realizada através da contagem das células em microscoépio utilizando-se camara de
Neubauer, com solucdo de azul de metileno - citrato de sédio como corante, segundo

Lee, Robinson e Wang (1981). O calculo da viabilidade foi feito da seguinte forma:

Viabilidade celular (%) = n° de células vivas x 100
n° células vivas + n° células mortas

2.2.6.2.3 pH
O pH foi determinado em pH-metro digital (Corning).

2.2.6.2.4 °Brix

O valor de Brix (°) foi obtido utilizando-se um refratdmetro de campo.

2.2.6.2.5 Acucares redutores totais (ART)

Pipetou-se 1 mL de cada amostra para bal6es volumétricos de 100 mL, em seguida
adicionou-se 30 mL de agua destilada e 2,5 mL de acido cloridrico (HCI) concentrado e
homogeneizou-se. Os baldes foram levados para banho-maria a 65°C por 15 minutos.
As amostras foram resfriadas em agua corrente e em seguida adicionou-se 2,8 mL de

NaOH 12N e completou-se o volume do baldo ate o menisco com agua destilada.
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Retirou-se 1 mL de cada solucdo preparada transferindo-se para tubos de ensaio, onde
adicionou-se 1 mL da solucdo estoque de ADNS e 1 mL de agua destilada, tendo no
total 3 mL. As amostras foram submetidas ao banho térmico (dgua 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 vortex e realizou-se a leitura da absorbancia a 540 nm em espectrofotémetro digital
(Thermo® Biomate 3). O mesmo procedimento foi feito utilizando-se agua ao invés da
amostra para se obter o branco da reacgao, que foi utilizado para calibrar o aparelho.

A quantidade de acuUcares redutores totais (ART) foi obtida através de uma curva
padrdo de glicose, pesando-se 1,2 g de glicose previamente seca em dessecador de
silica gel por 7 dias e depois colocada em estufa a 70 °C durante 2 horas e novamente
levada ao dessecador para ser resfriada. A glicose foi transferida cuidadosamente para
um baldo volumétrico de 200 mL e completando-se o volume com agua destilada.
Aliquotas de 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18 e 20 mL desta solugao foram transferidas com
pipeta graduada de 10 mL, para balbes volumétricos de 100 mL, completando-se o
volume também com agua destilada. Cada mL dessas solugdes, considerando-se a
diluicdo, possuiam, respectivamente, 0,12; 0,24; 0,36; 0,48; 0,60; 0,72; 0,84; 0,96; 1,08;
1,20 mg de glicose. Para a leitura da absorbancia a 540 nm, realizou-se 0 mesmo
procedimento anterior. A partir da concentracéo de glicose e da respectiva absorbancia,
efetuou-se a regressdo linear e a correlagdo (R?). Para o célculo do ART, utilizou-se a

seguinte férmula:

ART (mg/mL) = A 540 nm_*+ 0,0466 x diluicdo amostra
0,6464

2.2.6.2.6 Teor alcodlico

Para andlise do teor alcodlico, procedeu-se a destilacdo de 10 mL das amostras
centrifugadas em microdestilador TE-012 (Tecnal) e posteriormente determinou-se o
teor alcodlico através da densidade alcodlica obtida em densimetro digital DMA-45
(Anton Paar), conforme Amorim (1997). Os dados de densidade foram transformados

em g de alcool/100mL, de acordo com as tabelas de converséo.
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2.2.6.2.7 Célculo de eficiéncia fermentativa
Para calcular a eficiéncia fermentativa utilizou-se a férmula baseada no célculo

estequiomeétrico tedrico de Gay-Lussac (51,11 g de etanol/100 g de glicose) a seguir:

Eficiéncia fermentativa (%) = __Etanol / (ART jnicia.— ART finar) x 100
0,511
Foram utilizados os dados de etanol, ART inicial e ART final, em g/100 mL, para

cada ciclo de cada fermentagéo.

2.2.6.2.8 Analise estatistica

Os resultados dos testes fermentativos (producédo de etanol, acucar redutor total
residual, pH e eficiéncia fermentativa) foram analisados por analise de variancia
(ANOVA) e no caso de diferenca significativa, as médias foram comparadas entre si
pelo teste de Tukey a 5% de significancia, utilizando-se o software Statistica 6.

Foram analisados os efeitos principais “Tipo de cultura (pura e mista)”, e “Ciclos
fermentativos (nimero de 10)” e as interagdes entre estes. A Tabela 5 mostra o

esquema utilizado na andlise de variancia.

Tabela 5 - Esquema utilizado na analise de variancia nos testes fermentativos com reciclo celular e

tratamento do fermento (n=3)

Fonte de variacao Graus de Liberdade
Tipo de cultura 1
Ciclos fermentativos 9
Tipo de cultura X Ciclos fermentativos 9
Erro 40

Total 59
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2.2.6.3 Testes fermentativos com reciclo celular e sem tratamento do fermento

Foram realizados testes fermentativos com as mesmas culturas (pura e mista), sob
as mesmas condi¢Bes descritas nos itens 2.2.6.1 a 2.2.6.2, porém utilizando-se 200 mL
como volume final do meio de fermentacdo em erlenmeyer de 500 mL. A massa de
células obtida apds centrifugacdo ndo foi submetida a tratamento acido, sendo
reinoculada em novo meio de fermentagéo imediatamente apds centrifugacgao.

Foram realizadas as mesmas analises do processo fermentativo, inclusive a analise
estatistica, com excecdo dos plagueamentos em meios WLN e WLD, que foram
realizados no inicio da fermentacé@o e ao final dos ciclos 5 e 10, para a cultura mista.
Para a cultura pura da PE-02, foram realizadas contagens do numero de células em
camara de Neubauer apés coloracdo com solucdo de azul de metileno — citrato de
sodio.

2.2.7 Meios e solugdes utilizados para cultivos e ensaios
Os meios de cultura e solucdes foram esterilizados por autoclavagem a 120°C, 1
atm, por 15 minutos, ou filtrados em membranas de 0,22 um de porosidade, quando

necessario.

2.2.7.1 Meios de cultura com caldo de cana

Foi utilizado caldo de cana-de-acucar clarificado da Usina Sao Joéo, localizada no
municipio de Araras/SP, safra 2010/2011. O caldo foi submetido a diluicdo prévia com
agua destilada a fim de se obter as concentracbes desejadas de 4 e 16° Brix e

acrescido de solucéo de sais.

Meio de multiplicacéo
Caldo de cana clarificado 4° Brix acrescido de 10 mL de solucéo de sais por litro de

meio com pH ajustado para 5,5 - 6,0.

Meio de fermentacéo
Caldo de cana clarificado 16° Brix, acrescido de 10 mL de solugcao de sais por litro

de meio com pH ajustado a 4,5.
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2.2.7.2 Outros meios de cultura
Meio YEPD

Composto de 1% (p/v) de extrato de levedura, 2% (p/v) de peptona, 2% (p/v) de
glicose. Para meio sélido, acrescentou-se 2% (p/v) de agar.

Meio WLN
Foram dissolvidos 80 g do meio WL Nutrient Medium (Acumedia® em 1000 mL de

agua destilada.

Meio WLD
Acrescentou-se 1 mL de uma solucéo 2% de actidione para cada litro de meio WLN
esterilizado e liquefeito, em temperatura ao redor de 55°C (concentracdo final de 20

ppm de actidione).

Meio sintético de fermentacéo

Composto de 0,5% (p/v) de fosfato monobasico de potéassio, 0,1% (p/v) cloreto de
potassio, 0,15% (p/v) de cloreto de aménio, 0,6% (p/v) de extrato de levedura, 0,1%
(p/v) de sulfato de magnésio heptahidratado e 10% da fonte de carbono (p/v) (glicose
ou sacarose), dissolvidos em &gua destilada e esterilizados por 10 minutos a
120°C/1atm.

2.2.7.3 Solucdes
Solucédo estoque de ADNS

Pesou-se 5 g de acido 3,5 dinitrosalicilico e dissolveu-se em 150 mL de agua
destilada a 45°C, sendo essa a solucdo A. Separadamente pesou-se 150 g de tartarato
de sodio e potassio e dissolveu-se em 100 mL de solucdo de NaOH 2N recém
preparada a 40°C, sendo essa a solucdo B. Juntou-se ambas as solu¢cdes e completou-
se o volume para 500 mL, sendo que ao final a mesma deve ser limpida e possuir cor
alaranjada. Armazenou-se a solucdo em frasco escuro e envolto em papel aluminio por

Nno Maximo seis meses.
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Solucao azul de metileno com citrato de sodio
Dissolveu-se 0,01 g de azul de metileno e 2,0 g de citrato de sédio em 100 mL de
agua destilada.

Solucao de sais

Dissolveu-se 50 g de sulfato de aménio, 20 g de fosfato monobésico 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.

Solucéao salina

Dissolveu-se 0,85 g de NaCl em 100 mL de agua destilada.

Solucéo de acido sulfurico
Para preparo dessa solucdo, em um 1 litro de agua destilada, foi gotejado acido

sulfurico concentrado até atingir o pH desejado (1,5).

Solucéo de acido cloridrico (HCI 6N)
Adicionou-se cuidadosamente 50 mL de &cido cloridrico em 50 mL de agua

destilada, sendo a solucdo armazenada em frasco plastico.

Solucéo de hidroxido de sédio (NaOH 2N)
Pesou-se 8 g de hidroxido de sodio, que foram colocados em baldo volumétrico de
100 mL, adicionando-se agua destilada até o menisco. Agitou-se bem, armazenando a

solucédo em frasco plastico.

Solucéo de hidroxido de sddio (NaOH 12N)

Pesou-se 120 g de hidréxido de sédio, que foram colocados em baldo volumétrico
de 250 mL, adicionando-se agua destilada até o menisco, com agitacdo cuidadosa, pois
a reacdo € exotérmica. Aguardou-se o resfriamento para completar o nivel até o

menisco e a solucéo foi armazenada em frasco plastico.
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2.3. Resultados e Discusséo
2.3.1 Testes de caracterizagcdo em meio solido
2.3.1.1 Crescimento invasivo

Foram realizados os testes de crescimento invasivo com as trés linhagens de D.
bruxellensis (Figuras 2, 3 e 4). Este teste avalia a capacidade que a levedura tem de
modificar a estrutura celular de células em brotamento para pseudohifas, num processo
chamado de filamentacgéo, induzido pela deplecéo de nutrientes do meio (a levedura foi
crescida em YEPD por cerca de 5-7 dias). Este dimorfismo permite que a levedura “fuja”
de um ambiente indspito a procura de alimento ou para escapar de substancias toxicas
(CECCATO-ANTONINI, 2008).

As trés linhagens apresentaram crescimento invasivo em meio soélido, evidenciado
pelas marcas deixadas no meio apdés lavagem com agua, e pela presenca de
pseudohifas. A capacidade de crescimento invasivo € uma caracteristica ainda nao
estudada em linhagens do género Dekkera, sendo esse possivelmente um mecanismo
de sobrevivéncia dessa levedura em condi¢cfes estressantes.

Blomquvist et al. (2010) observaram a formacéo de pseudomicélios em condi¢des de
pH 3,6 e temperatura de 36°C, indicando uma resposta ao estresse. Esta caracteristica,
juntamente com o baixo rendimento de biomassa, poderia ser uma resposta a alta
temperatura. Brandam et al. (2008) mostraram que B. bruxellensis rendeu menos

biomassa a 35°C e ndo consumiu o0 aglcar completamente.

Antes da lavagem Apés a lavagem

Figura 2 - A esquerda, aspecto da placa contendo a coldnia (CCA059) crescida na superficie do meio
YEPD antes da lavagem, e ap6s a lavagem com &gua, no centro. A direita, aspecto das
estruturas filamentosas apresentadas pela levedura no interior do meio de cultura (aumento de
400X ao microscopio)
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Antes da lavagem Apés a lavagem

Figura 3 - A esquerda, aspecto da placa contendo a colénia (CCA077) crescida na superficie do meio
YEPD antes da lavagem, e apds a lavagem com agua, no centro. A direita, aspecto das
estruturas filamentosas apresentadas pela levedura no interior do meio de cultura (aumento de
400X ao microscopio)

Antes da lavagem Apés a lavagem

Figura 4 - A esquerda, aspecto da placa contendo a colénia (CCA155) crescida na superficie do meio
YEPD antes da lavagem, e apds a lavagem com agua, no centro. A direita, aspecto das
estruturas filamentosas apresentadas pela levedura no interior do meio de cultura (aumento de
400X a0 microscopio)

2.3.1.2 Resisténcia a temperatura
As linhagens de Dekkera e da PE-02 foram submetidas ao crescimento em
temperaturas de 30, 33, 36, 39 e 42°C, em placas com meio YEPD, cujos resultados

encontram-se na Tabela 6.
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Tabela 6 - Resultados do teste de crescimento de linhagens de D. bruxellensis e de S. cerevisiae em
vérias temperaturas, em meio YEPD, por 4 dias

Temperatura (°C)

Linhagens 34 33 36 39 42
CCAO059 + + + + -
CCA077 + + + + - -
CCA155 + + + + -
PE-02 + + + + +
+ = crescimento ; - = sem crescimento ; + - = crescimento fraco

A linhagem CCAOQ077 foi a mais sensivel as altas temperaturas, pois a 39°C
apresentou crescimento fraco. As demais linhagens de Dekkera cresceram bem até a
temperatura de 39°C, sendo 42°C a temperatura limitante. A PE-02, linhagem de S.
cerevisiae, teve crescimento intenso mesmo quando incubada a 42°C. Com isso pode-
se considerar a temperatura de 42°C um fator limitante para crescimento de linhagens
de Dekkera.

Conterno et al. (2006) testaram 35 linhagens de Brettanomyces bruxellensis (D.
bruxellensis) isoladas de vinho quanto as caracteristicas fisiolégicas e verificaram que
pouco mais que um terco das linhagens cresceu a 37°C, o que demonstra a maior

termotolerancia das linhagens aqui ensaiadas.

2.3.1.3 Resisténcia ao pH

As linhagens de Dekkera e da PE-02 foram submetidas ao crescimento em meio
YEPD em valores de pH variando de 1,0 a 6,0. Os resultados encontram-se na Tabela
7.
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Tabela 7 - Resultados do teste de crescimento de linhagens de D. bruxellensis e de S. cerevisiae em
varios valores de pH, em meio YEPD, a 30°C, por 4 dias

pH
Linhagens 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 6,0
CCA059 - - + + + + + + + 4 +
CCAQ77 - - - + + + + + + + +
CCA155 - - - + + + + + + + +
PE-02 - - + + + + + + + + +
+ = crescimento ; - = sem crescimento

O valor de pH limitante para as linhagens foi 2,0, embora a PE-02 e CCA059
tenham apresentado crescimento nesse valor de pH. Esta linhagem de D. bruxellensis
acidificou o meio de fermentagdo significativamente (MENEGHIN, 2007), mostrando
gue tem também resisténcia ao pH baixo.

Conterno et al. (2006) verificaram que todas as linhagens de Br. bruxellensis
testadas cresceram em meio com pH 2,5, e 94% delas cresceram em pH 2,0. Como
forma de controle destas leveduras contaminantes, valores de pH na faixa de 2,0 ou

menor poderiam exercer algum tipo de controle, porém isto depende da linhagem.

2.3.1.4 Resisténcia ao etanol
As linhagem de Dekkera e da PE-02 foram submetidas ao crescimento em meio
YEPD com concentracdes de etanol variando de 0 a 18%. Os resultados encontram-se

na Tabela 8 e Figura 5.
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Tabela 8 - Resultados do teste de crescimento de linhagens de D. bruxellensis e de S. cerevisiae em
varias concentragfes de etanol, em meio YEPD, a 30°C, por 4 dias

Concentragao de etanol (%)

Linhagens 0 3 6 9 12 15 18
CCAO059 + + + + - - - -
CCAOQ77 + + + + - - -
CCA155 + + + + - - -
PE-02 + + + + + - -

+ = crescimento ; - = sem crescimento ; + - = crescimento fraco

Figura 5 - Aspecto das placas inoculadas com as linhagens CCA059, CCAQ077 e CCA155 nas
concentracdes de 0%, 3%, 6%, 9%, 12%, 15% e 18% de etanol, por 4 dias, em meio YEPD,
a 30°C. A levedura PE-02 foi avaliada separadamente

Os testes aqui realizados mostraram que as linhagens de Dekkera estudadas néo
cresceram em concentracfes de 12% de etanol, diferentemente da PE-02, que
suportou esta concentracdo de etanol. Este poderia ser também um fator limitante para
o controle dessa levedura contaminante em destilarias. Conterno et al. (2006)
verificaram que linhagens de Br. bruxellensis foram tolerantes a pelo menos 10% de
etanol, quando transferidas para meio minimo com esta concentracéo de alcool.

Quintas, Lima-Costa e Loureiro-Dias (2000) avaliaram a agédo do etanol sobre
leveduras deteriorantes e constataram que em meios com altas concentragcdes de

etanol e a temperatura de 30°C, a integridade da célula foi comprometida, perdendo a
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viabilidade celular. A concentracdo de 13% (v/v) de etanol inibiu completamente o
crescimento de D. bruxellensis ISA 1791 e a producéo de etilfenois, de acordo com o
estudo realizado por Dias et al. (2003).

Trabalho realizado por Codato (2009) com essas trés linhagens de D. bruxellensis
em meio YEPD liquido mostrou uma resisténcia menor ao etanol. Verificou que para a
levedura CCAO059, a concentracdo minima de etanol que causou inibicdo total do
crescimento foi 5% ou 6%, dependendo do tamanho do inéculo inicial (10° ou 10°
células/mL, respectivamente). Para a linhagem CCAL155, a concentracdo minima
inibitéria de etanol foi 4% e 6%, respectivamente para 10° ou 10° células/mL de inéculo
inicial. Com relacdo a CCA077, o efeito do tamanho do indculo inicial € mais marcante,
pois com 10° células/mL, houve inibicdo total do crescimento a 2% de etanol, enquanto
com 10° células/mL, a concentracdo inibitéria foi 4%.

Nos experimentos aqui realizados, trabalhou-se com um inéculo de 10° células/mL
(10 pL de uma suspensdo estoque de 10° células/mL), e comparativamente com o0s
resultados de Codato (2009) para este tamanho de inéculo, as leveduras foram mais
resistentes ao etanol em meio solido.

Guerra (1998) afirmou que a utilizacdo de altas concentracdes de etanol poderia
exercer um controle das linhagens contaminantes, por estas ndo suportarem altas taxas
de etanol. A utilizacdo de etanol na descontaminacdo do fermento foi proposto por
Ceballos-Schiavone (2009), utilizando-se condi¢Bes de etanol a 20% e pH 2,5 na cuba
de tratamento do fermento para a eliminacdo de bactérias. Se as leveduras Dekkera
mostram sensibilidade diferenciada ao pH e a concentracdo de etanol em comparacao
com S. cerevisiae, talvez esta abordagem possa ser eficiente na descontaminacao de
Dekkera.

2.3.1.5 Resisténcia a concentracdes de glicose

As linhagens de Dekkera e da PE-02 foram submetidas ao crescimento em meio
YEPD contendo glicose nas concentracgées finais de 0, 50, 100, 150, 200 e 250 g/L. Os
resultados encontram-se na Tabela 9. Nao houve inibicdo do crescimento das leveduras

contaminantes e de S. cerevisiae até 250 g/L, em meio sélido.
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Tabela 9 - Resultados do teste de crescimento de linhagens de D. bruxellensis e de S. cerevisiae em
varias concentracdes de glicose, em meio YEPD, a 30°C, por 4 dias

Concentracao de glicose (Q)

Linhagens 0 50 100 150 200 250

CCA059 + + + + + +

CCAO077 + + + + + +

CCA155 + + + + + +

PE-02 + + + + + +
+ = crescimento ; - = sem crescimento ; + - = crescimento fraco

2.3.2 Testes de caracterizagdo em meio liquido

Com base nos resultados anteriores, foram realizados testes em meio liquido para
guantificacdo do crescimento em condicbes estressantes. Quanto ao pH, foram
testados os valores de 1,0; 1,5; 2,0, pois através dos testes em placas comprovou-se
gue em pH 2,5 houve crescimento de todas as linhagens. Os resultados apresentados
na Figura 6 mostram o crescimento em meio YEPD sem nenhum tipo de estresse,
podendo-se notar o crescimento mais vigoroso da linhagem PE-02. Este resultado era
esperado tendo em vista que as linhagens de D. bruxellensis sdo de crescimento lento
em meio rico (CIANI; MACCARELLI; FATICHENTI, 2003; ABBOTT; HYNES;
INGLEDEW, 2005).

Quanto ao pH final do meio de cultura, duas linhagens de D. bruxellensis (CCA059
e CCA155) promoveram a acidificacdo do meio, alcancando cerca de 3,5 ao final de 64
horas de cultivo. Com a linhagem CCAOQ77, houve pequeno decréscimo no pH,
enquanto para PE-02, ao contrario, o pH aumentou ao longo do cultivo (Figura 6). A
producédo de acido, especialmente acético, € uma caracteristica das leveduras Dekkera,
como ja relatado anteriormente.

Os trés valores de pH (1,0; 1,5; e 2,0) afetaram de alguma forma o crescimento das
linhagens. As linhagens de Dekkera se comportaram de forma diferente quanto ao
estresse por baixo pH, pois a linhagem CCA155 foi afetada pelo pH 1,5 de forma mais

intensa que as demais leveduras. Em pH 1,0, houve um controle significativo do
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crescimento das contaminantes, mas também afetou o desenvolvimento da linhagem
industrial (Figura 7).

Em pH 1,5 e 2,0, houve um incremento no crescimento das linhagens CCA059 e
CCAOQ77, mostrando a adaptabilidade de Dekkera a situacdes estressantes como baixo
pH. No entanto, com S. cerevisiae, houve uma diminui¢éo significativa do crescimento
empH15e2,0.

Nos testes em meio liquido, avaliou-se o crescimento das leveduras em
concentracfes de etanol de 9, 10 e 11% v/v, pois os testes em meio sélido apontaram
auséncia de crescimento a 12% para as linhagens de Dekkera. Também houve
diferenca entre as linhagens e todas foram afetadas significativamente nas
concentracfes de etanol utilizadas (Figura 8). A linhagem CCA155 foi a mais resistente
a esse tipo de estresse dentre as Dekkera, apresentando crescimento com 9% e 10%
de etanol, embora significativamente inferior ao controle. Para CCAQ77 a concentracéo
de 9% inibiu completamente o crescimento. Para CCA059, 10% de etanol exerceriam
um bom controle sobre seu crescimento. Com relacdo a linhagem industrial (PE-02),
houve um decréscimo significativo do crescimento nas concentracdes de 9 e 10% de
etanol e inibicdo a 11%. Dias et al. (2003) verificaram inibicdo completa de crescimento
com 13% (v/v) de etanol para D. bruxellensis.

A Tabela 10 mostra os resultados do pH final do meio de cultura nos experimentos
de crescimento sob condicbes de estresse. Em meio com etanol, destacou-se a
linhagem CCAO059 como a mais acidificante em concentracdo de 9%. Com relacdo as
altas concentracdes de glicose, as trés linhagens de D. bruxellensis acidificaram o meio
de cultura, em contraste com a PE-02. Nos meios com baixos valores de pH, a variacéo
entre o pH inicial e final foi baixa, independentemente da linhagem. A fonte e
concentracdo de carbono do meio de cultura tem influéncia sobre a producéo de acido
em D. bruxellensis, assim como a agitacdo, pois em aerobiose a producdo é mais
significativa (CIANI; FERRARO, 1997; GEROS; AZEVEDO; CASSIO, 2000). Durante
fermentacdo em meio de caldo de cana, a producéo de acidos por estas leveduras ndo
foi significativa, sendo inferior & apresentada pela PE-02 nas mesmas condi¢des (dados

nao publicados).
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Absorbancia (600 nm)
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Figura 6 - Valores de absorbéncia (600nm) e pH final apresentados pelas linhagens de D. bruxellensis
(CCA059, CCAQ077, CCA155) e de S. cerevisiae (PE-02) durante crescimento em meio YEDP
liquido nas condi¢cBes sem estresse, por 64 horas, 160 rpm a 30°C
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Figura 7 - Valores de absorbancia (600nm) apresentados pelas linhagens de D. bruxellensis (CCAO059,
CCAO077, CCAL55) e de S. cerevisiae (PE-02) durante crescimento em meio YEDP liquido nas
condicdes de pH 1,0; 1,5; 2,0 e controle (YEPD, pH ao redor de 5,7, sem ajuste), por 64 horas,
160 rpm a 30°C, onde foram coletadas amostras de 8 em 8 horas. Letras diferentes sobre as
barras indicam diferenca significativa a 5% pelo teste de Tukey (n=3)
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Figura 8 - Valores de absorbancia (600nm) apresentados pelas linhagens de D. bruxellensis (CCA059,
CCAOQ77, CCA155) e de S. cerevisiae (PE-02) durante crescimento em meio YEDP liquido
contendo etanol nas concentra¢des de 0% (controle), 9%, 10% e 11%, por 64 horas, 160 rpm a
30°C, onde foram coletadas amostras de 8 em 8 horas. Letras diferentes sobre as barras
indicam diferenca significativa a 5% pelo teste de Tukey (n=3)



55

Tabela 10 - pH final do meio de cultura apresentado pelas linhagens de D. bruxellensis (CCA059,
CCAOQ77, CCA155) e de S. cerevisiae (PE-02) durante crescimento em meio YEDP liquido
nas condi¢des de pH 1,0; 1,5; 2,0; contendo etanol nas concentra¢des de 9%, 10% e 11%; e
contendo glicose nas concentragdes de 300 g/L, 350 g/L e 400 g/L, por 64 horas, 160 rpm a
30°C, onde foram coletadas amostras de 8 em 8 horas

Tempo

M) CCAO059 CCAO077 CCA155 PE-02
Concentragdes de etanol (%)
9 10 11 9 10 11 9 10 11 9 10 11
0 562 552 557 590 598 599 583 591 584 561 563 5,68
8 536 541 548 589 596 595 583 578 560 551 557 5,62

16 517 5,42 548 581 594 594 581 568 544 544 555 561
24 496 537 547 574 591 594 578 560 534 539 552 561
32 469 535 552 561 589 591 574 555 520 529 549 559
40 438 533 552 551 587 588 570 5,76 5,08 521 542 5,60
48 4,18 529 542 537 587 588 569 571 500 521 531 557
56 397 521 536 515 581 585 564 565 491 516 526 551
64 381 5,10 531 499 577 579 551 552 476 513 522 545

Concentragdes de glicose (g/L)

3000 350 400 300 350 400 300 350 400 300 350 400

0 476 4,80 518 4,92 506 553 475 481 532 499 512 562
8 468 4,66 4,65 485 490 504 471 471 481 461 453 4,92
16 4,44 435 428 452 445 451 4,49 439 433 443 434 481
24 428 415 4,19 427 419 433 436 423 424 434 433 4,73
32 412 4,00 4,02 414 409 4,14 415 403 4,05 427 438 4,57
40 399 390 390 399 399 399 393 387 391 416 440 4,40
48 388 383 383 392 396 392 388 383 384 416 441 4,26
56 383 379 380 38 393 387 38 379 381l 415 406 4,15
64 366 3,63 364 3,78 384 374 366 367 366 4,03 422 4,38

pH
1,0 1,5 2,0 1,0 1,5 2,0 1,0 15 2,0 1,0 1,5 2,0
0 1,3 183 232 1,32 1,85 2,33 124 1,75 2,17 129 183 2,29
8 1,34 181 220 124 1,72 2,219 121 172 215 131 1,76 2,13

16 138 1,77 226 138 1,73 211 122 1,71 212 135 174 222
24 132 162 225 129 163 202 125 1,74 202 124 166 2,27
32 13 1,75 241 134 163 200 122 164 187 133 174 2,36
40 136 1,78 247 133 166 206 120 161 186 131 1,79 245
48 136 1,79 250 133 169 205 124 160 19 135 1,81 2,46
56 136 1,78 251 134 1,70 208 123 158 19 131 178 245
64 133 1,74 251 124 169 208 120 155 189 133 178 243
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A utilizacdo de meio solido na primeira fase dos experimentos de estresse deveu-se
a maior facilidade para avaliacdo de uma ampla faixa de pH e concentragdo de etanol,
mas as leveduras desenvolvem-se melhor em meio liquido, com agitacdo, de forma que
condicdes limitantes em meio sélido podem ndo ser em meio liquido. Isto pode explicar
os resultados de auséncia de crescimento em meio sélido e crescimento significativo
em meio liquido para algumas condig¢fes limitantes para as leveduras estudadas.

Verificou-se neste trabalho que as linhagens de D. bruxellensis tém boa
adaptabilidade as situacdes de estresse de etanol e pH, pois em condicdes nao
estressantes a PE-02 se sobressaiu no crescimento, porém nas situacfes de estresse
de pH e etanol as linhagens de Dekkera mostraram maior adaptabilidade. No entanto,
situacOes que foram limitantes ao desenvolvimento das contaminantes foram também a
linhagem do processo, aqui representada pela PE-02. Ressalta-se que as linhagens de
Dekkera responderam diferentemente ao estresse de pH e etanol, de forma que a
linhagem CCA155 foi mais resistente ao etanol e mais sensivel ao pH baixo do que as
outras duas linhagens. No entanto, o pH baixo parece ter favorecido o desenvolvimento
das linhagens CCA059 e CCAOQ77.

O controle eficiente do crescimento das leveduras contaminantes D. bruxellensis
nao é uma tarefa facil em decorréncia das caracteristicas de adaptabilidade destas
leveduras. Com os resultados aqui obtidos, poderia ser proposto um tratamento
combinado de baixo pH e alta concentracdo de etanol para inibir o crescimento delas,
tentando encontrar concentracdes que nao fossem prejudiciais a levedura do processo,
pois ainda pode ocorrer um efeito sinergistico de ambos os estresses.

A avaliacdo do crescimento das leveduras em altas concentracées de aclcar em
meio liquido foi realizada com 300, 350 e 400 g/L de glicose, pois os testes em meio
sélido mostraram que as leveduras D. bruxellensis e S. cerevisiae cresceram até 250
g/L de glicose no meio de cultura. Todas as leveduras apresentaram decréscimo
significativo no crescimento com o aumento da concentracdo de glicose de 20 g/L
(YEPD padrao) para 300 a 400 g/L (Figura 9). A levedura PE-02 teve um crescimento
muito expressivo a 20 g/L, significativamente diferente das demais leveduras, mas com
0 aumento nas concentrac0es de glicose, houve um decaimento significativo do

crescimento, igualando-se aos resultados da levedura D. bruxellensis CCA077 em 300
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e 350 g/L de glicose. As outras linhagens de D. bruxellensis apresentaram aumento
significativo no crescimento com o aumento da concentracdo de glicose de 300 para
400 g/L.

Estes resultados de resisténcia as altas concentracbes de glicose mostraram
também a adaptabilidade das leveduras D. bruxellensis, sugerindo um perfil de maior
tolerancia ao estresse, a exemplo do que ocorreu com o pH e etanol.

A Tabela 11 traz os resultados de absorbancia em todos os niveis de estresse de

pH, etanol e aclcar, para as 4 leveduras estudadas, em todos os periodos de tempo.

Absorbéncia (600nm)
=y

controle

Figura 9 - Valores de absorbancia (600nm) apresentados pelas linhagens de D. bruxellensis (CCAQ59,
CCAQ77, CCA155) e de S. cerevisiae (PE-02) durante crescimento em meio YEDP liquido
contendo glicose nas concentracdes de 20 g/L (controle), 300 g/L, 350 g/L e 400 g/L, por 64
horas, 160 rpm a 30°C, onde foram coletadas amostras de 8 em 8 horas. Letras diferentes
sobre as barras indicam diferenca significativa a 5% pelo teste de Tukey (n=3)
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Tabela 11 — Valores de absorbancia apresentados pelas linhagens de D. bruxellensis (CCA059, CCAQ77,
CCA155) e de S. cerevisiae (PE-02) durante crescimento em meio YEDP liquido nas
condicbes de pH 1,0; 1,5; 2,0; contendo etanol nas concentracdes de 9%, 10% e 11%; e
contendo glicose nas concentracdes de 300 g/L, 350 g/L e 400 g/L, por 64 horas, 160 rpm a
30°C, onde foram coletadas amostras de 8 em 8 horas

Tempo

M) CCAO059 CCA 077 CCA155 PE-02

Concentragdes de etanol (%)

9 10 11 9 10 11 9 10 11 9 10 11

0 0,264 0,338 0,263 0,137 0,131 0,148 0,210 0,209 0,210 0,589 0,514 0,441
8 0,328 0,349 0,298 0,150 0,142 0,155 0,265 0,246 0,233 0,607 0,524 0,473
16 0,413 0,370 0,289 0,176 0,150 0,156 0,293 0,285 0,251 0,624 0,508 0,478
24 0,592 0,332 0,227 0,201 0,151 0,157 1,042 0,390 0,260 0,688 0,449 0,362
32 1,622 0,310 0,216 0,237 0,153 0,159 1,255 0,581 0,301 1,580 0,486 0,333
40 2,547 0,376 0,256 0,306 0,154 0,157 3,475 0,859 0,391 2,775 1,057 0,351
48 3,733 0,431 0,287 0,321 0,153 0,156 4,129 3,240 0,432 3,347 2,098 0,398
56 1,848 0,256 0,201 0,364 0,156 0,160 5,439 4,251 0,551 3,415 2,265 0,309
64 1,687 0,257 0,200 0,414 0,160 0,166 5,441 4,634 0,737 3,478 2,339 0,307

Concentragfes de glicose (g/L)

300 350 400 300 350 400 300 350 400 300 350 400
0 0,404 0,396 0,246 0,298 0,283 0,143 0,447 0,421 0,232 0,211 0,223 0,128
8 0,464 0,412 0,444 0,400 0,343 0,307 0,492 0,426 0,308 1,395 1,728 1,854
16 0,684 0,697 0979 0,830 0,850 0,990 0,659 0,674 0,899 1,948 2,303 4,825
24 0,855 0,991 1,349 1,659 1,768 1,844 0,859 0,906 1,173 2,313 4,627 5,141
32 1,425 1,693 2,014 2,734 3,752 3,477 1,405 1,672 1,906 2,603 4,807 4,763
40 1,799 2,075 3,320 3,793 6,283 4,973 1,928 2,159 2,846 3,370 6,190 4,760
48 2,477 2,660 3,888 4,178 7,600 6,463 2,312 2,613 3,570 3,823 6,117 5,750
56 2,548 3,017 3,287 4,533 8,213 3,483 2,840 2,618 2,438 4,487 5,503 4,373
64 3,418 3,490 4,332 6,080 6,653 4,660 3,688 3,230 4,573 6,447 3,677 3,750

pH

1,0 15 2,0 1,0 15 2,0 1,0 15 2,0 1,0 15 2,0
0 0,459 0,479 0,502 0,548 0,595 0,556 0,168 0,168 0,231 0,466 0,550 0,591
8 0,591 0,932 1,657 0,777 0,867 1,013 0,183 0,189 0,288 0,618 1,217 3,997
16 0,729 5,071 5911 0,957 4,547 6,292 0,188 0,207 0,734 0,697 5,108 6,369
24 0,717 4,928 6,747 1,186 5,933 6,457 0,158 0,320 2,709 0,745 6,098 8,019
32 0,816 6,486 8,015 0,875 6,563 7,040 0,202 0,653 5,069 0,771 6,442 7,399
40 0,755 6,970 8,019 0,874 6,989 7,223 0,212 2,603 6,063 0,783 6,501 8,708
48 0,734 6,054 8,048 0,845 7,106 7,524 0,208 3,878 5,985 0,764 6,578 8,602
56 0,735 6,549 9,185 0,895 7,352 7,700 0,218 5,625 6,049 0,763 7,575 9,207
64 0,681 7,161 9,508 0,827 7,113 7,744 0,196 5,874 6,495 0,707 7,502 9,412
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2.3.3 Efeito do tratamento acido e com etanol sobre o desenvolvimento das
leveduras

Foram utilizadas neste teste a linhagem CCA155 de D. bruxellensis e a linhagem
PE-02 (S. cerevisiae), para avaliacdo do efeito do tratamento acido e com etanol sobre
o desenvolvimento das leveduras. Esta abordagem se justifica pelos resultados obtidos
guanto a sensibilidade das linhagens contaminantes ao baixo pH e ao etanol, o que
poderia justificar o emprego de um tratamento acido + etanol para a descontaminacdo
na cuba de tratamento. Avaliou-se os dois tratamentos com e sem agitacdo, pois o
oxigénio tem um efeito marcante sobre o metabolismo das leveduras D. bruxellensis
(GUERRA, 1998). Nestes experimentos, acompanhou-se o0 desenvolvimento das
leveduras através da analise de viabilidade celular pela contagem em camara de
Neubauer.

Analisando-se o efeito dos fatores principais, verificou-se queda na viabilidade com
os tratamentos utilizados, sendo que o tratamento acido + alcool foi mais prejudicial as
leveduras, assim como a agitacdo. As leveduras ndo apresentaram diferenca entre si
guanto a viabilidade das células nos diferentes tratamentos (Figura 10).

Analisando-se os parametros (agitacdo, tratamento e levedura) separadamente,
verificou-se que o tratamento com solu¢do de acido sulfarico pH 1,5, com ou sem
agitacdo, nao afetou significativamente a viabilidade das duas leveduras, e desta forma,
nao exerceria um controle sobre a levedura contaminante (D. bruxellensis), ao contrario
do tratamento onde adicionou-se 9% de etanol a solucédo acida, sob agitacdo. Nesta
situacao, porém, houve também reducéo significativa da viabilidade da linhagem de S.
cerevisiae, mas a reducdo foi mais drastica (e significativa a 5% pelo teste de Tukey)

para a contaminante (Tabela 12).
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Figura 10 - Efeito dos fatores principais (leveduras, agitacéo, tratamento e tipo de tratamento) sobre a
viabilidade celular (%) das leveduras S. cerevisiae (PE-02) e D. bruxellensis (CCA155)
durante tratamento acido em solucdo de acido sulfarico (pH 1,5) e solugéo de acido sulflrico
(pH 1,5) contendo 9% de etanol absoluto, por 1 hora e 30 minutos, a 30°C, sem agitacdo e
com agitagdo (160 rpm), onde foram coletadas amostras antes do tratamento e apds o

tratamento. Letras diferentes sobre as barras indicam diferenca significativa a 5% pelo teste
de Tukey (n=3)

Tabela 12 - Médias dos valores de viabilidade (%) apresentados pelas leveduras S. cerevisiae (PE-02) e
D. bruxellensis (CCA155) durante tratamento acido em solu¢ao de acido sulfarico (pH 1,5) e
solugao de acido sulfirico (pH 1,5) contendo 9% de etanol absoluto, por 1 hora e 30 minutos,
a 30°C, sem agitacdo e com agitacdo (160 rpm), onde foram coletadas amostras antes do
tratamento e ap6s o tratamento

ANTES DO TRATAMENTO

Sem agitacao Com agitagéo
Acido Acido + alcool Acido Acido + alcool
PE-02 99,08 c 96,53 ¢ 99,20 c 97,96 c
CCA155 99,60 c 99,79 ¢c 94,53 c 99,56 c
DEPOIS DO TRATAMENTO
PE-02 94,46 c 65,80 b 91,63 c 68,29 b
CCA155 99,53 ¢ 7256 b 94,29 c 55,04 a

Letras diferentes indicam diferenca significativa a 5% pelo teste de Tukey (n=3)
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Nas unidades industriais, normalmente é realizado o tratamento acido do fermento
com solucdo de &cido sulfarico pH 2,0-2,5, por cerca de 1-2 horas, com agitacdo
(BASSO et al.,, 2008). Nesta condicdo, dificiilmente se conseguiria controlar a
contaminacao por D. bruxellensis, mesmo se considerando que na inddstria o fermento
passa por reciclos sucessivos do inicio ao fim da safra, e consequentemente por
sucessivos tratamentos &cidos. Os experimentos aqui demonstrados foram realizados
em um ciclo somente, e a avaliacdo do efeito em longo prazo do tratamento acido em
um pH menor que o industrialmente utilizado, deve ser realizada, a fim de verificar se a
eficiéncia ndo seria maior. De qualquer forma, a adicdo de etanol a cuba poderia
realizar um controle eficiente da contaminante, e assim testes para otimizar a
concentragéo de etanol em diferentes pH (visando um efeito sinergistico) poderia levar
a uma condicdo em que o efeito sobre a S. cerevisiae fosse menor ao mesmo tempo
em que controlasse o crescimento da contaminante.

Ceballos-Schiavone (2009) verificou que a adicdo de 20% de etanol a cuba de
tratamento acido do fermento (pH 2,5) controlou o desenvolvimento das bactérias do
género Lactobacillus, importante contaminante bacteriano da fermentacdo alcodlica,
sem comprometer a viabilidade da levedura. No entanto, os dados aqui obtidos
mostraram que concentracdo muito inferior associada a um pH mais baixo, resultou em
perda de viabilidade da levedura. Isto demonstra a necessidade de mais estudos acerca
de modificacdes no tratamento do fermento para assegurar baixa contaminacao (seja
por bactérias ou leveduras selvagens) sem resultar em perda significativa de viabilidade
do fermento.

Varios trabalhos tém demonstrado a eficiéncia do tratamento acido do fermento
para o bom desempenho da fermentacéao, utilizando acido sulfirico em niveis de pH de
2,0 a 3,0, sem afetar consideravelmente a viabilidade celular de S. cerevisiae
(STUPIELLO; HORII, 1981; GOMES, 1988). Além disso, 0 uso do &cido sulfarico como
agente de desinfec¢do constitui-se em uma técnica simples que auxilia também na
desfloculagdo do fermento, principalmente quando contaminado com bactérias
indutoras de floculacdo (LUDWIG; OLIVA-NETO; ANGELIS, 2001).

A proposicdo do tratamento acido em pH menor (1,5) que o utilizado na industria

deve ser testada no curso da fermentagdo, em sistema de reciclo, monitorando-se o
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desenvolvimento de ambas, levedura do processo e contaminante, e o efeito sobre os
parametros fermentativos, pois ndo se pode negligenciar o efeito em longo prazo do

tratamento acido sobre as células continuamente recicladas.

2.3.4 Fermentacdo em meio sintético

Nos experimentos de fermentacdo com meio sintético, houve diferenca significativa
entre as leveduras quanto ao teor alcodlico, pH final e Brix do meio de cultura (Figuras
11, 12 e 13). A linhagem CCA 155 produziu mais etanol que as demais,
independentemente da fonte de carbono e da presenca/auséncia de agitacao.

De uma forma geral, a agitacdo dos frascos influenciou significativamente os
parametros analisados, pois o teor alcodlico foi maior em cerca de 40% com agitacao.
Ja a utilizacdo da glicose como fonte de carbono aumentou significativamente o teor
alcoolico em cerca de 15%.

Sendo a levedura D. bruxellensis reconhecidamente produtora de acidos (DELIA et
al., 2009), verificou-se que a agitacdo teve uma influéncia marcante sobre esta
caracteristica, ja que os menores valores de pH final do meio de cultura foram obtidos
nos frascos com agitacéo para as trés leveduras, significativamente diferentes entre si.
A fonte de carbono nado afetou significativamente a producéo de acidos, estimada pela
medida do pH final do meio de fermentacao.

Os resultados de Brix final do meio de fermentacdo corroboraram o desempenho
fementativo das leveduras: foi menor para a linhagem CCA155; foi menor em meio com
glicose como fonte de carbono; e foi menor também significativamente em condicfes de

agitacao.
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Figura 11 - Efeito dos fatores principais (leveduras, fonte de carbono e agitacéo) sobre o pH final do meio
de fermentagéo (pH inicial 5,0), in6culo de 10 g de massa Umida/L e 20% v/v, 10% (m/v) de
fonte de carbono, a 30°C, no periodo de 48 horas, utilizando-se linhagens de D. bruxellensis
em culturas estaticas (sem agitacdo) ou agitadas (a 100 rpm). Letras diferentes sobre as
barras indicam diferencga significativa pelo teste de Tukey (p<0,05)
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Figura 12 - Efeito dos fatores principais (leveduras, fonte de carbono e agitacédo) sobre o Brix final do
meio de fermentacéo (Brix inicial 10°), in6éculo de 10 g de massa Umida/L e 20% viv, 10%
(m/v) de fonte de carbono, a 30°C, no periodo de 48 horas, utilizando-se linhagens de
Dekkera bruxellensis em culturas estaticas (sem agitacdo) ou agitadas (a 100 rpm). Letras
diferentes sobre as barras indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey (p<0,05)
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Figura 13 - Efeito dos fatores principais (leveduras, fonte de carbono e agitacdo) sobre o teor alcodlico
(9/100 mL) do meio de fermentac¢éo, in6culo de 10 g de massa Umida/L e 20% v/v, 10% (m/v)
de fonte de carbono, a 30°C, no periodo de 48 horas, utilizando-se linhagens de Dekkera
bruxellensis em culturas estéticas (sem agitacdo) ou agitadas (a 100 rpm). Letras diferentes
sobre as barras indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey (p<0,05)
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Em leveduras com Efeito Custer positivo o oxigénio pode ser substituido por outras
moléculas, como acetoina, que agem como receptoras de elétrons, para
Dekkera/Brettanomyces (SCHEFFERS, 1966). Isso explica o desenvolvimento destas
leveduras em vinhos onde a concentracdo de oxigénio é quase nula (FUGELSANG;
EDWARD, 1997). De algum modo, as leveduras que mostram esse efeito, sao
incapazes de realizar o balanco de NAD+/NADH+ por meio da producéao de glicerol ou
outros compostos altamente reduzidos (CIANI; FERRARO, 1997; GEROS; AZEVEDO;
CASSIO, 2000).

Para cada parametro fermentativo (pH final, Brix final e teor alcodlico) foram feitas
comparacdes estatisticas entre as leveduras nas duas condi¢cdes de agitacdo e duas
fontes de carbono do meio de fermentagéo (Tabelas 13, 14 e 15).

Tabela 13 - Médias dos valores de pH final do meio de fermentacdo contendo glicose ou sacarose (10%
m/v) como fonte de carbono, pH inicial 5,0, Brix inicial 10°, in6culo de 10 g de massa Umida/L
e 20% vl/v, a 30°C, no periodo de 48 horas, utilizando-se linhagens de D. bruxellensis em
culturas estaticas (sem agitacéo) ou agitadas (a 100 rpm)*

' Sem agitacao Com agitacéo (100 rpm)
Linhagem : :
Glicose Sacarose Glicose Sacarose
CCAO059 3,51d 3,51d 191a 1,83 a
CCAO077 418 e 4,22 e 246 b 249 b
CCA155 2,73 c 2,75¢c 257b 257b

! Letras diferentes indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey (p<0,05); n=3

Tabela 14 - Médias dos valores de Brix final do meio de fermentacéo contendo glicose ou sacarose (10%
m/v) como fonte de carbono, pH inicial 5,0, Brix inicial 10°, in6éculo de 10 g de massa Umida/L
e 20% v/v, a 30°C, no periodo de 48 horas, utilizando-se linhagens de D. bruxellensis em
culturas estaticas (sem agitacao) ou agitadas (a 100 rpm)*

_ Sem agitacao Com agitacdo (100 rpm)
Linhagem
Glicose Sacarose Glicose Sacarose
CCA059 6,5e 6,3 e 40b 50c
CCAOQ77 10,0 f 10,0 f 3,0a 40b
CCA155 30a 50c 3,0a 50d

! Letras diferentes indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey (p<0,05); n=3
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Tabela 15 - Médias dos valores do teor alcodlico (g/100 mL) do meio de fermentacao contendo glicose ou
sacarose (10% m/v) como fonte de carbono, pH inicial 5,0, Brix inicial 10°, in6culo de 10 g de
massa umida/L e 20% v/v, a 30°C, no periodo de 48 horas, utilizando-se linhagens de
Dekkera bruxellensis em culturas estaticas (sem agitacéo) ou agitadas (a 100 rpm)1

Sem agitagéo Com agitagdo (100 rpm)
Linhagem Glicose Sacarose Glicose Sacarose
CCAO059 1,55 ce 1,07 de 1,75 bce 1,34 de
CCAO077 0,84 ad 0,35a 2,63 f 2,52 f
CCA155 2,61f 2,32 bf 2,53 f 2,1 bcf

! Letras diferentes indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey (p<0,05); n=3

E nitida a influéncia da agitagdo sobre a producdo de é&cidos no meio de
fermentacéo, avaliado pela reducao significativa do pH. Pela Tabela 13, verificam-se
valores significativamente diferentes na condi¢cao “com agitagdo” comparando-se com
“sem agitacao”, e na primeira condigado, destaca-se a levedura CCA059 como a mais
acidificante. Poder-se-ia pensar que a reducdo do pH esta ligada a maior atividade
fermentativa da levedura, e neste caso se esperaria um maior teor alcoolico na
condicdo “com agitacdo”. Analisando-se o fator “agitagdo” como parametro principal,
independentemente da linhagem de levedura e da fonte de carbono, este foi o resultado
obtido. Porém a analise dos valores separadamente para cada levedura em cada
tratamento mostrou que a levedura CCAQ077 foi a que melhor respondeu a agitacéo,
com elevacéao significativa do teor alcoodlico. As outras duas linhagens ndo mostraram
diferenca significativa entre os teores alcodlicos nas condicdes sem ou com agitacao.
Estes resultados indicam que a agitacdo, embora favoreca a producdo de alcool,
estimula muito a producao de acidos, desviando o agUcar que iria para a conversao em
etanol.

Meneghin (2007) verificou que a linhagem CCA059 causou uma acidificacdo
significativa do meio de caldo de cana cultivado com S. cerevisiae e contaminado com
esta levedura com 10 a 10° células/mL, em sistema de batelada com reciclo celular.

Outro resultado interessante pode ser observado na comparacéo entre as fontes de
carbono para a fermentacdo. Observou-se um incremento de cerca de 15% no teor
alcodlico quando se utilizou glicose, mas quando se observa os resultados individuais

para as leveduras em cada tratamento, a Unica diferenca significativa entre as fontes



68

ocorreu no experimento com agitacdo quanto ao Brix final do meio de fermentacgéo
(Tabela 14 e 15) ou seja, hd mais acgucar residual no meio contendo sacarose como
fonte de carbono. Isto pode indicar que a sacarose é convertida mais eficientemente
para acidos do que para alcool por estas leveduras, porque ndo houve diferenca
significativa quanto ao pH final do meio com estas fontes de carbono. Além disso, a
maior sobra de agucar pode sugerir um metabolismo mais lento da sacarose.

Uma investigagédo acerca da atividade da enzima invertase em meio de caldo de
cana inoculada com leveduras D. bruxellensis em condicbes de crescimento e de
fermentacdo, seria altamente interessante para ajudar a entender o papel destas
leveduras no processo fermentativo. Uscanga et al. (2007) verificaram que 0 consumo
de sacarose nao esteve ligado a concentragcéo de glicose e frutose liberadas no meio de
cultura por Br. bruxellensis a partir de melaco de cana. Com isto, os autores afirmaram
gue ou a invertase nao é extracelular como em Saccharomyces ou 0 consumo de
glicose e frutose é muito rapido. A levedura mostrou uma baixa taxa de fermentacéo e
producéo de acido acético e etanol acoplada ao crescimento.

Analisando-se o0 comportamento das trés linhagens nos experimentos de
fermentacdo com meio sintético, verifica-se que a linhagem CCAOQ059 é altamente
acidificante (pH inicial 5,0 para pH final 1,8) e esta caracteristica € dependente da
aeracdo. Ja a linhagem CCAQ077, embora também seja dependente da aeracéo para a
producdo de acido (pH inicial 5,0 para pH final 2,5), € a caracteristica fermentativa a
mais destacadamente favorecida pela aeracdo (aumento de cerca de 300%). Esta
levedura, na verdade, ndo se desenvolve em meio sem agitacdo, independentemente
da fonte de carbono, pois ndo houve alteracéo do Brix apds 48 horas de fermentacéo. A
linhagem CCA155, também dependente da aeracao para a producdo de acidos, embora
em bem menor extensdo que as demais, ndo teve a sua capacidade fermentativa
alterada com a aeracdo do meio.

Estes experimentos ndo avaliaram a capacidade de crescimento destas leveduras
em condicbes de fermentacdo, como constatado por Meneghin (2007) e Avansini
(2009). Porém, unicamente com base nos parametros analisados aqui, a linhagem que
mais comprometeria um processo industrial (meio a base de sacarose como o caldo de

cana, condicdo de ndo agitacdo) € a linhagem CCA155, pois o desempenho
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fermentativo é fraco (2,5% de alcool a partir de 10% de acgucar) e ocorre producdo de
acidos nestas condicdes. Além do desvio do agucar, os acidos produzidos podem ter
efeito inibidor sobre a levedura do processo, afetando a sua viabilidade.

2.3.5 Testes fermentativos em meio de caldo de cana
2.3.5.1 Testes fermentativos com reciclo celular e tratamento do fermento

Os testes fermentativos com reciclo celular e tratamento do fermento foram
realizados com a levedura CCA155 (D. bruxellensis) e PE-02 (S. cerevisiae) em cultura
mista, e para efeitos de comparacéao realizou-se também a fermentacdo com a cultura

pura de PE-02, cujos resultados encontram-se nas Figuras 14 e 15 e Tabela 16.

PE +155 PE +155 PE
Tratamentos Tratamentos
100
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3 60
T
o
2 40
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PE + 1 55 PE + 155
Tratamentos

Teor Alcéolico (g/100mL)

(—] - N w £~ o (-2
ART Residual (g/100mL)
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Eficiéncia Fermentativa (%)
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Figura 14 - Efeito do tipo de cultura (pura da PE-02 e mista da linhagem CCA155 + PE-02) sobre o teor
alcodlico, ART residual, pH e eficiéncia fermentativa em fermentagfes desenvolvidas em meio
de caldo de cana, 16° Brix, pH 4,3, durante dez ciclos fermentativos de 12 horas, com
tratamento &cido do fermento (pH 1,5), a 30°C. Letras diferentes sobre as barras indicam
diferenca significativa a 5% pelo teste de Tukey
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Cultura Mista (PE + 155)
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Numero de leveduras (UFC/mL)

1,0E+00 4

Figura 15 - Nimero de leveduras (UFC/mL) durante as fermentacdes desenvolvidas em meio de caldo de
cana inoculado com as linhagens CCA155 e PE-02 em culturas pura da PE-02 e mista, 16°
Brix, pH 4,3, durante dez ciclos fermentativos de 12 horas, com tratamento acido do fermento
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(pH 1,5), a 30°C. As contagens foram realizadas em meio WLN e WLD

Tabela 16 - Teor alcodlico, ART residual e pH final apresentado pelas linhagens CCA155 (D. bruxellensis)
e PE-02 (S. cerevisiae) em cultura pura e mista em fermenta¢fes desenvolvidas em meio de
caldo de cana, 16° Brix, pH 4,3, durante dez ciclos fermentativos de 12 horas, com

tratamento acido do fermento, a 30°C

8

C10

Cultura mista (CCA155 + PE-02)

Cultura pura (PE-02)

CICLOS Alcool ART Residual pH Alcool ART Residual pH
(g/200mL) (g/200mL) final (g/100mL) (g9/100mL) final

(0(0] 0 15,84 4,5 0 15,84 4,5
C1 2,4 10,13 3,7 2,5 10,17 3,8
Cc2 3,7 7,59 3,5 3,4 8,38 3,6
C3 4,8 5,67 3,2 4,8 5,08 3,2
C4 4,9 4,22 3,2 4,8 5,10 3,2
C5 4,9 2,84 3,2 4.4 3,80 3,2
Cé6 5,4 2,82 3,3 4.7 3,35 3,2
C7 5,6 1,98 3,4 4.9 3,48 3,2
C8 5,5 1,33 3,2 5,4 1,72 3,2
(03°] 51 2,93 3,4 5,2 4,40 3,4
C10 6,3 0,97 3,3 5,9 2,53 3,4
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N&o houve um efeito significativo da contaminacdo por D. bruxellensis sobre a
eficiéncia fermentativa, pois embora tenha havido um maior consumo de agucar redutor
total na cultura mista, a producéo de etanol foi também superior quando esta cultura foi
utilizada. Nao houve diferenga significativa entre os valores de pH final do meio de
fermentacao nas duas culturas utilizadas (pura e mista).

A variacdo no numero de coldnias da linhagem CCA155 (crescidas em WLD) na
cultura mista com S. cerevisiae foi de somente um ciclo log em 10 ciclos fermentativos,
0 que pode ser resultado da utilizagdo do tratamento &cido nos varios reciclos. O
crescimento da linhagem PE-02 (em WLN) foi da ordem de dois ciclos log ao longo da
fermentacéo, seja na cultura pura quanto na cultura mista.

Outro possivel efeito do tratamento acido realizado talvez esteja relacionado
também as caracteristicas da PE-02, mais do que a suscetibilidade da D. bruxellensis
ao pH baixo. Estudos mostraram que o tratamento acido em pH 1,5 ndo teve efeito
sobre as células desta levedura, e que houve inclusive um aumento na populacao
dentro de 36 horas de incubacéo desta levedura em meio de caldo de cana apés o
tratamento acido (REIS, 2011). Trabalhos anteriores verificaram também que o
tratamento acido resultou em melhoria na fermentacdo, apresentando producdo de
etanol superior ao controle em que o tratamento acido néo foi aplicado (GOMES, 1988;
STUPIELLO; HORII, 1981).

A levedura D. bruxellensis tem sido considerada como um contaminante importante
em processos industriais de fermentacdo continua, no entanto Galafassi et al., (2010)
demonstraram que estas leveduras sao capazes de usar uma grande variedade de
fontes de carbono, inclusive pentoses, e que nas condi¢cdes dos processos industriais,
como limitacdo de oxigénio e baixo pH, D. bruxellensis produziu etanol com
rendimentos comparaveis aos de S. cerevisiae. Quando comparadas as produtividades
de etanol em sistemas de fermentacdo em batelada ficou evidente que D. bruxellensis
nao pode competir com S. cerevisiae, mas segundo 0s mesmos autores ela poderia
chegar a altas producdes em sistemas de fermentacdo continua. Concluiram que as
leveduras Dekkera/Brettanomyces tém um claro potencial para a producéo industrial de

etanol a partir de fontes renovaveis.
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Avansini (2009) em estudos com a linhagem CCAQ77 D. bruxellensis, relatou que
na fermentagdo mista com S. cerevisiae (fermento de panificagdo) em caldo de cana,
16° Brix, ocorreu uma reducao significativa na viabilidade celular do fermento, e uma
queda do teor alcodlico do vinho (quase 8% em média), porém ndo detectado
estatisticamente. Nesta situacdo, houve aumento na producéo de glicerol pela levedura
do processo, indicando reacdo ao estresse do meio, mais uma vez demonstrando que
D. bruxellensis & capaz de se desenvolver no meio de fermentacdo com mais alta
concentracdo de agucar. Esse estudo mais uma vez reforca também a capacidade de
crescimento de D. bruxellensis em condi¢bes de fermentacdo, sendo essa mais uma
vantagem e também uma forma da levedura permanecer em processos industriais,

onde as condi¢cfes muitas vezes nao sao favoraveis.

2.3.5.2 Testes fermentativos com reciclo celular e sem tratamento do fermento

Os testes fermentativos com reciclo celular e sem tratamento do fermento foram
realizados com a levedura CCA155 (D. bruxellensis) e PE-02 (S. cerevisiae) em cultura
mista e para efeitos de comparacéo realizou-se também a fermentacdo com a cultura
pura de PE-02, cujos resultados encontram-se nas Figuras 16 e 17 e Tabela 17.

Nesta situacdo, sem tratamento do fermento, verificou-se um teor alcodlico no vinho
superior na fermentacdo com a cultura pura da PE-02, embora a diferenca nao tenha
sido muito grande em relacdo a cultura mista com a linhagem CCA155. Nado houve
diferenca significativa quanto ao ART residual e pH final do meio de fermentac&o entre
as duas fermentacdes, assim como para a eficiéncia fermentativa, a despeito de uma
diferenca de cerca de 5 pontos percentuais a mais para a cultura pura da PE-02. Basso
et al. (2008) argumentaram que embora a diferenca na eficiéncia fermentativa entre a
PE-02 (92,0%) e a levedura de panificacdo (88,1%) fosse baixa, esta diferenca (3,1%)
significava cerca de 2,1 milhdes de litros de etanol por safra em uma destilaria de médio
porte. Assim, ha de se considerar a queda significativa no rendimento industrial quando

a levedura D. bruxellensis esta presente.
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Figura 16 - Efeito do tipo de cultura (pura da PE-02 e mista da linhagem CCA155 + PE-02) sobre o teor
alcoolico, ART residual, pH e eficiéncia fermentativa em fermentacdes desenvolvidas em meio
de caldo de cana, 16° Brix, pH 4,3, durante dez ciclos fermentativos de 12 horas, sem
tratamento acido do fermento, a 30°C. Letras diferentes sobre as barras indicam diferenca
significativa de 5% pelo teste de Tukey

Houve um crescimento expressivo da levedura contaminante na cultura mista com a
PE-02, variando de 2 a 3 ciclos log ao longo dos ciclos fermentativos (Figura 17).
Comparando-se com o experimento da fermentacdo com tratamento acido, este
resultado demonstrou que houve controle do crescimento da levedura D. bruxellensis

pelo baixo pH do tratamento.



74

Numero de leveduras (UFC/mL)

Figura

Tabela

Cultura Mista (PE +155) Cultura Pura (PE)
1,0E+12
1,0E+11
1,0E+10
1,0E+09
1,0E+08
1,0e+07
1,0E+06
1,0E+05 -
1,0E+04 -
1,0E+03 +—
1,0E+02 +—
1,0E+01 -1 T T T

Cco 1 5 Cc10

1,0E+12
1,0E+11
1,0E+10
1,0E+09

Numero de Células viaveis/mL

CO C1 C2 €3 €4 C5 C6 C7 (€8 (€8 C10
WLD ®WLN

17 - Numero de leveduras durante as fermentacdes desenvolvidas em meio de caldo de cana
inoculado com as linhagens CCA155 e PE-02 em culturas pura da PE-02 e mista, 16° Brix,
pH 4,3, durante dez ciclos fermentativos de 12 horas, sem tratamento acido do fermento a
30°C. As contagens foram realizadas em meio WLN e WLD para a cultura mista; para a
cultura pura a contagem do numero de células foi realizada em camara de Neubauer

17 - Teor alcodlico, ART residual e pH final apresentado pelas linhagens CCA 155 (D.
bruxellensis) e PE-02 (S. cerevisiae) em cultura pura e mista em fermentacdes
desenvolvidas em meio de caldo de cana, 16° Brix, pH 4,3, durante dez ciclos fermentativos
de 12 horas, sem tratamento acido do fermento, a 30°C

Mista (CCA155 + PE-02) Pura (PE-02)

CICLOS Alcool ART Residual  pH Alcool ART Residual pH
(g/200mL) (g/200mL) final (g/100mL) (g/100mL) final

Co 0 15,16 4.5 0 15,84 4,5
C1 0,9 11,94 4,0 2,4 10,09 3,8
Cc2 2,3 9,14 3,6 2,6 9,07 3,6
C3 3,3 5,78 3.4 3,3 6,71 3,6
(o7} 3,6 4,71 34 3,4 7,57 3,7
C5 3,4 7,45 3,7 4.5 5,79 3,7
C6 4,6 6,85 3,7 3.4 6,80 3,7
Cc7 3,3 11,09 3,7 3,8 6,56 3,6
Cc8 3.1 7,87 3,7 3,8 5,04 3,6
C9 3.1 5,14 3,6 4,3 3,98 3,7

C10 3.8 3,58 3,7 3.4 6,39 3,9
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Os experimentos foram realizados com uma concentracdo baixa de células de D.
bruxellensis inoculada no inicio da fermentacdo (10° células/mL), justamente para
mostrar como a contaminacdo poderia evoluir para niveis que afetassem a
fermentacdo. Meneghin (2007) havia testado contaminacdes na ordem de 10 a 10°
células/mL de D. bruxellensis, com perda na eficiéncia fermentativa. Dias et al. (2003)
mostraram que a linhagem ISA1791 de D. bruxellensis em cultura mista com S.
cerevisiae em meio sintético, evoluiu de 10* UFC/mL para 5 X 10° UFC/mL. Em cultivos
laboratoriais utilizando suco de uvas brancas e vermelhas, a inoculacdo de baixa
concentracdo (10 UFC/mL) de D. bruxellensis juntamente com 10’ UFC/mL de S.
cerevisiae, mostrou crescimento da primeira a niveis de 5 X 10® UFC/mL.

A taxa de producao de etanol de D. bruxellensis em fermentac¢des industriais é de
apenas 20% em comparacdo a de S. cerevisiae, sendo assim a biomassa de D.
bruxellensis no fermentador deve ser pelo menos cinco vezes superior a de S.
cerevisiae para obtencao de produtividades semelhantes (BLOMQVIST et al., 2010).

No item anterior, especulou-se sobre o efeito do tratamento acido no controle da
levedura contaminante, assim como o efeito benéfico desse tratamento sobre a
levedura do processo, ambos podendo contribuir para minimizar o efeito da
contaminacao por D. bruxellensis. Comparando-se as fermentacdes realizadas com e
sem tratamento acido, verifica-se que na primeira condicdo foram obtidos melhores
resultados quanto a producdo de etanol (aumento de 40-50%), menor teor de ART
residual (0,97 a 2,53 @g/100mL contra 3,58 a 6,39 @g/100mL, respectivamente) e
consequentemente maior eficiéncia fermentativa (82% contra 71-76%). Seja pelo
controle do crescimento de D. bruxellensis como pelo beneficio a levedura do processo,
o tratamento 4cido em pH 1,5, como utilizado nos experimentos, minimizou o efeito da
contaminante.

Quando testada em cultura pura em meio de caldo de cana, a linhagem CCA155 de
D. bruxellensis teve uma producédo de etanol de 0,63% em 8 ciclos fermentativos de 12
horas sem tratamento do fermento, ou seja muito abaixo dos 5,74% produzidos pela S.
cerevisiae nas mesmas condi¢cdes, demonstrando que essa levedura nao seria
industrialmente viavel para a producdo de etanol, nas condicbes em que esta

fermentacdo é realizada no Brasil. Foi também verificado um alto valor de Brix residual.
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Um resultado importante seria seu vigoroso crescimento e alta taxa de viabilidade
(97,1%), comprovando mais uma vez a grande adaptacdo dessas leveduras em
ambiente de fermentag&do (AVANSINI, 2009).

Mesmo a linhagem CCA155 apresentando baixa producdo de etanol, foi a cepa
com melhor resposta quanto ao teor alcodlico em meio sintético, independentemente da
agitacdo (aeracdo). Esta linhagem foi isolada da fermentacdo (vinho), o que poderia
explicar sua maior adaptacao (crescimento) em condi¢cdes estressantes com alto teor
de &lcool.

Deve ser considerado que a linhagem CCA155 apresentou um padrédo de
resisténcia ao estresse por baixo pH, mas as demais foram mais sensiveis ao etanol, de
forma que na industria seria interessante utilizar um tratamento combinado de etanol +
baixo pH na cuba do fermento, sempre quando se detectar contaminagcdo por D.
bruxellensis, porém ha necessidade de otimizagdo da concentracéo de etanol e nivel de
pH para maximizar a eficiéncia do controle e minimizar os danos a levedura do
processo.

O conhecimento das respostas das leveduras as situacdes de estresse que
ocorrem nas destilarias brasileiras € ainda pouco estudado para as leveduras do
processo (AMORIM et al., 2011), sendo um campo ainda mais inexplorado para as

leveduras contaminantes.
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3 CONCLUSOES/CONSIDERACOES FINAIS

- As trés linhagens de D. bruxellensis estudadas apresentam crescimento invasivo
em meio YEPD, sendo esse possivelmente um mecanismo de sobrevivéncia em
condicles estressantes;

- O pH e o etanol influenciaram o crescimento das trés linhagens estudadas de D.
bruxellensis, porém pode ser observada uma variacdo na resposta das linhagens as
situacOes de estresse (baixo pH e alta concentracdo de etanol), pois uma linhagem foi
mais sensivel ao baixo pH (CCA155) enquanto as outras duas (CCA059 e CCAQ77)
foram controladas mais eficientemente pelo etanol. Em condi¢cbes ndo estressantes, a
linhagem de S. cerevisiae (PE-02) apresentou melhor desenvolvimento, porém em
situacOes de estresse de pH, concentracbes de acucar e etanol as linhagens de D.
bruxellensis desenvolveram-se melhor;

- O controle eficiente do crescimento das linhagens de D. bruxellensis poderia ser
obtido com um tratamento combinado de baixo pH (1,5) e etanol (9%), porem houve
prejuizo significativo também a levedura S. cerevisiae, embora em menor extensao;

- Em sistema de batelada sem reciclo celular em meio sintético, verificou-se que a
agitacdo influenciou significativamente a producdo de etanol e de acidos pelas
linhagens de D. bruxellensis, especialmente para a linhagem CCAQ77, onde observou-
se um aumento de 300% no teor alcodlico com agitacdo dos frascos. A producédo de
etanol foi significativamente maior quando se utilizou glicose como fonte de carbono ao
invés de sacarose, para as linhagens de D. bruxellensis;

- Em sistema de batelada com reciclo celular em meio de caldo de cana, foram
obtidos melhores resultados quanto a producao de etanol, menos teor de ART residual
e maior eficiéncia fermentativa quando se utilizou o tratamento acido do fermento (pH
1,5), assim como melhor controle do crescimento da linhagem CCA155 de D.
bruxellensis, quando em cultura mista com S. cerevisiae (PE-02);

- O tratamento &cido realizado em pH 1,5, com agitacdo de 160 rpm, por 90
minutos, a 30° C, teve efeito provavelmente sobre o crescimento da levedura
contaminante mas também beneficiou a levedura do processo, resultando assim na
minimizacdo do efeito da contaminante sobre a fermentacdo conduzida em meio de

caldo de sob 10 ciclos fermentativos de 12 horas.
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