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RESUMO

A levedura Saccharomyces cerevisiae € a mais utilizada em processos
fermentativos, pois € capaz de converter eficientemente os agUcares presentes no
meio de cultivo em alcool. Esta conversdo permite a producdo de biocombustiveis
como o etanol, e a producéo de bebidas alcodlicas, como vinho, cerveja e cachaca.
Durante a fermentacéo, as leveduras sdo expostas a estresses alcodlico, osmoético,
nutricional, térmico e acido. Esses estresses induzem o aparecimento de mutacdes,
causando instabilidade no processo fermentativo. O reciclo celular durante as
fermentacdes sucessivas agravam o0 ecossistema do processo através de
contaminacgao por bactérias e consequentemente competicdo entre espécies e pelo
substrato, porém o reuso celular diminui o tempo e o0 custo das fermentagBes. A
garantia de que o inOculo starter estard presente durante as fermentages € outro
aspecto de relevancia nas induastrias, pois a dominancia e persisténcia da levedura
inoculada garante maior reprodutibilidade do processo. Técnicas simples de
monitoramento de leveduras em processos fermentativos ainda n&do foram bem
definidas por isso, um screening de corantes em meios solidos e meios de inducdo
de esporulacdo foram utilizados na busca de identificar instabilidade fenotipica das
linhagens inoculadas durante as varias etapas do processo fermentativo. A partir
desse screening, obteve-se o desenvolvimento de meios sélidos que permitiram
identificar diferentes linhagens de leveduras com base nas diferentes pigmentacdes
das colonias. O seu uso durante as fermentagbes simples e mistas permitiu
monitorar a estabilidade fenotipica das leveduras inoculadas bem como acompanhar
a proporgdo de linhagens dominantes e persistentes no processo. Essa técnica de
monitoramento foi aplicada aos processos fermentativos de producdo de etanol a
partir do melaco de cana-de-acgucar e de producédo de vinho a partir de mosto natural
de uva. A sua capacidade de monitorar diferentes linhagens inoculadas em
consorcio e em diferentes processos fermentativos foi validada através da técnica
molecular interdelta. Comparacdes entre os perfis polimérficos das culturas estoques
com os das colonias crescidas nos meios sélidos cromogénicos resultaram em
bandas idénticas. Com isso, a identificacdo de leveduras por meio da coloragcéao de
colénias demonstrou ser altamente viavel para elucidar a dinamica populacional
guanto a persisténcia e dominancia de linhagens starters em processos
fermentativos.

Palavras-chave: Saccharomyces cerevisiae - dinAmica populacional - meio soélido
cromogénico - analise interdelta - fermentacao
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ABSTRACT

Saccharomyces cerevisiae is the most used yeast in fermentation processes
because it is able to efficiently convert the sugars present in the medium into alcohol.
This conversion allows the production of biofuels such as ethanol, and the production
of beverages such as wine, beer and cachaca. During fermentation, yeasts are
exposed to several stresses such as alcoholic, osmotic, nutritional, thermal and acid,
which could induce the appearance of mutations causing instability in the
fermentation process. Cell recycling aggravates the ecosystem of the process during
successive fermentations due to the high concentration of contaminants, especially
bacteria, which lead to a competition among species for substrate. However, it is
know that cell reuse reduces time and cost of fermentation. Another relevant issue in
industrial processes is the maintenance and survival of the starter inoculum during
the whole fermentation, where dominance and persistence of the inoculated yeast
ensures greater reproducibility of the process. Simple yeast monitoring techniques in
fermentation processes have not been well defined due to this dynamic population. In
the present work, a screening of dyes used in solid media and sporulation induction
media were carried out in order to identify phenotypic instability of strains inoculated
during the various stages of fermentation. It was possible to obtain a solid medium
capable of identifying different yeast strains based on the difference of the colony
pigmentation. Its use during the simple and mixed fermentation would enabled
monitor the phenotypic stability of starter yeasts and the proportion of dominant and
persistent strains along the process. This monitoring technique was applied to
ethanol fermentation using sugarcane molasses and to wine production from natural
grape must and validated by interdelta molecular techniqgue. Comparisons between
the polymorphic profiles of cultures stocks with the colonies grown on solid media
chromogenic resulted in identical bands. Thus, the identification of yeast colonies by
coloration proved to be highly feasible to elucidate the population dynamics as
persistence and dominance of the starters strains in fermentation processes.

Keywords: Saccharomyces cerevisiae - population dynamics - chromogenic solid
medium - interdelta analysis - fermentation
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1. Introducéao

1.1. Processo Fermentativo

A palavra fermentacéo é derivada da palavra latina “fervere”, que significa
ebulicdo. Isto foi usado por Pasteur para nomear agdes microbiolégicas envolvendo
acucar como substrato resultando em liberacdo de gas, o que dava a impresséo de
ebulicdo (ALENCAR et al., 2009). O processo fermentativo € uma das mais antigas
reacfes bioquimicas conhecidas pelo homem. No Egito antigo (5.000 antes de
Cristo) j& se usava a fermentacdo, porém sem conhecimento cientifico pelo
processo.

Desde a descoberta da fermentacdo em 1897 pelo bioquimico Eduard
Buchner, em extratos de células de levedura, até a elucidagdo da via completa em
leveduras (por Otto Warburg e Hans von Euler-Chelpin) e em células musculares
(por Gustav Embden e Otto Meyerhof) na década de 1930, estas reacdes foram o
objetivo principal da pesquisa bioquimica (NELSON; COX, 2014).

A fermentacdo € um termo geral para degradacao anaerdbia da glicose para
obtencdo de energia na forma de ATP. Carboidratos presentes no meio sao
transformados em etanol e gas carbbnico através do metabolismo anaerobico das
leveduras (ALENCAR et al., 2009).

Dentre os processos fermentativos para producdo de etanol destaca-se a
producdo de bioetanol (primeira e segunda geracdo) e a producdo de bebidas
alcoodlicas (cachaca, vinho e cerveja). A levedura Saccharomyces cerevisiae € 0
principal micro-organismo do processo, porém outras leveduras dos géneros
Kluyveromyces, Brettanomyces, Kloeckera, Picchia dentre outros sdo encontrados
no processo desempenhando papel prejudicial a fermentacdo (OLIVA-NETO et al.,
2013).

No presente trabalho, os processos fermentativos para producao de etanol a
partir do melagco de cana-de-aglcar e vinho a partir de mosto natural de uva
vermelha terdo maior enfoque, pois foram os processos fermentativos utilizados para

o estudo de desenvolvimento de tecnologia simples de monitoramento de leveduras.
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1.1.1. Producéo de bioetanol

O interesse econbmico na cana-de-acUcar tem aumentado significativamente
devido ao aumento mundial na demanda pela producdo de energia sustentavel
(CHEAVEGATTI-GIANOTTO et al.,, 2011). O etanol é o biocombustivel mais
consumido no mundo sendo o Brasil o primeiro a introduzir este combustivel por
meio de energia renovavel (BASSO et al.,, 2011). Durante décadas, o Brasil foi o
principal produtor, porém, sua producéao foi superada pelos Estados Unidos quanto a
producdo volumétrica de bioetanol (VALDES, 2007).

O objetivo industrial no processamento da cana-de-acucar (Fig. 1) € obter os
produtos etanol e acucar (CHEAVEGATTI-GIANOTTO et al.,, 2011) e para isto,
varias etapas sdo necessarias as quais sao divididas em aquecimento, floculacéo,
filtracdo, fermentacdo e destilacdo. Os produtos resultantes (aclcar e etanol) sédo
altamente puros, ou seja, praticamente livres de contaminacao por outras moléculas
organicas (LEME JUNIOR; BORGES, 1965 apud CHEAVEGATTI-GIANOTTO et al.,
2011).

O processo de producdo de bioetanol no Brasil é caracterizado pela
fermentacado industrial de larga escala em biorreatores (0,5 a 3 milhGes de litros)
contendo alta densidade celular (10-15 %, m/v). Cerca de 85 % das destilarias
utilizam o processo fermentativo de batelada-alimentada com reciclo de células,
também denominado de Melle-Boinot, e apenas 15 % s&o por processos de
fermentacao continua (GODOQY et al., 2008).

A fermentacdo em batelada alimentada é um processo que consiste na adi¢do
do in6culo no tanque de fermentacdo no inicio do processo. O biorreator é
alimentado pela adicdo constante de substrato, o qual é adicionado até completar o
volume final da fermentacdo (ANDRIETTA et al., 2011). Por outro lado, o processo
de fermentac@o continua é realizado por meio de um sistema de 4 biorreatores
ligados em série no qual o substrato e as células de leveduras sédo adicionados
simultaneamente de maneira continua e controlada (ANDRIETTA et al., 2011).

Estas fermentacdes (batelada alimentada e continua) sédo realizadas em
mosto de caldo de cana-de-agucar, melaco ou em uma mistura de ambos em um
curto periodo (6 - 12 h). Ao final da fermentacéo, a concentragdo alcoodlica chega a
7-11 % (v/v), contendo baixa (< 0,1%) concentragdo de acucar redutor total (ART). A

seguir, 0 mosto fermentado é centrifugado para coletar as células de leveduras, que
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serdo posteriormente tratadas com acido sulfarico (pH 2 - 2,5) para reducdo da
contaminacéo bacteriana. Apds 2 -3 h de tratamento acido, as células de levedura
retornam para o biorreator dando inicio a um novo ciclo de fermentacdo (AMORIM et
al., 2011). No processo de fermentacdo em batelada alimentada, as células de
levedura séo reutilizadas pelo menos duas vezes por dia, fazendo deste perfil
fermentativo, uma alternativa na reducao da propagacao celular intensiva (BASSO et
al., 2011).

No passado, as plantas de etanol utilizavam levedura de pao como indculo
starter devido seu baixo custo e disponibilidade (BASSO et al., 2008). Atualmente,
as destilarias optam por iniciar o processo com linhagens de leveduras
selecionadas. Quatro linhagens (CAT-1; PE-2; SA-1 e BG-1) estdo sendo produzidas
em larga escala e comercializadas para iniciar os processos de fermentacao
alcodlica (ANDRIETTA et al., 2011).
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Figura 1. Processamento industrial da cana-de-agucar para producdo de
bioetanol. Fonte: CHEAVEGATTI-GIANOTTO et al., 2011.
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1.1.2. Producéao de Vinho

O vinho é o produto de complexas interagcdes entre fungos, leveduras e
bactérias. Estes micro-organismos dao inicio a fermentacdo e continuam durante
todo o processo fermentativo até o seu engarrafamento (FLEET, 2003). O vinho esta
na humanidade desde os primordios da civilizacdo e tem seguido os seres humanos
e a agricultura ao longo de diversas vias de migracdo. A sua descoberta
presumivelmente desempenhou parte da sua génese ha mais de 7.000 anos onde
uvas danificadas fermentadas espontaneamente em vasos para colheita tiveram a
sua bebida alcodlica resultante provada por agricultores curiosos. Estes agricultores
gostaram do que provaram e de seus efeitos dizendo que preferiram o suco de uva
fermentado ao invés do suco de uva ndo fermentado. A partir disso, o destino da uva
foi selado (revisado em CHAMBERS; PRETORIUS, 2010).

O suco de uva fresco esmagado € conhecido por ter sua fermentacao iniciada
com diversas leveduras, principalmente as do género Hanseniaspora, Pichia,
Candida, Metschnikowia, Kluyveromyces e Saccharomyces (FLEET, 2008). Esse
primeiro estagio de fermentacdo realizado por leveduras ndo-Saccharomyces é
denominado de fermentacdo espontédnea e/ou natural, no entanto, a espécie S.
cerevisiae € a linhagem que frequentemente domina a populacdo da metade até o
final do processo fermentativo (FLEET, 2003).

As fermentacdes do suco de uva normalmente sdo conduzidas pelos
processos em batelada e continua (FLEET, 2008). Quase todos o0s vinhos sao
produzidos pela fermentacdo em batelada, onde o suco é inserido em um frasco e
este € mantido até a fermentacdo ser completada, normalmente apos 5-10 dias
(DIVIES, 1993). Neste processo existem duas opcdes de fermentacdo do vinho:
espontanea e/ou natural, ou utilizando uma cultura starter (PRETORIUS, 2000), ou
seja, a fermentacdo inoculada com uma linhagem selecionada. Este é um processo
no qual o crescimento, as atividades bioquimicas das leveduras e o controle das
variaveis (temperatura, agitacdo e aeracdo) sdo bem elucidados (DIVIES, 1993). Por
outro lado, trata-se de um processo lento, onde a fermentacdo é dependente do
crescimento das células de levedura e por ser uma fermentacdo descontinua (em
batelada), uma nova batelada de vinho n&o pode ser realizada antes de a

fermentacao ser completada e removida dos frascos (FLEET, 2008).



35
Uso de técnicas simples e da analise genética para determinacdo de persisténcia e dominancia...

A fermentacdo continua é caracterizada por operar em Varios biorreatores
conectados em série onde o volume do substrato permanece constante e as células
de leveduras sédo usualmente imobilizadas (CLEMENTE et al., 2011). Este € um
processo no qual alta densidade de células é utilizada como inéculo (10° — 10%
céls/mL) resultando em um processo mais rapido, eficiente, de facil controle e baixo
custo (RAO et al., 2009).

A inoculacdo, para ambos os processos (batelada e continuo) apresentam
aspecto tecnoldgico relevante, uma vez que culturas selecionadas de S. cerevisiae
devem gerenciar e dominar a fermentacao alcodlica resultando em um vinho com

propriedades sensoriais e organolépticas de alta qualidade (MOLINA et al., 2009).

1.2. AleveduraS. cerevisiae

As leveduras estdo presentes na agua, ar e solos. O habitat ideal € aquele
gue contem alto teor de aclUcar e pH préximo a 5, porem, sdo capazes de se
desenvolverem em ambientes com baixo grau de umidade e alta concentracdo de
sal. Estas caracteristicas facilitam o seu isolamento e manutencdo de cultura
(PELCZAR et al., 1996; TORTORA et al., 2012)

As leveduras pertencem ao grupo ascomicetos ou basidiomicetos, também
denominado de fungos superiores. Sao micro-organismos unicelulares, eucariotos
com alto grau de organizacao celular apresentando nucleo celular (delimitado por
uma membrana nuclear), mitocondria (responsavel pelo metabolismo energético da
célula), vacuolos (reservatério de nutrientes, enzimas e produtos tdxicos), reticulo
endoplasmatico e Complexo de Golgi. A parede celular apresenta uma estrutura
rigida constituida de glicanas, quitina e mananas (~ 25 % do peso da célula), que
auxiliam na protecdo da célula. Possuem metabolismo aerébico e anaerdbico
facultativo. S&o quimio-heterotréficas, ou seja, necessitam de componentes
organicos externos como fonte de energia e carbono (WALKER, 1998; TORTORA et
al., 2012).

A morfologia celular das leveduras pode ser de forma esférica, elipsoidal ou
cilindrica. O tamanho e forma (1-5 pym de largura e 5-12 ym de comprimento) das
células sdo dependentes das condicbes ambientais, tais como temperatura, pH e
disponibilidade de nutrientes (PELCZAR et al., 1996; WALKER, 1998).
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As leveduras podem existir tanto na forma haploide (n), contendo metade do
material genético quanto na forma diploide (2 n). Em ambientes onde ha escassez
de nutrientes, as células diploides iniciam meiose (Fig. 2) formando esporos
haploides que sdo mais resistentes as condicdes adversas. Os esporos formados
contem diferentes reacfes de acasalamento ou mating-type denominados de a e a.
Em ambientes favoraveis, estes esporos (cruzamento entre células haploides a e a)
podem novamente gerar células diploides através da reproducdo sexuada
(HERSKOWITZ, 1988).

As células diploides das leveduras se reproduzem de forma assexuada,
gerando células filhas idéntica a célula mée. A reproducdo ocorre por meio de uma
protuberancia na célula mée denominada de brotamento, o qual pode ser
monopolar, bipolar ou multilateral. Os brotos gerados normalmente se desprendem

da célula mé&e iniciando um novo ciclo de reproducdo assexuada.
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Figura 2. Ciclo de divisdo celular da levedura S.
cerevisiae. (Fonte: Adaptado de HERSKOWITZ, 1988).
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Os termos homotalismo (versdo funcional do gene HO) e heterotalismo
(verséo defeituosa do gene HO) também sé&o utilizados para descrever os diferentes
tipos de ciclo de vida em leveduras. No ciclo de vida homotéalico, uma uUnica célula
haploide (esporo) da origem a progénie de células diploides que é capaz de sofrer
meiose. Quanto ao ciclo de vida heterotalico, diploides sdo formados apenas por
acasalamentos entre células derivadas de esporos separados que possuem tipos de
acasalamento opostos (a ou a). O comportamento homotélico e heterotalico das
células de leveduras S. cerevisiae podem ser testadas através do crescimento de
célula hapldide e se esta célula tem capacidade de esporulacdo (HERSKOWITZ,
1988). Ou seja, células haploides homotalicas irdo formar dipléides e esporular, ao
passo que as heterotdlicas se manterdo haploides, ao menos se houver o
acasalamento de um esporo separado contendo mating-type oposto. O gene ho é
tipico de linhagens de levedura de laboratério, pois elas ndo mudam o mating-type,
impedindo o cruzamento de diferentes haploides, ou seja, estes haploides sédo
“estéreis” e ndo vao cruzar entre si. Com isso, uma confusdo na populacao de célula
e consequentemente na sua progénie celular é evitada (HERSKOWITZ, 1988).

Devido a sua versatilidade, a levedura S. cerevisiae € a mais utilizada na area
da Biotecnologia (industria de panificacao, producédo de bebidas alcodlicas e etanol
combustivel, entre outros produtos de importancia industrial e econémica). Segundo
os autores Johnson e Echavarri-Erasun (2011), o género Saccharomyces € sem
davida um dos grupos mais estudados pela comunidade cientifica, jA& que é
considerado organismo eucarioto modelo e organismo GRAS (Generally Recognize

as Safe).

1.2.1. Metabolismo da levedura S. cerevisiae

A glicose é um nutriente ubiquo para células eucaritticas, servindo como uma
fonte de carbono e energia. Na presenca de glicose, uma variedade de vias
metabdlicas € afetada, resultando em alteracdes em metabdlitos intermediérios,
cofatores e produtos finais. Além disso, diferentes células eucariéticas utilizam
mecanismos especificos para detectar a presenca de glicose. O papel fisiologico
destes mecanismos depende do tipo particular de cada célula (ROLLAND et al.,
2001).
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As células da levedura S. cerevisiae mostram preferéncia por altas
concentracbes de glicose comparadas com outros acucares ou outras fontes de
carbono (PEETERS; THEVELEIN, 2014). A notavel preferéncia pela glicose (e
acucares relacionados) manifesta-se por esta molécula ter vias mdltiplas de
regulacdo (Fig. 3) que tém como objetivo principal converter rapidamente acgulcares
em etanol (ROLLAND et al., 2001).
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Figura 3. Possiveis mecanismos e sinalizacdes da via
metabdlica da glicose em S. cerevisiae. (Fonte: Adaptado de
ROLLAND et al., 2001).

A glicdlise desempenha um papel central no metabolismo da glicose na
levedura S. cerevisiae, pois ela representa a raiz condutora dos diferentes ramos da
via metabdlica, principalmente para a producdo de biomassa, etanol e didéxido de
carbono (DIDERICH et al., 2001). A glicose é transportada para o interior das células
por um extenso conjunto de transportadores de glicose por meio de difuséo facilitada
que sdo codificadas pelos genes transportadores de hexose, HXT (OZCAN;
JOHNSTON, 1995). Estes transportadores tém diferentes afinidades e atividades
cataliticas, e a sua expressao € ajustada de acordo com a concentracao de glicose
no meio (OZCAN; JOHNSTON, 1995).
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O melaco de cana-de-acgucar tem como principal fonte de carbono (Tab. 1) a
sacarose (60 %). A levedura S. cerevisiae na presenca desse substrato produz a
enzima invertase, que catalisa a hidrdlise da sacarose em glicose e frutose,
resultando em uma solucédo altamente fermentavel (JABBAR; AL-SA’ADY, 2014).
Essa atividade invertasica ndo € ativada em mosto de uva, pois ele é constituido

principalmente por glicose e frutose (Tab. 1).

Tabela 1. Composicdo do melaco de cana-de-acucar e do mosto

de uva.
Componente Melaco Mosto de
(%) Uva (%)
Agua 17-25 70-80
Sacarose 30-40 -
Glicose 4-9 10
Frutose 5-12 11
Outros carboidratos 2-5 0,16
Cinzas 7-15 -
Compostos 0,05-0,1
) 2-6
nitrogenados
Gorfduras_, g:s_terms, 0.1-1 -
osfolipidios
Fracdo mineral 4,08X10-3-4,38X10-3 0,25-0,35
Acidos néo 2.8 -

nitrogenados
Fonte: Teclu et al., 2009 e Belitz et al., 2009.

1.3. Leveduras starters dos processos fermentativos: persisténcia e

dominancia

A literatura se refere ao termo grau de dominancia de uma linhagem de
levedura como sendo a propor¢cdo desta linhagem na populacdo de células do
fermentador, a qual € dependente do seu grau de competitividade em relacdo a
outras leveduras e da sua velocidade especifica de crescimento. Em contraste,
persisténcia significa a habilidade da linhagem permanecer no reator por resistir as
multiplas condi¢cdes de estresse do processo de fermentacdo do bioetanol (DELLA-
BIANCA et al., 2013).

A maioria das leveduras industriais € isolada durante 0s processos
fermentativos. O fenotipo deste tipo de levedura é mais estavel do que os das
linhagens de levedura de laboratorio (MORTIMER et al., 1994). Segundo Arguesso
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et al. (2010), as cepas de leveduras isoladas de processos fermentativos
apresentam heterogeneidade gendmica estabelecendo uma forte conexao entre
complexidade gendmica e adaptacdo ao ambiente industrial. Desde a década de
1980 existe uma estratégia de escolha de linhagens que consiste na selecdo de
leveduras selvagens que apresentem alta eficiéncia fermentativa combinada com
persisténcia durante o processo fermentativo, induzindo desta forma a implantagéo
destas cepas melhoradas no setor industrial (ARGUESO et al., 2009). Durante
fermentacdes naturais de uva, leveduras também sdo selecionadas e inoculadas
como linhagens starters nas industrias vinicolas (JOHNSTON et al., 2000).

A persisténcia e a dominancia de leveduras durante uma safra em uma
destilaria dependem do desenvolvimento de tolerancia aos estresses (BASSO et al.,
2008), tais como alcodlico, acido, térmico e nutricional (BASSO et al., 2011). As
diferentes habilidades de resisténcia das leveduras frente as condi¢des de estresse
podem definir suas propriedades de fermentacdo e estabelecer critérios para a
selecéo de leveduras melhoradas (QUEROL et al., 2003).

1.4. Interagdo entre micro-organismos no processo fermentativo

Nos processos fermentativos industriais, normalmente a matéria-prima
utilizada néo é esterilizada. Tratamentos térmicos, acidos e de clarificacdo, adicdo
de insumos externos como o didxido de cloro e de enxofre (melaco) e o di6xido de
enxofre (mosto de uva) sdo realizados, porém trata-se de procedimentos que
controlam o processo prevenindo e ou/inibindo a contaminagdo sem efeito
bactericida.

Mesmo utilizando linhagens de leveduras selecionadas (BASSO et al., 2008),
as quais sado mais adequadas quando comparadas com as leveduras de panificacéo,
poucas unidades industriais terminam a safra com a mesma linhagem que deu inicio
ao processo (ANDRIETTA et al., 2011). A producédo de etanol a partir do melaco de
cana-de-agucar é um processo aberto que esta sujeito a contaminagao por bactérias
e leveduras indigenas. Estes contaminantes competem com a linhagem starter
desenvolvendo estratégias de sobrevivéncia no fermentador durante o processo de
fermentacdo alcoolica (AMORIM et al., 2011). Por outro lado, linhagens indigenas
presentes na matéria-prima tendem a dominar o processo, substituindo as linhagens

que foram introduzidas como indculo starter. Esta substituicio nem sempre é
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prejudicial ao processo, uma vez que 0S seus parametros fermentativos s&o
semelhantes aos das linhagens selecionadas como starter (ANDRIETTA et al.,
2011).

A fermentacdo do vinho também ocorre por uma complexa evolucédo de micro-
organismos envolvendo leveduras e bactérias. Geralmente as leveduras
predominam durante a fermentacado alcodlica, onde o baixo valor de pH e escassez
nutricional do mosto de uva seleciona o crescimento de leveduras (COCOLIN et al.,
2000). A fase inicial de uma fermentacao espontanea € caracterizada por leveduras
nao-Saccharomyces, porem, devido a baixa resisténcia frente as altas
concentracbes de etanol, estas leveduras tendem a serem substituidas por
leveduras Saccharomyces (LOPANDIC et al., 2008). Atualmente, com 0 crescente
interesse na qualidade do vinho, é necessario utilizar linhagens selecionadas de S.
cerevisiae, a qual € capaz de controlar a biota e consequentemente dominar a
fermentacdo (BARRAJON et al., 2010).

Antigamente, o processo de producédo de etanol combustivel era realizado por
linhagens de panificacdo e a fermentacdo do vinho era um processo espontaneo, ou
seja, de fermentacdo natural. Atualmente a busca pela interacdo sinérgica entre 0s
micro-organismos utilizados para compor o indculo inicial de fermentacdes mistas
ainda € uma incognita. Como o processo fermentativo ocorre por meio de um
consorcio microbiano, compreender as interagcdes entre 0S micro-organismos é

fundamental para realizar um processo fermentativo bem sucedido.

1.5. Instabilidade nos processos fermentativos

Durante os ciclos sucessivos de fermentacdo ocorrem mutacdes espontaneas
(ZEYL; DEVISSER, 2001) e mutac¢fes induzidas pelas condicbes de estresse do
processo (MARQUES, 2004). Entre as mutacdes induzidas tém-se as mutacdes
resultantes da pressdo osmoética (GARAY-ARROYO, 1999), a inducdo da formacéao
de proteinas de choque térmico (PLESSET et al., 1982) e muta¢c6es mitocondriais
induzidas pelo etanol (BANDAS; ZAKHAROV, 1980). Mortimer e colaboradores
(1994) propuseram um mecanismo de evolucdo para linhagens de levedura durante
a fermentacéo destinada a producéo de vinhos. Segundo esta hipotese, denominada
teoria da “Renovagdo Genbmica”, ocorre um acumulo de mutag¢des deletérias em

genes heterozigotos e homozigotos, produzindo diploides homozigotos capazes de
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repor os heterozigotos originais que vao decrescendo durante o processo. Segundo
Puig et al. (2000), o mecanismo da evolucdo do genoma de leveduras envolve
também recombinacfes mitéticas.

O estudo de leveduras tolerantes e persistentes as condi¢cdes adversas é de
interesse tanto cientifico quanto industrial. Linhagens mais adaptadas e resultantes
de alteracBes em expressao génica ou inativacdo de genes por mutacdes benéficas
surgem durante o processo de producédo de etanol, principalmente causados por
fermentacdes sucessivas (HALL; JOSEPH, 2010). Tais mutacfes podem ser
avaliadas com base na eficiéncia da esporulacdo, velocidade de crescimento de
células haploide e diploide e viabilidade dos esporos, indicando que as mutacdes
podem ser benéficas ou dominantes, enquanto que as prejudiciais sdo recessivas
(HALL; JOSEPH, 2010).

1.5.1. Relevéancia da estabilidade genética e sua manutencdao

S. cerevisiae € um bom modelo para estudar instabilidade genética
(RAMIREZ et al., 2004), sendo importante para a indistria no setor de producéo de
bioetanol e na area da saude (doencas genéticas, cancer e desenvolvimento de
drogas resistentes) o0s quais desenvolvem um papel importante sobre o
entendimento da nossa evolucdo (RAMIREZ et al., 2004). A instabilidade genética
pode alterar as propriedades das leveduras que iniciam o processo fermentativo
resultando ao longo das fermentacdes em mutantes sensiveis ao processo, ou seja,
agueles que passam a apresentar reducdo no crescimento e baixa velocidade de
fermentacdo (PEREZ et al., 2001).

A manutencdo da estabilidade genbmica € critica para a sobrevivéncia das
células e para o seu crescimento celular normal. Existem vias mdultiplas de
manutencao da estabilidade gendmica da levedura S. cerevisiae (KOLODNER et al.,
2002) tais como: |) via de supressao de erros da replicacdo do DNA; II) degradacéo
de teldmeros (delecbes ou adicbes terminais); Ill) recombinacbes aberrantes
(suprimidas por reparo do tipo “mismatsh” ou sistemas que reconhecem e reparam
erros de insercdo e delecdo por incorporacdes aleatorias errbneas de bases no
DNA); 1V) ativacdo de mecanismo de detecgédo de erros de replicacdo do DNA na

fase S do ciclo celular. Os erros de replicacdo estdo relacionados com inativacéo
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dos “checkpoints” ou dos mecanismos sensores que garantem a fidelidade da cépia
do DNA na fase S do ciclo de divisdo celular.

Em S. cerevisiae a instabilidade estd associada em perdas de heterozigose
(LOH), mudancas no tamanho de cromossomos e 0 aparecimento de mutantes
homozigotos recessivos (KOLODNER et al., 2002). Embora a instabilidade genética
em leveduras tenha sido analisada em detalhes nos dltimos anos, pouco se sabe
sobre as causas de tais instabilidades (KOLODNER et al., 2002).

1.6. Técnicas de monitoramento de leveduras em processos fermentativos

Processos biotecnoldgicos conduzidos por S. cerevisiae estdo ganhando cada
vez mais importancia. O monitoramento das linhagens inoculadas durante a
fermentacdo € necessério para garantir a qualidade do processo, tais como a
producdo de bioetanol ou fermentacdo do vinho (FRANCO-DUARTE et al., 2011).
Estudos sobre o acompanhamento de leveduras selecionadas para fermentacédo em
destilarias estdo sendo realizados com a finalidade de detectar de forma répida e
simples o indculo “starter” durante a fermentacéo. Métodos como plaqueamentos em
meios sélidos contendo corantes sdo utilizados para acompanhar a estabilidade
fenotipica da levedura inoculada no inicio do processo (POWELL; DIACETIS, 2007).

Véarios métodos moleculares foram desenvolvidos para caracterizar e
identificar leveduras nos diferentes processos fermentativos. Dentre as técnicas mais
empregadas para monitorar a dinamica populacional de leveduras encontram-se:
cariotipagem (BASSO et al.,, 2008) que analisa 0s cromossomos em um campo
pulsado, analise de restricdo do DNA mitocondrial (mtDNA) baseado no isolamento
de minipreparacdes do DNA padrédo de levedura (LOPEZ et al., 2001), amplificacéo
aleatéria do DNA (RAPD) (LOPANDIC et al., 2008), analise de microssatélite (SIA et
al., 2000) através de sequéncias repetitivas ndo codificante de ocorréncia frequente
no genoma (2-4 pares de bases) e minissatélite (10-100 pares de bases)
(CARVALHO-NETO et al., 2013), PCR em tempo real (HIERRO et al., 2006), analise
interdelta (LEGRAS; KARST, 2003; XUFRE et al., 2011; FRANCO-DUARTE et al.,
2011) que amplifica sequéncias polimorficas, dentre outras. Estas técnicas
apresentam alto poder discriminatorio e reprodutibilidade, porém trata-se de um

procedimento que requer méo de obra especializada e de custo elevado.
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A andlise interdelta é muito utilizada para avaliar a evolucéo das leveduras em
fermentacdo de vinho, pois € uma técnica capaz de caracterizar e monitorar as
leveduras durante ciclos sucessivos de fermentacdo além de ser um aliado na
selecdo de linhagens resistentes as condicbes adversas presentes no processo
(LEGRAS; KARST, 2003; XUFRE et al., 2001). Os primers delta 1, delta 2, delta 3,
delta 12 e delta 21 s&@o oligonucleotideos customizados que amplificam entre os
elementos delta do genoma da levedura resultando em amplificacdo da sequéncia
polimorfica (NESS et al.,, 1993). Os elementos delta formam os RTL (repetices
terminais longas) que flanqueiam os retrotransposons TY1 e TY2 em leveduras,
sendo denominados de regiao interdelta. Quando os elementos sdo encontrados
separados dos retrotransposons, sdo denominados de elementos delta (LEGRAS;
KARST, 2003).

No Brasil, 0 monitoramento durante a fermentagcédo quanto a identificacdo das
linhagens de leveduras é normalmente realizado por empresas terceirizadas
(Fermentec, Genotyping dentre outras). A busca por procedimentos simples de
identificacdo de leveduras em processos fermentativos bem como a construcao e
isolamento de linhagens adaptadas e que persistem por mais tempo no processo

tem sido alvo de pesquisa nos ultimos anos.
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Objetivos
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Objetivo geral

Esta pesquisa teve como finalidade desenvolver e estabelecer técnicas

simples de identificacdo e monitoramento de leveduras (proporcdo, dominéancia e

persisténcia) em processos fermentativos através de plagueamentos em meios

sélidos cromogénicos.

Objetivos especificos

a)

b)

d)

e)

Estabelecer vias répidas de deteccdo de estabilidade genética:
desenvolvimento de meios solidos de cultivo contendo corantes
(cromogénicos) e determinacao da capacidade de esporulagéo;

Padronizacao do plagueamento nos meios solidos cromogénicos (verificacdo
de estabilidade fenotipica e ajuste da suspenséao celular);

Monitoramento de leveduras em processo fermentativo para producdo de
biocombustiveis e vinho utilizando inéculo simples (uma linhagem starter):
plagueamento nos meios solidos cromogénicos (estabilidade da coloragéo
das col6nias) durante os ciclos sucessivos de fermentacdo e escolha das
linhagens starters a serem utilizadas nas fermentacdes mistas;

Monitoramento de leveduras em processo fermentativo para producédo de
biocombustiveis e vinho utilizando inéculo misto (mais de uma linhagem
starter): plagueamento nos meios solidos desenvolvidos e determinacédo da
permanéncia e dominancia de leveduras;

Validacdo da metodologia proposta de monitoramento de leveduras em

processos fermentativos através da técnica molecular interdelta.
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Material e Métodos




48
Uso de técnicas simples e da analise genética para determinacdo de persisténcia e dominancia...

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Leveduras e manutencdao de culturas

As linhagens de leveduras de S. cerevisiae e Picchia apiculate® utilizadas

nos experimentos do presente trabalho estdo resumidas na tabela abaixo.

Tabela 2. Nome, origem e referéncia das leveduras utilizadas no desenvolvimento
deste trabalho.

Leveduras Origem e Referéncias

OSMO-8 . N

Souza, C. S. et al. 2007. World J Microbiol Biotechnol., v. 23, p.
PV-2 1667-1677
63M-1 '
63M-2 . - .
63M-3 Presente Trabalho (Instituto de Quimica-UNESP, SP/Brasil)
PE-2
CAT-1 Basso, L. C. et al. 2008. FEMS Yeast Res., v. 8, p. 1155-1163.
BG-1
FT858 Linhagem Industrial - Fermentec
4LBI-3
5TB8-60 Linhagens da colecdo de cultura do Laboratério de Leveduras
SC,-37 Produtoras de Vinho. Campus de Machia Romana-UNIBAS
RB3-7SC, Potenza/ltalia.
*KA-397
EC1118 Linhaggm comercial isolada em fermentacéo de Ch_ampanhe.

http://wine.lallemandyeast.com/products/ec-1118-wine-yeast
nglzg 2283 NCYC 1006; National collection of yeasts cultures, Norwich,
DBVPG 6499  ="9/and:

As células das leveduras foram estocadas em meio sélido YPD a 4 °C e em

glicerol 15 % (v/v) em freezer a — 80 °C.

3.2. Meios sélidos de cultura

3.2.1. Meio YPD (yeast extract-peptone-dextrose)

O meio YPD foi preparado segundo Sherman e Hicks (1991) apresentando a

seguinte composigao (m/v):
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Peptona 2%
Glicose 2%
Extrato de levedura 1%
Agar 2%

Procedimento: Os componentes do meio foram dissolvidos em agua destilada. A
esterilizacdo do meio de cultivo foi realizada em autoclave a 121 °C por 20 min. a 1
psi (pound square inche) de pressdo. Apos esterilizacdo e esfriamento parcial do
meio, este foi distribuido em placas de Petri e conservado em geladeira a 4 °C até a

sua utilizacao.

3.2.2. Meio minimo

O meio minimo foi utilizado para detectar leveduras com deficiéncia
nutricional (auxotrofia). O meio foi preparado seguindo as especificacbes de Amberg
et al. (2005)..

3.2.3. Meio WLN - Wallerstein Laboratory Nutrient

O meio WLN foi diluido seguindo as especificacdes do fabricante (HIMEDIA).
Este meio foi utilizado como referéncia no presente trabalho devido ao seu uso

corrente em processos fermentativos.
3.2.4. Meio basal para adicdo de corantes (NAGAI, 1963).
Este meio foi utilizado para detectar a ocorréncia de fenétipos de relevancia

para o processo fermentativo através da adicdo de diferentes corantes, tendo em

sua composicao basal os seguintes reagentes (m/v):
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Glicose 2,00 %
Peptona 0,15 %
Extrato de levedura 0,15 %
Fosfato de potassio monobasico 0,15 %
Sulfato de amonio 0,15 %
Sulfato de magnésio 0,10 %
Agar 2,00 %

Procedimento: os componentes do meio foram dissolvidos em &gua destilada e
esterilizados em autoclave a 121 °C por 20 min. a 1 psi de pressdo. Apés
esterilizacdo e esfriamento parcial, corantes foram adicionados ao meio e este foi
homogeneizado e distribuido em placas de Petri. Apos solidificacdo, as placas foram

conservadas em geladeira a 4 °C até a sua utilizacéo.

Os corantes utilizados e a concentracao final no meio de cultivo foram:

1. Floxina B 10 mg/L (MIDDELHOVEN et al., 1976)
2. Rodamina Pink 50 mg/L (AMBRONA et al., 2006)

3. Eosina 8 mg/L (Nagai, 1963)

4. Azul de tripano 15 mg/L (Nagai, 1963)

5. Verde de Bromocresol 200 mg/L (MIURA et al., 2004)

Procedimento: os corantes foram preparados individualmente e esterilizados por
fitracdo (fitro GSW 0,22 pm de diametro). As solucbes estéreis (1000X
concentradas) foram estocadas em frascos ambar em geladeira a 4 °C. Os corantes
1, 2 e 5 foram adicionados singularmente ao meio basal (descrito acima) e 0s

corantes 3 e 4 foram adicionados juntamente.

3.2.5. Meio N1

Este meio (Patente de Invencado numero de depdsito: BR 10 2015 005368 1)
foi utilizado para monitorar a dominancia e persisténcia de leveduras em processos

fermentativos contendo a seguinte composicao:
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Concentracdo %

Reagentes Férmula Quimica (M)
1. Peptona - 0,20
2. Extrato de levedura - 0,15
3. Sulfato de amonio (NH4)2S04 0,15
4, Fosfa'go de potassio KH,PO, 0.15
monobasico
5. Sulfato de magnésio
heptahidratado MgS04.7H0 0.15
6. Glicose CeH 1206 2,00
7. Agar - 2,00
8. Eosina amarelada CooHeBrsNayOs 0,0012
9. Azul de tripano C34H24NgNas014S4 0,0015

PROCEDIMENTO: pesar os reagentes (1 a 6) e dissolvé-los em agua Milli-Q. Ajustar
o volume final desejado em proveta e transferi-lo para um frasco shott e/ou
erlenmeyer contendo o agar. Esterilizar em autoclave por 20 min a 1 psi de presséao.
Apos esterilizacdo e esfriamento parcial, adicionar os corantes (solucdes estoques)
com ponteiras estéreis ao meio de cultura. Homogeneizar e distribuir 0 meio em

placas de Petri. Apés solidificacdo estocar em geladeira a 4 °C até a sua utilizagéo.

PREPARO DA SOLUCAO ESTOQUE

Foi preparada uma solucéo estoque 1000 X concentrada para cada corante, ou seja,
as concentracbes das solugcdes estoques foram de 1,5 % (m/v) para o azul de
tripano e de 1,2 % (m/v) para a eosina. Os volumes foram ajustados em baldes
volumétricos e a esterilizacdo foi realizada através de filtracdo (0,22 pum de
diametro). Os corantes foram estocados em frascos ambar em geladeira a 4 °C.

Para cada 100 mL de meio de cultura, foi adicionado 0,1 mL de cada corante.

3.2.6. Meio para atividade killer

Este meio foi utilizado para detectar a presenca de fendtipo Kkiller

apresentando a seguinte composi¢ao (m/v):

Extrato de malte 2,00 %
Azul de metileno 0,0003 %
Agar 2,00 %
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Procedimento: o extrato de malte foi dissolvido em agua destilada e o seu pH foi
ajustado para 4,6 com solucdo tampao citrato de fosfato 0,1 M. O meio foi
esterilizado em autoclave a 121 °C por 15 min. a 1 psi de pressao. Apoés
esterilizacéo e esfriamento parcial, adicionou-se o corante azul de metileno (solucao
1000 X concentrada, 0,3 %) ao meio o qual foi homogeneizado, distribuido em
placas de Petri e conservado em geladeira a 4 °C até a sua utilizagéo.

Inoculacéo: trés linhagens controles: DBVPG 6500 (linhagem sensivel ao fendtipo
killer); DBVPG 6497 (linhagem Kkiller) e; DBVPG 6499 (linhagem Kkiller) foram
utilizadas para o teste. Um plaqueamento prévio (10° céls/mL) foi realizado utilizando
a linhagem controle sensivel (DBVPG 6500) ao fenétipo killer. ApGs a incorporacao
das células deste plagueamento, as linhagens a serem testadas foram transferidas
por meio de uma alga estéril de células fresca ao meio. As placas foram incubadas a
26 °C por trés dias. A atividade killer foi determinada quando ndo houve crescimento
da linhagem utilizada como controle sensivel ao fenétipo killer formando um halo
(auséncia de crescimento de colbnias) ao redor de linhagens que tem o fendétipo

killer.

3.2.7. Meio BiGGY

O meio BIGGY Agar foi diluido seguindo as especificacbes do fabricante
(OXOID, USA). O seu uso é destinado para identificar leveduras que produzam
elevada concentracao de sulfeto de hidrogénio (H»S), um composto indesejavel para

producao de vinhos.

Inoculacdo: uma alca estéril de células de cultura de 24 h de leveduras foram
transferidas para o meio BiGGY. O meio foi incubado por 48 h a 26 °C. A producgéo
do composto (H.,S) foi baseada na coloragéo das colbnias crescidas no meio, sendo:
marrom intenso — alta producdo de H,S; marrom — produ¢do moderada de H,S; e

branca — baixa producéo de H,S.
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3.2.8. Meio parateste de resisténcia ao dioxido de enxofre (SO,)

Este meio foi preparado para verificar a resisténcia de leveduras na presenca

de SO,, um antimicrobiano frequentemente adicionado em mosto natural de uva.

Procedimento: o meio foi preparado em duas partes: a primeira contendo agar (4%,
m/v) e agua foi esterilizado em autoclave a 121 °C por 15 min., e a segunda parte
contendo mosto natural de uva, o qual foi submetido a tratamento térmico a 100 °C
por 20 min. ApoOs esfriamento parcial, as duas partes foram misturadas e
homogeneizadas e SO, (solucdo estoque esterilizada por filtragéo) foi adicionado na

concentracdo desejada (0-300 ppm).

Inoculacdo: foi realizada através da adicdo de 5 pL da suspensdo celular (10’
céls/mL) das linhagens testadas. As placas foram incubadas a 26 °C por 48 h. A
linhagem de levedura Picchia apiculate KA-397, foi utilizada como controle sensivel
ao composto (auséncia de crescimento na presenca < 50 ppm de SO,). A resisténcia

ao SO, foi verificada com base na intensidade do crescimento das colonias.
3.3. Fermentacdo em escala de laboratorio: melaco de cana-de-acucar
3.3.1. Matéria-prima e tratamento

A matéria-prima utilizada no presente trabalho foi o melaco de cana-de-acucar
contendo 80-90° Brix doado pela Usina Sdo Martinho. Apés transporte a temperatura
ambiente, esta matéria-prima foi armazenada em camara fria a 5 °C. Um processo
de clarificacdo foi realizado antes de seu uso, o qual consistiu do seguinte
procedimento: o melago estoque foi diluido duas vezes com agua de torneira e apés
homogeneizacédo o seu pH foi ajustado para 4,5 com solucdo de H,SO,4 6 mol/L. O
melaco diluido foi entdo submetido a tratamento térmico (aquecimento pelo vapor da
autoclave = 100 °C por 40 min.). Em seguida, deixou-se o melago clarificado
decantar os residuos solidos por 48 h em camara fria (5 °C) sendo o sobrenadante
coletado por sifonacdo (LALUCE et al., 1991). Apds o procedimento de clarificacédo
do melago, dosagem de agucares redutores totais (ART) foi realizada para analise

da concentragdo de agucares, os quais foram expressos em porcentagem (%)
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apresentando uma média de 45-50 % de ART. O melago clarificado foi estocado em

geladeira a 4 °C para uso em um periodo de até duas semanas.
3.3.2. Propagacéo do in6culo

O melaco clarificado (item 3.2.1) foi diluido com agua de torneira até obter as
concentracdes de 3 %, 10 %, 16 % e 24 % de ART com reajuste de pH para 4,5 com
solucéo de H,SO, 6 mol/L. O meio de propagacéo foi esterilizado em autoclave a
121 °C por 20 min. a 1 psi de pressao. A propagacao das leveduras (63M-1; 63M-2;
63M-3 e PE-2) foram realizadas separadamente em concentragbes (ART, 3, 5, 8 e
12 %) e volumes (50, 100, 200 e 400 mL) crescentes, para assim adaptar o in6culo

aos estresses osmotico e alcoodlico.

Procedimento: A propagacéo foi realizada em quatro etapas (Fig. 4) por 48 h (12 h
para cada concentracdo de ART) em mesa agitadora operando a 100 rpm (rotacéo
por minuto) a 34 °C e a 37 °C. As leveduras foram inoculadas por meio de uma alca

cheia de células fresca no melagco 3 % ART.

|:> Centrifugacgiol

12h
Inéculo [ 20 ML Qo mL @ mL éo mL
- :

Etapa 1 Etapa 2 Etapa 3 Etapa 4
3%ART _5%ART 8%ART 12%ART

Figura 4. Propagacdo do in6culo realizada em quatro etapas
com concentracfes crescentes de ART (3; 5; 8 e 12 %).
Leveduras propagadas em mesa agitadora a 100 rpm a 34 °C e
a 37 °C (Fonte: CORADELLO, 2012).

ApoOs a etapa de propagacado, as células de leveduras foram coletadas por
centrifugacdo a 4700 g por 10 min. a 4 °C (centrifuga Thermo Scientific Sorvall
Legend Mach 1.6R). O concentrado celular resultante foi lavado com agua destilada
estéril e re-submetido a outra etapa de centrifugacéo. O sobrenadante foi descartado
e as células foram suspensas em agua para formar o creme ou leite de levedura a

ser utilizado como in6culo das fermentacgdes.
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3.3.3. Fermentacdes em batelada alimentada

As fermentacdes foram realizadas em batelada alimentada conduzidas em um
sistema constituido por 4 mini-reatores semiautomaticos (Marconi S/A, modelo
MA5002/4/200, Piracicaba, SP). Este sistema (Fig. 5) € equipado com controles
independentes de ajuste de pH, agitagdo magnética, controle de temperatura (Agua
circulante proveniente de banho-maria termostatico) e coluna de resfriamento
(refrigerada por agua circulante a 4 °C) para evitar a evaporacdo do etanol. Estes
reatores possuem uma capacidade equivalente a um volume de trabalho de 200 mL.
A alimentacdo do meio de cultura foi feita por meio de uma bomba peristaltica

(MasterFlex, modelo 7518-00) operando com fluxo continuo.

Sensor de temperatura

Sensor de pH Condensador

Mangueira de alimentacao Amostradores

Reator

Figura 5. Mini-reator utilizado durante as fermentacées em
batelada-alimentada (Fonte: MORAIS, 2013).

Procedimento: a fermentacao foi conduzida em volume final de 100 mL de melaco
de cana-de-acUcar preparado e inoculado da seguinte forma: in6culo de 24 g/L de
células equivalente a 30 mL ou 30 % do volume de trabalho do reator e 70 mL de
melaco de cana-de-acucar contendo 28,5 % (ART). Apés a inoculagéo, deu-se inicio
a alimentac&do do meio de cultura (0,38 mL/min.) com duragcédo de aproximadamente
3 h. As fermentac¢Ges foram conduzidas a 40 °C, o pH do meio foi ajustado quando
necesséario para 4,5 com adicdo de solugdo de NaOH 4 mol/L com tempo de

fermentacao fixo em 6 h para cada ciclo do processo.
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3.3.4. Fermentacgfes sucessivas: indculos puros e mistos

As fermentacfes sucessivas utilizando indculo puro e misto foram realizadas
seguindo a metodologia descrita no item 3.3.3. No final de cada ciclo, as células
foram coletadas através de centrifugacdo (4700 g por 10 min. a 4 °C) e suspensas
em agua destilada estéril para reutilizagdo dos inéculos. Este procedimento foi
repetido 5 vezes totalizando 5 ciclos de fermentagbes sucessivas. A proporcéo de
leveduras utilizadas nas fermentacfes mistas foi de 1:1, ou seja, 12 g/L de cada

linhagem utilizada.

3.4. Fermentacdo em escala de laboratério: mosto natural de uva

3.4.1. Matéria-prima e tratamento

A matéria-prima utilizada foi o mosto natural de uva vermelha doada por uma
vinicola proveniente da Italia. O mosto de uva foi estocado em camara fria a - 20 °C.

Este substrato ndo recebeu nenhum pré-tratamento antes da sua utilizagéo.

3.4.2. Propagacéo do in6culo

As leveduras utilizadas para fermentacédo do vinho foram propagadas em meio
YPD liquido através da inoculacdo de uma al¢ca cheia de células fresca. A
propagacéo foi realizada em mesa agitadora operando a 150 rpm a 26 °C por 16 h.
As leveduras propagadas foram coletadas por centrifugacéo (5000 g por 8 min. a 4
°C).

3.4.3. Fermentacdao do mosto natural de uva

A fermentagédo foi conduzida em mosto natural de uva com concentracdo

inicial de sdlidos totais dissolvidos de 22,2 °Brix e pH de 3,8.

Procedimento: os frascos estéreis receberam a adicdo de 95 mL de mosto natural
de uva vermelha acrescido de 5 mL de uva esmagada (Fig. 6). O antimicrobiano SO,

foi adicionado ao meio de cultura (50 ppm) e apos 15 min. (a¢cdo do antimicrobiano)
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as leveduras propagadas foram inoculadas no meio de cultivo na concentragéo de
5X10’ céls/mL. A fermentacdo foi conduzida a 26 °C, sem agitacéo e 0 seu término
foi considerado quando ndo houve variacdo no peso dos frascos inoculados

(aproximadamente 14 dias, ver item 3.4.4).

Figura 6. Fermentagdo do mosto natural de uva
vermelha.

3.4.4. Medidas de dioxido de carbono (CO,)

O CO; foi medido para acompanhamento da atividade fermentativa através da
pesagem diaria (horario fixo) dos frascos inoculados em balanca semi-analitica. Os
resultados foram expressos em CO, (g/100 mL) através do seguinte calculo:

C02 (g/100mL) = (12 pesagem — 22 pesagem); (22 pesagem — 32 pesagem); n ... ... ....

3.4.5. Medidas dos sdlidos totais dissolvidos: °Brix

As medidas foram realizadas com intervalos de 48 h utilizando um refratdmetro

de bancada. Os resultados foram expressos em °Brix (g/100 mL).

Procedimento: antes da leitura das amostras fermentadas, agua destilada foi
utilizada para zerar o refratdmetro (leitura do branco). Apos calibragdo, um volume

de 5 L foi retirado de cada frasco e adicionado ao equipamento para a leitura.
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3.5. Ensaios analiticos e microbioldgicos

Os seguintes ensaios foram realizados em duplicata:

3.5.1. Biomassa celular

A biomassa das leveduras foi determinada em espectrofotdbmetro por medidas
de densidade 6tica a 570 nm e convertidas a valores de massa umida (g/L). Curvas
padroes (ver em Apéndice) foram realizadas para cada linhagem (61M-1, 63M-2,
63M-3 e PE-2) a fim de correlacionar medidas de absorbancia (nm) e massa seca

(g). As equac0Oes geradas para determinagédo da biomassa celular (g/L) foram:

Equacédo para a determinacédo da biomassa celular da levedura 63M-1.:

, Abs — 0,021 _
Biomassa (g/L) = —>189 X dil

Equacédo para a determinacédo da biomassa celular da levedura 63M-2:

, Abs — 0,026 _
Biomassa (g/L) = BET TR dil

Equacéo para a determinagcéo da biomassa celular da levedura 63M-3:

_ Abs — 0,04115 ,
Biomassa (g/L) = 90916 X dil

Equacéo para a determinacéo da biomassa celular da levedura PE-2:

, Abs — 0,03707 ,
Biomassa (g/L) = 320863 x dil
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3.5.2. Viabilidade celular

A viabilidade das células foi determinada pelo método do azul de metileno
(LEE et al., 1981). As células que permanecem incolores quando em contato com o
reagente azul de metileno sdo identificadas como células viaveis, enquanto as
células que se coram de azul sdo células invidveis e/ou mortas. A viabilidade foi

expressa em valores de porcentagem e calculada pela seguinte equacéo:

. . . n°células vivas
% Células viaveis = —— — %100
n° células totais

Composicao do reagente azul de metileno

Glicose 50¢g
KCI 0,21¢
CaCl,.6H,0 0,249
NaHCO3; 0,1g
NaCl 4549
Azul de metileno 0,125¢g

Agua destilada g.s.p 500 mL

Os componentes foram dissolvidos em agua destilada. O reagente foi

estocado em frasco ambar a temperatura ambiente.

Procedimento: a suspensdo de células foi diluida no reagente azul de metileno,
apos 5 minutos de contato com o corante, realizou-se a contagem das células
utilizando a camara de Neubauer em microscépio 6tico com aumento de 40 X

(Microscopio Carl Zeiss, West Germany).
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3.5.3. Contagem do numero de células para plagueamento nos meios sélidos
descritos nas sec¢fes: 3.2.1; 3.2.2e 3.2.3

O numero de células por mL (n° céls/mL) foi determinado pela seguinte

férmula utilizando a cAmara de Neubauer e microscépio com aumento de 40 X:

N°células/mL = contagem X 5 x 10* x dil

Procedimento: a suspensdo de células das leveduras foi transferida para camara
de Neubauer onde se realizou a contagem das células em microscopio. A
concentracdo celular foi dada pela equacado descrita acima. As células foram diluidas
em solucdo de NaCl 0,85 % até a concentracdo de 1X10° céls/mL. Desta
concentracdo foram pipetados volumes variando de 50 a 100 pl para o
plagueamento nos meios solidos, tendo como resultado o crescimento de 50 a 100

UFC/placa ap6s periodo de incubacéo.

3.5.4. Acucar redutor total (ART)

O ART foi determinado utilizando o método do acido 3,5-dinitrosalicilico
(MILLER, 1951). Uma curva padrédo de glicose foi obtida para relacionar a
absorbancia com a concentracdo dos acucares hidrolisados (ver em Apéndice). A
quantidade de acucar redutor total foi expressa em % e calculada pela seguinte

equacao:

Abs +0,096
ART (%) = W X dil

Composicao do reagente DNS

Acido 3,5-dinitrosalicilico 1,09
Tartarato de Sodio e Potassio tetrahidratado 30,0 g
Hidréxido de Sadio 1649
Agua destilada g.s.p 100 mL
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Os componentes foram dissolvidos em agua destilada. O reagente foi

estocado em frasco ambar a temperatura ambiente.

Procedimento: as amostras retiradas dos reatores foram transferidas para
eppendorfs e centrifugadas a 10.400 rpm por 3 min. a 4 °C (centrifuga Thermo
Scientific Sorvall Legend Mach 1.6R), o sobrenadante foi reservado enquanto que o
residuo celular (pellet) foi descartado. O sobrenadante foi diluido em agua destilada,
hidrolisado em HCI 6 mol/L por 7 min. a 60 °C e neutralizado com NaOH 2,4 mol/L.
As medidas de absorbéancia foram obtidas utilizando um espectrofotdmetro a 546 nm
(espectrofotdbmetro marca Bioespectro SP-22).

3.5.5. Etanol

O etanol produzido foi medido utilizando um cromatégrafo a gas (Modelo CG-
37; Instrumentos Cientificos, Sdo Paulo, Brasil), operando com um detector de
ionizacdo de chama (coluna empacotada PAD/2499) o qual foi calibrado com
solugbes padrbes de etanol nas concentragcbes de 0,5 % e 1,0 % (v/iv). As
concentracdes de etanol foram expressas em g/L através da seguinte equacao:

Etanol (g/L) = concentragio X diluicdo X 0,789

Procedimento: o sobrenadante das amostras centrifugadas foi diluido (10 X) em
agua destilada, 4 pL desta solucéo foram injetados no cromatégrafo através do uso
de uma seringa para obter os picos e medidas de concentracdo de etanol.

3.5.6. Compostos volateis

Os seguintes compostos foram medidos no final da fermentacdo de vinho:
acetaldeido, metanol, n-propanol, isobutanol, acido acético, d-amilico, isoamilico e
etanol. As medidas foram realizadas através de injecdo direta das amostras em
cromatografo a gas (Modelo Agilent7890A) operando com detector de ionizacao de

chama.
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Procedimento: 1 mL de vinho fermentado foi adicionado em tubos para andlise

cromatografica automética dos compostos volateis.

3.5.7. Analise estatistica

Os resultados dos experimentos foram calculados utilizando o Microsoft Excel
(médias e desvios padrdo) versao 2010. Os gréaficos foram construidos pelo
programa OriginPro 8. O Programa Corel Draw (versdo X5) foi utilizado para

converter os graficos em figuras.

3.6. Analise molecular
3.6.1. Extracdo de DNA

As linhagens a serem analisadas foram previamente estriadas em meio YPD
sélido e incubadas a 26 °C por 48 h. Com o0 uso de al¢ca microbiologica estéril,
colonias isoladas foram coletadas e transferidas para eppendorfs contendo 1 mL de
solugdo tampéo STE (Tris 10 mmol/L; EDTA 1 mmol/L e NaCl 0,1 mol/L). As
suspensdes celulares foram centrifugadas (14.000 rpm por 5 min.) e o0sS
sobrenadantes foram descartados. O pellet resultante foi lavado com 1 mL de 4gua
destilada estéril, homogeneizado em vortex de alta velocidade (+ 10 seg.),
centrifugado (14.000 rpm por 5 min.) e o sobrenadante foi mais uma vez descartado.
Uma resina sintética (Instagene Bio-Rad Matrix) foi adicionada ao pellet (0,2 mL) e a
suspensao celular foi incubada em banho-maria (56 °C por 30 min). Apos incubacéo,
a suspenséao foi homogeneizada em vortex de alta velocidade (+ 10 seg.), incubada
em agua em ponto de ebulicdo por 8 min. e homogeneizada em vortex de alta
agitacao (+ 10 seg.). Esta suspenséo foi por fim centrifugada (14.000 rpm por 5 min.)
e 0 seu sobrenadante contendo o DNA extraido foi coletado e transferido para um

eppendorf, o qual foi estocado em freezer a - 20° C.
3.6.2. Amplificagcdo de DNA e primers
Trés primers foram utilizados no presente estudo: delta2 reverse (5'-

GTGGATTTTTATTCCAAC-3'), deltal2 forward (5'-TCAACAATGGAATCCCAAC-3)
e delta2l reverse (5'-CATCTTAACACCGTATATGA-3') em diferentes combinagdes:
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delta2-deltal? e deltal2-delta21. O primer delta2 foi descrito por Ness et al. (1993) e
os primers deltal2 e delta2l foram desenhados por Legras e Karst (2003). O DNA

extraido foi submetido a amplificacao utilizando a seguinte reacdo de mistura:

Reagentes Concentragéo
Tampao (5X) 1X
MgCl, (25 mM) 2 mM
Primer foward (100 pM) 1uM
Primer reverse(100 puM) 1uM
dNTP (10 mM) 200 uM
goTaqg 5 U/uL 1U

DNA molde 0,4-2,0 pg
H,O destilada g.s.p. 50 pL

Agua deionizada foi adicionada para completar o volume final desta reacdo. A
reacdo foi amplificada em termociclador tendo o0s seguintes programas para

Polimerase Chain Reaction (PCR):

e Combinacdo delta2/deltal2: desnaturagéao inicial a 97 °C por 10 min.,
seguido por 30 ciclos de desnaturacdo a 90 °C por 30 seg., hibridacédo a 45
°C por 1 min. e extensado a 72 °C por 2 min. A PCR foi finalizada com uma

extensdo a 72 °C por 10 min.

e Combinacdo deltal2/delta2l: desnaturacao inicial a 97 °C por 10 min.,
seguido por 35 ciclos de desnaturacdo a 95 °C por 30 seg., hibridacdo a 52
°C por 30 seg. e extensdo a 72 °C por 1 min. A PCR foi finalizada com uma

extensdo a 72 °C por 10 min.

Para as analises moleculares das col6nias isoladas no final das fermentacdes
(20 colbnias escolhidas com base na coloracdo nos meios solidos) nao foi realizada
prévia extracdo de DNA. As colonias foram adicionadas diretamente a mistura de

reacdo e agua destilada esterilizada foi adicionada para completar o volume final (50
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uL) da reacao. Os produtos amplificados foram separados por eletroforese (gel de
agarose, 1,2 %, m/v) e submetidos a 100 V (voltagem constante) durante 90 min. em
tampéo de TBE (0,5 X) (Tris-HCI 1 mol/L pH 7,5; acido boérico e EDTA 0,5 mol/L pH
8). As amostras de DNA foram carregadas no gel de eletroforese usando o tampé&o
azul de bromofenol (0,25 %). Em cada gel foi adicionado marcadores de peso
molecular de 100 pares de base (DNA Ladder, Biolabs). As bandas de DNA foram
coradas pela utlizacdo de 0,5 ug/mL de brometo de etidio (Sigma-Aldrich,
Steincheim, Alemanha, EUA) visualizadas e fotografadas utilizando um

transluminador ultravioleta (UV).

3.6.3. Analise de agrupamento

O dendograma e/ou agrupamento de dados foi construido utilizando a
Correlacdo de Pearson, que estabelece o conceito de distancia entre os objetos,
neste caso, a distancia entre as leveduras analisadas. Esta analise foi realizada por
meio do perfil eletroforético das diferentes combinacdes de pares de primers
(delta2/deltal?2 e deltal2/delta2l) resultando em agrupamento de leveduras em

classes, de forma que as mais semelhantes agrupam-se na mesma classe.
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Resultados e Discussao
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1. SELECAO DE MEIOS DIFERENCIAIS PARA DETECCAO QUALITATIVA DA
VARIABILIDADE GENETICA

O uso de meios solidos contendo diferentes corantes foi utilizado para
monitorar a estabilidade fenotipica de leveduras frente as condicbes adversas dos
processos fermentativos. Os corantes eosina e azul de tripano (deteccdo de petites),
floxina B (deteccdo de auxotrofia), rodamina pink (mutantes melhorados) foram
adicionados no meio solido descrito por Nagai (1963) e o meio industrial WLN
contendo o corante verde de bromocresol foram utilizados para o plagueamento de
leveduras ap0Os as propagacdes a 34 °C e a 37 °C. Paralelamente, a frequéncia de
esporulacdo (inducao de formas diploides em haploides) foi outra via de detecc¢ao
qualitativa da variabilidade genética em leveduras. Os critérios avaliados nos
ensaios foram deteccdo de mudancas fisiologicas e morfologicas das leveduras

comparadas a sua cultura estoque.

4.1.1. Acompanhamento da estabilidade fenotipica das leveduras 63M-1, 63M-
2,63M-3 e PE-2

O uso de meios diferenciais foi utilizado no presente trabalho para detectar
instabilidade fenotipica através da comparacao morfoldgica entre a cultura estoque e
a cultura propagada das linhagens de leveduras S. cerevisiae da colecdo de cultura
do nosso laboratério, 63M-1 (Fig. 7), 63M-2 (Fig. 8) e 63M-3 (Fig. 9) e da linhagem
industrial PE-2 (Fig. 10).

Todas as linhagens de leveduras estoques plaqueadas (Fig. 7 a 10)
apresentaram homogeneidade entre a populagdo de colbnias, ou seja, uniformidade
no tamanho, borda e coloracado. A Fig. 7 ilustra o plagueamento da levedura 63M-1,
um diploide heterotélico MATa/a LYS/lys URA/ura (SOUZA et al., 2007). E possivel
observar nos meios de cultivo que ndo houve variacdo fenotipica relevante
comparando-se a cultura propagada com a cultura estoque. Deficientes respiratérios
“petites” (colbnias menores coradas intensamente) foram detectados na cultura
estoque no meio B, contendo o corante floxina B e na propagacao realizada a 37 °C

no meio C, contendo o corante rodamina pink. Estes “petites” foram confirmados
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através do crescimento negativo em meio YEPG. Meios contendo corantes sdo
comumente utilizados para diagnosticar o aparecimento de petites (NAGAI, 1963).
Outra observacao morfoldgica foi ilustrada pelo plaqueamento da levedura 63M-1 no
meio industrial WLN, onde as colbnias apresentaram pigmentacdo mais clara
independente da temperatura de propagacéo realizada. Powell e Diacetis (2007)
utilizaram este meio para monitorar a estabilidade fenotipica de leveduras de
cervejaria com reutilizacdo de células durante um ano comparando-se as colbnias
com a cultura inicial (estoque). Em outro trabalho, este meio foi utilizado para avaliar

a populacédo microbiana de 15 destilarias no Sul de Minas (SCHWAN et al., 2001).

Propagacao a 34°C Cultura Estoque

Propagacéao a 37°C

Figura 7. Plagueamento da levedura 63M-1 nos meios cromogénicos (A) eosina e
azul de tripano; (B) floxina B, (C) rodamina pink e (D) WLN da cultura estoque e
apos a propagacao a 34 °C e 37 °C. Placas incubadas em estufa a 30 °C por 5
dias.
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A Fig. 8 ilustra o plaqueamento da levedura 63M-2. Esta levedura & um
hibrido heterotalico apresentando deficiéncia nutricional no metabolismo de lisina
(lys/lys). A auxotrofia (necessidade nutricional) desta linhagem foi detectada através
do crescimento negativo em meio minimo (SPENCER et al., 1989) e a marca de
auxotrofia em lys foi determinada através da técnica de Analise de Esporos ao
Acaso, onde os esporos desta levedura cresciam apenas com suplementacéo
exdgena de lisina. A cultura estoque desta levedura apresenta uma coloracdo mais
intensa nos meios A e B do que as leveduras prototroficas, ou seja, sem
necessidade nutricional (comparar meios A e B das Figs. 7, 9 e 10 com Fig. 8). Ao
passo em que esta levedura foi propagada, foi possivel detectar o aparecimento de
variantes fenotipicos como petites e detectar o aparecimento de leveduras
prototréficas, ou seja, leveduras revertentes (LYS®). Esta reversdo com base na
coloracdo das colbnias foi confirmada através de crescimento positivo em meio
minimo, indicando que leveduras de coloragdo intensa nestes meios séo linhagens
gue apresentam alguma deficiéncia nutricional. A reversdo de leveduras haploides
contendo marca de auxotrofia em lys2 para prototrofico LYS™ foi verificada quando
células de leveduras foram crescidas sobre o meio sintético completo desprovido de
lisina (STEELE; JINKS-ROBERTSON, 1992). Comparando-se o meio definido e o
melaco de cana-de-aglcar, pode ser que ambos sejam desprovidos de
suplementacdo nutricional necessaria para manter a marca de auxotrofia da
levedura. O aumento de revertentes foi mais intenso quando a levedura foi
propagada a 37 °C, indicando, desta forma, a influéncia do estresse térmico sobre a
permanéncia da marca de auxotrofia. Quanto aos meios C e D, estes apresentaram
menor eficiéncia quando comparados aos meios A e B, pois ndo foi possivel
observar distingdo entre colénias de leveduras auxotroficas (coradas intensamente

pelo corante) de prototroficas.
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Propagacéo a 34°C ~ Cultura Estoque

Propagacgao a 3'{°C
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Figura 8. Plagueamento da levedura 63M-2 nos meios cromogénicos (A
eosina e azul de tripano; (B) floxina B, (C) rodamina pink e (D) WLN da cultura
estoque e apés a propagacdo a 34 °C e 37 °C. Placas incubadas em estufa a
30 °C por 5 dias.

A Fig. 9 ilustra o plaqueamento da levedura 63M-3, uma linhagem prototrofica
revertente LYS" isolada do plagqueamento da levedura 63M-2 apds propagacéo a 37
°C (ver meio A, Fig. 8). Durante a propagacdo da levedura revertente 63M-3, ndo
houve o aparecimento de colénias auxotréficas, o que poderia ocorrer uma vez que
esta linhagem € descendente de uma linhagem auxotrofica. O aparecimento de
petites nos meios solidos cromogénicos foi observado apos a propagacéo tanto a 34
°C quanto a 37 °C, no entanto a sua ocorréncia nao foi expressiva. No meio WLN as
colénias perderam a pigmentacdo do corante apds as propagacdes, como ja

observado (ver Fig. 7) no plaqueamento da levedura 63M-1.
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Figura 9. Plagueamento da levedura 63M-3 nos meios cromogénicos (A)
eosina e azul de tripano; (B) floxina B, (C) rodamina pink e (D) WLN da cultura
estoque e apos a propagacao a 34 °C e 37 °C. Placas incubadas em estufa a
30 °C por 5 dias.

A levedura PE-2 foi isolada de processo fermentativo para producao de etanol
combustivel (BASSO et al., 2008). Nos dias de hoje, esta levedura € muito utilizada
como linhagem starter nas destilarias brasileiras para producdo de biocombustiveis
(ARGUESO et al., 2009) e por esta razao, foi escolhida como linhagem de referéncia
no presente estudo. A Fig. 10 ilustra o plaqueamento da levedura PE-2, onde o
aparecimento de petites foi mais uma vez observado (meio A) na cultura propagada
a 34 °C e a 37 °C. Segundo Lodolo et al. (2008), os petites sado formados a partir da
instabilidade do genoma mitocondrial (MtDNA), e a presenca de petites na
fermentacdo causa um efeito negativo, pois a fermentacéo torna-se mais lenta e o
crescimento das leveduras é reduzido (ERNANDES et al., 1993). Porém, a deteccdo
de mutantes respiratérios observados nos plaqueamento (Fig. 7 a 10) indicam que a
instabilidade no mtDNA durante as fermentacdes com reuso de células é baixa.

Quanto ao plaqueamento em meio WLN, nao foi detectado nenhuma caracteristica
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fenotipica relevante a ndo ser o aumento do tamanho das colbnias das culturas

propagadas em comparacao a cultura estoque.

v

Propagacao a 34°C_ ~ Cultura Estoque

Propagacgao a 37°C

Figura 10. Plagueamento da levedura PE-2 nos meios cromogénicos (A) eosina e
azul de tripano; (B) floxina B, (C) rodamina pink e (D) WLN da cultura estoque e
apos a propagacao a 34 °C e 37 °C. Placas incubadas em estufa a 30 °C por 5
dias.

Devido a levedura 63M-2 apresentar maior instabilidade fenotipica nos meios
sélidos cromogénicos, decidiu-se isolar, analisar e correlacionar estas colénias de
morfologia diversa. A Fig. 11 ilustra (resolucdo ampliada) as col6nias selecionadas
dos meios sdlidos cromogénicos apods plaqueamento da propagacao celular (ver Fig.
8). O meio cromogénico mais seletivo segundo os resultados foi 0 meio contendo os
corantes eosina e azul de tripano > floxina B > rodamina pink = WLN.
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Variantes fenotipicos WLN Variantes fenotipicos Rodamina Pink

Variantes fenotipicos Nagai eosina e azul de tripano Variantes fenotipicos Floxina B

Figura 11. llustracdo dos isolados (variantes fenotipicos, colbnias ampliadas)
obtidos apds plaqueamento da levedura 63M-2.

As colbnias enumeradas (Fig. 11) foram transferidas com palitos esterilizados
(Fig. 12) para o meio minimo (controle, detec¢cdo de auxotrofia) e nos meios
contendo corantes para correlacionar a coloracdo das colénias quanto a presenca
(crescimento negativo em meio minimo) ou auséncia (crescimento positivo em meio
minimo) de deficiéncia nutricional. Foi possivel identificar e confirmar que colbnias
de coloracao intensa dos meios sélidos indicaram a presenca do marcador genético
de auxotrofia como ilustrado na Fig. 12 no meio A (eosina e azul de tripano), B
(floxina B) e C (rodamina pink). Estes meios foram fracionados em 4 partes e as
colénias auxotroéficas foram identificadas sendo: parte A, colénias de numero 3, 5 e
6; parte B, colénias de numero 3 e 4; parte C, colbnias de numero 2, 3 e 5; e parte
D, colénias de nimero 2 e 3. O meio WLN ndo permitiu diferenciar coldnias
auxotréficas de prototréficas. Assim, os corantes dos meios A, B e C podem ser
utilizados para diagnosticar marca de auxotrofia em leveduras, sendo esta

discriminagéo mais intensa no meio A>Be > C.
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Meio Minimo

A (eosina e azul de tripano)

B (floxina B)
(yuid euiwepou) 5

Figura 12. Correlagdo entre marca de auxotrofia
(crescimento negativo em meio minimo) versus
coloracdo das colbnias dos isolados da levedura 63M-2
obtidos por plagueamento nos meios solidos diferenciais
apos a propagacao a 34 °C e a 37 °C.
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4.1.2. Deteccdo da capacidade de esporulacdo usando meio de acetato de

potassio

A esporulacdo é uma caracteristica que pode contribuir para a estabilidade de
uma linhagem (MORTIMER, 2000) e por isto, também foi adotada como via de
acompanhamento do controle de instabilidade durante as propagacdes das
linhagens 63M-1, 63M-2, 63M-3 e PE-2. A Fig. 13 descreve a esporulacéo da cultura
estoque, propagada a 34 °C e propagada a 37 °C. A levedura que apresentou
frequéncia de esporulagdo (%) mais estavel, ou seja, manteve a frequéncia de
esporulagéo préxima a sua cultura estoque foi a levedura 63M-1. A linhagem 63M-3
esporulou melhor a 37 °C do que a 34 °C ap6s dois dias de incubacéo. Isto pode ser
devido ao fato desta linhagem ter sido isolada apds propagacdo a 37 °C. As
leveduras PE-2 e 63M-2 apresentaram menor frequéncia de esporulacdo apés dois
dias quando comparado com a cultura estoque. Apds 7 dias de incubacdo, a
levedura PE-2 atingiu frequéncia de esporulacdo muito proxima a sua cultura
estoque (89,77 = 0,17, %) tanto na propagacao a 34 °C (85,82 + 0,29, %) quanto a
37 °C (86,65 £ 2,91, %). Por outro lado, a levedura 63M-2 apresentou baixa
frequéncia de esporulacéo (> 50 %) apds 2 e 7 dias independente da temperatura de
propagacgéo realizada. Linhagens que acumulam danos mutacionais sd0 menos
provaveis de esporular e consequentemente incapazes de realizar o processo de
Renovacdo Genbmica (MORTIMER et al., 2000). Esta linhagem (63M-2) jA havia
apresentado instabilidade fenotipica (ver Fig. 8) durante a propagacao, indicando
que o estresse térmico teve influéncia tanto na capacidade de esporulacdo quanto

na manutencao da marca de auxotrofia.
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Figura 13. Frequéncia de esporulacéo da cultura estoque, propagada a
34 °C e a 37 °C das leveduras 63M-1, 63M-2, 63M-3 e PE-2 realizada em
meio contendo 1 % (m/v) de acetato de potassio, agitacdo de 125 rpm a
30 °C. Medidas realizadas apés 2 e 7 dias de incubacao.

4.1.3. Desenvolvimento de meio de cultura para determinagdo de dominancia e

persisténcia de leveduras

Véarios meios solidos foram utilizados no presente trabalho para detectar
instabilidade fenotipica, porem houve o desenvolvimento de um meio sélido
denominado de meio BTV capaz de diferenciar leveduras através da diferenca de
coloracdo entre as colbnias. A Fig. 14 ilustra o plaqueamento da cultura estoque das
leveduras 63M-1e PE-2 e a mistura das mesmas nos meios BTV e WLN. E possivel
observar que essas leveduras apresentaram colonias de pigmentacdo diferente
tanto no meio BTV quanto no meio WLN. Devido a diferenca de coloracdo, um
plagueamento contendo a mistura destas linhagens foi realizado para verificar se as
colénias mantinham essa diferenca fenotipica. O plagueamento revelou que a

mistura das leveduras plagueadas apresentaram melhor contraste e distingdo no
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meio BTV que no meio WLN, onde quase nédo foi possivel observar diferenca entre a
pigmentacdo das colbnias. Este plaqueamento também foi realizado (dados néo
mostrados) com as linhagens de leveduras 63M-2 e 63M-3, as quais apresentaram a
mesma coloracdo da levedura 63M-1, indicando que o meio BTV ndo permite
diferenciar colénias de leveduras auxotroficas de prototroficas.

Testes para verificar estabilidade fenotipica quanto a coloragdo das col6nias
foram realizados (dados ndo mostrados de plagueamento apds a propagacéo e 1
ciclo de fermentacdo) para comprovar a eficiéncia do uso do meio BTV no
monitoramento de leveduras no processo fermentativo. Como resultado, obteve-se a
manutencdo das colbnias das leveduras, indicando que este meio tem
potencialidade para indicar permanéncia e dominancia de leveduras durante o

processo fermentativo.

Figura 14. Plagueamento das leveduras 63M-1 e PE-2 nos meios BTV e WLN
para estabelecimento do meio de cultura a ser utilizado no monitoramento das
fermentagdes. Placas incubadas durante 5 dias a 30 °C.
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4.2. AVALIACAO DO DESEMPENHO FERMENTATIVO DAS LEVEDURAS 63M-1,
63M-2, 63M-3 e PE-2 DURANTE FERMENTACOES SUCESSIVAS EM BATELADA
ALIMENTADA A 40 °C UTILIZANDO INOCULO PURO

Fermentacdes sucessivas (5 ciclos) em melago de cana-de-agucar a 40 °C
(inducéo de estresse) foram realizadas em mini-reatores (controle de temperatura,
agitacdo e pH). As leveduras 63M-1, 63M-2, 63M-3 e PE-2 foram fermentadas
individualmente para conhecimento do perfil tecnolégico fermentativo de cada
linhagem. Os parametros diarios analisados foram: acumulo de biomassa, producéo
de etanol e viabilidade. Andlises de plagueamento nos meios sélidos cromogénicos,
capacidade de esporulacdo e analise interdelta foram realizadas em dias
intercalados, ao final do 1°, 3° e 5° ciclo fermentativo para verificacdo e correlacao

entre estabilidade fenotipica e perfil molecular.

4.2.1. Monitoramento dos parametros fermentativos durante as fermentacdes
sucessivas: acumulo de biomassa, producdo de etanol e manutencdo da

viabilidade

Micro-organismos utilizados no processo de fermentagdo de etanol devem ter
caracteristicas bem definidas, tais como: habilidade de fermentar carboidratos com
alta performance, alta velocidade de fermentacdo, osmotolerante, tolerancia ao
etanol, habilidade em produzir alta concentracdo de etanol, tolerancia a acidez do
meio, alta viabilidade celular para reuso de células, resisténcia a altas temperaturas
e estabilidade genética das caracteristicas previamente mencionadas (FERRARI et
al., 1980). No entanto, até o presente, ndo existem relatos sobre a existéncia de
linhagens que possuam todas essas caracteristicas acopladas em um Unico micro-
organismo.

Fermentacdes sucessivas foram realizadas no presente estudo com a
finalidade de identificar individualmente as caracteristicas fermentativas das
leveduras 63M-1, 63M-2, 63M-3 e PE-2. Estas leveduras foram submetidas a 5
ciclos sucessivos de fermentacdo a 40 °C durante os quais se acompanhou o
acumulo de biomassa, producédo de etanol e viabilidade (Tab. 3). Com os valores
obtidos foi possivel observar o acumulo mais alto de biomassa com a linhagem 63M-

3 durante os 4 ciclos fermentativos, variando de 5,95 a 8,5 g/L de biomassa. Em
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seguida, a linhagem 63M-1 teve acumulo de biomassa nos finais do primeiro e
terceiro ciclo fermentativo, enquanto que as linhagens 63M-2 e PE-2 tiveram
acumulo somente no primeiro ciclo de fermentacéo (2,48 £ 0,62 e 3,53 + 1,25, g/L de
biomassa, respectivamente).

Quanto a producdo de etanol, a levedura 63M-1 foi a que manteve e obteve
maior producdo (73,18 + 1,33 g/L) até o final do 5° ciclo, seguida de producéo
equivalente pelas linhagens 63M-2 (60,09 + 1,51 g/L) e 63M-3 (59,39 + 3,57 g/L). A
menor producdo de etanol foi obtida com a linhagem comercial PE-2 (50,41 £+ 2,53
g/L). A manutencdo mais elevada da viabilidade celular foi obtida com a levedura
63M-1 (76,75 = 3,11 %) seguida das leveduras 63M-3 (68,10 = 2,95) e PE-2 (68,73 £
6,42) e a levedura mais sensivel ao processo foi a linhagem 63M-2 (52,78 = 3,84)
apos o 5° ciclo fermentativo. A capacidade das células se manterem viaveis em
condicdes de estresse durante longos periodos é um perfil importante, pois garante
competitividade no ambiente industrial, onde o estresse oxidativo e calor sao
gerados durante o processo fermentativo (ARGUESSO et al., 2009; LANDOLFO et
al., 2008).

A temperatura elevada (40 °C) nas fermentacbes pode ser a razdo para o
baixo acumulo de biomassa obtido pela maioria das leveduras durante os ciclos
sucessivos de fermentacdo com reuso de células. Estudos sobre o impacto da
temperatura sobre os parametro fermentativos foi reportado por Aldiguier et al.
(2004) onde este autor variou a temperatura de 27 °C a 39 °C. A temperatura ideal
quanto a producdo de biomassa foi de 30 °C (39 g em 30 h) e para producéo de
etanol foram de 30 °C a 33 °C (120 g/L). Quando a fermentacéo foi realizada a 39 °C
houve baixa producéo tanto de biomassa (< 2 g) quanto de etanol (29,5 g/L). As
leveduras do presente estudo demonstraram serem mais tolerantes as elevadas

temperaturas, pois produziram etanol mesmo em condi¢des desfavoraveis.
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Tabela 3. Acumulo de biomassa, producdo de etanol e manutencdo da
viabilidade das leveduras 63M-1, 63M-2, 63M-3 e PE-2 durante
fermentacdes sucessivas em melaco de cana-de-acucar realizada em
batelada alimentada contendo 20 % (ART), 24 g/L de in6culo, pH 4,5 a 40 °C

por 6 h.

Acumulo de Biomassa (Final-Inicial em g/L)

Leveduras 1° Ciclo 2° Ciclo 3° Ciclo 4° Ciclo 5° Ciclo
63M-1 3,02+0,53 ND 1,13+3,94 ND ND
63M-2 2,4810,62 ND ND ND ND
63M-3 8,49+0,37 6,27+2,02 5,95+0,40 6,81+1,70 ND
PE2 383:125 ___ND_______ND_______ ND_______] ND____
Producao de Etanol (g/L)
Leveduras 1° Ciclo 2° Ciclo 3° Ciclo 4° Ciclo 5° Ciclo
63M-1 93,06+0,02 87,83+0,64 98,69+4,03 67,19+0,41 73,18+1,33
63M-2 81,85+1,14 66,46+0,07 76,39+9,57 70,96+1,28 60,09+1,51
63M-3 87,30+0,95 82,86+3,15 83,59+0,62 68,86+1,76 59,39+3,57
PE:2 _____86,360,56 81544553 74,824042 54,87+027_ 50.41+253_
Leveduras Viabilidade (%)
1° Ciclo 2° Ciclo 3° Ciclo 4° Ciclo 5° Ciclo
63M-1 86,72+0,42 80,03+4,22 75,15+3,94 76,96+7,83 76,75+3,11
63M-2 94,72+1,84 92,35+3,32 76,55+4,41 76,17+2,15 52,78+3,84
63M-3 91,25+1,79 83,87+0,94 76,38+3,85 75,39+7,77 68,10+2,95
PE-2 91,67+0,03 87,19+1,03 79,02+3,80 76,02+6,16 68,73+6,42

ND- ndo detectavel.

4.2.1.1. MONITORAMENTO DA ESTABILIDADE DAS LEVEDURAS DURANTE AS
FERMENTACOES SUCESSIVAS: meios sélidos cromogénicos, capacidade de

esporulacdo e andlise interdelta

Meios contendo corantes sdo utilizados frequéntemente no monitoramento do
processo fermentativo (PALMANN et al., 2001). Além disso, os corantes (verde de
bromocresol, eosina, azul de tripano, rodamina-pink e floxina-B) e meios da genética
classica que identifcam deficiéncia nutricional (SPENCER et al., 1989), capacidade
de esporulacdo (JAQUET; JAUNIAUX, 1999), ploidia (YAMAZAKI; OSHIMA, 1979) e
da taxonomia molecular (KURTZMAN; FELL, 1998) podem ser usados como formas
rapidas para uma caracterizacdo genémica preliminar (PALLMAN et al., 2001).

Durante as propagacgOes realizadas no presente estudo, quatro meios de
cultura foram utilizados para monitorar a estabilidade do processo, no entanto, o
meio A foi o substrato que demonstrou ser o0 mais indicado para acompanhamento
de instabilidade fenotipica durante as propagacodes. A reformulacdo do meio basal e

ajuste da concentragéo dos corantes eosina e azul de tripano otimizou 0 seu uso no
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qguesito monitoramento de leveduras em processos fermentativos (proporcéo e
estabilidade). Este novo meio de cultura foi denominado de meio N1 no presente
estudo e sera utilizado juntamente com os meios BTV e o meio de referéncia WLN
para controle e monitoramento idividual das leveduras nas fermentacdes sucessivas.
A capacidade de esporulacao foi mais uma vez via de deteccao de estabilidade no
processo fermentativo.

Andlise do grau do polimorfismo genético entre as leveduras foram realizados
através da técnima molecular da sequéncia interdelta, a qual permite elucidar e
monitorar de forma precisa a evolugdo das leveduras frente ao processo
fermentativo (LEGRAS; KARST, 2003; XUFRE, 2011). Os resultados (perfil
polimorfico, fenotipico e capacidade de esporulacdo) apds 5 ciclos fermentativos

foram comparados com o indculo starter, ou seja, aquele que deu inicio ao processo.

4.2.1.2. Monitoramento das fermentagbes sucessivas: plagueamentos nos
meios N1, BTV e WLN

As figuras 15, 16, 17 e 18 ilustram o plaqueamento das leveduras 63M-1,
63M-2, 63M-3 e PE-2 nos meios sdlidos diferenciais (~ 50 UFC/placa) no final do 1°,
3° e 5° ciclo das fermetagdes sucessivas. Foi utilizado como parémetro a
homogeneidade das colénias em placas (tamanho e borda) e a manutencdo da
coloracdo das leveduras nos meios cromogénicos.

A Fig. 15 ilustra o plagueamento da levedura 63M-1 da sua cultura estoque e
durante os ciclos fermentativos (1°, 3° e 5° ciclo). Nao foi possivel detectar fenotipos
de relevancia durante os plagueamentos, somente o aparecimento de alguns petites
(deficientes respiratorios) nos meios N1 e BTV (ver colbnia pequena e corada
intensamente). Estas colonias foram transferidas para o meio YEPG as quais

apresentaram crescimento negativo indicando ser mutantes respiratérios.
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Meios: N1

3° Ciclo 1° Ciclo Cultura Estoque

5° Ciclo

T e A NN .

Figura 15. Plagueamento nos meios cromogénicos
N1, BTV e WLN da cultura estoque da levedura
63M-1 e de amostras coletadas de reatores apos 1°,
3° e 5° ciclo fermentativo a 40 °C. Placas incubadas
durante 5 dias a 30 °C.

A Fig. 16 ilustra o plagueamento da levedura auxotrofica 63M-2 (lys/lys). A
cultura estoque desta levedura apresentou uma coloragdo mais intensa no meio N1
do que as leveduras prototroficas (63M-1, 63M-3 e PE-2). Como mencionado
anteriormente, esta levedura apds propagacfes a 34 °C e 37 °C revelou o
aparecimento de colonias revertentes LYS" (ver Fig. 8). Durante as fermentagdes
sucessivas realizadas a 40 °C, todas as coldonias mostraram ser prototroficas e ndo
houve o reaparecimento de colbnias auxotroficas. Variantes fenotipicos como
mutantes respiratérios também foram detectados durante as fermentacfes

sucessivas, porém sem alteracées ao processo.
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Mios: N1 » BTV WLN

Cultura Estoque

3° Ciclo 1° Ciclo

5° Ciclo

S e - Q= . '
Figura 16. Plagueamento nos meios cromogénicos
N1, BTV e WLN da cultura estoque da levedura
63M-2 e de amostras coletadas de reatores ap6s 1°,
3° e 5° ciclo fermentativo a 40 °C. Placas incubadas
durante 5 dias a 30 °C.

A Fig. 17 ilustra o plaqueamento da levedura 63M-3 (revertente LYS™). Esta
levedura (63M-3) também apresentou colénias homogéneas durante as
fermentacdes sucessivas nos meios N1, BTV e WLN. Com isso, pode-se afirmar que
as leveduras da colecdo de cultura do nosso laboratério apresentaram estabilidade
fenotipica durante as fermentacbes sucessivas, ndo havendo alteracdes
morfolégicas quanto a coloracdo das colénias, homogeneidade do tamanho e borda.

Em meio sélido rico as células de levedura S. cerevisiae formam colbnias lisa,
porém em condi¢cdes desfavoraveis uma diversidade de fendtipos de col6nias pode

aparecer em meios solidos pobres. Morfologias diversas como formagéo de pseudo-
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hifas (meio liquido), crescimento invasivo (meios soélidos) sdo ocasionadas em
ambientes desfavoraveis com deficiéncia nutricional (KRON, 1997). A concentracdo
da fonte de carbono e o tempo de crescimento também alteram as morfologias das
colénias. Outro fator que pode determinar o tipo de morfologia das colénias séo as
mutacdes (colonias rugosas e/ou fluffy). A morfologia das colénias também depende
da ploidia e variam com o tipo de reacdo de acasalamento dos hapldides. Alta
concentracdo de etanol também pode induzir variacdes fenotipicas nas colénias de
leveduras (CASALONE et al., 2005). As explicacbes para estes fenbmenos sao
pouco conhecidas. Sabe-se, no entanto que estas diversidades morfolégicas surgem
como consequéncia de limitacdo de um ou mais nutrientes no meio (GRANEK;
MAGWENE, 2010) e que o gene FLO11l codifica o fenotipo para adesdo entre
células e estd envolvido com a formacdo de filamentos celulares, crescimento

invasivo, floculacéo e aderéncia a superficies sélidas (FIDALGO et al., 2009).
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Meios: __N1__ BTV __ WLN

Cultura Estoque

Figura 17. Plagueamento nos meios cromogénicos
N1, BTV e WLN da cultura estoque da levedura 63M-
3 e de amostras coletadas de reatores apos 1°, 3° e
5° ciclo fermentativo a 40°C. Placas incubadas
durante 5 dias a 30 °C.

A Fig. 18 ilustra o plagueamento da levedura comercial PE-2. Esta linhagem
apresentou homogeneidade entre as suas col6nias em todos os meios e durante o
processo fermentativo, onde a coloracdo tipica desta levedura foi mantida. A
manutencdo da coloragdo das colénias nos plagueamentos nos meios
desenvolvidos N1 e BTV (Fig. 15-18) reforcaram a ideia da utilizacdo destes meios
sélidos no monitoramento populacional de leveduras durante as fermentacdes
mistas. O controle populacional em processos fermentativos quanto a permanéncia
e dominéancia de leveduras sado frequentemente monitorados através de técnicas
moleculares (BASSO et al., 2008; XUFRE et al., 2011), no entanto ndo ha relatos na
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literatura de meios de cultura que permitam verificar de forma simples a
permanéncia do inéculo starter. A confirmacéo e reproducdo do uso destes meios

pode induzir ao setor industrial uma maior autonomia em analises de rotina.

Meios: N1 BTV ) NLN

3° Ciclo 1° Ciclo Cultura Estoqﬂue

5° Ciclo

S S S -
Figura 18. Plagueamento nos meios cromogénicos
N1, BTV e WLN da cultura estoque da levedura PE-2
e de amostras coletadas de reatores apoés 1°, 3° e 5°
ciclo fermentativo a 40°C. Placas incubadas durante
5 dias a 30 °C.



86
Uso de técnicas simples e da analise genética para determinacdo de persisténcia e dominancia...

4.2.1.3. Monitoramento das fermentacdes sucessivas: capacidade de

esporulacao

A esporulacdo, inducdo de formas diploides em haploides por meio de
esgotamento de fontes de nitrogénio, foi realizada durante as fermentagbes
sucessivas, onde amostras retiradas dos mini-reatores (final do 1°, 3° e 5° ciclo)
foram inoculadas em meio contendo acetato de potassio. A Fig. 19 ilustra a
capacidade de esporulacdo das leveduras 63M-1, 63M-2, 63M-3 e PE-2. Alta
frequéncia de esporulacéo foi obtida para todas as linhagens (frequéncia proxima a
cultura estoque). A levedura 63M-1 foi a linhagem que apresentou maior estabilidade
na frequéncia de esporulacdo durante os ciclos fermentativos e a levedura industrial
PE-2 apresentou uma esporulacdo mais lenta (sete dias de incubacdo). Este
comportamento foi observado anteriormente durante a esporulacdo das
propagacdes (ver Fig. 13). Segundo Gerke et al. (2006), a fracdo de células que
esporulam em uma cultura, € denominada de capacidade de esporulacdo, e isto
varia hereditariamente entre as linhagens de levedura. A linhagem de laboratorio
S288c é um exemplo de levedura de baixa esporulacdo e a linhagem SK1 é uma
levedura com alta eficiéncia em esporulacdo (GERKE et al., 2006). A levedura 63M-
2 teve sua capacidade de esporulacdo aumentada durante as fermentacdes
sucessivas (Fig. 19) quando comparadas com a esporulacdo da sua cultura
propagada (Fig. 13). Isto pode ser devido a esta levedura ndo estar mais em fase de

transicdo de células lys” revertentes em Lys".
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Figura 19. Frequéncia de esporulacdo da cultura estoque das leveduras
63M-1, 63M-2, 63M-3 e PE-2 e das amostras coletadas de reatores apos
1°, 3° e 5° ciclo fermentativo a 40°C. Células incubadas em meio
contendo 1 % (m/v) de acetato de potassio, agitacdo de 125 rpm a 30 °C.

4.2.1.4. Monitoramento das fermentacdes sucessivas: andlise interdelta

Nos Ultimos anos, varias metodologias de tipagem baseados em
polimorfismos de DNA tém sido desenvolvidos permitindo identificar e discriminar
cepas de leveduras (SCHULLER et al., 2004). Técnicas moleculares sdo exigidas
para diagnosticar e caracterizar o comportamento dindmico de leveduras durante a
fermentacdo. No presente estudo, pesquisas sobre o polimorfismo das leveduras
63M-1, 63M-2, 63M-3 e PE-2 durante as fermentacdes sucessivas a 40 °C foram
realizados através da técnica molecular de sequéncia interdelta. Estas sequéncias
flanqueiam (300 pb) os retrotransposons TY1 e TY2 que se encontram dispersos ao
longo do genoma (particularmente na regido terminal cromoss6mica), mas também
podem ser encontradas como elementos unicos. Os 300 elementos delta foram

descritos no genoma da linhagem de laboratorio S288c. Uma vez que o numero e
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localizacdo de elementos delta tem uma certa variabilidade intraespecifica, eles sdo
marcadores genéticos apropriados para a identificacdo de polimorfismos (FRANCO-
DUARTE et al., 2011).

As Figs. 20, 21, 22 e 23 ilustram o perfil eletroforético da reacdo de PCR
utilizando par de primers delta2/deltal2 e deltal2/delta2l. Todas as combinacdes
revelaram diferentes polimorfismos entre as leveduras, porém a combinagdo que
revelou um perfil polimorfico mais distinto foi com o uso do par de primers
delta2/deltal2. A andlise interdelta também possibilitou diferenciar as linhagens
entre si, no entanto, devido ao fato destas leveduras (63M-1; 63M-2 e 63M-3) serem
derivadas uma das outras foi possivel observar similaridade polimorfica entre as
suas bandas. Segundo FRANCO-DUARTE et al. (2011), a amplificacdo de regides
interdelta entre sequéncias delta “vizinhas” resulta em uma mistura de diferentes
tamanhos de fragmentos intraespecificos entre linhagens. Ja a levedura PE-2
apresentou bandas completamente distintas das obtidas pelas leveduras de colecdo
de cultura do nosso laboratério. Variacdes polimorficas durante os ciclos sucessivos
nao foram detectadas durante os ciclos sucessivos de fermentacdo para todas as

leveduras.

delta2/delta12 delta12/delta21
M 1 2 3 5 M 6 8 s

Figura 20. Perfil eletroforético da amplificacdo por PCR das regifes
interdelta da levedura 63M-1 em gel de agarose 1,2 % (m/v). M:
marcador 100 pb; 1 e 6: levedura estoque; 2 e 7: levedura propagada,
3 e 8: levedura final 1° ciclo fermentativo; 4 e 9: levedura final 3° ciclo
fermentativo e; 5 e 10: levedura final 5° ciclo fermentativo.
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delta2/delta12 delta12/delta21

Figura 21. Perfil eletroforético da amplificacdo por PCR das regifes
interdelta da levedura 63M-2em gel de agarose 1,2 % (m/v). M:
marcador 100 pb; 1 e 6: levedura estoque; 2 e 7: levedura propagada;
3 e 8: levedura final 1° ciclo fermentativo; 4 e 9: levedura final 3° ciclo
fermentativo e; 5 e 10: levedura final 5° ciclo fermentativo.

delta2/delta12 delta12/delta21
M 1 2 3 4 5 M 6 8 M

Figura 22. Perfil eletroforético da amplificacdo por PCR das regites
interdelta da levedura 63M-3 em gel de agarose 1,2 % (m/v). M:
marcador 100 pb; 1 e 6: levedura estoque; 2 e 7: levedura propagada;
3 e 8: levedura final 1° ciclo fermentativo; 4 e 9: levedura final 3° ciclo
fermentativo e; 5 e 10: levedura final 5° ciclo fermentativo.
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delta2/delta12 delta12/delta21

Figura 23. Perfil eletroforético da amplificacdo por PCR das regides
interdelta da levedura PE-2. em gel de agarose 1,2 % (m/v). M:
marcador 100 pb; 1 e 6: levedura estoque; 2 e 7: levedura propagada; 3
e 8: levedura final 1° ciclo fermentativo; 4 e 9: levedura final 3° ciclo
fermentativo e; 5 e 10: levedura final 5° ciclo fermentativo.

4.3. AVALIACAO DO DESEMPENHO FERMENTATIVO DURANTE
FERMENTACOES SUCESSIVAS EM BATELADA ALIMENTADA A 40 °C
UTILIZANDO INOCULO MISTO

Com base nos resultados obtidos na sec¢éo 4.2., duas linhagens de leveduras
foram escolhidas para serem utilizadas nas fermentagdes mistas (proporgéo 1:1),
sendo a levedura 63M-3 (elevado acumulo de biomassa) e PE-2 (linhagem de
referéncia industrial). Os testes de acumulo de biomassa, etanol e viabilidade foram
realizados apds cada ciclo de fermentacdo. Plagueamentos nos meios solidos
cromogénicos N1, BTV e WLN foram realizados ap6s o 1°, 3° e 5° ciclo fermentativo,
para analise da propor¢cdo das leveduras na fermentacdo mista (permanéncia e
dominancia). A andlise interdelta foi realizada através da extracdo direta das
colbnias de leveduras crescidas nos meios cromogénicos para validar a utilizagéo de
técnicas simples como alternativa de monitoramento de leveduras em processos

fermentativos.
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4.3.1. Monitoramento dos parametros fermentativos durante as fermentagdes
sucessivas: acumulo de biomassa, producdo de etanol e manutencdo da

viabilidade

E de comum conhecimento entre pesquisadores e pessoas que trabalham
envolvidos na producéo de etanol em larga escala que o inoculo escolhido para dar
inicio a safra deve ser uma cepa adaptada ao processo, pois é de fundamental
importancia que a levedura mantenha a estabilidade da populacéo, que por sua vez,
leva a reprodutibilidade (constante) na producdo de etanol (DELLA-BIANCA et al.,
2013).

No presente estudo, duas linhagens foram utilizadas para as fermentacoes
mistas sendo uma linhagem da colecao de cultura do nosso laboratério 63M-3 e a
linhagem comercial industrial PE-2 (BASSO et al.,, 2008). A tabela 4 indica os
parametros fermentativos quanto ao acumulo de biomassa, producdo de etanol e
viabilidade durante as fermentacbes sucessivas mistas a 40 °C. Comparando-se
individualmente as fermentacfes destas linhagens (Tab.4) é possivel dizer que a
fermentacdo mista teve efeito sinérgico (aumento de ~ 1,3 vezes) na producdo de
etanol (69,47 + 4,01 g/L), pois a sua producdo durante as fermentacfes puras foi de
59,39 £ 3,57 g/L (63M-3) e de 50,41 + 2,53 g/L (PE-2) ao final do 5° ciclo

Y

fermentativo. Quanto a viabilidade o efeito foi neutro para ambas as leveduras
(mesma viabilidade na fermentacdo individual e mista) e quanto a producdo de
biomassa, esse efeito foi antagbnico para a levedura 63M-3, pois esta
individualmente teve acumulo de biomassa até o quarto ciclo de fermentacdo ao
passo que na fermentacdo mista houve acumulo até o segundo ciclo fermentativo.
Destilarias brasileiras geralmente iniciam a fermentacao utilizando mais de um
indculo starter sendo as leveduras PE-2, CAT-1, BG-1 (BASSO et al., 2008) e FT-
858 dentre outras, as mais utilizadas para producéo de bioetanol. A destilaria Usina
Santa Cruz S/A- Acucar e Alcool localizada em Américo Brasiliense inicia a safra
utilizando como indculo starter a mistura de igual proporcdo das linhagens descritas

acima.
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Tabela 4. Comparacdo da producdo de etanol, acimulo de biomassa e
manutencdo da viabilidade entre as fermentagdes sucessivas utilizando
in6culo puro e misto (proporcdo 1:1) das leveduras 63M-3 e PE-2.
Fermentacdo realizada em melagco de cana-de-agUcar em batelada
alimentada contendo 20 % (ART), 24 g/L de indlulo, pH 4,5 a 40 °C por 6 h.
Acumulo de Biomassa (Final-Inicial em g/L)

Leveduras

1° Ciclo 2° Ciclo 3° Ciclo 4° Ciclo 5° Ciclo
63M-3:PE-2  7,91+3,41 2,34+1,82 ND ND ND
63M-3 8,49+0,37 6,27+2,02 5,95+0,40 6,81+1,70 ND
—__PE2___ 353125 __ND ______' ND_______ND______ 1 ND ___
Producéo de Etanol (g/L)
Leveduras o o 2° Ciclo 3°Ciclo _ 4° Ciclo 5° Ciclo
63M-3:PE-2 84,87+0,94 77,33%0,57 76,94+1,17 63,91+4,88 69,47+4,01
63M-3 87,30+0,95 82,86+3,15 83,59+0,62 68,86+1,76 59,39+3,57
___PE2 ___ 8636£056 8154t553_ 74,82:042 5487027 5041+253
Leveduras Viabilidade (%)
1° Ciclo 2° Ciclo 3° Ciclo 4° Ciclo 5° Ciclo
63M-3:PE-2 86,81+2,10 85,69+2,41 77,30+0,06 70,25+3,06 69,53+6,44
63M-3 91,25+1,79 83,87+0,94 76,38+3,85 75,39+7,77 68,10+2,95
PE-2 91,67+0,03 87,19+1,03 79,02+3,80 76,02+6,16 68,73+6,42

ND- néo detectavel.
4.3.2. Monitoramento das fermenta¢gdes sucessivas: andlise de dominancia e

persisténcia

A literatura se refere ao termo grau de dominancia de uma linhagem de
levedura como sendo a propor¢cdo desta linhagem na populacdo de células do
fermentador, a qual é dependente do seu grau de competitividade em relacdo a
outras leveduras e da sua velocidade especifica de crescimento. Em contraste,
persisténcia significa a habilidade da linhagem permanecer no reator por resistir as
multiplas condicdes de estresse do processo de fermentacéo do bioetanol (DELLA-
BIANCA et al., 2013).

A Fig. 24 ilustra o método utilizado para acompanhar a dominéncia e
permanéncia das leveduras 63M-3 e PE-2 durante fermenta¢des sucessivas. Os
plagueamentos foram realizados no inicio do 1° ciclo para verificar a proporcao
inicial de cada inoculo no fermentador e no final do 1°, 3° e 5° ciclo fermentativo.
Para tal, a populacdo de células foram plaqueadas nos meios N1, BTV e WLN e
incubadas durante 5 dias a 30 °C. Para surpresa dos resultados, foi verificado a
potencialidade do meio N1 (além de distinguir colénias de leveduras prototroficas de
auxotrodficas) distinguir as colénias de leveduras quando plaqueadas em cultura

mista, ou seja, ambos 0s meios N1 e BTV sao capazes de diferenciar as colbnias de
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leveduras pela coloracédo, sendo assim possivel calcular a propor¢do de cada cepa
durante as fermentagdes sucessivas. Mais uma vez, o meio WLN n&o permitiu com
clareza diferenciar as colénias do in6culo misto crescido em placas.

A escolha do método mais apropriado a ser incluido na rotina de destilarias é
um quesito muito importante, pois compreende equipe técnica, tempo e custo
operacional. No Brasil, analise de identificacdo de leveduras séo realizadas por

empresas terceirizadas. A técnica de cariotipagem tem sido utilizada para determinar

a dominancia e persisténcia de leveduras em diferentes plantas de producdo de
bioetanol (BASSO et al., 2008).

MEIOS SOLIDOS
BTV

>l . — —

Figura 24. Monitoramento da populacdo mista das leveduras 63M-3 e PE-2 durante
ciclos sucessivos de fermentacdo através de plagueamentos nos meios N1, BTV e
WLN. Placas incubadas durante cinco dias a 30 °C.

O gréfico abaixo (Fig. 25) indica os valores da propor¢cdo (UFC/mL e %) das
leveduras 63M-3 e PE-2 durante as fermentacdes mistas. O calculo foi baseado na
média do nimero de colbnias crescidas nos meios N1 e BTV. O grafico indica que
no inicio do primeiro ciclo de fermentagéo a levedura PE-2 iniciou 0 processo com
maior proporcao (64 %) e esta foi mantida até o final do 5° ciclo fermentativo (68 %).
No entanto, no 3° e no 4° ciclo, a propor¢cao da levedura 63M-3 foi elevada, porém,
no final do 5° ciclo tanto a levedura 63M-3 quanto a PE-2 tiveram a mesma
proporcao que deu inicio ao processo. Com isso, pode-se concluir que as leveduras
mantiveram o0 mesmo grau de permanéncia e dominancia durante os cinco ciclos
fermentativos. A escolha do inéculo starter é primordial para garantir reproducdo no

processo. Linhagens que apresentam alta eficiéncia fermentativa no ambiente
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industrial tendem a ser mais robustas e isto prolonga a sua permanéncia na
fermentacdo (ARGUESSO et al., 2009). Esta caracteristica é de fundamental
importancia, uma vez que a fermentacdo é feita com reuso de células (ABREU-
CAVALHEIRO; MONTEIRO, 2013), apresentando vantagens na energia industrial
previnindo a geragdo excessiva de biomassa celular e garantindo reprodutibilidade
do processo.

10

SN 63M-3 [ PE-2

UFC/mLX 107

Inicio Final Final Final
12 ciclo 12 ciclo 32 ciclo 52 ciclo

Fermentacgdes Mistas

Figura 25. Concentracdo e proporcdo do inéculo (UFC/mL x 10)
obtidos através de contagem de colonias nos meios sélidos
cromogénicos das fermentagbes sucessivas mistas das leveduras
63M-3 e PE-2 realizadas a 40 °C.

4.3.3. Validacdo do monitoramento das fermentagdes sucessivas: andlise

interdelta

Culturas starters de processos fermentativos geralmente sdo inoculadas em
consorcio entre diferentes linhagens de mesma espécie. Nas fermentacdes mistas
do presente estudo utilizando as linhagens de S. cerevisiae (63M-3 e PE-2), o

monitoramento preliminar para avaliar a propor¢cao destas leveduras foi através de
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plagueamentos nos meios soélidos N1 e BTV (ver Fig. 24). A analise interdelta foi
utilizada para confirmar e validar estes resultados. A Fig. 26 mostra os perfis
eletroforéticos das colbnias de leveduras extraidas dos plagueamentos nos meios
sélidos diferenciais durante a fermentacdo mista. Os perfis obtidos revelaram que o
uso destes meios € uma técnica reprodutivel e confiavel jA& que o grau de
polimorfismo das bandas obtidas no gel de eletroforese demonstrou ser idénticos
aos das leveduras inoculadas (comparar perfil da Fig. 26 com Fig. 22 e 23
delta2/deltal2), sendo o perfil A correspondente a levedura 63M-3 e o perfil B da
levedura industrial PE-2. Xufre et al. (2011) utilizou a técnica interdelta para
monitorar a evolucao de leveduras durante fermentacao de vinho, onde o uso do par
de primers delta2/deltal2 permitiu ndo somente diferenciar as amostras analisadas
bem como detectar a proporcdo relativa de cada linhagem durante o curso
fermentativo. Segundo Schuller et al. (2004), a amplificacdo da sequéncia delta é um

método conveniente, rapido, reprodutivel e sensivel.

Perfil B

Figura 26. Perfil eletroforético da amplificacdo por PCR das regides interdelta
utilizando par de primers delta2/deltal2 em gel de agarose 1,2 % (m/v) das
colénias de leveduras 63M-3 e PE-2 plaqueadas durante as fermentacdes mistas.
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4.4. CARACTERIZACAO DE LEVEDURAS INDIGENAS PARA PRODUCAO DE
VINHO

A qualidade do vinho é altamente influenciada pelas espécies de leveduras ou
linhagens envolvidas no processo fermentativo (CAPECE et al.,, 2013). Durante
doutorado sanduiche, foi proposta a utilizacdo de leveduras S. cerevisiae destinadas
principalmente a producédo de etanol combustivel para a producéo de vinho. Um total
de 9 linhagens de leveduras brasileiras foram utilizadas, sendo 5 da colecdo de
cultura do nosso laboratério e 4 linhagens de leveduras comerciais (ver tabela 2-
Material e Métodos). Como controle dos experimentos, linhagens de S. cerevisiae
destinadas a producéo de vinho foram utilizadas sendo 4 leveduras do laboratorio de
leveduras fermentadoras da Profa. Patrizia Romano (ltalia) e uma linhagem

comercial isolada na Franca.

4.4.1. Caracterizacdo de leveduras para producdo de vinho: resisténcia ao

diéxido de enxofre, producao de sulfeto de hidrogénio e atividade killer

Caracterizacdes preliminares de aspecto tecnolégico relevante para a
produgdo de vinho foram realizadas para discriminar o perfil das leveduras
indigenas. A Tab. 5 descreve a resisténcia de leveduras ao dioxido de enxofre,
producdo de sulfeto de hidrogénio e presenca ou auséncia do fendtipo Kkiller.
Usualmente, diéxido de enxofre é adicionado ao mosto de uva, pois tem um efeito
antimicrobiano que auxilia na eliminacdo e/ou minimizagcdo da influéncia de
leveduras ndo-saccharomyces (FLEET, 2008) e bactérias laticas ao processo
fermentativo (FREGONI et al., 2008).

O teste de resisténcia ao didxido de enxofre (0-300 ppm) identificou um grupo
de leveduras mais resistente na presenca do composto SO,, (crescimento na
presenca de 300 ppm) sendo este grupo constituido pelas linhagens do nosso
laborat6rio (OSMO-8, 63M-1, 63M-2 e 63M-3) e pelas linhagens de levedura italiana
(4LBI-3, 5TB8-60 e RB3-7CS2). Outro grupo de leveduras, contendo leveduras
brasileiras industriais com resisténcia intermediaria: PV-2, PE-2, CAT-1, BG-1,
FT858 e EC1118. A levedura SC,-37 apresentou baixa resisténcia ao SO, no
entanto, esta sensibilidade ndo afeta o processo fermentativo, pois a concentragcéo

antimicrobiana utilizada € na faixa de 50 ppm de SO,, a qual apresenta efeito
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inibitério para espécies nao- Saccharomyces (inibicdo total pela levedura P.
apiculates KA-397). Este efeito inibitério geralmente afeta leveduras com baixo grau
de fermentacéo, tais como Rodhotorula, Koeklera, Candida e Pichia (FREGONI et
al., 2008). A presenca de SO, modifica a carga microbiana estimulando a atividade
proteésica (FREGONI et al., 2008).

Sabores ruins, denominados de off-flavors sdo devidos aos compostos
volateis derivados do metabolismo da levedura durante a fermentacdo alcodlica.
Estes off-flavours sdo uma grande preocupacdo na producao de bebidas tais como
vinho, cidra e cerveja (UGLIANO et al. 2011). A producao de sulfeto de hidrogénio &
um importante contribuinte para o chamado off-flavour por apresentar odores de ovo
podre e de putrefacdo (UGLIANO et al. 2011). Testes em meios sélidos (BiGGY)
foram realizados para determinar a producdo do composto H,S pelas leveduras, o
qual identificou 3 linhagens com producao baixa de H,S (EC1118, RB3-7CS2 e SC,-
37). As leveduras do Brasil e duas linhagens da Italia apresentaram producédo
moderada do composto H,S. Nao foi identificado neste teste linhagens com alta
producdo do composto.

A contaminacao de leveduras selvagens e de fungos durante a fermentacao
de vinho utilizando a levedura S. cerevisiae € um sério problema nas industrias. Para
reducdo na contaminacdo de espécies indesejaveis, leveduras com fendtipo killer
sao utilizadas como cultura starter ou inoculadas durante o processo de fermentacéo
de vinho (MADHUSUDAN; JOISHY, 2005). A tabela abaixo descreve a presenca e
auséncia do fendtipo killer onde se detectou a presenca do fenétipo killer somente
duas linhagens (EC1118 e 4LBI-3), sendo este fenotipo mais intenso nestas
linhagens que nas linhagens utilizadas como controle (Killer 1 e 2). Com isso,
linhagens killer de S. cerevisiae tem a vantagem de permanecer até ao final da
fermentacao de vinho (FLEET, 2003), pois atuam inibindo linhagens sensiveis ao

fenotipo e competindo com linhagens neutras.
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Tabela 5. Caracterizacdo tecnolégica de leveduras para
producdo de vinho: resisténcia ao didéxido de enxofre, produgéo
de sulfeto de hidrogénio e auséncia ou presenca do fenotipo

killer.
Linhagens de Resisténcia a Producéo Fenotipo
Levedura SO, (ppm) H,S Killer
OSMO-8 300 ++ -
PV-2 150 ++ -
63M-1 300 ++ -
63M-2 300 ++ -
63M-3 300 ++ -
PE-2 200 ++ -
CAT-1 150 ++ -
BG-1 150 ++ -
FT858 150 ++ -
4LBI-3 300 ++ ++
5TB8-60 300 ++ -
RB3-7CS2 300 + -
SC,-37 100 +
EC1118 200 + ++
KA-397 0 ND ND
Killer 1 ND ND +
Killer 2 ND ND +

ND: nao detectado.

4.4.2. Caracterizacdo genética das leveduras: analise interdelta e de

agrupamento

O método interdelta € frequentemente utilizado para identificacdo do perfil
polimorfico de leveduras. Este tipo de tipagem molecular em S. cerevisiae foi
proposto primeiro por Ness et al. (1993). Assim, as linhagens de leveduras descritas
na Tabela 2 (ver Material e Meétodos) foram identificadas, comparadas e
discriminadas através deste método utilizando trés primers em duas combinacdes
diferentes: delta2/deltal2 (Fig. 27) e deltal2/delta2l (Fig. 28). Diferentes padrdes
polimérficos constituiram o perfil eletroforético de cada linhagem de acordo com a
combinacdo de par de primers usado (Fig. 27 e 28). Ambas as combinacdes
amplificaram elevado nimero de fragmentos. Segundo Xufre et al. (2011) os pares
de primers delta2/deltal2 foi a combina¢do que gerou maior nimero de fragmentos

para as linhagens testadas. Legras e Karst (2003) também obtiveram maior nimero
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de fragmentos da levedura de laboratério S288C usando as combinacdes
delta2/deltal2 e deltal2/delta2l.
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Figura 27. Perfis eletroforéticos de linhagens S. cerevisiae obtidos através
de amplificacdo por PCR da andlise interdelta com par de primers
delta2/deltal2 em gel de agarose 1,2 % (m/v).
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Figura 28. Perfis eletroforéticos de linhagens S. cerevisiae obtidos através
de amplificacdo por PCR da andlise interdelta com par de primers
deltal2/delta2l em gel de agarose 1,2 % (m/v).

A Fig. 29 ilustra um dendrograma construido com os resultados dos
fragmentos obtidos pelo método PCR-interdelta com as diferentes combinacdes de
pares de primers (delta2/deltal2, deltal2/delta2l e delta2/delta21). O dendograma
(Fig. 30) reuniu as 14 linhagens de leveduras em trés grupos principais (A, Be C). O
grupo A pertencentes as linhagens de leveduras da cole¢do de cultura do nosso
laboratorio (OSMO-8; PV-2; 63M-1; 63M-2 e 63M-3). As leveduras OSMO-8 e PV-2
(SOUZA et al.,, 2007) sao os parentais que deram origem a levedura 63M-1. A
levedura 63M-2 foi uma linhagem isolada por meio de plagueamentos da levedura
63M-1 em meios cromogénicos. A linhagem 63M-1 possui em seus segregantes
marca de auxotrofia apresentando deficiéncia heterozigota nos aminoacidos uracila
e lisina. Apos estocagem (freezer a - 80 °C) foi observado a ocorréncia de leveduras
auxotrodficas, detectadas através de plagueamentos nos meios cromogénicos. Esta
levedura auxotrofica foi denominada de 63M-2 e a sua deficiéncia no metabolismo
de lisina foi identificada pela técnica da analise de esporos ao acaso (dados nédo

mostrados). J& a levedura 63M-3, é um isolado revertente (LYS") obtido através de
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propagacdes da levedura 63M-2. O grupo B € um cluster de leveduras comerciais
(PE-2, CAT-2, BG-1 e FT-858) utilizadas como inbéculo starter nas destilarias
brasileiras de producdo de bioetanol. Por fim, o grupo C agrupou as leveduras
provenientes da Italia destinadas a producao de vinho. De acordo com os resultados
do dendograma, a combinagdo dos fragmentos da analise interdelta detectou 13

diferentes bidtipos dentre as 14 linhagens S. cerevisiae analisadas.
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Figura 29. Dendograma da Analise Cluster Combinada dos resultados
obtidos da amplificacdo da regido interdelta (pares de primers d2/d12,
d12/d21 e d2/d21) das linhagens de S. cerevisiae provenientes de
diferentes paises e destinadas a diferentes processos fermentativos.
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45. AVALIACAO DO DESEMPENHO FERMENTATIVO DURANTE
FERMENTACAO EM MOSTO NATURAL DE UVA VERMELHA UTILIZANDO
INOCULO PURO: PRODUCAO DE CO,, °BRIX E COMPOSTOS VOLATEIS

A vinificacdo € um processo complexo envolvendo interagBes entre a flora
microbiana e o suco de uva resultando em vinho (UGLIANO; HENSCHKE, 2009). Os
micro-organismos chave sédo as leveduras fermentadoras que transformam um
mosto de uva acido, doce e pouco saboroso em uma bebida alcodlica altamente
saborosa (UGLIANO; HENSCHKE, 2009). Por isso, para realizar a fermentacao de
vinho utilizando linhagens indigenas, foi necessario fazer um screening (secao 4.4.)
dos aspectos tecnolégicos relevantes para producdo de um vinho de qualidade.
Todas as linhagens indigenas e nativas apresentaram resultados de perfil
tecnologico aceitavel. Com isso, as leveduras foram inoculadas em mosto de uva e
0s parametros utilizados para o monitoramento do curso fermentativo foram:
produgcdo de CO, consumo de acUcares e a produgcdo de compostos volateis. O
termo linhagens indigenas neste contexto estd denominando as leveduras

destinadas a producéo de etanol de origem brasileira.

4.5.1. Monitoramento da fermentacdo de mosto natural de uva vermelha

utilizando inéculo puro: producédo de CO,

A Tab. 6 mostra os valores obtidos quanto a producdo de CO, durante a
fermentacdo de vinho. A maioria das leveduras iniciou a fermentagéo apds 24 horas
de incubacdo (fase de adaptacdo). As leveduras que iniciaram a fermentacdo mais
lentamente, ou seja, aquelas que apresentaram maior fase de adaptacao e/ou fase
lag foram linhagens indigenas: 63M-3 (1,84 + 0,55 g/100 mL de CO,), CAT-1 (1,40
0,64 g/100 mL de CO;, ) e BG-1 (1,38 £ 0,09 g/100 mL de CO,) e a linhagem de
laboratoério para producédo de vinho SC»-37 (1,88 + 0,04 g/100 mL de CO,). Estas
linhagens também foram sensiveis ao diéxido de enxofre (ver Tab. 5), exceto a
levedura 63M-3. Apesar da maior fase lag que estas leveduras iniciaram o processo,
foi possivel observar que no final do 5° dia de fermentagdo o processo foi
estabilizado, onde todas as leveduras tiveram producdo de CO, semelhantes.
Segundo Nerantzis et al. (2007), o diéxido de carbono esta diretamente associado

com o crescimento celular das leveduras. O curso fermentativo foi monitorado
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diariamente e o processo foi completado em 14 dias de fermentacéo, onde 0s pesos
dos frascos mantiveram constantes (producgéo > 0,3 g/100mL de CO,).



Uso de técnicas simples e da analise genética para determinacdo de persisténcia e dominancia...

104

Tabela 6 . Producao de dioxido de carbono durante a fermentacdo de mosto natural de uva vermelha contendo 22,2 °Brix, concentragéo celular de

1X107 céls/mL, pH inicial 3,8 a 26 °C.

Producéo de CO; (g/100mL)

Leveduras Fermentacé&o (dias)
1 2 3 4 5 7 8 9 10 13 14

OSMO-8 2,91+0,03 5,94+0,03 8,35+0,07 10,04+0,10 12,00+0,05 12,63+0,11 13,06+0,15 13,50+0,12 13,81+0,14 14,50+0,07 14,74+0,09
PV-2 2,37+0,01 4,61+0,04 6,710,117 8,82+0,11 11,51+0,13 12,17+0,28 12,54+0,30 12,87+0,15 13,26+0,29 13,94+0,33 14,16%0,33
63M-1 2,78+0,13 5,52+0,06 8,05+0,00 9,99+0,00 11,65+0,39 12,68+0,46 12,87+0,29 12,62+0,00 13,18+0,23 13,55+0,00 13,68+0,00
63M-2 2,60+0,01 5,30+0,06 7,97+0,11 10,10+0,14 12,56+0,44 13,19+0,57 13,57+0,63 14,04+0,71 14,36+0,72 15,07+0,75 15,29+0,76
63M-3 1,84+0,55 4,92+0,91 7,82+0,88 10,05+0,62 12,01+0,43 12,52+0,52 12,88+0,58 13,29+0,67 13,58+0,75 14,29+0,89 14,51+0,93
PE-2 2,45+0,08 5,10+0,12 7,45+0,16 9,29+0,13 10,90+0,05 11,35+0,05 11,65+0,06 12,09+0,06 12,34+0,05 12,96%+0,03 13,16%0,02
CAT-1 1,40+0,64 3,99+1,06 6,47+1,34 8,59+1,43 11,62+1,15 12,66+0,62 13,37+0,17 14,00+0,04 14,38+0,11 15,13+0,12 15,38+0,13
BG-1 1,38+0,09 3,88+0,05 6,37+0,07 8,52+0,16 11,53+0,23 12,35+0,31 12,75+0,35 13,15+0,37 13,43+0,38 14,12+0,42 14,12+0,42
FT858 2,22+0,04 4,74+0,12 7,04+0,14 8,97+0,14 11,08+0,18 11,65+0,17 12,01+0,18 12,41+0,14 12,71+0,14 13,38+0,16 13,62+0,19
4LBI-3 2,84+0,11 6,02+0,15 8,71+0,15 10,74+0,11 12,82+0,18 13,42+0,25 13,82+0,28 14,29+0,31 14,60+0,31 15,30+0,30 15,55+0,32
EC1118 2,25+0,04 4,81+0,06 7,21+0,07 9,45+0,08 12,00+0,24 12,48+0,23 12,82+0,25 13,21+0,24 13,47+0,25 14,12+0,25 14,28+0,17
5TB8-60 2,72+£0,12 5,55+0,22 8,11+0,29 10,03+0,31 11,46+0,18 11,94+0,25 12,28+0,32 12,68+0,38 12,95+0,41 13,65%+0,54 13,89+0,56
SC2-37 1,88+0,04 4,03+0,00 5,90+0,02 7,56+0,03 10,12+0,00 11,27+0,04 12,19+0,09 13,05+0,11 13,62+0,15 14,52+0,18 14,79+0,22
RB3-7SC2 2,04+0,29 4,17+0,61 6,17+0,89 8,00+1,04 10,72+0,95 11,73+0,69 12,38+0,37 12,97+0,21 13,32+0,15 14,55+0,52 14,78+0,53
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4.5.2. Monitoramento da fermentacdo de mosto natural de uva vermelha

utilizando in6culo puro: °Brix

Durante as fermentacdes de vinho do presente estudo, os aguUcares totais
foram determinados através de um refratbmetro, equipamento que afere o grau de
sélidos totais dissolvidos suspensos um uma amostra, ou seja, o grau Brix (°Bx).
Esta técnica é frequentemente utilizada por ser uma analise simples que estima de
forma instantanea a concentracdo de acucares presente em mostos de uva. Estas
medidas tem papel importante no monitoramento do processo fermentativo, pois
indica a velocidade da fermentacdo, a duracdo e o seu término. A Tab. 7 mostra os
valores em °Bx obtidos durante a fermentacéo das diferentes leveduras. Foi possivel
observar que algumas das leveduras produtoras de etanol combustivel (63M-1, PE-2
e FT858) apresentaram um consumo mais acelerado de aguUcar quando comparadas
com leveduras produtoras de vinho apdés 24 horas de fermentacdo. No Brasil, as
fermentacdes de caldo de cana e melaco tem um periodo de 6-11 h (BASSO et al.,
2008), e isto pode ser um dos fatores associados as linhagens destinadas a
producdo de etanol terem um consumo de acucar maior quando comparadas as
outras linhagens. A linhagem nativa 5TB8-60 também apresentou consumo de
acucares equivalente aos das leveduras produtoras de etanol combustivel.
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Tabela 7. Medidas dos sélidos totais dissolvidos durante a fermentacdo do mosto natural
de uva vermelha contendo 22,2 °Brix, concentracdo celular de 1X107 céls/mL, pH inicial 3,8

a 26 °C.

Grau Brix (g/100mL)
Leveduras Fermentacdao (dias)

1 3 6 8 10 13

OSMO-8 18.90+£1.30 12.65+0.90 7.75+1.00 7.40+0.85 6.60+0.00 6.70+0.98
PV-2 17.90+£0.10 13.15+0.40 7.20+0.14 7.15+0.07 7.10+0.14 6.80+0.28
63M-1 16.80+£0.00 10.20+0.00 6.50+0,00 6.20+0.00 6.20+0.00 6.00+0,00
63M-2 19.00+£1.10 13.65+0.90 7.00+0.70 6.80+0.14 6.60+0.57 6.60+0.42
63M-2 19.00+1.10 12.25+1.10 7.00+0.14 6.80+0.00 6.60+0.57 6.50+0.28
PE-2 17.35£0.50 10.70+0.40 6.35+0.21 6.30+0.35 6.20+0.00 6.00+0.14
CAT-1 21.00+1.40 15.30+2.10 9.15+2.33 7.60+1.06 7.00+0.57 6.05+0.14
BG-1 19.60+£0.80 14.15+0.50 7.25+0.35 7.00+0.42 6.40+0.00 6.00+0.14
FT858 17.35£0.50 12.35+0.50 6.40+0.14 6.00+0.14 5.80+0.14 5.60+0,00
4L.BI-3 19.65+0.20 12.80+0.00 7.80+0.70 7.20+0.35 7.00+0.00 7.00+0.00
EC1118 18.65+0.50 130+0.00 7.00+0.07 6.50+0.35 6.30+0.14 7.00+0,00
5TB8-60 17.05£0.40 10.60+0.60 6.80+0.07 6.70+0.14 6.40+0.00 6.00+0.42
SC2-37 20.90+0.80 16.40+0.60 10.50+0.00 8.10+0.35 7.80+0.14 7.30+0.14
RB3-7SC2 19.40+0.60 14.95+1.30 8.75+1.76 7.00+1.06 6.80+0.14 6.40+0,00

O sabor do vinho é uma percepc¢ao sensorial que varia com o individuo, com o
contexto e experiéncia do consumidor e a composicdo quimica do produto (FLEET,
2003). Os micro-organismos desempenham papel proeminente na composicao
quimica do vinho. Eles afetam a qualidade da uva antes da colheita, e durante a
fermentacdo os aglcares sdo metabolizados convertendo-se em outros componentes,
como o etanol, o diéxido de carbono e varios produtos secundarios, que coletivamente
conferem a sutileza e as caracteristicas individuais dos vinhos (PRETORIUS, 2000). A
Tab. 8 mostra os valores obtidos no final da fermentacéo do vinho quanto a producéo
de compostos volateis onde todas as leveduras tiveram producdo semelhante. O acido
acético foi o composto que levou a maiores diferencas entre as leveduras, porém todas
as linhagens produziram valores abaixo do permitido (600 mg/L) para vinhos em geral
(ROMANO et al., 1990). Quanto a producdo de etanol, as leveduras CAT-1, BG-1 e
SC2-37 foram as linhagens que mais produziram etanol quando comparadas com as
outras leveduras. Os valores obtidos indicam boa producgéo de etanol pelas leveduras,
pois o controle comercial utilizado no presente estudo (EC1118) teve valores

equivalentes aos das outras linhagens de levedura.



107

Uso de técnicas simples e da analise genética para determinacdo de persisténcia e dominancia...

Tabela 8. Producéo de compostos volateis apos a fermentacao (14 dias) do mosto natural de uva vermelha contendo 22,2 °Brix,
concentracéo celular de 1X10 céls/mL, pH inicial 3,8 a 26 °C.

Producdo de compostos voléateis

Leveduras Acetaldeido  Metanol N-propanol Isobutanol A'Aécélt?go D-amilico Isoamilico Etanol
(mgi/L) (mgi/L) (mg/L) (mgi/L) (ma/L) (mgi/L) (mg/L) (g/L)
OSMO-8 34,35+1,19 40,15+0,36 18,09+0,36 38,59+2,08 188,93+14,18 107,40+1,76 298,30+12,47 75,70+0,00
PV-2 50,55+7,84 42,42+0,70 21,33+0,73 36,47+0,73 208,09+15,36 122,33+2,25 256,99+4,61 70,30+0,72
63M-1 59,10+3,66 38,11+2,06 17,47+1,03 43,56+3,00 313,57+21,37 112,08+7,23 259,42+21,01 66,00+0,75
63M-2 48,44+2,06 46,11+4,27 21,17+2,27 44,72+5,92 315,15+69,71 120,48+5,38 289,11+22,78 88,20+1,66
63M-3 55,69+5,81 41,13+0,71 22,44+0,39 58,09+1,05 344,79+19,23 104,88+5,67 276,41+25,25 69,80+0,30
PE-2 34,98+16,40 39,53+6,03 16,28+2,73 37,79+7,39 220,41+41,80 92,75+13,95 216,10+43,84 88,00+0,88
CAT-1 49,86+7,93 49,68+1,76 23,18+0,18 73,27+4,69 427,66+7,95 111,49+11,89 300,28+15,15 108,20+0,62
BG-1 62,98+0,50 46,43+0,83 21,02+0,35 49,41+1,74 326,81+16,59 94,58+4,33 204,04+9,48 101,00+0,27
FT858 48,14+4,84 44,45+0,59 18,70+0,98 27,42+2,32 256,99+0,54  94,97+4,55 174,14+7,00 93,40+0,07
4LBI-3 43,87+0,98 46,64+1,99 18,06+0,72 38,22+0,63 188,54+26,75 127,20+12,03 253,20+12,45 77,70+0,72
EC1118 73,91+13,73 42,45+0,46 20,96+0,62 22,24+0,15 177,64+17,16 91,52+2,02 139,39+1,96  71,40%0,09
5TB8-60 40,69+2,80 39,89+0,23 15,86+0,17 28,94+0,38 153,98+0,95 87,07+0,85 176,00+1,65 73,90+0,09
SC2-37 26,39+1,77 47,24+0,44 31,09+0,96 73,95+2,19 267,21+21,10 111,42+2,11 241,00+9,53 103,50+1,22
RB3-7SC2 36,00+8,57 44,68+4,64 19,13+3,01 30,94+6,98 164,44+13,21 98,48+15,59 160,69+29,44 82,30+0,85
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4.6. AVALIACAO DO DESEMPENHO FERMENTATIVO DURANTE
FERMENTACAO EM MOSTO NATURAL DE UVA VERMELHA UTILIZANDO
INOCULO MISTO: INTERACOES ENTRE LEVEDURAS INDIGENAS E NATIVAS

A utilizacdo de linhagens isoladas de S. cerevisiae nos dias de hoje é uma
pratica comum. Trés leveduras foram selecionadas para as fermentacdes mistas
sendo 63M-1 (linhagem de laboratério isolada para producdo de etanol); PE-2
(linhagem comercial para producdo de etanol) e 4LBI-3 (linhagem de laboratorio
isolada de fermentacdo de vinho). As fermentagdes foram conduzidas com
combinacdes diferentes das leveduras. As analises descritas na sec¢do 4.5 também
foram realizadas nesta secéo e plagueamentos no final de cada fermentacdo mista
foi realizado nos meios cromogénicos para detectar a proporcédo das leveduras na
fermentacdo mista. A analise interdelta feita diretamente das col6nias crescidas nos
meios cromogénicos foi realizada a fim de correlacionar e identificar os fenétipos (cor

das colbnias) com os perfis polimorficos.

4.6.1. Fermentagdes do mosto de uva utilizando inéculo misto: interagdes
entre leveduras destinadas a producéo de bioetanol (63M-1 e PE-2) e de vinho
(4LBI-3)

O critério para selecdo e desenvolvimento de leveduras para fermentacao de
vinho podem ser considerados em trés categorias: 1. Propriedades que afetam o
desempenho do processo fermentativo, 2. Propriedades que determinam a
caracteristica e qualidade do vinho e; 3. Propriedades associadas com a producao
comercial de leveduras de vinho (FLEET, 2008). Nas fermentacGes mistas trés
linhagens foram utilizadas com as seguintes combinac¢des: 63M-1:PE-2; 63M-1:4LBI-
3; PE-2:4LBI-3 e 63M-1:PE-2:4LBI-3, todas inoculadas com a mesma proporgao. A
Fig. 30 (parte A) ilustra a producdo de CO, (g/100mL) e (parte B) as medidas de
sélidos totais dissolvidos (°Bx) pela cultura mista e pela cultura pura de cada
levedura. Quanto a producdo de CO,, a levedura 4LBI-3 isoladamente foi a que
obteve maior producdo partir do 4° dia de fermentacdo. Foi observado efeito
sinérgico para a levedura PE-2 quando inoculada na cultura mista entre 63M-1:PE-2
e PE-2:4LBI-3, onde a produgcdo de CO; de 13,16 = 0,02 pela cultura pura foi
aumentada para 14,54 = 0,19 e de 14,63 + 0,80 (g/100mL) respectivamente. No
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entanto, efeito antagonico foi observado em todas as combinacdes de cultura mista
para a levedura de vinho 4LBI-3, havendo um decréscimo na producédo de CO.,.
Quanto as medidas de °Brix, ndo foi observado efeitos sinergético ou antagbnico

pelas culturas puras e mistas.

24

20 &

16 -

12 4

°Brix (g/100 mL)

LINES

€-1977:2-3d - IN€9 ——19717:2-3d ——2C-3d LINE9 —— 19TV LINEY ——
197y ¢-3id

Producao de CO2 (g/100 mL)

Fermentacao
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Figura 30. Producdo de CO;, e medidas dos solidos totais
dissolvidos (°Brix) durante a fermentacdo de vinho
utilizando inéculo puro e misto (proporcdo 1:1) das
leveduras: 63M-1, PE-2 e 4LBI-3. Fermentacdo contendo
concentracao inicial de 22,2 °Brix, 1X10’ céls/mL, pH 3,8. A
fermentacao foi realizada durante 14 dias a 26 °C.
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b

Subprodutos relacionados a qualidade organoléptica em vinhos foram
determinados no final da fermentagdo. A Tab. 9 mostra a produ¢cdo dos compostos
volateis produzidos pelas leveduras na fermentacéo simples e na fermentacéo mista.
Foi possivel verificar que nao houve diferenca na producdo na maioria dos
compostos volateis (comparar fermentacdo simples com fermentacdo mista) nas
diferentes combina¢Bes de indculo utilizada nas fermentagBes mistas. O acido
acético foi o composto que apresentou diminuicdo na producdo quando a
fermentacao foi realizada em consorcio com a levedura 4LBI-3. A producao de alcool
foi o composto que apresentou maior efeito quando a levedura 4LBI-3 foi inoculada
com a levedura comercial PE-2, onde tiveram producao de etanol de 92,90 + 0.53

g/L enquanto que isoladamente a levedura 4LBI-3 teve producao de 77,70 + 0,72g/L.
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Tabela 9. Producéo de compostos volateis obtidos no final de fermentacdo de mosto natural de uva vermelha utilizando inéculo
misto (proporcédo 1:1) contendo 22,2 °Brix, concentracdo celular de 1X10’ céls/mL, pH inicial 3,8 a 26 °C.

Producdo de compostos voléateis

Leveduras Acetaldeido  Metanol N-propanol Isobutanol A'Aécélt?go D-amilico Isoamilico Etanol
(mgi/L) (mgi/L) (mg/L) (mgi/L) (ma/L) (mgi/L) (mg/L) (g/L)

63M-1 59,10+3,66 38,11+2,06 17,47+1,03 43,56+3,00 313,57+21,37 112,08+7,23 259,42+21,01 66,00+0,75
PE-2 34,98+16,40 39,53+6,03 16,28+2,73 37,79+7,39 220,41+41,80 92,75+13,95 216,10+43,84 88,00+0,88
4L.BI-3 43,87+0,98 46,64+1,99 18,06+0,72 38,22+0,63 188,54+26,75 127,20+12,03 253,20+12,45 77,70%0,72
Mista 1 75,79+21,79 41,03+1,15 17,56+0,38 38,34+2,29 247,47+83,47 120,86+5,56 248,79+12,41 77,20+0,55
Mista 2 35,68+0,23 43,61+0,27 17,23+0,39 41,26+2,16  198,89+19,38 100,01+1,24 241,83+6,62 89,40+0,40
Mista 3 57,65+2,25 41,56+1,25 17,01+0,64 35,25+1,49 215,02+1,25 108,11+4,43 224,47+11,97 92,90+0,53
Mista 4 66,28+4,40 42,82+2,93 19,35+1,69 43,78+4,00 157,12+18,76 114,80+7,65 269,82+23,19 86,90+0,42

Mista 1: fermentacéo entre 63M1:4LBI-3; Mista 2: fermentacéo entre 63M-1:PE-2; Mista 3: fermentacao entre PE-2:4LBI-3; e
Mista 4: fermentacao entre 63M-1:PE-2:4LBI-3. As células foram inoculadas na mesma propor¢ao no frasco de fermentacao.
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4.6.2. Monitoramento da fermentacdo de vinho utilizando in6culo misto: anélise

interdelta versus plagueamentos

Como j& mencionado, no presente trabalho dois meios de cultura foram
elaborados e selecionados. Estes meios permitiram controlar instabilidade em
processos fermentativos e quantificar a propor¢céo de leveduras durante o0 mesmo.
Tais meios (N1 e BTV) foram utilizados tanto nas fermentacées com indculo puro
(dados ndo mostrados) quanto nas fermentacdes mistas. As Figuras. 31, 32, 33 e 34
ilustram os plagueamentos das fermentagdes mistas utilizando 2 e 3 linhagens
starters. Na Fig. 31, o meio BTV nédo foi um meio seletivo para diferenciar as
colonias entre as leveduras 63M-1 e 4LBI-3, ao passo que o meio N1 e o meio WLN
demonstraram diferencas entre as colbnias. Na Fig. 32 foi possivel distinguir as
leveduras 63M-1 da levedura PE-2 nos meios N1 e BTV. Na Fig. 33 também foi
possivel visualizar boa distingdo entre as leveduras PE-2 e 4LBI-3 nos meios N1 e
BTV, e na Fig. 34 o melhor meio para diferenciar a fermentacdo mista inoculada com
trés leveduras starters (63M-1:4LBI-3:PE-2) foi 0 meio N1.

O wuso dos meios desenvolvidos N1 e BTV teve aplicabilidade e
reprodutibilidade em diferentes processos fermentativos (fermentacdo a partir de
melago e mosto de vinho). No entanto, o0 meio N1 foi o que melhor diferenciou as
colonias entre as diferentes leveduras plaqueadas, sendo este meio mais seletivo
para processos de fermentacdo de vinho. Mais uma vez o uso da andlise da
sequéncia interdelta utilizando par de primers delta2/deltal2, revelou a eficiéncia do
uso destes meios onde o DNA extraido diretamente das colbnias plagueadas nos
meios sélidos teve como produto amplificado o perfil eletroforético das leveduras
utilizadas como starters, ou seja, esta técnica confirmou o uso dos meios N1 e BTV
no monitoramento da populacdo de leveduras em diferentes processos

fermentativos.
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Figura 31. Plagueamento da cultura mista 63M-1:4LBI-3 nos meios solidos
diferenciais N1, BTV e WLN apds a fermentacdo em mosto de uva. Placas
incubadas durante 5 dias a 26 °C.

Figura 32. Plagueamento da cultura mista 63M-1:PE-2 nos meios sélidos
diferenciais N1, BTV e WLN apos a fermentagdo em mosto de uva. Placas
incubadas durante 5 dias a 26 °C.
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Figura 33. Plaqueamento da cultura mista PE-2:4LBI-3 nos meios soélidos
diferenciais N1, BTV e WLN apos a fermentagdo em mosto de uva. Placas
incubadas durante 5 dias a 26 °C.
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Figura 34. Plagueamento da cultura mista 63M-1:PE-2:4LBI-3 nos meios solidos
diferenciais N1, BTV e WLN ap6s a fermentacdo em mosto de uva. Placas
incubadas durante 5 dias a 26 °C.
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Conclusoes
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Conclusodes

Alternativas simples de monitoramento de leveduras em processos

fermentativos foi o principal alvo de pesquisa deste trabalho. A partir disso foram

concluidos os seguintes topicos:

a)

b)

d)

O screening de corantes utilizado como via de identificagdo preliminar de
instabilidade fenotipica de leveduras em processos fermentativos revelou que
os corantes floxina B e eosina e azul de tripano foram os mais discriminatérios
permitindo identificar e diferenciar linhagens de leveduras auxotroficas e

prototréficas bem como deficientes respiratorios;

O esgotamento de fontes de nitrogénio identificou diferentes capacidades de
esporulacéo entre as leveduras. As linhagens mais estaveis apresentaram alta

eficiéncia na esporulacdo apos dois dias de incubacéo;

Nos ciclos sucessivos de fermentacdo de melagco de cana-de-agucar a 40 °C
utilizando in6culo simples a levedura 63M-1 foi a que teve maior producao de
etanol e manutencdo da viabilidade; a levedura 63M-2 foi a mais sensivel e
instavel do processo; a levedura 63M-3 obteve o0 maior acimulo de biomassa
para reutilizacdo de células. A menor producdo de etanol foi obtida com a
levedura PE-2;

Nas fermentacdes sucessivas mistas a 40 °C, o consércio entre as leveduras
63M-3 e PE-2 resultou em efeito sinérgico quanto a producdo de etanol. A
utilizacdo da linhagem que obteve maior acumulo de biomassa nas
fermentacdes simples néo resultou em levedura dominante no processo e sim

em linhagem persistente;

O uso de linhagens indigenas (destinadas a producdo de bioetanol) na
fermentacdo de mosto natural de uva resultou em leveduras de perfil
tecnolégico desejavel para este setor fermentativo, onde ndo foram
constatadas diferencas nos parametros fermentativos entre leveduras

indigenas e nativas;
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f) O desenvolvimento e padronizacdo dos meios sélidos N1 e BTV permitiram
monitorar a propor¢cdo de leveduras bem como a estabilidade fenotipica de
forma simples e eficaz. Na fermentacdo de melagco de cana-de-acucar, os dois
meios permitiram controlar a fermentacdo, no entanto, na fermentacdo de
vinho o meio N1 mostrou-se mais discriminatério no monitoramento de

fermentacgdes mistas.

Por fim, o estabelecimento e elucida¢do da nova estratégia de monitoramento de
leveduras em processos fermentativos reduziu o uso corrente das analises
moleculares de identificacdo na presente pesquisa. Uma vez padronizado o0s
in6culos starters (leveduras com colbnias de coloracdo diferente) a técnica
apresentou aplicabilidade e reprodutibilidade. Outro aspecto relevante foi quanto a
escolha definida de colbnias de leveduras para analise molecular de identificacdo. A
facilidade atribuida a nova técnica reduziu o tempo e o custo operacional da
pesquisa para determinacdo da dinamica populacional. O seu emprego nos
diferentes setores fermentativos pode aumentar autonomia nas industrias, reduzindo

0 contrato com méao de obra especializada.
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Figura 1. Curva de calibracdo para andlise de medidas de biomassa da levedura
63M-1. A equacao da reta y = a+ bx apresentou o seguinte coeficiente angular:
b=2,1125, o intercepto da reta=0,0284 e o fator de correlacdo (R?=0,99691) para o
espectrofotdmetro Bioespectro modelo SP-22.
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Figura 2. Curva de calibracdo para andlise de medidas de biomassa da levedura
63M-2. A equacao da reta y = a+ bx apresentou o seguinte coeficiente angular:
b=1,826, o intercepto da reta= 0,026 e o fator de correlacdo (R’=0,9946) para o
espectrofotdmetro Bioespectro modelo SP-22.
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Figura 3. Curva de calibracdo para andlise de medidas de biomassa da levedura
63M-3. A equacgéo da reta y = a + bx apresentou o seguinte coeficiente angular:
b=2,90916, o intercepto da reta=-0,0411 e o fator de correlacédo (R?=0,990) para o
espectrofotdmetro Bioespectro modelo SP-22.

y=a+ bx

Abs = a + b.massa

Abs — a
9/t
Ab , .
g/L — s+0,04115 . dll

2,90916



131
Uso de técnicas simples e da analise genética para determinacdo de persisténcia e dominancia...

0,4
0,3
€
S
5
o
(@]
&
¢ —]
S 0,2
[
o
n
Q
<
0,1 - Equation y=a+b'x
Adj. R-Square 0,99448
Value Standard Error
B Intercept  0,03707 0,00159
B Slope 3,40863 0,05826
0,0 . , . : : : . : . ,
0,000 0,025 0,050 0,075 0,100 0,125

Massa Seca (g/L)

Figura 4. Curva de calibracdo para analise de medidas de biomassa da levedura
PE-2 (industrial). A equacgéo da reta y = a + bx apresentou o seguinte coeficiente
angular:  b=3,40863, o intercepto da reta=0,03707 e o fator de correlacdo
(R?=0,99448) para o0 espectrofotdmetro Bioespectro modelo SP-22.
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Figura 5. Curva padrdao de calibracdo de glicose 0,2% (m/v) para dosagens de
acucares redutores totais pelo método DNS (MILLER, 1959). A equacao da reta
y = a + b.x mostrou o seguinte: coeficiente angular b=31,941, intercepto da reta a=
-0,096 e fator de correlacdo (R?=0,999) para 0 espectrofotdmetro Bioespectro
modelo SP-22.
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