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RESUMO

O bioetanol é o biocombustivel mais usado no mundo. A preocupagdo ecoldgica e a
versatilidade de produ¢do com matérias-primas diversas impulsionaram a sua implementacao
como alternativa sustentdvel aos combustiveis fosseis. Este combustivel € sintetizado
principalmente via metabolismo de leveduras a partir de agucares assimildveis. Além de
parametros extrinsecos relacionado ao processamento, as singularidades fisiolégicas
apresentadas a nivel de espécie e até mesmo entre cepas de leveduras podem contribuir
significativamente para o melhor desempenho da fermentac¢do. De acordo com este trabalho, a
fermentacdo espontanea de cachaca e o residuo de graos da producdo de cerveja sdo bons
nichos para a prospeccdo biotecnoldgica de novas leveduras, com destaque para a maior
abundincia e diversidade observada nas amostras provenientes da cachacaria. Destes dois
ambientes foram isoladas 134 leveduras, pertencentes a 6 géneros e 10 espécies. Estas
leveduras foram caracterizadas quanto a capacidade de producdo de ascésporos, resisténcia
aos antifingicos natamicina e actidiona, crescimento em diferentes temperaturas, e producio
das enzimas amiloliticas, pectinoliticas, celuloliticas e xilanoliticas. Estas cepas também
foram triadas com base na capacidade fermentativa em xarope de cana-de-acucar e pela
morfologia celular. Para os 10 melhores representantes foi analisado o rendimento em etanol,
rendimento em biomassa, a produtividade e o perfil cariotipico. As cepas T. delbrueckii
LMQA BSG 7 e S. cerevisiae LMQA SNR 65 se destacaram apresentando resultados
fermentativos similares e superiores as cepas industriais PE-2 e CAT-1 usadas como
parametro referencial. Ainda dentre as cepas selecionadas, a S. cerevisiae LMQA SRC 143
foi escolhida devido a maior viabilidade quando propagada na presenca da bactéria
contaminante Lactobacillus fermentum CCT1668. A partir deste indicio, esta cepa em
comparagdo com a PE-2 foi fermentada durante 8 vezes consecutivas, sob o regime de reciclo
de células com lavagem é&cida, e na presenca do contaminante. A performance fermentativa e
a fisiologia celular foram analisadas. A levedura LMQA SRC 143 apresentou relevante
atuacdo diante do estresse fermentativo quando na presenca do contaminante L. fermentum
CCT1668, contrariando o idedrio de que a contaminagdo bacteriana sempre causa a reducdo
da capacidade fermentativa. Em suma, este trabalho ressalta a importancia do estudo com
leveduras provenientes de ambientes distintos a usina sucroalcooleira, destaca a capacidade
fisiol6gica de espécies pouco exploradas, e apresenta contribui¢cdes relacionadas com as a
respeito das contaminagdes nas fermentacOes e os possiveis niveis de interacOes existentes

entre os contaminantes e as leveduras.

Palavras-chave: biocombustivel. caracterizacio. citometria. reciclo. nativas. contaminacgo. bactéria



ABSTRACT

Bioethanol is the most used biofuel in the world. Ecological concern and versatility of
production with diverse raw materials have boosted its implementation as sustainable
alternatives to fossil fuels. This fuel is mainly synthesized through the metabolism of yeasts
from assimilable sugars. In addition to processing-related extrinsic parameters, the
physiological singularities presented at the species level and even among yeast strains can
contribute significantly to the better performance of the fermentation. According to this work,
a spontaneous fermentation of cachaga and brewer’s spent grain are good niches for a
biotechnological prospection of new yeasts, with a highlight being a greater abundance and
diversity observed in the cachaga samples. Of these two environments, 134 yeasts belonging
to 6 genera and 10 species were isolated. These yeasts were characterized as ascospore
production capacity, resistance to antifungal natamycin and actidione, growth at different
temperatures, and production of amylolytic, pectinolytic, cellulolytic and xylanolytic
enzymes. These strains were also screened through fermentative capacity in sugarcane syrup
and cell morphology. For the 10 best representatives, the ethanol yield, biomass yield,
productivity and karyotypic profile were analysed. The strains T. delbrueckii LMQA BSG 7
and S. cerevisiae LMQA SNR 65 stood out presenting fermentative results similar or better
than the industrial strains PE-2 and CAT-1 used as a parameter. However, as selected strains,
a S. cerevisiae LMQA SRC 143 was chosen because of its greater viability when propagated
in the presence of contaminating bacteria Lactobacillus fermentum. From this indicium,
LMQA SRC 143 compared to PE-2 was fermented for 8 consecutive times, under the cell
recycling regimen with acid washing, and in the presence of the contaminant. Fermentation
performance and cellular physiology were analyzed. The yeast LMQA SRC 143 presented a
relevant performance in the presence of the fermentative stress when in the presence of the
contaminant L. fermentum, contrary to the concept that bacterial contamination always causes
the reduction of fermentative capacity. In summary, this work emphasizes the importance of
the study of yeasts from environments different of sugar and ethanol plant, highlights the
physiological capacity of poorly exploited species, and presents contributions related to
contamination in fermentations and possible levels of interactions between contaminants and

yeasts.

Keywords: biofuel, characterization, cytometry, recycle, wild, contamination, bacteria
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INTRODUCAO GERAL

As leveduras estdo associadas as atividades humanas mesmo antes da compreensao de
sua existéncia. Cosmopolitas e com grande capacidade de suportar variagdes ambientais, estes
micro-organismos contribuiram significativamente para o desenvolvimento das comunidades
que abandonaram a vida ndémade (AMORIM; LEAO, 2005). O avango nas atividades
agricolas também estimulou a capacidade de transformac¢do de vegetais, principalmente graos
e frutas, para a obtencdo de alimentos e bebidas com sabores distintos, nutricionalmente
diversos e mais estdveis a deterioracdo. A melhoria na qualidade e oferta de alimento
contribuiu direta e indiretamente para o desenvolvimento cognitivo humano, que através da
observacdo e experimentacdo que foi capaz de atribuir e melhorar a utilizacdo de micro-

organismos em beneficio proprio (AMORIM; LEAO, 2005; BOYNTON:; GREIG, 2014).

A transi¢do gradativa do conhecimento intuitivo para o embasamento cientifico e
metodolégico permitiu o acesso € o conhecimento sobre estes agentes transformadores
(AMORIM e LEAO, 2005). A possibilidade de manipulacio deste recurso genético
possibilitou a aplicacdo mais eficiente e rentdvel. Na atualidade, o conhecimento sobre as
leveduras tem sido aplicado com excelentes resultados para a producdo otimizada de etanol
combustivel, desenvolvimento de novos produtos pelas industriais cervejeira, vinicola, de
destilados, panifica¢do, cosmética e farmacéutica (LOPES et al., 2016; MICHEL et al., 2016;
PADILLA; GIL; MANZANARES, 2016). O sucesso mercadoldgico atrelado ao uso de
leveduras estd associado a bioprospeccdo de cepas mais robustas, metabolicamente
diferenciadas e adeptas ao processamento em escala industrial. A bioprospeccao consiste na
busca de potencial econdmico que permita o desenvolvimento de um produto de valor
comercial. O isolamento, triagem, e selecdo de leveduras em ambientes pouco explorados
pode favorecer o acesso ao patrimOnio genético mais diversos e favordvel a aplicacoes

inovadoras (BASSO et al., 2008; SUAREZ-LEPE; MORATA, 2012)

O isolamento e aperfeicoamento de leveduras que sejam ideais aos processos estao
ganhando cada vez mais espaco no setor de fermentacdo industrial consistindo em uma
estratégia importante para garantir uma fermentacdo completa, redu¢do dos insumos,
melhores rendimentos, e adaptagdo aos processos mais estressantes e rentaveis (BASSO et al.,
2008; LOPES et al., 2015). Para as usinas de bioetanol, a alta capacidade de hidrolisar a

sacarose, a permeabilidade seletiva da membrana citoplasmatica, alta resisténcia as condi¢oes
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de estresse, como por exemplo a presenca de etanol, pH, osmolaridade e temperatura), o
rdpido crescimento em presenca de O, e substrato, e alta producdo de etanol sdao as
caracteristicas tecnoldgicas das leveduras relevantes ao processo (BASSO et al., 2008;

BORGES et al., 2015; LOPES et al., 2016).

O processo fermentativo utilizado no Brasil reutiliza as células de leveduras nas
fermentagdes durante a safra. A magnitude e a complexidade do processo inviabilizam a
esterilizacdo do sistema e da matéria-prima, permitindo que a contaminagdo bacteriana seja
inata e recorrente em todas as etapas do processamento (SKINNER; LEATHERS, 2004;
BECKNER; IVEY; PHISTER, 2011; BORGES et al., 2015; LOPES et al., 2016). Para a
contencdo do desenvolvimento bacteriano, as células de leveduras reutilizadas passam pela
lavagem 4cida antes de retornar a dorna para a fermentagio subsequente (AMORIM e LEAO,
2005; BASSO et al., 2008; BORGES et al., 2015). Desta forma, as leveduras selecionadas
devem apresentar, além das caracteristicas metabdlicas que favorecam a producdo de etanol,
robustez e estabilidade fisioldgica perante o processamento e contaminagdo bacteriana, pois €
requerido o equilibrio da resposta fermentativa durante todos os ciclos (PEREIRA et al.,

2012; LOPES et al., 2015).

Este projeto de doutorado teve o objetivo de ressaltar as caracteristicas fisiologicas das
cepas de leveduras isoladas durante a producdo de cachaga artesanal por fermentagdo
espontanea no alambique localizado na cidade de Monte Alegre do Sul — SP (Cachacgaria
Campanari) e do residuo de malte processado popularmente denominado “dreche” de uma
cervejaria também localizada no estado de S@o Paulo (nome ndo especificado a pedido da
empresa). A principio as cepas foram isoladas, identificadas e caracterizadas perante diversos
fatores que favorecam a bioprospeccdo destas leveduras para a finalidade biotecnoldgica.
Visando aplicacdo na produgdo de etanol combustivel, estas cepas também foram triadas,
comparadas e selecionadas quanto a capacidade fermentativa. E para o fechamento desta tese,
foi selecionada uma levedura para a avaliagdo do potencial fermentativo frente ao reciclo de
células com a lavagem dcida e a contaminacao bacteriana. Além das atividades experimentais,
as exposicoes tedricas das revisdes bibliograficas sdo propostas para elucidar o
desenvolvimento cientifico e os avangos do setor sucroalcooleiro, e instigar a discussio sobre
contaminagdo bacteriana e os mecanismos de interacdo entre a microbiota durante o

processamento.
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Especificamente, este projete teve como objetivo:

e Conhecer a diversidade de leveduras presentes na fermentacao espontanea de cachaga
artesanal e no malte residual da industria de cerveja utilizando métodos dependentes
de cultivo e identificag¢do das cepas;

e Conhecer o valor biotecnoldgico das cepas isoladas através da avaliagdo da capacidade
de formar ascésporos, acdo Killer, resisténcia aos antiflingicos Natamicina e
Actidiona, influéncia da temperatura no crescimento, e producio das enzimas amilase,
pectinase, xilanase e celulase;

e Triar e selecionar as cepas de acordo com a capacidade fermentativa (produciao de
etanol, consumo de substrato e pH) visando aplica¢do na producao de bioetanol;

e Comparar o rendimento em etanol, rendimento em biomassa e a produtividade, além
do perfil cariotipico das cepas selecionadas;

e Avaliar a performance fermentativa (producdo de etanol, consumo de substrato e pH)
e o perfil fisiologico (viabilidade, vitalidade, glicogénio e trealose) de uma cepa
selecionada perante o reciclo de células com a lavagem 4cida e em co-fermentagdo

com o contaminante Lactobacillus fermentum.

Este projeto foi estruturado em 5 capitulos redigidos sob a formatacdo de artigo
cientifico, satisfazendo o embasamento tedrico e os objetivos propostos. O capitulo 1
corresponde ao artigo de revisdo submetido e publicado pela revista Renewable and
Sustainable Energy Reviews. Este capitulo retrata o estado da arte da producdo de etanol
combustivel de cana-de-agucar, processos emergentes, e elenca a problemdtica e as
consequéncias envolvida com a contamina¢do microbiana para o setor produtivo. O capitulo
2 ¢ uma revisdo bibliografica argumentativa sobre as interacdes microbianas durante a
fermentagdo etandlica. Este artigo foi submetido e aceito pela revista Critical Reviews in
Biotechnology. Neste capitulo as interacdes microbianas sao discutidas a nivel “sense’” sobre
a prerrogativa de que existe uma grande lacuna sobre o conhecimento das estratégias
moleculares utilizadas pelos micro-organismos em fermentacdes. O capitulo 3 estd formatado
de acordo com os critérios da revista Journal of Industrial Microbiology & Biotechnology e
retrata o isolamento, a identificacio e as caracteristicas fenotipicas de relevancia
biotecnoldgica das cepas provenientes do processo fermentativo da cachaga artesanal e do
residuo cervejeiro. O capitulo 4 foi estruturado para ser submetido para a revista New
Biotechnology, e aborda a triagem e selecdo das leveduras de acordo com a capacidade

fermentativa, e a comparacdo das cepas selecionadas quanto ao rendimento em etanol,
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rendimento em biomassa, produtividade e perfil cariotipico. E o capitulo 5 foi estruturado
com base nas normas da revista Applied and Environmental Microbiology e retrata a atuagcao
de uma levedura selecionada em comparacdo com a cepa padrio PE-2 diante das
fermentagdes com reciclo de células e lavagem 4cida, e sob a influéncia da contaminagdo por
Lactobacillus fermentum. Neste capitulo também foi utilizado a citometria de fluxo para
investigacdo do estado fisiolégico das células das leveduras durante os experimentos

fermentativos.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords:

The bivethanol visibility in the global matrix of fuels, linked to ecological appeal and the possibility of using new
Ethanol raw materials justifies the increasing investments for the development of new processes. This fuel results from
Bioenergy fermentation of sugars by yeasts, however the growth of exogenous microorganisms is sometimes unavoidable.
Fuel The lactic acid bacteria and wild yeasts are the main contaminants, affecting yeasts’ performance and leading to
Wild ol negative impacts such as the formation of organic acids, polysaccharides and gummy biofilms. Further
Salcc.‘iltifrnyum undesirable effects of the microbial contamination during bioethanol processing comprise flocculation,

reduction of yeast cells viability and decrease in process yield. In extreme cases, the reduction in process yield
can reach 20-30%, making the process impracticable. In this article, the impact and significance of microbial
contaminants (lactic acid bacteria and wild yeasts) during fermentation of must for bioethanol production are

Lactic acid bacteria
Bioprocesses, microbial contamination
Sugarcane

reviewed.

1. Introduction

Ethanol, ethyl aleohol or bivethanol is chemically composed by
molecules of carbon, hydrogen and oxygen, with a hydroxyl group
attached to an alkyl radical as its main chemical characteristic [1,2]. It
is a colorless liquid, clear, with characteristic and pleasing aroma,
strongly penetrating with caustic and burning taste. This compound is
highly flammable and a viable fuel with lower vapor pressure than
gasoline, resulting in reduced evaporative emissions. Ethanol high
octane rating serves as an important regulator of detonation potential
when used as gasoline additive, thus replacing toxic additives such as
tetraethyl and tetra methyl lead [3].

The ecological appeal of biofuels in reducing pollutant gas emis-
sions, the possibility of using regional raw materials in the process, and
the carbon recovery through photosynthesis stand out as advantages of
bioethanol in the matrix of fuels in the world [4]. The increase in
demand of this fuel over the past few years can also be attributed to the
introduction of hybrid engines in the market (flex fuel, which uses
blends from 0% to 100% of ethanol and gasoline) |5,6]. Currently, the
projection on increasing global demand for bioethanol is mainly
supported by government policies for blending ethanol in gasoline
used in passenger light vehicles, and through incentives for controlling
prices in order to keep bioethanol competitive with fossil fuels [7-14].

Bioethanol process consists in the biochemical transformation of
fermentable sugars by yeasts [15—17]. This process requires controlled

* Corresponding author.
E-mail address: and@unicamp.br (AS. Sant'Ana).
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conditions to prevent contaminant levels above a certain level.
Nonetheless, bioethanol processing plants may be not capable to
promote sterilization of raw materials and coadjutants, making the
process susceptible to bacterial and wild yeast contamination [18,19].
It is know that microbial contamination has been a limiting factor for
better performance of the process, despite all the techno-scientific
structure developed by the bioethanol industry [16,17]. The aggravat-
ing contamination factor in fermentation of must for bioethanol
production is the shift in the metabolism of sugars [19]. Bacterial
contamination in concentration above 107 colony forming units (CFU)
per mL may result in reduction from 1% to 5% of the process yield [ 20—
22]. For instance, in Brazilian distilleries loss of approximately
20,000 1/day of bioethanol are predicted when contamination reaches
107-10% CFU per mL [23]. These losses are caused by the stress and
consequent decrease in yeast cells viability [23—25]. Stressed yeast cells
with reduced viability, will be weak competitors for substrate and
micro-nutrients [ 24]. In addition, the losses are related to the synthesis
of bacterial co-products such as organic acids [19,23,26], proteinac-
eous compounds and cyclic peptides | 24|, hydroxylated fatty acids [24].
Another important reason for the decrease in bioethanol production
vield is the competition between yeasts and microbial contaminants for
space in the fermentation environment [19]. In extreme cases, the
reduction in yield of bioethanol production can reach 30% resulting in
huge economic losses [27-29]. Microbiological contamination also
poses operational difficulties due to the production of gums [30,31],
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and necessity to use acids, antibiotics and antifoam agents [32,33].
This in turn culminate with the increase in production costs and
changes in quality of the final product [24]. Thus, given its importance,
in this article the impact and significance of microbial contaminants
during fermentation of must for bioethanol production are reviewed.

2. An overview of bioethanol processing
2.1. Raw materials

Chemically, the energy formed in oxidation reactions of fermen-
table carbohydrates can be used for both yeast growth (and increase of
biomass) and partial anaerobic oxidation, resulting in the production of
ethanol and CO, [34]. Biochemically, fermentation is an anaerobic
catabolic process that does not involve the respiratory chain or
cytochromes [15,16]. During fermentation, sugar molecules are broken
within the cell by enzymatic action and converted in energy with
production of ethanol and carbon dioxide [35]. Bioethanol (i.e., ethanol
derived from fermentation of plant materials) is produced by the
abundant availability of fermentable sugars present in must obtained
from specific raw materials [15,36]. Although any fermentable organic
matter can be used to produce bioethanol, several factors may restrict
the application of some raw materials in the process, such as the
suitability of the crop for the local farming practices, environmental
and food security aspects [8]. In addition, restrictions for the applica-
tion of some raw materials for bioethanol production may be related to
the need to carry out pretreatment of lignocellulosic feedstock before
fermentation [8,16]. The main concerns with the need to apply these
treatments rely on their high cost considering that is necessary to
develop technologies that avoid the synthesis of cytotoxic compounds
for fermenting yeasts, such as furfural, hydroxymethylfurfural, phe-
nols, formie acid, acetic acid, levulinic acid [37-40].

The amount of fermentable sugars in the must for bioethanol
production is intrinsically related to the process productivity, as the
fermentable sugars will be metabolized by the yeast cells [41]. In
addition to the sugars, yeasts cells demand other chemical elements for
the maintenance of their physiological processes [15]. Carbon, hydro-
gen, oxygen, nitrogen, phosphorus, potassium, sulfur, magnesium,
iron, zine, as well as vitamins and other growth factors in small
concentrations are essential components in raw materials needed for
the fermentation process [15,42].

In order to be economically viable, the raw material used for
bioethanol production should result in high rates of fermentable
sugars, high vield and low production cost per hectare [43]. In
addition, it should not favor the synthesis of inhibitory compounds
during the process |39/, providing an adequate environment for growth
of fermenting yeast |33 ]. Furthermore, the obtainment of fermentable
substrates from raw materials should involve simple and low cost
operations, such as milling, pre-treatments, among others [44-46].

Several sources may serve as raw materials for bioethanol produc-
tion [43]. These sources are classified into three categories according to
availability of fermentable sugars, and different technologies may be
needed to be applied to obtain fermentable substrates [43,47].
Saccharides or sugar-rich raw materials have abundant amount of
available sucrose, such as beets, sweet sorghum stalk, fruit juices, and
sugarcane [35]. For these raw materials, bioethanol production in-
cludes selection of raw materials, extraction of sugar by milling or
diffusion, and treatments for cleaning and reduction of microbial load
[48]. Subsequently, the fermentation, rectification and dehydration
steps take place, resulting in the anhydrous aleohol [47,48] (Fig. 1).

Another class of raw materials that can be used for bioethanol
production and that present large amounts of starch, include cassava,
sorghum grain, potatoes, babassu mesocarp, and cereals such as corn,
rice and barley, among others [43]. In this case, for the fermentation
process, starch should be subjected to saccharification by thermal and
enzymatic treatment. Once starch is converted into fermentable sugars,
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the process follows the same steps of saccharides-rich raw materials
(47,48] (Fig. 1).

The cellulosic materials are the third class of raw materials used in
fermentation processes [8,44]. Eucalyptus, quince, sawdust, bagasse,
rice hulls, and many other agro industrial residues [49,50] are
examples of these raw materials which present high amounts of
lignocellulosic compounds. The technology for bioethanol production
using cellulosic materials comprises the physicochemical treatment,
delignification procedures to separate cellulose and hemicellulose
fractions, and the acid and/or enzymatic treatment for cellulose
saccharification [35,47,49] (Fig. 1). In addition to common crops such
as corn and sugarcane, algae and microorganisms are gaining relevance
as adjuncts for bicethanol production [51-53]. Because of the wide
range of raw materials with potential use for bicethanol production, the
technologies have been classified by generation (1st to 4th) [54-59].

2.2. Bioethanol processing technologies from sugarcane must

Corn (Zea mays) and sugarcane (Saccharum spp. L) are the most
used raw materials for bioethanol production worldwide [15,60]. In
this article, a focus will be given on the bioethanol production from
sugarcane considering the importance of this raw material in Brazil,
which is the world largest sugarcane ethanol producer.

Fig. 2 illustrates the production process of bicethanol from
sugarcane juice/molasses. The first stages of processing are cleaning
and preparation of the raw material for obtaining the juice rich in
sucrose. This step can be conducted through dry cleaning or cleaning
with water [48]. Although cleaning with recycled water may be applied,
it should be noticed that it results in losses of fermentable sugars from
the sugarcane to the water and that this process also results in an
increased microbial contamination of the obtained sugarcane juice for
fermentation [48,61]. Because of these limitations, cleaning of sugar-
cane with water has been replaced by dry cleaning using mechanical
removal of vegetable particles through the application of fans, and
separation of mineral contaminants in special tables with roles [48,61|.

After the cleaning process, the sugarcane cells are disrupted by
leveling (rotary knives), chippers (oscillating knives) and shredders
(rotary hammer) to reduce the particle size and improve sucrose
extraction [48,61]. Sucrose extraction can be achieved by pressing or
diffusion. Milling is performed by one or more mills that break the cells
through compression [48]. Sucrose diffusion takes place in the counter-
flow of the processed sugarcane with water at 70—80 °C pumped by
centrifugal pumps [61].

Once sugarcane juice is obtained, it is sieved in rotating and static
sieves and further added of sulfur dioxide (SO:) and limewater
|caleium hydroxide, Ca(OH5)]. The mixture is heated to catalyze the
flocculation and sedimentation of impurities [63]. In addition, this is
done to degrade starch and proteins, and to facilitate gas removal. The
sugarcane juice is then decanted to remove colloids, organic and
inorganic non-fermentable molecules, and emulsified lipids [63]. The
fermentable sugar content is adjusted by the addition of sugarcane
molasses and sugar wastes (sugar not intended for human consump-
tion) |15]. Thus, the sugarcane must is obtained, which is a substrate
rich in sucrose and reducing sugars of plant origin, suitably diluted to
undergo alcoholic fermentation [59,63].

The industrial fermentation occurs in three distinct stages: pre-
paration (pre-fermentation or preliminary phase), fermentation per se
(tumultuous phase) and post-fermentation (complementary phase)
[17,36,64]. The pre-fermentation phase is characterized by the lag
phase of yeasts cells after their inoculation in a ratio of 20% v/v with
sugarcane must. This phase is characterized by a slow and gradual
increase in temperature with tiny carbon dioxide release. The aim of
this phase of fermentation is to obtain large amount of cells with
maximum fermentation power within about five hours |[36,64].
Further, the tumultuous phase, which lasts about ten hours takes
place. This phase is characterized by a rapid increase in temperature,
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Fig. 1. Overview of the processes for bicethanol produetion from: (1) lignocellulosic raw materials, (2) starchy raw materials and (3) sugar-rich raw materials.

release of high amounts of carbon dioxide, increase of acidity, decrease
in must density due to the formation of aleohol and equivalent
consumption of sugars [36,64]. The complementary phase, that lasts
about seven hours, is characterized by a continued carbon dioxide
release and slow and steady decrease in temperature [36,64). The
fermented must called “wine” obtained a complex composition of
liquid, solid and gaseous components and should contain small
amounts of sugars [36].

For the optimization of bioethanol production by fermentation,
bioreactors that favor the maintenance of physicochemical conditions
and yeast cells integrity are needed [65]. From the 50 s, both the
reactors (also called bioreactors and biological or biochemical reactors)
and the fermentation processes have been modified to reach this
purpose |65 ]. The reactors for ethanol fermentation can work in three
operational modes: semi-continuous, fed batch or continuous phases

[65].

In Brazil, which is a major global producer of bioethanol from
sugarcane, fed-batch and continuous fermentation are the most
commonly used processes [6,66]. The first is still dominant in the
majority (83%) of bioethanol plants [5]. In contrast, the continuous
fermentation process represents about 17% of the production of
bioethanol |5.65,67—69]. The fed-batch fermentation consists of feed-
ing the bioreactor with fermentable substrate under controlled condi-
tions. In this process, the fermentation broth is supplemented with one
or more substrates for maintenance of the yeast strains and of the
product up to the end of the fermentation |15,36,63]. The supplemen-
tation of the fermentation broth with nutrients can occur intermittently
or continuously [65,69]. Thus, fermentation process becomes more
flexible, making it possible to apply different feeding rates and to
control nutrients added, favoring the metabolic pathway of interest
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Fig. 2. Flowchart of bicethanol processing from sugarcane. After harvesting, sugarcane buds are transported to the sugar and bioethanol plant. Sugareane buds are cleaned, cut and
mixed with water. Then, the fragments are crushed between rollers in the milling tandem and the juice is subjected o chemical (S0, e Ca0) and thermal (105 °C) treatments. This
treatment resulls in floceulation and decantation of non-sugar residues. Molasses are obtained if the elarified juice is heated. The must for bicethanol production can be prepared with
the clarified juice, molasses or a mixture of both to reach approximately 18°Brix. In the fermentation vats, yeasts are added and the fermentation takes place at 30 °C for 12—18 h. Afler
this period, the fermented must (wine) is centrifuged for separation of wine and yeast cells. The wine is destined Lo distillation while the yeast cells can be recycled through the

pplication of acid
production.

hing. The sugarcane bagasse can be burnt for steam or electricily production. In addition, sugarcane bagasse can be used for second-generation ethanol
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[65.69,70]. When the concentration of essential nutrients is suitable
and viable yeast cells are present, a great productivity is obtained as
ethanol production is favored by minimizing the substrate inhibiting
effects | 71]. Furthermore, in the fed-batch process, successive batches
can be performed in the same container due to strict control of yeast
viability and traceability of all components involved in the batch
process | 70,72].

A great advance in ethanol production occurred with the use of cell
recycle in the process [5,25]. The "Melle-Boinot” process was created in
the 30 s by Firmino Boinot (Les Usine de Melle), France |5,15,16]. The
process consists of yeast cell reuse multiple times (recycling) preceded
by their separation from wine to be distilled using continuous
centrifuges [15,16]. Before their reuse, the yeast cream (concentrate
of yeast cells) is subjected to a decontamination process often
performed with organic acids (acid washing) [15,33,65,68]. At the
end of harvest season, the yeast may be recycled many times 400-600
times) (Fig. 3), depending on yeast cell viability and bacterial contam-
ination [16].

In Brazil, the implementation of the continuous process was
delayed due to low productivity problems found in the first plant
established in the country [63]. In addition, the high cost of imple-
mentation and greater susceptibility to bacterial contamination, op-
poses the efficiency of the well-established Melle-Boinot process
[5,63,69]. Even with lower acceptance, the continuous process is
referred to as a natural evolution of the fed-batch process, even though
this technology has not been modern since some industrial facilities
have processed beet molasses in France in the 30s [69]. The
continuous process consists of constantly feeding a culture medium
under a constant flow rate with the maintenance of the reaction volume
through removal of the fermented juice [65.68,73]. The continuous
process presents greater fermentation capacity, leads to uniform
fermentation broth, lower labor costs, and allow the implementation
of advanced automation systems. Despite that, the microbial contam-
ination and spontaneous genetic mutations in yeast can compromise
entire batches, affecting yield [68,69,73]. The use of continuous process
involves the reduction with fixed capital in 57-71% in comparison to
the batch system when cell recycle and operation under vacuum are
applied [69].

The bioethanol production is finished with the distillation process,
which enables the separation of liquid mixtures to obtain higher
bioethanol concentrations |74|. The distillation is performed with the
vaporization and subsequent condensation of the fermented must,
which originally presents 7—12% by volume of ethanol, and 88—93% by
volume of water [3,74]. A purification process is of fundamental
importance as the fermented must can also contain glycerol, higher
alcohols, furfural, acetic aldehyde, acids, and solids such as sugarcane
fragments, non-fermentable sugars, and gases such as CO, and SO, [3].
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This operation is only feasible due to the different volatility of the
components in the solution [36]. When the fermented must is
subjected to such process, two fractions are obtained, the phlegm
(main distillate) and vinasse. The vinasse is the result of distillation of
fermented must and its alcohol level must be zero [3,36,74]|. However,
all fermented must substances accumulate in the vinasse, including
volatile compounds [3]. For the bioethanol industry, continuous
distillation in columns is applied [36,74]. The distillation column is
comprised of trays or plates that act as a simple distillation apparatus
136]. The fermented must presenting higher alcohol levels is brought to
boil in the upper plate, generating concentrated vapor [36]. Thus, the
column temperature decreases from the bottom to the top, while the
alcohol level increases proportionally [36].

Hydrous aleohol is a binary mixture with 96° GL at the end of the
distillation process [36]. Aleohol is formed of an azeotropic mixture
incapable of being separated by distillation, which can be subjected to
other processes to achieve the anhydrous level [3]. Currently, two
methods can be used to obtain anhydrous ethanol: Azeotropic
Distillation and Extractive Distillation. Azeotropic distillation, also
called Melle-Guinot, consists of adding a third component to the
phlegm to form an azeotrope product with a lower boiling point [3].
Benzene has been replaced by cyclohexane due to its environmental
and occupational health issues [3]. The principle of this technique is to
obtain a mixture of water with the third component with the lowest
boiling point used in distillation, which is removed at the top of the
column, while the product containing approximately 99.3% alcohol is
recovered at the bottom portion of the column [3]. Despite the
possibility to recover and reuse the component added, the process is
considered too energetic [3]. The Extractive Distillation, also called
Mariller technique, is not widely applied by bioethanol processing
plants due to its high cost of implementation. Nonetheless, the long-
term cost-benefit and the best guality of the ethanol produced have
motivated investments in the application of extractive distillation [3].
The simplest extractive distillation method uses monoethylene glycol
(MEG) or glycerin as a phase separator, which carry water to the
bottom of the column, allowing the recovery of anhydrous ethanol
vapors at its top [3].

2.3. Yeasts in sugarcane must for bioethanol production

Yeasts are the most important microorganisms for production of
bioethanol through fermentation [35]. Yeasts are unicellular fungi,
with ovoid, elliptical or rounded shaped cells and rigid cell wall, with
the same eukaryotic organelles found in other higher cells [35,75].
Most yeasts in nature belong to the subdivision of Ascomycetes and
Deuteromycetes (Fungi imperfect) and a limited number belong to
Basidiomycetes | 75,76]. Yeasts have asexual reproduction via budding,
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binary fission and sexual reproduction by forming spores [35,75,77]. In
nature, yeasts have wide distribution, being found in flowers, fruits,
soil, rivers, seas, in insects and mammals [75]. Most yeasts present
optimum growth temperature from 20 to 30 °C, pH 3.2—6.0 and high
osmotic tolerance [15,35,36,64,77].

The facultative respiration allows the use of two distinet pathways
for sugar assimilation [15,19,78]. The yeasts able to perform both
respiration and fermentation are called facultative aerobic [19]. For
both processes, sucrose is cleaved by glycolysis to pyruvie acid by an
ordered sequence of catalyzed enzymatic reactions [ 78]. The difference
of aerobic and anaerobic processes lies on the fate of pyruvic acid in the
metabolic pathway and the energy result of this route [78]. In the
presence of oxygen, pyruvic acid is destined to the Krebs cycle and
converted into biomass, carbon dioxide and water, while each glucose
molecule generates 38 ATP molecules [78]. Under anaerobic condi-
tions, the enzymes pyruvate-decarboxylase and alcohol-dehydrogenase
use pyruvic acid as substrate for the synthesis of ethanol and water,
yielding only 2 ATP molecules [15,78]. In total, 12 ordered sequential
reactions occur, from sucrose breakdown to ethanol synthesis [15,18].
These reactions may be affected by several factors such as pH,
temperature, inhibitors, and substrate concentration [15,18,19,78].

In addition to the bioethanol and biomass, yeasts present alter-
native metabolic pathways for synthesis of secondary products. These
products can be directly and indirectly related to adaptation and
survival as well as can be produced aerobically and anaerobically
[24,79]. The yield of these pathways includes cell biomass production
(nucleic acids, lipids, and proteins), glycerol, succinate, higher aleohols,
organic acids and others [24,33,63]. According to the equation
described by Gay Lussac, the theoretical yield is 0.511 g of ethanol
per gram of glucose used as substrate [78]. However it is known that
under industrial conditions, yield reaches a maximum value of about
90% when production conditions are exceptional [15,25].

There are many yeasts genera able to synthesize ethanol, particu-
larly Saccharomyces, Schizosaccharamyes, and Pichia [35].
Saccharomyces cerevisiae is the most widely used for fermentation
processes | 18], which presents the following important characteristics:
i) high capacity to hydrolyze sucrose, the most widely used substrate for
industrial production of bioethanol [17,33]; ii) selective permeability of
the cytoplasmic membrane [17-19]; iii) high resistance to stress
conditions (pH, osmolality, temperature), and survival in the presence
of up to 18% ethanol [17-19,33,43]; iv) rapid growth in the presence of
0, and substrate, and production of ethanol under anaerobiosis
[17,33,43].

Bioethanol is produced through sugarcane must fermentation by
natural selection (native dominant yeast strain) or intentionally added
specific yeast strain [5,17,25,33,74]. In the first case, yeasts have the
ability of withstand the physicochemical conditions and microbial
communities present in the fermentation process and dominate the
ecological interactions [74,80]. Thus, by natural selection, the most
adapted strains survive and predominate in the process [33,81-83].
These yeasts are able to dominate the fermentation process because
they tend to organize chromosomes and change their genetic features,
providing survival advantages against other yeasts [84]. Nonetheless,
the predominance of these yeasts can be disturbed any time yeasts
displaying flocculation capacity [18], higher glucose and ethanol
resistance |5,33], and ability to express the Killer factor are present
during sugarcane must fermentation [85]. On the other hand, strains
that do not exhibit the advantageous combinations of variables for the
fermentation process are rapidly eliminated or replaced dynamically
and continuously by the most resistant and adapted strains
(5,16,17,25,33].

The use of intentionally added yeasts to the fermentation process
can be advantageous because these strains may have superior resis-
tance to stress factors such as acidity, temperature, osmolality, and
ethanol concentration when compared to non-selected yeast strains
15,23,33,86]. Moreover, these strains commonly present high, better
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biomass production, and lower or similar glycerol synthesis rate when
compared to non-selected yeast strains [33,85,87,88]. Despite this, the
search for better strains or engineering of strains currently in use has
been a noticeable challenge [18,81]. In this scenario, the use of
molecular biology comprises an important tool aiming to select better
strains or to engineer (improve) strains in use [82,89].

For decades, yeast identification was based on morphological and
physiological approaches [15]. Although very useful for the develop-
ment of yeasts taxonomy, these techniques are time consuming and not
always conclusive [ 25]. In this scenario, uncertainty plaved a major role
making it difficult to monitor and type species and strains present in
the fermentation processes [25,33,90,91].

Molecular techniques have revolutionized the identification and
typing of microorganisms. The application of nucleic acid fragments
techniques allowed distinction of different strains present in the
fermentation vats, and favored the development of studies on new
genetic resources present during sugarcane must fermentation
[15,25,33,86]. Karyotyping electrophoresis, analysis of microsatellites,
mitochondrial DNA (mtDNA) polymorphism, DNA restriction frag-
ment length polymorphism (RFLP), random amplified polymorphic
DNA (RAPD), and low weight RNA analysis molecular (LMW-RNA) are
techniques to be considered in technology of microbial fermentation
[15,90,92]. Some of these can be simple, quick, and effective techni-
ques for the guality control of fermentation processes [25,89,92].

Genetic studies on fermentative yeasts are also extremely important
because they can serve as valuable tools aiming to breed specific yeast
strains. The understanding of the mechanism leading to increased
resistance of S. ecerevisiae towards UBP15, THI12, CLA4, DIT1 and
MTC7 gene shutdown was possible by through the discovery of heat-
and ethanol-resistant strains |[18,42]. Despite this, the effects of
random mutagenesis techniques are also considered for the exploration
of different phenotypes [93,94]. Among the techniques, the multiple
exposure to ultra violet (UV), and the protoplasmic fusion called
Genome Shuffling have stood out. Conversely, the strains obtained by
mutagenesis often present difficulties to compete with wild strains
when applied industrial scale [15,93-95].

2.4. Microbial contaminants during sugarcane must fermentation for
bioethanol production

Several factors such as environmental conditions, guality and
practices applied to the raw material, and the reuse of yeast cells
innumerous times during season can influence on the level of con-
tamination of sugarcane must by wild yeasts and bacteria [5,25,66].
This in turns will affect the performance and preservation of yeast's
fermentation parameters, which may influence process parameters and
yield [24,25,33,79,86].

2.5. Wild yeasts

Classic and molecular studies on sugarcane juice, dilution water,
yeast cream, recycled and acid washed yeast, and fermented must have

revealed the presence of Candida, Pichia, Hansenula,
Schizosaccharomyces, Kloeckera, Delkkera, Cryptococcus,
Rhodotorula, Torulopsis, Trichosporon, and Yarrowia

[24,45,85,89,96-99)].

The development and predominance of Saccharomyces cerevisiae-
and non-Saccharomyces-wild strains with lower productivity, floccula-
tion, foaming, pseudo hyphae formation, biofilm and invasive growth,
is undesirable for the sugar-bioethanol industries [17,24,62,89,100].
Dekkera bruxellensis is an example of detrimental species. In fed-batch
fermentation, D. bruxellensis together with S. cerevisiae causes reduc-
tion in pH of the broth, adversely affecting the efficiency of ethanol
production by S. cerevisiae [5,24]. An increase in investment in
materials such as anti-foaming agents, steam, dispersants, and anti-
microbials is required for processes facing contamination problems
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[21,97,101,102]. Despite the problems caused by contamination of
fermentation process with wild yeasts, it should be highlighted that
these yeasts may present relevant characteristics for industrial uses
[25,33]. For instance, mutants and wild yeasts isolated from fermenta-
tion processes have been applied with excellent results in many
countries, not only in the bioethano! industry, but also in beverages
and bakery industries [5,15,25,33,103]. Isolation and breeding of
yeasts is gaining more space in the bioethanol sector [5,33,44,86].
Such approach is an important strategy to ensure complete substrate
fermentation, higher vields, and adaptation to stressful and more
profitable processes [42,85,86,104). Characteristics such as high
efficiency in ethanol synthesis, linked to the high tolerance to osmotic
factors, temperature, acidity and other stressing factors arising from
must processing are of great interest to producers [17,33,42,86]. In
contrast, these strains must present low metabolic shift for production
of biomass, glycerol, and other metabolites, otherwise such yeasts are
considered contaminants |3,62,85]. Although the wild yeasts are seen
as contaminants and dangerous to the bioethanol production, when
selected they can present interesting characteristies [5,17,33.86,92].
Thus, wild yeasts can also serve for understanding the genetic
machinery that enables survival under the environmental and ecologi-
cal stress of the sugarcane must fermentation for bioethanol produc-
tion [17,18,86,92].

2.6. Bacteria

The physicochemical characteristics of the raw material and
manufacturing process (78-86% water, 10-20% sucrose 0.1-2%
reducing sugars 0.3-0.5% ash, and 0.5-1.0% nitrogenous com-
pounds/mineral micronutrients, pH in the range of 4.5-5.5, and
temperature from 26 to 35 °C) favor the establishment of various
bacteria [15,24,30,36,97,105]. The presence of different bacterial
contaminants in the fermentation process has been reported by
Desonghe [106] and Guichard [107]. Even with so many advances in
the bioethanol industry, it is not feasible to work with sterile sugarcane
must and under aseptic conditions [13,23,60,101]. Contaminants can
originate from either farm or the pipes of processing plants [24.36].

Both sugarcane as raw material as its products (mixed or clarified
sugarcane juice, syrup, filter juice, and final molasses), and other
sources such as washing and dilution water may represent important
contamination sources of the fermentation process [108]. The wastes
and the plant environment can constitute micro-niche for the devel-
opment of a wide variety of microorganisms [108]. Sugarcane trans-
ported from the field to the processing plant can carry microbiota
attached externally to the stem, roots, and rhizoids, or endophytically
to the stem [109-111]. The mineral levels of the impurities in
sugarcane vary from 0.3% to 1.6% by mass, and considering the variety
and abundance of microorganisms in the soil, it can be assumed that
this is a relevant source of microbial introduction to the process
[30,61].

Healthy sugarcane stems contain about 10'—-10® bacteria per gram
[112]. The massive presence of contaminants in the field can be
correlated with pest infestations during harvest and transportation
that can facilitate contamination [113]. Manual cutting results in stems
with a smaller exposure area for the penetration of microorganisms
when compared to the mechanical technique [109]. Thus, from the
microbiological point of view, the former should be preferred instead of
the latter [ 109 ]. Nevertheless, it is known that the mechanical harvest-
ing of raw sugarcane for certain purposes was prioritized to produce
second-generation bioethanol [59]. It avoids the burning of straw
sugarcane used to facilitate manual harvesting, resulting in higher
recovery of lignocellulosic material, reducing the demand for human
resources and also results in the standardization of harvest [61,114—
116).

The storage of the harvested stem also represents process losses
[113]. When the raw material is not immediately processed in
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industrial plants, the stored sugarcane presents accentuated spoilage,
with losses of 6-11% sugars due to the increased contaminant levels
[109]. These contaminants are mainly Leuconostoc mesenteroides and
L. dextranicum in the first 92 h of storage, with consequent production
of gum, and later with predominance of Lactobacillus [112,117]. In
addition, further spoilage can occur in the summer due to the
temperature rise inside the stem and higher vulnerability to microbial
establishment [109,117,118]. Some authors have shown the predomi-
nance of the genera Flavobacterium, Xanthomonas, Pseudomonas,
Enterobacter, Erwinia, Leuconostoc, Bacillus and Corynebacterium,
Klebsiella, Eschrerichia and Aerobacter in sugarcane stems
[112,119,120]. In the non-thermally processed sugarcane juice, the
microorganisms  found were Lactobacillus, Staphylococcus,
Leuconostoe, Bacillus, Klebsiella, Achromobacter, Flavobacterium
and Micrococos [121,122]. In clarified, pasteurized and pre-cooled
sugarcane juice, Lactobacillus, Leuconostoe and Bacillus have predo-
minated [121].

Sugarcane, as well as transient microbiota, has several endophytic
microorganisms that can be carried by sugarcane fragments not filtered
in the process, or dragged along with the juice extracted in milling
operations. Representative endophytes in sugarcane are Burkholderia,
Pantoea, Klebsiella, Pseudomonas, Enterobacter, Herbaspirillum,
Erwinia, Bacillus and Gluconacetobacter [111,117,123,124.

The microbiota found in the unprocessed sugarcane can be
transferred to the crude juice and further persist throughout the
process [102]. The concentration of these contaminants can increase
in prolonged periods between cutting and milling operations, or due to
poor cleaning of the mill, filters, pumps and pipes [113]. The washing
of sugarcane prior to milling, to partially remove external contami-
nants, may result in an increase of about 10—20 times the microbial
community when performed using adequate procedures and treated
water [125-127]. Thus, the quality of both the washing water and
dilution water is very important for a proper microbiological fermenta-
tion [109].

Studies on fermented sugarcane must have shown a predominance
of Gram-positive microorganisms, which can represent up to 98%
contaminants [30,102,128|. Lactobacillus, Bacillus, Staphylococeus,
Micrococcus, Pediococcus, Streptococcus, Leuconostoe, Acetobacter,
Sporolactobacillus, Pseudomonas, Citrobacter have been found as the
main genera [105,112,121,125,129,130]. In sugarcane syrup, the
presence of Bacillus and Clostridium was observed, emphasizing the
osmotic resistance of these genera [131], while Lactobacillus strains
have been found when yeast recycle is performed by centrifugation
[112,132].

Advances in molecular biology and microbial identification techni-
ques have also favored the assessment of contaminants in the
fermentation process [102,128]. Through the use of PCR based on
repetitive sequences (repPCR), amplified ribosomal DNA restriction
analysis (ARDRA), and 168 and PHES (ribosomal RNA) sequences, it
has been reported the predominance of Lactobacillus, Oenococcus and
Weissella, Leuconostoe, Bacillus, Acetobacter, Staphylococcus,
Lactocoecus and Streptococcus in sugarcane juice and molasses
[116,125]. Analysis of the terminal restriction fragment length poly-
morphism (T-RFLP) and quantitative PCR (qPCR) of samples collected
from the centrifuge plate, wall fermenter, heat exchanger, water pipes,
molasses, treated yeast, and yeast starters revealed the presence of the
genera  Alicyclobacter, Bacillus, Lactococcus, Pseudomonas,
Halomonas, Lactobacillus and Streptococcus, but the predominance
of Lactobacillus [67]. The microbiological contamination patterns in
sugar and bioethanol industry can vary, although the genera
Lactobacillus, Bacillus, Lactococcus, Leuconostoe, Pseudomonas,
Staphylococcus and Streptococecus have stood out (Table 1).

In general and according to the data, the main contaminants of
bioethanol production from sugarcane must fermentation are the lactic
acid bacteria (LAB) [21,67,97,102,109,112,117,130,133—-137]. Such
contaminants reduce yeast cell viability by competition for nutrients
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Bacterial contaminants found in different sampling points throughout the bioethanol processing.

Microorganisms Sugarcane buds

(surface)®

Sugarecane (endophyilie
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Sugarcane
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Erwinia
Flavobacterium
Gluconacetobacter
Halomonas
Herbaspirillum
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Lactobacillus
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Micrococcus
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Pantoea
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Pseudomonas
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References: 1 [30,112,119,120], 2 [85,110,111,123,124], 3 [30,112,121,122,130], 4 [67,131,140], 5 [67,112,130,132], 6 [2,105,109,112,121,129,130,137], 7-8 [67]

and by the deleterious effects of acids and other active compounds
derived from the bacterial metabolism [19,138]. In bicethanol corn
processing plants, Lactobacillus are also the most representative
bacterial contaminant. Some authors also suggest Acetobacter and
Enterobacter as important contaminants of ethanol fermentation
[24,102,112,128].

The LAB are generally non-motile and non-sporeforming, catalase
negative, and stand out by producing lactic acid as the major product of
fermentative metabolism [75]. LAB exhibit anaerobic profile, ability to
rapidly grow, and can survive in ethanol production plants, being
tolerant to high temperatures (30-45 °C) and low pH [75,102,138].
LAB account for a large natural group of non-sporeforming bacteria
consisting of rod- and cocci-shaped cells [22,75]. Due to lack of
porphyrins, cytochromes, and absence of oxidative phosphorylation,
the lactic acid bacteria can obtain energy only by substrate-level
phosphorylation [75,78]. These microorganisms are aerotolerant bac-
teria, and are classified into homofermentative when the single
fermentation product is lactic acid or heterofermentative when other
metabolic products are formed [21,22,75,139,140].

Lactobacillus are rod-shaped LAB that present cells with variable
length, thickness and curvature. Lactobacillus are predominantly
homofermentative strains, and in general resistant to low pH, low
oxygen concentrations, and high ethanol concentrations, justifying
their prevalence in ethanol production [24,75]. The genus
Leuconostoc present as cocei when oceurring alone, and a little more
elongated when in pairs or short chains, are heterofermentative
[75,139]. Some species can produce polysaccharides like dextran and
levan in the presence of sucrose and fructose favoring the formation of
bacterial biofilms and yeast flocculation [141,142]. Bacteria of the
genus Lactococcus have spherical or ovoid cells, while Streptococcus
are round cells, forming long and short chains, or grouped in pairs, and
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may present in capsules in log and stationary phases [75,139,143].

The genera Bacillus and Staphylococcus are also Gram-positive and
catalase positive bacteria | 75]. Bacillus genera present rod-shaped cells
and aerobic or facultative aerobic metabolism [75,139]. These are
endospore-producing microorganisms, and present relevant produc-
tion of secondary metabolites such as enzymes and antibiotics [ 75].

The great microbial diversity in sugarcane juice and during
fermentation process indicate that different intrinsic and extrinsic
factors govern the fermentation process as a whole. Among factors
leading to the great microbial diversity in sugarcane juice and during
fermentation process, the following could be highlighted: i) microbial
composition of soil, ii) differences in sugarcane varieties, iii) harvest
technologies, iv) occurrence and prevalence of pests and diseases, and
v) transportation and storage conditions [5,25]. All these factors will
influence the microbiological state of the raw material at the time of
processing, such as clean or dirty, wet or dry, burnt, spoiled, with or
without roots, or perforated by insects [63,102,113,144]. Other factors
including humidity and room temperature, handling, cleaning meth-
ods, and sampling techniques can explain the large microbial diversity
during bioethanol processing [67.145,146]. Thus, the magnitude of
bioethanol processing imparts unique characteristics for each produe-
tion unit [63,102,144]. Consequently, each processing plant should
improve and standardize the most susceptible steps to microbial
contamination [102,128]. They should also regularly monitor the
process to take preventive and corrective decisions in order to obtain
better results in terms of yield and productivity [15,25].

2.7. Negative aspects of microbial contamination during sugarcane
must fermentation for bioethanol production

Microbial contamination in bioethanol processing plants account
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Fig. 4. Negative aspects of microbial contamination during fermentation process for bicethanol production.

for numerous losses due to the presence of bacterial contaminants in
their equipament [102]. The cost of aseptic processing is high and the
routes of entrance of microbial contaminants are diverse [15,22]. Thus,
bacterial contamination is a cause of great concern to the sugar-
bioethanol sector [24,30,97].

Recent data have shown that bacteria can lead to 1.5-5% losses in
yield, depending on the fermentation conditions due to metabolic shift
in sucrose [20-22]. In some cases, the reduction of yield can reach
30%, leading to a loss of commercial viability of the processing plant
[27-29,32,129]. Other aspects of extreme concern arising from
bacterial contamination in the fermentation vat are the formation of
gums, toxins, and other secondary compounds, as well as yeast
tlocculation and foaming [23,24.147] (Fig. 4).

The main sucrose deviation routes in the bioethanol industry occurs
due to the formation of lactic and butyric acids, produced mainly by the
species Lactobacillus acidophilus, L. bulgaricus, L. casei and L.
leischmanti, Streptococcus lactis, and Clostridium pasteurianum, C.
saccharobutyricum [112]. In production steps such as milling and
sieves, in which there is contact with oxygen, the acetic fermentation by
Acetobacter aceti, A. pasteurianum, A. acetosum, A. kuntzegianum
and A. suboxydans can take place [109,112].

The formation of gum increases sugarcane juice viscosity and can
cause clogging in pipes, centrifuges, and heat exchangers. Bacillus,
Aerobacter and  Streptococcus  produce levan gum  whereas
Leuconostoc mesenteroides produces dextran gum [109,112,148].

Yeast flocculation can decrease fermentation rate and hinder
centrifugation operations, since the yeast sediments and remains in
the bottom of the fermentation vats [24,97,109,142,149]. In addition,
yeast floceulation favor losses due to metabolism deviation resulting in
the formation of gum, acids, and toxins, which culminated with
reduction of yeast cells viability that negatively affect productivity
[24,97,109,118,142,149]. In spite of the fact that some S. cerevisiae
species naturally express flocculin, cell-cell interactions and the activity
of bacterial contaminants have also found to stimulate floculation
[63,118,149,150]. FLol, Flo5, Flo9, and Flol0 proteins promote cell
adhesion in response to the sugar concentration in the substrate for
fermentation [ 149]. The phenomenon of flocculation can also oceur in
the absence of cell division and under defined environmental condi-
tions involving the presence of divalent cations, usually calcium, which
binds to anionic groups of the yeast cells [18,151]. Flocculation by the
interaction between veast cells is due to the activation of surface
lectins, responsible for the strong interaction to the N-glycosylated
mannans of the adjacent cell [18,152]. The interaction with starchy
polysaccharides and the direct contact with bacteria can also be
flocculation factors [31,118,149,152,153]. Sporolactobacillus and
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Lactobacillus bacteria are important in inducing yeast flocculation,
especially Lactobacillus fermentum, often isolated from flocculated
vats [18,118,138]. From the ecological point of view, the ability of some
bacteria to stimulate floceulation hinders yeast cell growth and
nutrients capture from the environment, favoring the establishment
of bacteria [118,148]. The bacteria and veast metabolism can also
promote flocculation [118,149,152]. Some alcohols such as, including
n-propyl, n-butyl, iso-butyl, 1,3-butylene glycol and ethanol, have been
shown to stimulate yeast flocculation at concentrations above 0.5%
[154].

Apart from their influence in yeast tlocculation, several authors
have stated that the acids produced by bacteria are responsible for the
lower yeast cell viability and reduction in bioethanol production yield
[112,155]. The non-dissociated forms of acids are capable of diffusing
through the cell membrane, thus affecting fermentation [24]. Within
the cell, they dissociate releasing H' ions; acidifying the cytoplasm,
altering cellular homeostasis, decreasing specific growth rate and
increasing the lag phase [24]. This phenomenon can be illustrated by
the activity of acetic acid, which is a metabolic product of yeasts and
bacteria and that can present toxicity up to thirty times greater than
ethanol [23,138,140]. In synergy with ethanol, acetic acid may confer
non-selective antibacterial activity, and significantly affect yeast per-
formance [23,97,138,140]. However, the effect of acids on the yeast
viability is controversial [138,150,156,157].

2.8. Interaction between yeasts and lactic acid bacteria during
sugarcane must fermentation for bioethanol production

There are many queries about the interactions between yeasts and
lactic acid bacteria during sugarcane must fermentation for bivethanol
production [19,138,157]. The conclusions about the drastic reduction
of the yeast viability passes from competition for trace nutrients as
thiamine, vitamins, and amino acids such as glutamic acid, or the
action of compounds not yet identified [19,23,157]. However, from the
microbial ecology point of view, what are these compounds and what is
their relevance on the evolutionary history of these two microbial
groups? The knowledge of the ecological interactions within the
fermentation vat can offer great returns for the bioethanol industry
[18,19,24,138). This type of approach may indicate the need of new
technologies for control and maintenance of the fermentative commu-
nity, resulting in increased yield of the final product [18,19,24,138].

Both lactic acid bacteria and yeasts have developed physiological
mechanisms for survival |[19,24,138,157|. Because of the close rela-
tionship between lactic acid bacteria and yeasts, antagonistic mechan-
isms are evident [19,24]. In this context, literature highlights the
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production of lactic acid, butyric acid, and acetic acid, diacetyl (2,3-
butanedione), hydroxylated fatty acids and reuterin (3-hydroxypropio-
naldehyde) by lactic acid bacteria so as to affect yeast growth [24].
Diacetyl, reuterin, and hydroxylated fatty acids act mainly on the
inhibition of ethanol production [24.79]. Diacetyl is produced by many
acid lactic bacteria species, while Gram-negative bacteria and yeasts
are more sensitive to this metabolite. Reuterin is a broad-spectrum
antibiotic affecting Gram-positive and Gram-negative bacteria, fungi,
and yeasts, especially the genera Aspergillus, Fusarium, Torulopsis,
Candida and Saccharomyces [24,79]. On the other hand, some
Lactobacillus species can produce broad-spectrum fatty acids and
peptides for yeast metabolism [24,79]. Despite the intense competitive
interaction, it is believed that there is a considerable dependence of the
lactic acid bacteria for nutrients derived from yeast [24,26,79]. These
nutrients would include amino acids, small peptides, vitamins, or
certain types of sugars that are deemed to favor their co-existence
[24,26,79].

The stress caused by contamination favors the production of
secondary metabolites by yeasts [18,19]. In this way, glycerol and
succinic acid are the most important compounds produced in great
quantities [19,79,158]. Glycerol is closely correlated with the redox and
osmotic balance within the cell [159], whereas the succinic acid acts
mainly on the suppression of lactic acid bacteria growth [5.158]. In this
competitive environment, the synergy between ethanol and succinic
acid enhances the antibacterial activity, favoring yeast viability and
permanence in the process [22,118,158]. As seen, numerous survival
strategies employed by lactic acid bacteria and yeasts in the fermenta-
tion environment have been reported |24,79]. Currently, the question
that remains is whether it would be possible to define intra- and
interspecific communication routes between bacteria and yeasts.

2.9. Coneluding remarks

Several approaches for the control and reduction of microbial
contaminants during fermentation of must for bivethanol production
exist, such as use of peroxide and sulphite', application of antibioties
and disinfectants [97,101,102,158,160], as well as recent methods
based on the application of bacteriophages and lytic enzymes [32,161].
Despite their advantages, it should be stressed that the application of
these technologies will not address the needs of bioethanol industry
considering that the addition of these ingredients will lead to increase
in costs of production. Given this, bioethanol industry should seek
approaches that do not aim to reduce drastically the load of microbial
contaminants [19,138]. Nonetheless, for these approaches succeed,
gaining insights on the mechanisms of interactions between yeasts and
bacteria during fermentation of must for bioethanol production should
be mandatory.

Bioethanol production technology undergoes an exciting phase
focused on the access to new raw materials, different processing
techniques, and yeast strains selected by the particular needs of each
process. All these changes will introduce new challenges for bioethanol
processing plants to control microbial contaminants that may influence
fermentation of must for bioethanol production.

Even though bioethanol processing is highly dependent on proper
yeast growth and ethanol production in a non-sterile environment, few
studies have focused on the assessment of the structure of the
microbial community and succession during each processing step of
processing and their impact on bioethanol production and yield.
Studies involving metagenomics, metatranscriptomics, metabolomics
and other “omics” will be highly needed and useful to explain the
mechanisms underlying microbial interaction throughout bioethanol
production chain that impact on process yield. This knowledge will
become much more crucial for better development of the process,
control of contaminants and for increase in the yield and competitive-
ness of bioethanol production plants.
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ABSTRACT

Microbial interactions represent important modulatory role in the dynamics of biological proc-
esses. During bioethanol production from sugar cane must, the presence of lactic acid bacteria
(LAB) and wild yeasts is inevitable as they originate from the raw material and industrial environ-
ment. Increasing the concentration of ethanol, organic acids, and other extracellular metabolites
in the fermentation must are revealed as wise strategies for survival by certain microorganisms.
Despite this, the co-existence of LAB and yeasts in the fermentation vat and production of com-
pounds such as organic acids and other extracellular metabolites result in reduction in the final
yield of the bioethanol production process. In addition to the competition for nutrients, reduction
of cellular viability of yeast strain responsible for fermentation, flocculation, biofilm formation,
and changes in cell morphology are listed as important factors for reductions in productivity.
Although these consequences are scientifically well established, there is still a gap about the
physiological and molecular mechanisms governing these interactions. This review aims to dis-
cuss the potential occurrence of quorum sensing mechanisms between bacteria (mainly LAB) and
yeasts and to highlight how the understanding of such mechanisms can result in very relevant
and useful tools to benefit the biofuels industry and other sectors of biotechnology in which
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bacteria and yeast may co-exist in fermentation processes.

Introduction

Climate changes and energy crises related to depletion
of fossil fuels, highlight biofuels topical importance. The
use of regional and abundant raw materials and agro
industrial waste emphasizes the role of these renewable
and sustainable fuels in the world’s energy matrix [1-3].
Bioethanol stands out in this context taking into consid-
eration enhanced global demand and increased invest-
ments in the sector [4-6]. Brazil is the world’s second
largest ethanol producer, using a successful large-scale
bioprocess with low environmental impact [7-11].

In order to minimize the energy gap in the synthesis
of biomass, cell recycling is often used in bioethanol
production in Brazil (Melle-Boinot) [9,12-14]. In spite of
being a well-established process, it is known that raw
materials, the mild heating conditions applied to the
fermentation broth (i.e., sugar cane must, for instance)
and cell recycling may result in microbial survival or
introduction of microbial contaminants that will further
grow during fermentation. The growth of these micro-
bial contaminants commonly results in several losses to
the sugar-alcohol industry [9,15-18].

Lactic acid bacteria (LAB) and wild yeasts are the
most important microbial contaminants in the bioetha-
nol industry [18-20]. The main negative effect of
the presence of these contaminants is the reduction in
viability and fermentative capacity of the ethanol-
producing yeast, leading to reduction of the final yield
of the process [9,18,19,21-25]. Therefore, it seems the
microbial interactions play an important role in the fer-
mentation dynamics [23,26-29]. It is known that the
main modulating factors of population dynamics during
fermentation are selective pressure due to competition
for nutrients, pH reduction, and synthesis of high levels
of ethanol and organic acids [19,25,28]. Nonetheless,
cell-cell interaction and the production of small extra-
cellular metabolites derived from enzymes was found to
contribute to this complex network of interactions
between vyeasts and bacteria during fermentation
[30-33]. Despite the existence of reports on the conse-
quences of microbial interactions during bioethanol
production, there is still little knowledge of the molecu-
lar mechanisms involved in the process [9,16,30,31,
33-35]. The production of extracellular low molecular
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weight metabolites by yeasts and bacteria at the end of
exponential growth phase and the action of these intra-
and interspecific molecules suggests the potential exist-
ence of quorum sensing (QS) among microorganisms
involved in fermentation [31,36-39]. QS describes the
mechanisms used by microorganisms to understand
environmental changes and consequently for them to
apply specific strategies in order to adapt these changes
in time and space [40].

The system of communication or interaction
between microorganisms occurs through small diffusing
extracellular molecules. These molecules are synthe-
sized under specific physiological conditions, due to
modifications in the environment and/or depend on
the stage of microbial growth. These molecules accu-
mulate extracellularly and become active only when a
peak of concentration is reached (quorum). Once this
peak is reached, these molecules are then identified by
specific receptors. Cellular responses can be at genetic,
physiological, metabolic, and structural levels [40-44].
Therefore, understanding the mechanisms of action of
these molecules in the eco-physiological process of
feedstock fermentation may constitute a very useful
tool to ensure the process is better controlled. A few
examples of the advantages of this understanding could
be the increase in ethanol yields due to the control of
populations interactions and the induction for the syn-
thesis of bioactive and organoleptic compounds in the
case of the production of fermented beverages [45-471.

Given the above facts, this review aims to discuss the
microbial interactions and their impacts during fermen-
tation in bioethanol production. Even though microbial
communication via QS is an important concept, know-
ledge of the role of signaling molecules during indus-
trial processes is still superficial. Studies with QS in
fermentations are scarce and simultaneously inhibitory
strategies—quorum quenching (QQ)—and related tech-
nologies are almost nonexistent. Therefore, this review
takes advantage of data available in the literature to
build hypotheses on the correlations between the mod-
ulating effects of microbial responses via QS and their
potential applications in feedstock fermentation
processes.

Microbiota in bioethanol fermentation

Ecological benefits of biofuels and the possibility of
using regional and abundant raw materials in the pro-
cess give prominence to bioethanol among other fuels
[11,48,49]. The bioethanol production process consists
of biochemical transformation of fermentable sugars by
yeasts that produce ethanol as a secondary metabolite
[50]. This process requires controlled conditions to

ensure adequate productivity and the standard process
conditions are: 45-60% sucrose plus 5-20% glucose/
fructose, nitrogen  100-300mgL~',  phosphorus
50-250mgL~", potassium 700-1200mgL~', magne-
sium 100-200mg L', in addition to small concentra-
tions of calcium and sulfur in the must [7,13].
Temperature should also be controlled and maintained
between 32 and 35°C [13]. These conditions, besides
favoring ethanol production, also allow the develop-
ment of LAB and wild yeasts [7,13,49,51,52].

Even with all technical and scientific knowledge
gained by the sugar-alcohol industry, microbial contam-
ination is still a challenge. Bioethanol processing plants
and distilleries face difficulties in sterilizing raw materi-
als and other components, making the process suscep-
tible to the growth of microbial contaminants such as
LAB and wild yeasts [9,16-18,28,53]. A controlled fer-
mentation should not present populations of microbial
contaminants in the must above 10° CFU mL "
Microbial counts above 107 CFU mL™" may result in sig-
nificant losses to bioethanol production process. In
extreme cases, losses caused by yield reduction may
lead to loss of commercial viability [23,28,54-56].
Additionally, the metabolic deviation of sugars to pro-
duce acids, gums and toxins consists of major microbial
contamination aggravating conditions during feedstock
fermentation for bioethanol production [50]. These bac-
terial metabolites besides making less substrate avail-
able for alcoholic fermentation, decrease yeast viability,
and increase the production of glycerol and other
byproducts, resulting in even greater losses in yield and
productivity [57]. More information about microbial
contamination and the main problems caused by micro-
bial contaminants during feedstock fermentation for
bioethanol production can be found in Brexé and
Sant'Ana [50].

It is shown in Figure 1, chemicals, antibiotics, as well
as new methods based on the application of enzymes
and bacteriophages have been proposed for the control
of bacterial contamination in bioethanol processes
[58-60]. Despite this, these alternatives are known to
increase of the production cost, to contribute to the
establishment of more resistant bacteria and may also
compromise the final product’s quality [28,50,58,61].
Therefore, the challenge for the bioethanol industry is
to find an eco-friendly, economical, easy to implement
method that also does not result in the promotion of
microbial resistance [58].

Among the natural strategies described in the litera-
ture, LABs produce lactic acid, butyric acid, acetic acid,
gum, diacetyl, hydroxylated fatty acids, and reuterin
affecting yeast development and performance [50]. In
contrast, yeasts produce ethanol, succinic acid, and
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Figure 1. Some strategies proposed and used for microbial control in the bioethanol process. Yellow boxes indicate antiseptic
compounds, blue boxes indicate antibiotics and green boxes indicate new strategies for bacterial control. TCC: 3,4,4'-

Trichlorocarbanilide; PMB: Potassium metabisulfite.

peptides and are capable of affecting the growth of
LAB [50]. An important enquiry results from the several
mentioned survival strategies employed by bacteria
and yeasts in order to withstand competition during
fermentation. Would it be possible to affirm that these
survival strategies are based on QS mechanisms?

Is there QS in fermentation vats?
Quorum sensing

The term QS was presented by Fuqua et al. [62] to refer
to “intercellular communication (cell-to-cell). Initially,
the term had to do with a mechanism used by bacteria
to comprise environmental variations and, subse-
quently, apply specific strategies that permit them to
adapt to environmental stress in time and space”
[40,63]. However, the concept of cellular communica-
tion among bacterial populations was developed a few
decades in advance. Since the early 1950s, researchers
describe and recognize findings of genetic matters in
Streptococcus pneumoniae, studies with biolumines-
cence in Vibrio and biologically active molecules (also
called pheromones), even when not identified with ana-
Iytical precision and using QS action. Besides, the term
has been expanded to other groups of microorganisms,
such as yeasts and filamentous fungi [37,64,65].

Quorum sensing is conducted through a communica-
tion system by small and diffuse molecules aiming at
signalization that were firstly called “pheromone” [64].
Currently, they are called auto-inducer molecules (Al)
or cell-to-cell signal molecules (CCSM) [40,41,66].

These molecules are produced within a specific growth
stage under specific physiological conditions or envir-
onmental changes. These molecules also accumulate in
extracellular environments, only acting after reaching a
peak of concentration (Quorum) and being identified
by specific receptors. The cellular responses are of gen-
etic, physiological, metabolic, and structural levels
[37,40,43,66].

Auto-inducers can be associated with: (i) improve-
ments in the access to nutrients or environmental
niches [67,68]; (ii) the optimization of cellular ability
for morphological modification, such as the formation
of biofilm, reproduction, and sporulation [66,68,69]. In
addition, these auto-inducers are associated with: (iii)
the generation of defense responses against eukaryotic
hosts or competitive organisms, as an expression of
virulence factors [67,68,70]; and (iv) adaptation mecha-
nisms to survive in hostile environments that restrict
growth, such as the production of bacteriocins and
other molecules that favor a certain class of microor-
ganisms [66,67,68,70]. Currently, three main categories
of auto-inducers are known: (i) auto-inducer 1 (AH-1) N-
acyl-homoserine lactones that modulates gram-nega-
tive bacteria; (ii) auto-inducer 2 (Al-2) furanosyl borate
diester; and (iii) signal peptides [68,67,71-76]. Other
molecules with auto-inducer properties are reported
in the literature, including the higher alcohols
produced by yeasts [77,78]; gamma-butyrolactone by
Streptomyces [79]; palmitic acid methyl ester (30H
PAME) by Ralstonia Solanacearum [80]; 2-heptyl-3-
hydroxy-4-quinolone (PQS) by Pseudomonas aeruginosa
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[81]; cyclic dipeptides such as diketopiperazine and
other molecules with signaling effects [77,82].

Studies indicate that auto-inducers such as peptides,
Al-2 (furanosyl borate diester), and higher alcohols can
be of great relevance to the fermentation environment
since they are produced by microorganisms actively
found in this process. Al-2 derives from the recycled
S-adenosyl-L-homocysteine to homocysteine, being
produced and universally recognized by Gram-positive
bacteria and Gram-negative bacteria. Auto-inducer pep-
tides (AIP) are molecules that modulate the group of
Gram-positive bacteria. Higher alcohols produced by
yeasts and LAB seem also to be capable of modulating
yeasts and other microorganisms from the fungi
Kingdom [37,41,43,66,68,67,78,83-86].

Usually, auto-inducer secretions occur at a basal level
by a group of carrying cells during bacterial growth, not
being associated with primary metabolism. Molecules
disseminate and accumulate in the environment until
reaching the quorum level [43]. Peptides synthesized by
Gram-positive bacteria are examples of these signalers
that, after post-translational intracellular modifications,
are transported to the external environment. Once the
quorum level is reached, these peptides interact with
membrane receptors that lead to changes in the gene
expression of cells. The response represents a context-
ually appropriate genetic program, in which the signal
capture occurs via kinases present in the cellular mem-
brane that are capable of recognizing peptides and
transferring this signal to the internal environment by
several phosphorylations. This in turn results in the
regulation of target gene expression [37,87,88].

In order to be considered a QS molecule, these
metabolites need to be diffusive in the extracellular
environment and as such their removal is possible by
washing and centrifugation [32,66,89]. These metabo-
lites can act by changing cell morphology and other
phenotypic characteristics. They can also be produced
in all growth temperature ranges [90]. Such molecules
are called “auto-inducers” because sometimes genes
that are associated with the process of synthesis and
reaction trigger their particular expression, occurring
without any external intervention [41,66,90,91].

Quorum sensing can also be named “diffusion
sensing” or “compartment sensing”. These names are
also used according to variance of the quorum rate to
lead gene expression response. This deviation is associ-
ated with the production and extrusion rate of signaling
molecules, as seen in populations in stationary phase. In
other words, the response is most closely related to
association between the environmental properties and
molecular information than with population density
itself, which could also be called “quorum molecular

sense” [40,43,92,93]. From this point of view, QS is better
defined as a singular class of diffusion in which the
response threshold is achieved, integrated with biotic
and abiotic factors of a particular environment [93].

As a biological mechanism, modulation via QS offers
heterogeneity of response even in isogenic populations
found in homogeneous environments. In this case,
this process is known as bi-stability of response
(“bistability”) [94], being represented by the variation of
response, which indicates the multifactorial complexity
between QS signaling and response. Several regulatory
networks are involved in this complex circuit, and even
identical cells can process the same information in dif-
ferent levels. To study the QS, despite the fact that
information and reception can represent processes that
were already recognized, the interpretation and con-
textualization of information is a complex subject in
which microbial knowledge is still remote from being
totally understood [86,89,94].

Gaining knowledge on ecological interactions in
microbial communities can be a powerful tool for the
future of alcoholic fermentation. The inhibition of the
QS (QQ) in bacteria that contaminate fermentation
processes can be applied to work in the neutralization
and stagnation of organic acids, toxins, and gums pro-
duction [95-97]. In circumstances in which preventive
strategies are not appropriate to safeguard the product-
ivity and the efficiency of the process, the induction of
inhibitory mechanisms via QS can be a feasible meas-
ure. In these cases, the direct production of biocides
and antibiotics could be stimulated via QS, even if a
small deviation in energy metabolism of bioethanol
production is observed.

The subsequent QS systems addressed will focus on
microbial communication mechanism in a generic way,
but specially focused on mechanisms involving
Saccharomyces, LAB, and Bacillus. This approach was
selected considering the great importance of
Saccharomyces during fermentations for bioethanol fuel
production and the significant participation of LAB and
Bacillus as microbial contaminants of the process.

QS in yeasts

The QS for prokaryote organisms is widely described in
literature while few are available for Eukaryotes
[43,78,98-100]. Great relevance is mainly given to stud-
ies on virulence and biofilm formation in Candia albi-
cans, which are the causative agent of candidiasis
[90,101,102]. The most common signalers described for
this yeast are higher alcohols and some cyclic peptides
named auto-antibiotics or auto-inducers because they



are capable of delaying or inhibiting the development
of C. albicans [44,90,101-104].

Higher alcohols, also known as 'fusel oils', present
several functions in the modulation sensing eukaryotic
microorganisms such as yeasts and filamentous fungi
[44]. The development of the germination tubes and
apoptosis in Aspergillus nidulans and Fusarium grami-
nearum, morphological changes in Aspergillus niger, bio-
film formation and the regulation of protection against
oxidative stress, amongst other roles in Candida albi-
cans, are some of the responses stimulated by these
alcohols [44,103,105,106].

The QS effects of these alcohols in S. cerevisiae are
not new. Eddy (1955) reported the flocculation of yeasts
used in the brewing industry in the presence of lower
alcohols at concentrations higher than 0.5% (w/v) [107].
These effects were also observed with n-propyl, n-butyl,
isobutyl, and 1,3-butylene glycol. This supports the the-
ory that cellular metabolic products can also induce
flocculation (named class 2 and 3), which can occur
when the concentration of a particular metabolic prod-
uct reaches a certain critical value [107,108].

Higher alcohols are originated during the Ehrlich
pathway, which involves the catabolism of amino acids
such as phenylalanine and tryptophan. In this process,
amino acids undergo oxidative removal from the NH,
group, forming the intermediate a-keto acid, which is
converted into aldehyde by decarboxylation. The forma-
tion of higher alcohols occurs through aldehyde reduc-
tion, depending on the oxidative state of the cell
[109,110].

The definition of fusel alcohol, also called fusel oil, or
“potato oil”, gives the idea of “horrible liquid” or liqueur,
a term that came from German [111]. These compounds
received this name because they were “less-desirable”
co-products originating from alcoholic fermentation,
which consists of a mixture of several higher alcohols.
However, some of these alcohols may also present
beneficial properties, such as the 2-phenylethanol,
which contributes a pleasant rose aroma to wines, and
tyrosol, described as an antioxidant and active in cardio-
vascular protection [109,110,112]. The 3-methyl-1-buta-
nol (isoamyl alcohol), 2-methyl-1-propanol (isobutyl
alcohol), 2-methyl-1-butanol, 2-phenyl-ethanol, and
3-(2-hydroxyethyl) indole (triptofol) are examples of aro-
matic alcohols.

The production of aromatic alcohols is favored dur-
ing prolonged fermentations with low concentrations of
nitrogen in an assimilable form, long time intervals
between fermentation and distillation, and high cell
density [111]. The synthesis of these QS molecules is
self-regulated, i.e., the presence of these alcohols in the
environment stimulates specific genes that transcribe
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enzymes required for the synthesis of alcohol, resulting
in a positive feedback loop [84,105,111].

The main S. cerevisiae QS-specific-species responses,
stimulated by higher alcohols, are: (i) stimulus to indi-
vidual (unicellular) morphological transition to a fila-
mentous form in diploid cells; (ii) invasive growth of
haploid cells; (iii) growth inhibition; (iv) stationary phase
induction [44,105,110,112-114]. As shown in Figure 2,
these responses may hinder centrifugation operations
and decrease the fermentation rate.

The induction of the development of filaments from
unicellular individuals takes place through cell elong-
ation, resulting in mycelial formation. This effect is due
to the action of higher alcohols such as tryptophol and
phenylethanol derived from tryptophan and phenyl-
alanine, respectively. These higher alcohols are active at
concentrations above 20 uM and when tryptophan and
phenylalanine are concomitantly present in the environ-
ment, the development of filaments is enhanced
[115,116]. In summary, the response to cellular elong-
ation occurs in the modulation of the gene Flo11p, pro-
ducing glycosylphosphatidylinositol (GPI), a flocculin
protein attached to cell surface that is essential for the
development of filaments. This mechanism takes place
under nutritional stress, especially nitrogen. Therefore,
it is believed that mycelial formation corresponds to the
increase in the foraging area to optimize the absorption
of nutrients [78,105,106]. The flocculation of yeasts can
be caused by the action of flocculins and by filament-
ous growth stimulated by these alcohols. In fact, this
has already been demonstrated for n-propyl alcohol, n-
butyl, isobutyl, and 1,3-butylene glycol to the level of
0.5% in the medium [107,108].

The invasive growth in haploid cells is stimulated by
phenylethanol that acts synergistically with tryptophol
[105]. This effect may not be relevant for alcoholic fer-
mentation, despite the belief that this mechanism eases
access to nutrients to the inside of fleshy fruits and simi-
lar environments [117]. This mechanism may be
involved in the epiphytic presence of yeasts with sugar
cane stalks, enabling the introduction of wild yeasts
into the sugar cane must.

Phenylethanol, tyrosol, and tryptophol are three aro-
matic alcohols able of modifying the response to tran-
scription factors (Cat8p and Mig1p) related to enzymes
operating because of a glucose deficiency [84,106]. The
increase or decrease of ammonium ions stimulates or
inhibits the production of higher alcohols such as tryp-
tophol and phenylethanol. These findings (regarding
the concentration of carbon and nitrogen sources in
the substrate) supports the theory on the development
of filaments in S. cerevisiae in response to nutritional
constraints. The expression of Flo surface glycoprotein
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Figure 2. Diagram of high alcohol (fusel) like QS molecule in yeast and the response in bioethanol production environment. In
blue different high alcohols are shown, in red the quorum sensing response in yeast, and in yellow the interference response in

bioethanol process.

during formation of filaments and formation of multicel-
lular hyphae can contribute to the development of
aggregates and biofilms. Finally, these events will
further facilitate S. cerevisiaze access to nutrients
[84,105,118].

Farnesol, in concentrations above 25 uM, completely
inhibits the growth in S. cerevisiae without compromis-
ing cellular viability [44]. This alcohol acts by suppress-
ing cell cycle genes that encode the histone
acetyltransferase (HAT2) and DNA ligase (CDC9).
Metabolically, farnesol is linked to the decrease of the
diacylglycerol levels inside the cell, inactivating the pro-
tein kinase C that regulates cell proliferation and
growth, being related to the stagnation of the G1 phase
of the cell cycle of yeasts. Furthermore, this alcohol
induces the formation of oxygen reactive species (ROS)
by inhibiting the signaling mechanism of phosphatidyli-
nositol type, which also inhibits the mitochondrial elec-
tron transport chain [77,92,113,118].

Quorum sensing stimulated by aromatic alcohols
induces stationary phase in Saccharomyces. In this yeast,
more than half of up-regulated genes by tryptophol
and phenylethanol, are predominantly expressed at sta-
tionary phase. Such information suggests that these
alcohols contribute to the stagnation of the growth
curve through the physiological modulation of cells
[78,105]. Nonetheless, researchers are still not sure if
aromatic alcohols are capable of inducing the stationary
phase. Wuster and Babu [84] pointed out that there is

an association amid 53 to 64% of transcribed genes in
the stationary phase and those induced by QS.
Regardless of the overlap observed, the responses were
found to be distinct.

In addition to the synthesis of aromatic alcohol by
yeasts, cell release of small peptides (2-10KDa) with
antimicrobial action can be a mechanism triggered by
QS. These small molecules present expressive concen-
trations and activities at the end of the exponential
phase of fermentation. Antimicrobial peptides (AMPs)
synthesized by S. cerevisiae can act differently depend-
ing on the yeasts and bacteria, suggesting the existence
of a species-specific effect. The antagonistic activity of
these molecules can be favored by cell-cell contact
[32]. These molecules secreted into the environment
change intracellular pH and the permeability of the
membrane, causing stagnation in cell growth or the
loss of cell viability [32,33]. The identification of these
small peptides revealed they originate from a protein
named glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
(GAPDH), an enzyme that acts on the glycolytic path-
way [31-33]. For fermentation, this process supports the
survival and persistence of S. cerevisiae strains during
natural succession [16,25]. The high concentration of
yeasts (quorum), and the depletion of sugars in the
environment at the end of the exponential phase (sens-
ing) can favor the synthesis of these small peptides
through lysis by the GAPDH. Hypothetically, this mech-
anism can result from the feedback caused by glucose



reduction. In response, nutritional depletion stimulates
genetic changes to maintain homeostasis. In this con-
text, enzymes of glucose metabolism stored inside the
cells can serve as a source of energy and therefore, be a
target of proteolysis, generating AMPs. As a result, only
strains able to express intracellular proteases capable of
cleaving proteins (such as GAPDH) and producing
bioactive peptides will persist during fermentation and
further dominate the microbiological succession.

QS in Gram positive bacteria

AIPs may contain 5-34 linear, cyclic amino acids
[37,67,119]. AlPs are structurally modified during their
synthesis and are processed from a precursor protein.
The AIPs are reported in LAB and Bacillus [36,37,43,68,
69,119,120] and are known to expressively act in intra-
specific communication in Gram-positive bacteria.
Therefore, because of the countless importance of
Gram-positive bacteria as contaminants of feedstock
fermentation, this topic will address the class of AIP and
their potential impact in the production of bioethanol.
The signal peptides can act in competence and gene
transformation processes, and in the regulation of anti-
biotic and lantibiotic biosynthesis, sporulation, and bio-
film formation [36,37,43,67,72,83,119-121].

There are three different families of AlPs classified
according to their chemical structures. The first one is
the class of lantibiotic oligopeptides molecules, charac-
terized by the existence of lanthionine mediated by the
thioether macrocyclic function and dehydrated amino
acids, as found in the nisin produced by Lactococcus lac-
tis. The second family comprises modified peptides with
thiolactone hydrochloride, such as staphylococcal AIP-1.
These peptides are produced in a similar manner to lan-
tibiotics, regardless of the fact that these peptides pre-
sent cyclical thiolactone or cyclical lactone in their
structure. The third family is typical in Bacillus, which
presents the tryptophan isoprenylating residue prob-
ably containing the ComQ protein. This group of induc-
tors are involved in the development of competence in
some species of Bacillus [43,69,82,86,120].

The process of AIP synthesis starts inside the bacter-
ial cell. Molecules are primarily synthesized in a precur-
sor protein that is enzymatically modified and cleaved.
As a result, these steps generate the processed AIP. This
small signaling molecule is usually transported to the
outside of cells via ABC transport protein complexes
(ATP-binding cassette) [120]. The signaling can occur
both in extracellular and intracellular environments.
When the small signaling molecule reaches the thresh-
old in the extracellular environment, the signal is
detected. The detection occurs by interaction with the
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transmembrane kinase protein with a two component
signaling system. The response occurs with autophos-
phorylation of residues conserved in histidine (H) of kin-
ase protein that activates the phosphorylation cascade.
This cascade finishes in response regulatory protein
(RRP). The phosphorylation of response regulator pro-
tein allows activities on the DNA and the expression of
target genes controlled by QS. In intracellular environ-
ment, when the threshold is reached, the peptide is
transported to the bacterial cell through an oligopep-
tide transport system (OTS). Once inside the cell, peptic
molecules activate transcription regulators or inhibit the
action of aspartyl-phosphate phosphatase (APP). APP
modifies the state of phosphorylation of regulators
modulating the expression of target genes [76,120,122].

In the transformation process, the bacterial cells is
capable to capture and assemble the intact DNA from
the environment into their genetic material. However,
this phenomenon only occurs when the bacterial cell
produces competence factors (proteins that confer the
ability for them to incorporate exogenous DNA) [123].
Quorum sensing control can allow microorganisms to
assimilate the exogenous genetic material only under
favorable conditions, with the highest probability of
competence observed in the presence of heterologous
DNA. This mechanism is called competence stimulated
by peptides, which is a strategy that also promotes the
acquisition of a genetic material repository that can be
exploited to repair chromosomal damage and muta-
tions [37,72].

The fed-batch fermentation process is widespread
and established in several counties, such as in Brazil [7].
The several fermentation cycles that follow this model
favor the establishment of transitional microbial com-
munities in the process [25]. Considering the intense
population dynamics, it is clear that the acquisition of
genes via QS is a very clever evolutionary strategy for
both transient and persistent species such as those
present in biofilms. In this case, besides promoting the
preservation of species under adverse conditions, this
transformation leads to a greater physiological diversity
that hampers the implementation of effective strategies
to control microbial contaminants and to reduce
their negative impacts. Sporulation also promotes the
maintenance and resistance of bacteria in systems
modulated by QS [37].

In some species of Bacillus, when under unfavorable
environments such as nutritional depletion, the bacter-
ial cell undergoes asymmetric division, resulting in a
resistant and dormant spore [37]. This phenomenon
occurs via a peptide called competence and sporulation
factor (CSF). The differentiation between transformation
and  sporulation consists in the intracellular
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concentration of CSF. At low concentrations, this pep-
tide stimulates competence, while in high concentra-
tions the transformation is inhibited, inducing
sporulation [83,123,124]. It is possible to support that
the adaptive strategy driven by CSF initially prioritizes
the survival of the species by searching in the environ-
ment for favorable genes and incorporating them by
transformation. When this strategy does not offer
enough contribution to the preservation of life, the
accumulation of CSF stimulates sporulation.

The formation of biofilms, as stimulated by QS, can
become a chronic problem for sugar and bioethanol
production plants, because it can act as a reservoir that
continuously reintroduces microbial contaminants
[125-127]. Biofilms can be described as organized com-
munities of microbial cells surrounded by a self-pro-
duced polymeric matrix made of exopolysaccharides
generally adhered to an inert surface. This complex
structure with defined architecture allows bacterial
communities to survive in sessile and protected envi-
ronments [41,128,129].

A multivariate complex induced by the interaction
between environmental and genetic factors regulates
the establishment and development of biofilms. The
synthesis of biofilms initially occurs by secretion and
reception of QS molecules, production of extracellular
polymeric matrix, colonization, inert surface fixation,
and maturation. The QS system, used by communities
present in biofilms, can influence the quality and meta-
bolic properties, ensuring robust and stable mainten-
ance of functionalities needed for the survival of the
microbial population present [125,130,131].

Despite being a protected system, biofilm interferes
in the success of QS mechanisms. For Gram-positive
bacteria, the production of active signal peptides repre-
sents a process of high energetic cost [96]. In biofilms,
production, stability, distribution, and efficiency of sig-
nal peptides can be influenced by several chemical,
physical, and nutritional factors. Besides, these small
molecules can have limited diffusion or present high
interaction with polysaccharides, proteins, among other
components found in the matrix [96,132].

Even with these limitations, the presence and the
activity of Gram-positive bacteria is common in biofilms.
L. plantarum is a biofilm-producing species commonly
found in studies about the contaminants in feedstock
fermentations [21,129,133]. The two-component regula-
tor named lamD (Lactobacillus agr-like module D) is
responsible for encoding the thiolactone cyclic AIP asso-
ciated with the process of adherence and biofilm forma-
tion by this bacterium. The cells that are adhered to the
biofilm present higher resistance to acids and bioetha-
nol, comprising an environment of bacterial persistence

considering the conditions in the fermentation process
[122,134]. In a QS-driven process, bacteria can form bio-
films in pipes resulting in the continuous contamination
of the must, which may also lead to problems in clean-
ing and sanitization of fermentation vats and clogging
of pipes. This in turn certainly results in increases in
costs of the process [122,125,131,134].

In bacterial contaminants, bacteria also synthesize
peptides that exhibit remarkable bactericidal activities
[86,135,136]. These are potent and broad-spectrum pep-
tides, consisting of different sizes, compositions, and
different amino acid sequences. In addition, secretion
and processing mechanisms, post-translational modifi-
cations, and antimicrobial activity can also be different.
These peptides can present biological activities indi-
vidually or in combination with other peptides. They
can also show specificities to a certain group of micro-
organisms, a broad spectrum of action or even present
antimicrobial activities against closed-related species
[86,119,137].

From the evolutionary point of view, the QS confers
benefits by stimulating the joint response in a microbial
community. In the case of antimicrobial peptides, the
positive effect only occurs when the extracellular prod-
uct exceeds a specific concentration, i.e.,, the bacteri-
cidal activity is only observed under synchronous
activity of a group of cells [43,67]. Bacteriocins act in
the formation of pores in the membrane of target cells
and the dissipation of protons, ATP, loss of nutrients
and metabolites result in microbial inactivation. To form
a pore, bacteriocins interact electrostatically with
anionic lipids from the target membrane, forming trans-
membrane pores from peptides [36,67,120,1371.

Antimicrobial peptides can be organized into three
classes [137]. Class | bacteriocins are peptides called lan-
tibiotics. Lantibiotics are small molecules that are stable
when exposed to heat and composed of one or two
peptides. They feature extensive post-translational
changes, forming lanthionine. The modification occurs
with the cyclization of the peptide together with the
dehydration of cysteine from a reaction with serine or
threonine residues. This reaction results in a molecule
of thioether containing amino acids (known as lanthio-
nine). Bacteriocins of class | are divided into: type A
(elongated molecules) and type B (globular molecules)
[137,138]. In class I, there are linear and unmodified
peptide bacteriocins that are also small and stable at
heat molecules. The following bacteriocins are also
included in this class: active bacteriocins against Listeria
called 'pediocin-like bacteriocins' (class lla), two-pepti-
des bacteriocins (class llb), circular bacteriocins, and
others (class llc) [137,139]. Classes | and Il are the most
prevalent among LAB. Class Ill bacteriocins are large
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Figure 3. Diagram of AIP’s in bacteria, some QS responses and their implication in bioethanol production environment. In blue
different AIPs are shown, in red the quorum sensing response, and in yellow the interference response on bioethanol process.

and thermolabile molecules. They are proteins of lytic
action, such as hydrolase [36,43,67,72,137,139,140].
Nisin is a bacteriocin of class | most known for pre-
senting a wide spectrum of activities and effective
applications in the food industry [141]. The biosynthesis
of nisin is an exemplary case of QS in LAB. The tran-
script production can be reestablished with the addition
of small quantities of nisin to the culture environment
during growth [36,82]. This is a self-regulated process,
in which this special case of QS is consisted of NisR
regulator response and sensor histidine kinase NisK that
activates the transcription of target genes [36,82,120].
Besides nisin, lactine F, bacteriocin S, sakacine, and
other bacteriocins are produced by Lactobacillus
[142-144]. The addition of bacteriocins in fermentation
experiments showed a decrease in the population of
lactobacilli (with consequent decrease of lactic acid pro-
duction), and a significant increase in bioethanol pro-
duction [145]. When assessing the effect of microbial
interactions during feedstock fermentation for bioetha-
nol production and the impossibility of working in ster-
ile conditions, molecular control seems to be an
interesting alternative. The expression of bacteriocins
with effective action on LAB during fermentation can
be very important for the bioethanol production plants.
The retroactive effect of the production of bacteriocins
(@ molecule stimulating its own synthesis) may pave the
way for synthetic biology to develop new microbial
strategies to control microbial contaminants. Antibiotic
and chemical strategies favor the increase of process

costs and does not completely solve the problem, as it
contributes to the development of resistant contami-
nants [51,58]. Through a QS approach, strategies may
be developed to use strains that present modulation
sensing aiming at maintaining microbial contaminants
in the fermentation vats at minimal population levels
[50]. This would favor the ecological balance necessary
needed for increasing the yield in the production of
bioethanol through the use of molecular compounds
produced by the endogenous microbiota present in the
fermentation vats.

Figure 3 presents a diagram of AIP’s in bacteria,
some QS responses and their implication in bioethanol
production environment.

Concluding remarks and further research

Because of the importance of bioethanol in the energy
matrix and in the world’s scene on biofuels and nature
conservation, any improvement in the fermentation
process will result in large-chain benefits. Thus, scientific
knowledge on microbial interactions and their techno-
logical impact is still a very significant niche to be
explored.

In order to take effect, scientific and industrial know-
ledge should be lined up. Through laboratory-scale fer-
mentations it is possible to clarify and assess several
parameters of interest to the industry (kinetics, yield,
productivity). However, only detailed and insightful
studies on the microbial interactions and molecular
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mechanisms using tools known as “omics” together
with computational intervention will allow the final
establishment of the negative consequences of micro-
bial contaminants on the bioethanol production pro-
cess. This integration among technical, environmental
and economic factors will shed light on the relevance of
QS studies as important industrial tools.

Hypothetically, QS can be a beneficial tool for main-
taining the ecological balance present in fermentation
vats for the production of bioethanol through: (i)
metabolism deviation of aromatic alcohols for bioetha-
nol synthesis; (i) induction for the synthesis of anti-
microbial compounds by certain microbial groups in
stages of processing in which high prevalence of con-
taminants is observed; (iii) the production of ethanol
and the reduction of biomass synthesis (maintenance of
stationary phase); and (iv) development of QQ strat-
egies as an inhibitory mechanism for the formation of
spores and biofilms during the process.

In this context, synthetic biology will be of great
importance, by modulating the control of the genetic
mechanisms over extracellular environmental dynamics.
This scientific field will be capable of providing microor-
ganisms and mechanisms of particular relevance to
beyond the biofuels, food, chemicals, and pharmaceuti-
cals industries.
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Resumo

Neste estudo, as leveduras foram isoladas de fermento caipira da producdo de cachaca
artesanal em diferentes estdgios, e de bagaco de malte cervejeiro. Por metodologia tradicional
dependente de cultivo foram isoladas 134 leveduras. Através da identificagdo molécular foi
possivel agrupa-las em 6 géneros e 10 espécies distintas. Estas leveduras foram caracterizadas
através de uma série de ensaios fenotipicos. A formacao de ascésporos foi observada em
setenta e trés Saccharomyces cerevisiae, trés Torulaspora delbrueckii e uma
Wickerhamomyces anomalus. Apenas trés S. cerevisiae, uma Clavispora lusitaniae e uma
Pichia kudriavzevii foram capazes de crescer a 45 °C, e somente a cepa S. cerevisiae LMQA
SNR 70 apresentou eficiente caracteristica Killer. A actidiona nas concentracdes de 50 e 100
mg.L'1 apresentou agdo seletiva contra Candida parapsilosis, enquanto que a natamicina
inibiu o crescimento de todas as cepas nas mesmas concentragdes. Os testes qualitativos e
quantitativos da atividade amilolitica, pectinolitica, celulolitica e xilanolitica teve maior
relevancia dentre as cepas nao-Saccharomyces, com destaque para a resposta multienzimética
das cepas W. anomalus LMQA CSC 43 e T. delbrueckii LMQA BSG 6. Em adi¢do, os testes
quantitativos revelaram que 23,13% das cepas apresentam atividade exoenzimética em meio
nutricionalmente escasso. O perfil fenotipico mostrou que 16,4% das cepas expressaram duas
ou mais caracteristicas estudadas. Além disso, os dados obtidos destacaram a
representatividade de dois tercos de leveduras nado-Saccharomyces apresentando
caracteristicas fenotipicas de interesse biotecnoldgico, ressaltando a importancia dos estudos

que abragem maior diversidade biolégica.

Palavras-chave: Saccharomyces, Wickerhamomyces, Torulaspora, Microencapsulagio,

Ascosporo, Killer, Natamicina, Actidiona, Amilase, Pectinase, Celulase, Xilanase
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1. Introducao

As leveduras sao amplamente reconhecidas pela contribuicio nas fermentacdes de
alimentos e bebidas, biocatdlise, producdo de proteinas heter6logas, biocontrole e
biorremediacao, entre outras aplicacdes de interesse econdmico [1, 2]. A diversidade de cepas
convencionais (Saccharomyces) e ndo-convencionais (ndo-Saccharomyces) vem apresentando
cada vez mais relevancia para a melhora e diversificacdo de produtos e processos [1-5]. A
necessidade inerente por inovacdes vem estimulando a busca por leveduras a partir de
ambientes distintos tais como processos de fermentacdo espontineos e residuos
agroindustriais.

Dentre os processos de fermentacdo espontineos pode-se destacar a producdo artesanal
da cachacga. A cachaca é uma bebida tipica brasileira produzida pela destilacio do mosto de
cana-de-actcar fermentado. O produto final tem gradacdo alcodlica entre 38 a 48 % v/v
quando aferido sob a temperatura de 20 °C [6]. A producdo artesanal da cachaca tem como
principio o uso do indculo caipira que consiste em uma complexa comunidade microbiana
proveniente do ambiente e da matéria-prima [7]. As caracteristicas inerentes do processo
(temperatura, alta competicdo microbiana, variacdes osmoticas, concentracio de etanol, entre
outras) sao fortes fatores de selecao natural [7—-10]. Em oposicdo, os residuos agroindustriais
sdo nichos que em suma apresentam baixa disponibilidade de nutrientes de facil assimilacao
[11, 12]. Desta forma, estes nichos favorecem selecdo de metabolismo e padrdes regulatdrios
diversificados condizentes com a oferta nutricional [2]. O baga¢o de malte cervejeiro (BSG) é
um residuo cervejeiro abundante de baixo valor comercial [13]. Este residuo € composto
principalmente  por  polissacarideos nao-amildceos e  proteinas, representando
aproximadamente 85 % dos residuos gerados pelas cervejarias [14—16].

Considerando-se que a producdo artesanal da cachaca e o bagaco de malte cervejeiro
apresentam caracteristicas que favorecem a selecao de fenétipos de relevancia biotecnoldgica,
a prospeccao de leveduras a partir destes ambientes pode permitir a selecdo de cepas com
caracteristicas especificas para o processamento de novas matérias-primas, desenvolvimento
de novos bioprocessos e geracdo de novos produtos, mais rentdveis, eficientes e
ambientalmente sustentaveis [1, 2, 5, 7, 17-20].

Dentre as caracteristicas relevantes para permitir a aplicacio de novas cepas de
leveduras em processos diversos e desenvolvimento de novos produtos, pode-se citar fatores
relacionados a competi¢do, sobrevivéncia e capacidade de metabolismo de determinados

compostos. Por exemplo, sabe-se que a expressdo de proteinas Killer representa um
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diferencial para o estabelecimento e dominio de cepas de leveduras em processos
fermentativos [21, 22]. Esta € uma caracteristica altamente relevante ja que a inviabilidade de
um processamento estéril pode propiciar o desenvolvimento de um ambiente fermentativo
competitivo e hostil, como se observa em processos de fermentacdo para producdo de
bioetanol [23].

Além disso, as fermentacdes industriais também sdo beneficiadas pelo uso de leveduras
resistentes ao calor. Leveduras termofilicas podem ser aplicadas em processo de fermentacao
em batelada de material lignocelulésico com temperaturas na faixa de 40 — 55° C, e em
processos integrados de sacarificacdo e fermentacdo de matéria amildcea [24, 23, 74]. Esta
caracteristica favorece o elevado metabolismo de agicar, permite a reducdo dos gastos com
resfriamento das dornas e e restringe significativamente as chances de contaminac¢ao da dorna
[24, 74].

A utilizagdo de componentes das células das leveduras para microencapsulacdo
representa atualmente um importante foco da prospec¢do de leveduras. Os ascésporos de
leveduras vém sendo investigados como agentes na microencapsulacdo de moléculas ativas
com seletividade diferenciada [30-32].

A sintese de exoenzimas por leveduras também € um atributo de relevancia
biotecnoldgica. As enzimas amilase, pectinase, celulase e xilanase produzidas por leveduras
podem ser aplicadas em diversos setores industriais [25, 26]. Entretanto, o custo de produ¢do
ainda € o principal fator limitante. A possibilidade da producao utilizando residuos sélidos
industriais e agroindustriais pode ser considerada estrategica para reducdo de custo da
producdo destas enzimas [12, 26, 27]. Além disso, leveduras que produzem estas enzimas
apresentam a capacidade de acentuar caracteristicas sensoriais em bebidas e poderiam ser
aplicadas diretamente em processos de fermentagao [28, 29].

Considerando-se todos os aspectos mencionados anteriormente, fica evidente a
importancia de se prospectar leveduras que apresentem fenétipos especificos que permitam
sua aplicacdo em processos ou resultem em novos produtos biotecnoldgicos. Desta forma,
este estudo teve como objetivo determinar a diversidade de leveduras provenientes da
producdo de cachaga artesanal e no bagaco de malte cervejeiro (BSG). Apos sua identificagdo
a nivel de espécie, as cepas isoladas foram avaliadas quanto ao perfil killer, capacidade de
formagdo de ascdsporos, desenvolvimento em temperaturas elevadas, resisténcia aos
antifingicos natamicina e actidiona (ciclohexamida) e producdo de exoenzimas (amilase,

pectinase, celulase e xilanase).
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2. Material e métodos

2.1. Amostragem

Foram utilizadas amostras de bagaco de malte provenientes de uma industria cervejeira
e do fermento caipira da produgdo de cachaga artesanal oriundo de um alambique, ambos
localizados no estado de Sao Paulo, Brasil.

O bagago cervejeiro ou “dreche” foi obtido por peneiramento do mosto por meio de
peneiras que utilizam como elementos filtrantes as préprias cascas do malte processado. A
etapa de filtracdo foi realizada para a remocao do residuo dos graos de malte do mosto pronto.

Na cachacaria foram coletadas amostras do preparo do fermento caipira com 24 horas
(Country Sstarter Culture — CSC), do fermento caipira pronto (Starter No Recycled - SNR)
com 12 dias e do fermento caipira reciclado (Starter Recycled Cells - SRC) também
denominado de pé-de-cuba com 42 dias. O reciclo de células do fermento € realizado com a
fracdo de aproximadamente 1/10 do volume basal da fermentagdo antecessora (rica em
leveduras sedimentadas).

Todas as amostras coletadas foram mantidas sob refrigera¢do (5 °C) por no maximo 8
horas até o momento das andlises. Uma breve descricdo do processo usado para fabricacdo da

cachaca pode ser encontrada no material suplementar (Apéndice).

2.2. Isolamento e preservacao das leveduras

Para o isolamento das leveduras, foram feitas diluicdes seriadas preparadas na
propor¢do 1:9 em dgua peptonada 0,1 % (Acumidia, Lansing, EUA) estéril. As dilui¢Oes
foram realizadas a partir de 10 mL das amostras do fermento caipira, do fermento sem reciclo
de células e do fermento reciclado. A amostragem do residuo de malte, foi utilizado 25 g do
residuo umido em 225 mL de dgua peptonada 0,1 % (Acumidia, Lansing, EUA) estéril.

Aliquotas de 0,1 mL foram plaqueadas por espalhamento em superficie em trés placas
de Agar extrato de malte (MEA) [20 gL' glicose (Synth, Diadema, Brasil), 20 g.L"! extrato
de malte (Neogen, Lansing, USA), 20 gL' agar (Kasvi, Curitiba, Brasil), 1 gL' peptona
(Acumidia, Lansing, EUA) suplementado com 100 mg.L'l de cloranfenicol (Inlab, Sao Paulo,

Brasil). Posteriormente, as placas foram incubadas por 7 dias a 25°C [30, 31].
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Apds a incubagdo, as colonias foram selecionadas de acordo com cor, textura,
superficie, elevacdo e o arranjo de suas bordas [32]. As diferentes cepas foram denominadas
de acordo com a origem, sendo:

LMQA CSC + (N°) para as cepas provenientes do fermento caipira;
LMQA SNR + (N°) para as cepas provenientes do fermento sem reciclo de células;
LMQA SRC + (N°) para as cepas provenientes do fermento com reciclo de células;

LMQA BSG + (N°) para as cepas isoladas das amostras de bagaco de malte cervejeiro.

Os isolados foram cultivadas em caldo extrato de malte (MEB) [20 g.L"' glicose (Synth,
Diadema, Brasil), 20 gL' extrato de malte (Neogen, Lansing, USA), 1 gL peptona
(Acumidia, Lansing, EUA)] suplementado com 100 mg.L'1 de cloranfenicol (Inlab, Sao
Paulo, Brasil). Antes do congelamento, 30 % v/v de glicerol estéril (Dindmica, Diadema,
Brasil) foi adicionado como criopreservante [30, 31]. Todas as leveduras isoladas foram

armazenadas em duplicata sob congelamento a -80°C.

2.2.1. Triagem e identificacao das cepas de leveduras

A 1dentificacdo das leveduras isoladas foi realizada pela equipe do Laboratério de
Ecologia e Biotecnologia de Leveduras (UFMG) em trés etapas: i) triagem em YCB-lisina, ii)
triagem de Saccharomyces cerevisiae por PCR fingerprint e iii) sequenciamento das cepas

para identificacdo a nivel de espécie.

2.2.1.1 Triagem em meio YCB - lisina

A triagem em meio base de carbono para levedura (YCB) com lisina [11,7 gL' YCB
(Difco, Detroit, USA), 0,56 g.L’1 lisina (Merck, Darmstadt, Germany) , 20 g.L‘1 agar (Kasvi,
Curitiba, Brasil)] foi realizada para todas as cepas. Este teste incial teve como objetivo
diferenciar cepas Saccharomyces de nao-Saccharomyces. As cepas nao-Saccharomyces sao
capazes de desenvolver na presenca de lisina, permitindo a distingio com as cepas

Saccharomyces [33].
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2.2.1.2 PCR fingerprint

O PCR fingerprint foi utilizado para agrupar as cepas de Saccharomyces através da
semelhante no perfil de bandas, sendo consideradas pertencentes a mesma espécie. Foi
utilizado a metodologia descrita por Lima et al., (2013). As rea¢des foram realizadas com
volume total de 25 pL, contendo 2,5 uL. de tampao para PCR Mg-free (10X), 1 uL de 2 mM
de desoxiribonucleotideos trifosfato (ANTPs), 1 uL de cada primer (GTG)5 na concentragcdo
de 10 pmol, 5 uL de DNA padrio (DNA template), e 2 pL de 1 U. pL' de Tag DNA
polimerase (Fermentans, USA). A amlificacdo foi realizada com a desnaturacdo durante 5
minutos a 95 ° C, seguida de 40 ciclos de 93° C por 45 segundos, 50° C por 60 segundo, e
72°C por 60 seguindos, seguido pela extensdo final sob a temperatura de 72°C durante 6
minutos. Os fragmentos amplificados de DNA foram separados por eletroforese em gel de
agarose 1,4 % m/v. A corrida ocorreu com o gel embebido em tampao TBE (Tris-Borato-

EDTA) 0,5X, a 90 volts durante 210 minutos. Apos a corrida, o gel foi corado com brometo

de etidio e observado em trasluminador UV.

2.2.1.2 Sequenciamento das cepas para identificacdo a nivel de espécie.

Ao final das etapas i e ii, todas as leveduras com padrdes distintos no PCR fingerprint e
as cepas capazes de crescer em meio com lisina foram submetidas ao sequenciamento da
regido ITS-5.8S através dos iniciadores ITS1 e ITS4, e os dominios D1/D2 do gene LSU
rRNA utilizando-se os iniciadores NL1 e NL4 [32]. Esta etapa da andlise foi realizada pelo
Instituto René Rachou - Fiocruz Minas. A metodologia de amplificagdo pode ser encontrada
em Lachance et al. (1999) [34]. A concentracio, limpeza e sequenciamento das amostras foi
realizado em um sistema de sequenciamento automatizado (ABI 3130 Genetic Analyzer)
usando BigDye v3.1 e POP7 polymer (Life Tecnology). As sequéncias foram obtidas em
sequenciador automatico Amersham MegaBACE 1000 utilizando o protocolo padronizado do
Instituto Nacional do Cancer do Rio de Janeiro (INCA, Rio de Janeiro, Brasil).

As sequéncias obtidas foram comparadas com o GenBank database usando o BLAST
tool (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) [35]. Os gaps foram excluidos da anélise, e a robustez das
das relacoes com as sequéncias depositadas foi calculada com 1000 bootstrap

pseudoreplicados.
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2.3. Caracterizacao fenotipica das leveduras

As cepas de leveduras foram inoculadas em meio dgar extrato de malte (MEA), e
incubadas durante 5 dias a 30 °C. Posteriormente, uma colonia pura das cepas de leveduras
foi transferida para um tubo de ensaio contendo 10 mL caldo extrato de malte (MEB)
suplementado com 100 mg.L" de cloranfenicol seguindo-se incubagdo a 30 °C por 48 horas.
Apés o crescimento, as culturas foram centrifugadas durante 5 minutos a 3,836 x g na
temperatura de 5 °C (Sorvall™ Legend™ XTR, Themo Scientific, Waltam, USA). O
procedimento de lavagem com 10 mL de dgua peptonada 0,1 % (Acumidia, Lansing, EUA) e
centrifugacdo foi repetido por trés vezes e o sobrenadante resultante foi descartado. As células
foram suspendidas com d4dgua peptonada 0,1 % e a concentracdo ajustada por
espectrofotometria com comprimento de onda de 580 nm (Beckman DU-640
Spectrophotometer, Beckman Coulter, EUA) de acordo com a necessidade de cada teste

descrito a seguir.

2.3.1. Atividade Killer

A atividade killer das cepas de leveduras isoladas foi testada em meio de cultura
Extrato de Levedura Peptona Dextrose (YEPD) [10 g.L'1 extrato de levedura (Kasvi, Padova,
Italy), 20 g.L'1 peptona (Acumidia, Lansing, EUA), 20 g.L'1 glicose (Synth, Diadema, Brasil),
20 g.L'1 agar (Kasvi, Curitiba, Brasil)] em tampao citrato-fosfato [586 mL solu¢do aquosa de
4cido citrico (Synth, Diadema, Brasil) e 21,0 gL' em 414 mL de solucio aquosa de fosfato
monopotdssico (KH,PO;) (Dinamica, Diadema, Sao Paulo)] (pH 4,5 — 4,7) suplementado com
3% de azul de metileno (Ecibra, Sdo Paulo, Brasil) [37]. Cepas sensiveis a atividade killer,
Saccharomyces cerevisiae NCYC 1006 e Candida glabrata Y55 (Colecio de Micro-
organismos, DNA e Células da Universidade Federal de Minas Gerais — UFMG / WDCM
1029) foram usadas como individuos resposta a atividade Killer.

Para determinagdo da atividade killer, um volume de 0,1 mL da suspensdo de cada cepa
sensivel na concentracdo de 10° UFC.mL"! (Asgo nm = 0,4) foi inoculado individualmente em
YEPD suplementado com azul de metileno por plaqueamento em superficie. As placas foram

mantidas semiabertas durante 30 minutos em cabine de seguranga biolégica (Pachane PA-
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PCR-4-ECO, Piracicaba, Brasil) para a absor¢do do inéculo. Em seguida, 3 uL da suspensao
de cada cepa na concentracdo de 10° UFC.mL" (Asgo nm = 0,4) foram plaqueadas sobre as
cepas sensiveis previamente inoculadas. Apds 48 horas de encubagdo, a coloragdo azul
conferida pelo azul de metileno foi usado como indicativo da redu¢do da viabilidade e morte
das células sensiveis ao fator killer. O resultado da expressdo da atividade killer foi
evidenciada pela formacdo de um halo de coloragdo azul os redor das coldnias testadas [37,

38].

2.3.2. Producao de ascosporos e coloracio de Wirtz-Conklin

A capacidade de producdo de ascdsporos foi avaliada em meio acetato de potdssio agar
(PAA) [10 g.L'1 acetato de potdssio (Synth, Diadema, Brasil), 1 g.L'l extrato de levedura
(Kasvi, Padova, Italy), 0.5 g.L'1 glicose (Synth, Diadema, Brasil), 20 g.L‘1 agar (Kasvi,
Curitiba, Brasil)] [39]. Um volume de 0,1 mL da suspensao de células ajustada a concentracao
de 10° UFC.mL" (Asgo nm = 0,5) foi inoculado por espalhamento em superficie, seguindo-se
incubacdo por 7 dias a 25°C.

A capacidade de absor¢do e armazenamento de compostos exdgenos foi analisado
através da coloracdo de Wirtz-Conklin. As cepas crescidas em acetato de potassio foram
fixadas na lamina com dgua estéril (passando a lamina sobre a chama até a completa
evaporacdo da dgua e adesdo das células ao vidro) e coradas com solu¢do aquosa de Verde
Malaquita (Dindmica, Diadema, Brasil) (5.0 % w/v) e Safranina (Vetec, Duque de Caxias,
Brasil) (0.25 %) de acordo com a metodologia de Wirtz-Conklin [40]. As ldminas foram
analisadas sob aumento de 100 vezes no microscépio Micro Nikon® Eclipse Ni equipado com

Camera Nikon® DS - Ril (Nikon, Tokyo, Japan).

2.3.3. Capacidade de multiplicacio na presenca de antifiingicos e em diferentes
temperaturas

A capacidade de multiplicacdo das leveduras em meio de cultura sélido foi avaliada
por testes independentes, utilizando dois antifingicos e trés diferentes temperaturas. Os
experimentos foram realizados em MEA suplementado com Natamax® (DuPont  Danisco®,
Sumaré, Brasil) e Actidione (ciclohexamida) (Inlab, Sdo Paulo, Brasil). Este antifingicos

foram escolhidos pela capacidade de inibi¢ao diferencial entre as espécies de levedura, sendo
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aplicdveis em teste in vitro para andlise de contaminantes em processos industriais. As
concentracdes de 50 ¢ 100 mg.L™' analisadas neste trabalho foram estabelecidas com base em
dados da literatura [41-45].

A determinacgao da capacidade de multiplicacdo a 37 °C, 45 °C e 50 °C foi realizada
em MEA ndo suplementado. Estes niveis de temperatura foram selecionados considerando a
sensibilidade média das leveduras ao calor e as temperaturas observadas em processos
biotecnolégicos, como a fermentacdo de bebidas artesanais e de etanol combustivel em
regides tropicais a que podem facilmente atingir temperaturas superiores a 42 °C em fun¢ao
da atividade metabdlica e ao calor ambiente [29, 46, 47].

A metodologia para avaliacdo de multiplicacdo na presenca de antifingicos e em
diferentes temperaturas consistiu no plaqueamento de 10 uL da suspensdo de células na
concentra¢ao de 10° UFC.mL" (Asg0nm = 0,5) em trés placas distintas. Todas as placas foram
incubadas durante 5 dias a 30 °C, e o crescimento evidenciado a partir da formacgao de col6nia

visivel.

2.3.4. Triagem qualitativa e quantitativa da capacidade de produciao de exoenzimas

Todas as leveduras isoladas foram avaliadas quanto a sua capacidade de producgdo
extracelular das enzimas: celulase, pectinase, amilase, xilanase. Para os experimentos, pectina
citrica (Inlab, Sao Paulo, Brasil), xilana (Sigma, St. Louis, EUA), carboximetilcelulose
(Fluka, Buchs, Switzerland) e amido soldvel (Anidrol, Diadema, Brasil) foram usados como

substrato.

2.3.4.1. Avaliacao qualitativa da produciao de enzimas

Os testes qualitativos de producdo das enzimas pelas leveduras foram realizados em
meio sélido constituido de 10 g.L" substrato, 6,7 gL base de nitrogénio para leveduras
(YNB) (Difco, Milan, Italy), 15 g.L’1 agar (Kasvi, Curitiba, Brasil) [48]. As placas de Petri
(90 mm de didmetro) contendo o meio de cultura foram demarcadas com 16 quadrantes. Cada
quadrante foi inoculado com 10 puL da suspensdo contendo 10° UFC.mL"! (Asgo nm = 0,5) de
cada levedura. Este procedimento foi repetido para cada levedura em trés placas diferentes

contendo o mesmo substrato. Todas as placas foram incubadas a 30 °C durante 4 dias [48].
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ApO6s a incubagdo, os meios contendo pectina e amido foram corados por sublimacao
com solucdo de iodo-iodeto de potdssio [250 g.L' de KI (Synth, Diadema, Brasil) e 200 g.L™
I (Synth, Diadema, Brasil)]. A sublimacdo consiste em depositar 3 mL da solu¢do de iodo-
iodeto de potdssio na tampa da placa de Petri, e fechar com o meio de cultura de ponta-cabeca
em temperatura ambiente. O iodo da solugdo volatiliza e interage com o substrato presente no
meio de cultura, tornando-o arroxeado. Entretanto, ao redor das cepas produtoras da enzima é
possivel evidenciar a formacdo de um halo incolor, branco ou amarelado, devido a agao
enzimatica sobre o substrato.

Os meios com xilana e carboximetilcelulose foram revelados durante 20 minutos com
solucdo aquosa de vermelho do congo 5% (Dinamica, Diadema, Brasil) e em seguida lavados
com solu¢do salina de NaCl 1M (Synth, Diadema, Brasil). Neste caso, hd a visualiza¢do de
halo translucido ao redor da coldnia produtora da enzima, e o restante do meio contendo o
substrato integro corado em rosa. Foram consideradas positivas as cepas formadoras de halo

em mais de uma placa.

2.3.4.2. Avaliacao quantitativa da producao de enzimas

Foram selecionadas para a quantificagdo da produgdo enzimatica em meio liquido todas
as cepas positivas nos ensaios qualitativos (Figura 3). Os experimentos para a quantificagdo
da atividade enzimdtica foram realizados em triplicata em tubo de ensaio contendo volume
final de 50 mL. Visando a investigacao da atividade enzimdtica em ambiente nutricionalmente
restrito, o meio de cultura foi composto de 10,0 g.L'1 do substrato (mencionado no item 2.3.4)
e 7,0 g.L'1 de peptona (Acumidia, Lansing, EUA). O meio foi inoculado na propor¢do 20%
v/v de suspensdo de células de leveduras na concentracdo de 10® UFC/mL (Asgonm = 0,5), e
submetido a incubagdo durante 5 dias a 30 °C.

O sobrenadante contendo a enzima (caldo enzimatico) foi obtido através da
centrifugacdo do meio de cultura a 8,000 % g durante 10 minutos a 5 °C (Sorvall™ Legend™
XTR, Themo Scientific, Waltam, USA) [28]. A reacdo enzimdtica (enzima — substrato) foi
realizada em triplicata em tubo de ensaio (25%150 mm) entre 0,5 mL do sobrenadante e 0,5
mL da solu¢do 1% substrato em tampdo acetato [295 mL 4cido acético glacial (11,55 mL.L"
em 705 mL acetato de sddio tri-hidratado (Dindmica, Diadema, Brasil) 27,20 g.L'l] a 37 °C

por 60 minutos.
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A atividade enzimadtica foi estimada através da reac@o do dcido dinitrossalicilico (DNS)
e os agentes redutores formados pela da reagdo enzimdtica de acordo com a metodologia de
Miller [49] (Material suplementar). A unidade enzimatica (U) foi definida como a quantidade
de enzima necessaria para a sintese 1 pmol do produto por minuto sob as condigdes testadas.
A atividade enzimdtica foi estabelecida pela alteracdo da absorbancia decorrente da interacdo
dos agentes redutores (produto) da reacdo enzimdtica com o dcido dinitrossalicilico (DNS). A
conversdo da absorbancia para concentragdo dos agentes redutores liberados pela agdo
enzimatica foi realizada através das respectivas curvas-padrdo. As curvas previamente
analisadas apresentaram coeficiente de determinagdo (R*) de 0,9934 para glicose (Synth,
Diadema, Brasil), 0,9765 para xilose (Sigma, St. Louis, EUA), e 0,9765 para o &4cido

poligalactur6nico (Sigma, St. Louis, EUA) (Material suplementar).

2.4. Analises estatisticas

Os testes qualitativos foram realizados em triplicata e a caracteristica fenotipica
associada para as cepas que apresentaram resposta positiva em duas ou trés replicatas. A
avaliacdo quantitativa da produ¢do de enzimas em meio liquido também foi conduzida em
triplicata e os resultados representados pela média das trés determinacdes com o desvio
padrao correspondente (média + desvio padrao). Os dados experimentais da determinacdo
quantitativa da atividade enzimética foram analisados pela andlise de variancia ANOVA. A
diferenca significativa entre os dados com distribuicio normal foi determinada através do
teste paramétrico Scott-Knott, e teste ndo-paramétrico Kruskal-Wallis foi utilizado para a
comparagdo dos dados ndo-normais. As diferencas entre os resultados foram consideradas
significativas nos casos em que o p-valor foi igual ou menor que 0,05. Estas andlises foram

realizadas no software Assistat versao 7.7 pt — software grétis (Campina Grande, Brasil) [50].
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3. Resultados

3.1. Composicao das espécies de leveduras isoladas das amostras de fermento da

producio de cachaca artesanal e do bagaco de malte cervejeiro

As amostras analisadas apresentaram as seguintes contagens de leveduras em log
(média + desvio padrdo): fermento caipira (CSC) 7,6 + 0,21 UFC.mL'l; fermento ndo
reciclado (SNR) 9,3 + 0,38 UFC.mL"'; fermento reciclado (SRC) 8,73 + 0,17 UFC.mL", e
bagaco de malte (BSG) 2,3 + 0,3 UFC.g'l.

Foram isoladas 134 cepas de leveduras com base nas diferencas morfoldgicas das
coldnias em dgar extrato de malte (MEA). Na Tabela 1 ¢ mostrada a composi¢ao de espécies
isoladas de cada amostra. A identificacdo pelo sequenciamento da regidao ITS-5.8S e os
dominios D1/D2 do gene LSU rRNA (28S) resultou em 6 diferentes géneros com a seguinte
abundancia: 63,4 % Saccharomyces, 14,9 % Torulaspora, 8,2 % Candida, 7,5 %
Wickerhamomyces, 4,5 % Pichia e 1,5 % Clavispora.

Das 134 leveduras, 51 (38,06 %) foram isoladas do fermento caipira (CSC) — S.
cerevisiae (n=37), W. anomalus (n=6), T. delbrueckii (n=5), P. manshurica (n=2) e¢ C.
parapsilosis (n=1); 41 (30,59 %) leveduras isoladas fermento ndo reciclado (SNR) — S.
cerevisiae (n=28), T. delbrueckii (n=5), W. anomalus (n=3), P. manshurica (n=3), C.
pseudointermedia (n=1) e C. aaseri (n=1); 34 (25,37 %) da fermentacdo com o fermento
reciclado (SRC) — S. cerevisiae (n=19), T. delbrueckii (n=6), C. parapsilosis (n=5), W.
anomalus (n=1) e C. intermedia (n=3), totalizando 126 isolados provenientes da produ¢do da
cachaca. As 8 (5,98 %) leveduras restantes foram isoladas do bagaco de malte cervejeiro

(BSG) — T. delbrueckii (n=4), C. lusitaniae (n=2), S. cerevisiae (n=1) e P. kudriavzevi (n=1).

3.2. Atividade Killer

Somente a cepa S. cerevisiae LMQA SNR 70 apresentou a capacidade de inibir a
multiplicacdo de S. cerevisiae NCYC 1006 e C. glabrata Y55. As cepas S. cerevisiae LMQA
CSC 27, 28, 32, W. anomalus LMQA CSC 30, 41, 43, 44, T. delbrueckii LMQA SNR 90, 95,
BSG 7, 8 foram capazes de inibir a cepa C. glabrata Y55. Enquanto que as cepas S. cerevisiae

LMQA CSC 6, 17, 18, 22, 23, 24, LMQA SNR 78, 79, 80, LMQA SRC 140, 142, 143, W.
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anomalus LMQA SNR 71, LMQA SRC 138, T. delbrueckii LMQA CSC 19, C. parapsilosis
LMQA CSC 13 e P. manshurica LMQA CSC 20 causaram a inibi¢do da cepa Saccharomyces
cerevisiae NCYC 1006.

Tabela 1- Relacdo dos géneros e espécies de leveduras isoladas das amostras de bagago de

malte cervejeiro e do fermento da produgdo artesanal de cachaga.

CACHACA

Bagaco de Fermento Fermento
malte Fermento

GENERO ESPECIE . - Sem Com
Cervejeiro Caipira . .
(BSG) Inicial Reciclo de Reciclo de
cla Células Células

(&8 (SNR) (SRC)
aaseri — — 1 -
pseudointermedia — — 1 —
Candida
intermedia — — — 3
parapsilosis — 1 — 5
Clavispora lusitaniae 2 - - -
kudriavzevii 1 - - -
Pichia
mansurica — 2 3 —
Saccharomyces cerevisiae 1 37 28 19
Torulaspora delbrueckii 4 5 5 6

Wickerhamomyces anomalus — 6 3 1
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3.3. Formacao de Ascosporos

A coloragdao de Wirtz-Conklin evidenciou que os ascésporos foram capazes de
incorporar e armazenar o corante Verde Malaquita (Cp3H,sCIN,, 364.917 g.mol"l), sendo
visualizados na cor azul, enquanto que as células vegetativas (cepas ndao produtoras de
ascosporos) foram coradas em vermelho pela absor¢do do contra corante Safranina
(Coo0H 9CINyg, 350.85 g/mol). Além disso, foi possivel diferenciar os ascos das células
vegetativas pela morfologia. A observagdo microscopica evidencia que o asco € uma estrutura
de forma irregular contendo os ascésporos globulares no interior, enquanto que as células
vegetativas sdo inteiricas e esféricas (A microfotografia demonstrando a diferenca entre as
células vegetativas e os ascOsporos € apresentada na Figura 1 dos Materiais Suplementares

- Apéndice - Apéndice — Apéndice).

A formacdo de ascosporos foi observada em 85,9 % (n=73) das cepas de S. cerevisiae,
sendo que somente as cepas S. cerevisiae LMQA CSC 3, 6, 12, 15, 34, 48, LMQA SNR 64,
70, 76, 78, 86 e LMQA SRC 149 nao formaram ascOporos. Dentre as demais leveduras, W.
anomalus LMQA SNR 98, T. delbrueckii LMQA SNR 90 e 95, LMQA BSG 7 e 8 também
formaram ascosporos nas condicdes estudadas. Na Figura 2 sdo mostradas imagens dos
ascoporos formados por S. cerevisiae LMQA SNR 65 e as células vegetativas da cepa T.

delbrueckii LMQA SRC 136 nao formadora de ascésporos.

3.4. Capacidade de multiplicacdo na presenca de antifiingicos e em diferentes

temperaturas

C. parapsilosis LMQA SRC 146 e 150 apresentaram de multiplicacdo e formagao de
colonias em meio solido suplementado com 50 mg/L de actidiona/ciclohexamida. Na
presenca de 50 e 100 mg/L de actidiona (ciclohexamida), houve multiplica¢do e formacao de
coldnias por C. parapsilosis LMQA CSC 13, LMQA SRC 130, 132, 134, P. manshurica
LMQA CSC 20, LMQA SNR 58, 60 e S. cerevisiae LMQA CSC 112. Nas placas
suplementadas com natamicina em ambas as concentragdes (50 e 100 mg/L) nenhuma
levedura foi capaz de se multiplicar e formar colOnias visiveis.

Sob a temperatura de 45 °C somente S. cerevisiae LMQA CSC 23, LMQA SNR 106 e
LMQA BSG 5.1, C. lusitaneae LMQA BSG 3 e P. kudriavzevii LMQA BSG 4 formaram
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colonias visiveis. Todas as leveduras foram capazes de formar coldnias visiveis a 37 °C,
enquanto nenhuma cepa apresentou a capacidade de multiplicacdo e formagdao de coldnias
visiveis a 50 °C.

Estdo destacadas na Tabela 2 as cepas que apresentaram resisténcia aos agentes

antifungicos, e as cepas capazes de apresentar desenvolvimento colonial a 45° C.

Tabela 2- Leveduras resistentes a temperatura de 45 °C e ao antifingico Actidiona.

LEVEDURAS RESISTENTES
Estresse Faixa Espécies Cepas

Saccharomyces cerevisiae LMQA BSG 5.1

Saccharomyces cerevisiae LMQA CSC 23
Temperatura 45°C Saccharomyces cerevisiae LMQA SNR 106

Clavispora lusitaniae LMQA BSG 3

Pichia Kudriavzevii LMQA BSG 4
,  Candida Parapsilosis LMQA SRC 146

50 mg.LL ) o
Candida Parapsilosis LMQA SRC 150
Candida Parapsilosis LMQA CSC 13
Candida Parapsilosis LMQA SRC 130
. . o Candida Parapsilosis LMQA SRC 132
Actidiona / Cicloheximida ) o
1« Candida Parapsilosis LMQA SRC 134
100 mg.L. o

Saccharomyces cerevisiae LMQA SRC 112

Pichia manshurica LMQA CSC 20

Pichia manshurica LMQA SNR 58

Pichia manshurica LMQA SNR 60

Relacgdo das cepas que apresentaram formacao de coldnias visiveis quando incubadas a 45 °C, ou quando inoculadas em meio
suplementado com 50 e 100 mg.L™! de Actidiona (ciclohexamida). * Ressaltando que todas as cepas resistentes 2 100 mg.L‘l

de Actidiona também apresentaram desenvolvimento colonial na concentracio de 50 mg.L™.

3.5. Triagem qualitativa e quantitativa da capacidade de producao das exoenzimas

Os dados das cepas produtoras das enzimas amilase, pectinase, celulase e xilanase estdo
detalhados na Tabela 3. Dentre as 134 cepas, apenas sete cepas apresentaram halo de

degradacdo em meio sélido com amido, com predominio de W. anomalus. Diante do teste
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quantitativo, foi possivel destacar as cepas W. anomalus LMQA CSC 5 e 43. Estas foram as

Unicas cepas que apresentaram atividade em meio liquido, com os respectivos valores de 24,2

+16,5U.L'e50,0+33,5U.L"

Em meio sélido a atividade pectinolitica foi observada em nove cepas das espécies W.
anomalus e T. delbrueckii. A maior atividade enzimadtica média foi de 23,5 + 3,8 UuL!
apresentada pela cepa W. anomalus LMQA CSC 30. A cepa W. anomalus LMQA SRC 138,
apesar de ter formado o halo enzimatico, foi a Unica cepa que ndo apresentou atividade
enzimadtica quantificavel através da metodologia utilizada.

A atividade celulolitica em meio sélido foi observada em nove cepas das espécies C.
aaseri, C. parapsilosis, S. cerevisiae e T. delbrueckii. Destas, apenas cinco cepas
apresentaram atividade enzimética quantificivel. O melhor representante para a producao
desta enzima foi a cepa C. aaseri LMQA SNR 73, com atividade enzimética de 4,4 + 0,4 U.L"
1.

A produgdo da enzima xilanase foi observada em dezoito cepas das espécies C.
parapsilosis, P. manshurica, S. cerevisiae, T. delbrueckii e W. anomalus. Somente a cepa T.
delbrueckii LMQA BSG 6 ndo apresentou atividade enzimdtica quantificavel, enquanto que
as cepas C. parapsilosis LMQA CSC 13 e S. cerevisiae LMQA CSC 6 apresentaram as

maiores atividades enzimaticas de 39,0 + 0,4 UL'e 37,7+3,6 U.L'l, respectivamente.



Tabela 3. Relag@o das cepas produtoras de enzimas destacadas pelo teste quantitativo e qualitativo.

AVALIACAO DA CAPACIDADE ENZIMATICA

Cepas formadoras de halo

Atividade Enzimatica

Enzimas
Espécie Cepa (U.L'l) ® <003
Wickerhamomyces anomalus LMQA CSC 5 242 +16,5*
Wickerhamomyces anomalus LMQA CSC 21 -
S}:) Wickerhamomyces anomalus LMQA CSC 30 -
:i‘: Wickerhamomyces anomalus LMQA CSC 41 -
g Wickerhamomyces anomalus LMQA CSC 43 50,0+335"
Wickerhamomyces anomalus LMQA SRN 71 -
Torulaspora delbrueckii LMQA BSG 6 -
Torulaspora delbrueckii LMQA CSC 14 120+5,54
Torulaspora delbrueckii LMQA CSC 53 129+7.14
Torulaspora delbrueckii LMQA BSG 6 14,7 +£2,74
% Wickerhamomyces anomalus LMQA CSC 5 11,5+284
é Wickerhamomyces anomalus LMQA CSC 21 11,8+194
8 Wickerhamomyces anomalus LMQA CSC 30 23,5+384
- Wickerhamomyces anomalus LMQA CSC 43 145+7,14
Wickerhamomyces anomalus LMQA SNR 71 194+574
Wickerhamomyces anomalus LMQA SRC 138 -
Candida aaseri LMQA SNR 73 44+04"°
Candida parapsilosis LMQA CSC 13 1,4+0,38
Pichia manshurica LMQA CSC 47 -
g Saccharomyces cerevisieae LMQA CSC 6 -
‘C_‘; Saccharomyces cerevisieae LMQA CSC 48 2,7+1,58
8 Saccharomyces cerevisieae LMQA SNR 76 -
Torulaspora delbrueckii LMQA CSC 14 2,6+2,18
Torulaspora delbrueckii LMQA SNR 85 3441348
Torulaspora delbrueckii LMQA BSG 6 -
Candida parapsilosis LMQA CSC 13 39,0+04°
Pichia manshurica LMQA CSC 20 144+364
Pichia manshurica LMQA CSC 47 123+194
Pichia manshurica LMQA CA 58 16,4 +1248
Saccharomyces cerevisieae LMQA CSC 1 24,2 + 3,0 ABCP
Saccharomyces cerevisieae LMQA CSC 6 37,7+36°
Saccharomyces cerevisieae LMQA CSC 48 27,8 +1,1 ABCD
N Torulaspora delbrueckii LMQA CSC 14 33,7 +0,9 °
§ Torulaspora delbrueckii LMQA CSC 52 28,2 +0,8 ABD
é’ Torulaspora delbrueckii LMQA CSC 53 29,4, +0,3 BCP
>< Torulaspora delbrueckii LMQA SNR 54 17,6 1,848
Torulaspora delbrueckii LMQA SNR 56 18,2 + 1,6 AB¢
Torulaspora delbrueckii LMQA BSG 6 -
Wickerhamomyces anomalus LMQA CSC 5 30,2 + 4,2 ABCD
Wickerhamomyces anomalus LMQA CSC 21 28,9 +0,2 ABCD
Wickerhamomyces anomalus LMQA CSC 30 27,9, + 1,6 ABP
Wickerhamomyces anomalus LMQA CSC 41 26,5, + 1,7 ABCP
Wickerhamomyces anomalus LMQA CSC 43 13,7+3,54

Resultado de formacdo de halo e quantificagdo da atividade para as enzimas amilase, pectinase, celulase e xilanase. Os resultados do teste
quantitativo estdo expressos pela média + desvio padrdo. As letras mindsculas denotam a diferenga significativa de acordo com o teste paramétrico
Scott-Knott (p<0.05). As letras maidsculas denotam a diferenca significativa de acordo com o teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis (p<0.05). A
unidade enzimatica (U) foi definida como a quantidade de enzima necessaria para a sintese 1 pmol do produto por minuto sob as condi¢des
testadas.
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3.6. Representatividade fenotipica nas diferentes amostras

Como mostrado na Tabela 1 (Materiais Suplementares - Apéndice), 37,5 % das
cepas isoladas do bagaco de malte cervejeiro (BSG) apresentaram a capacidade de producdo
de ascdsporos (n=3) e sobrevivéncia a 45 °C (n=3). Em adi¢do, a producdo exoenzimatica foi
representada por uma Unica cepa, o equivalente a 12,5 % das cepas isoladas desta amostra.
Perante o total de cepas isoladas neste trabalho (n=134), a representatividade das cepas BSG
na producdo de ascosporos e na sobrevivéncia a 45 °C foi de 2,23% e para a producao das

diferentes enzimas foi de 0,75%.

Os dados das cepas provenientes do fermento caipira (CSC) na Tabela 2 (Materiais
Suplementares - Apéndice - Apéndice - Apéndice) evidenciam que a representatividade das
cepas produtoras de ascésporos (n=31) foi de 60,78 %, seguida pela expressdo de xilanase
(n=15) com 29,41 %, pectinase (n=6) com 11,76 %, celulase e amilase (n=5) com 9,8 %,
sobrevivéncia a actidiona (n=2) com 3,91 % e sobrevivéncia a 45 °C (n=1) com 1,96 %.
Considerando as 134 cepas isoladas neste trabalho, as caracteristicas expressas pelas cepas
CSC representaram respectivamente 23,13 % (ascOsporos), 11,19 % (xilanase), 4,48 %

(pectinase), 3,73 % (celulase e amilase), 1,49 % (actidiona) e 0,74 % (45 °C).

De acordo com a Tabela 3 (Materiais Suplementares - Apéndice - Apéndice -
Apéndice), a relacdo de cepas provenientes do fermento sem o reciclo de células (SNR)
produtoras de ascosporos (n=26) foi de 63,41 %, seguido pela a sobrevivéncia a 45 °C (n=3) e
a expressdo de celulase (n=3) com 7,31 %, sobrevivéncia a actidiona (n=2) e expressao de
xilanase (n=2) ambas com 4,87 %, e expressao de pectinase (n=1), amilase (n=1) e atividade
killer (n=1) com 2,43 %. A representatividade das cepas SNR em relacdo ao total de cepas foi
de 19,40 % (ascosporo), 2,23 % (45 °C e celulase), 1,49 % (actidiona e xilanase) e 0,74 %
(pectinase, amilase e atividade killer). Considerando como resposta killer positiva somente a

sensibiliza¢do mutua das duas cepas sensiveis testadas.

De acordo com a Tabela 4 (Materiais Suplementares - Apéndice - Apéndice -
Apéndice), entre as cepas provenientes do fermento com o reciclo de células (SRC), somente
trés caracteristicas foram relevantes, sendo a formacdo de ascésporos (n=18) com
representatividade de 52,94 %, a sobrevivéncia a actidiona (n=6) 17,64 % e a expressao de

pectinase (n=1) 2,94 %. Sobre a relagdo geral das cepas isoladas neste trabalho, a formagao de
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ascosporos pelas cepas SRC representou 13,43 %, sobrevivéncia a actidiona 4,48 % e a

producdo de pectinase 0,74%.

4. Discussao

Este trabalho € pioneiro na avaliacdo das caracteristicas fenotipicas (producdo de
ascOsporos, resisténcia a antifingicos e temperaturas elevadas, e a producdo de enzimas) de
leveduras isoladas da producdo de cachaca artesanal e do bagaco de malte. Os estudos da
comunidade microbiana proveniente do processo produtivo da cachacga artesanal contribuem
para o reconhecimento do patrimdnio cultural e bioldgico envolvido com as técnicas
artesanais de producdo. Enquanto que a investigagdao do potencial microbioldgico do residuo
cervejeiro (BSG) tem como premissa a descri¢io da microbiota incidente para a valorizacao

deste subproduto de maneira sustentdvel e ecologicamente limpa.

O BSG ¢ abundante, representando 85 % dos residuos gerados pela industria cervejeira
[51]. Este residuo € recolhido apds a trituracdo do malte e extracdo a quente (65 — 70°C) dos
aclcares para o preparo do mosto cervejeiro. Sua massa equivale a 30% do grao inicial [51].
Com composi¢do relativa de 31% proteinas, 19 % pentoses, 16 % lignina, 12 % amido e -
glucanas, 9 % celulose € 9 % de lipideos, além de alta umidade o BSG pode contribuir
significativamente para a exploracdo de novas rotas metabdlicas revelando importantes
recursos biotecnoldgicos [39, 51, 52]. Apesar das caracteristicas serem propicias ao
desenvolvimento microbiano a concentracao de leveduras proveniente deste residuo foi baixa
(2,3x107 UFC.g'l). Esta reduzida concentracdo de leveduras provenientes do BSG pode ser
decorrente do processo de extracdo a quente dos aguicares presente no malte. Este fendbmeno
pode ser evidenciado pela alta concentracdo de leveduras na matéria-prima. De acordo com
Laitila et al. (2011) a concentra¢do pode variar entre 10*-10° UFC.g'1 em graos ndo maltados

e alcancar 10’ UFC. g'1 em graos maltados destinados ao preparo do mosto [53].

A cachaca € uma bebida tipica brasileira produzida pela destilacdo do mosto de cana-de-
acucar fermentada. A producdo da cachaca varia de regido para regido, pois cada produtor
adota diferentes préticas no preparo do indculo espontaneo (fermento caipira) conferindo
caracteristicas especificas para cada produto derivado [54, 55]. As amostras provenientes da
producdo de cachaga apresentaram maiores concentragdes de leveduras. O SNR apresentou
maior concentragio (2,5x10° UFC.mL") seguido pelo SRC (5,7x10* UFC.mL") e CSC

(4,2x10" UFC.mL™). A elevada concentracio de acticares e nutrientes facilmente assimilaveis
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diluidos em 4gua justifica estas altas concentracdes de leveduras nas amostras [23]. Dentre
estas amostras da producdo de cachaga, a menor concentracdo de leveduras recuperadas do
CSC pode ser decorrente pelo menor tempo de desenvolvimento da biomassa, apenas 24
horas. Nas mesmas condi¢gdes e com 12 dias de preparo, o SNR apresentou a maior
concentracdo de células destacando a relacdo do tempo com a concentracdo de leveduras
nestas amostras. O valor intermediario observado no SRC pode estar diretamente relacionado
com a exposicdo repetitiva aos estresses da fermentacdo, dentre eles as variacdes de
temperatura, osmoticas e de concentracao de etanol, e a intensa competicao microbiana. Esses
fatores estressantes contribuem para a selecdo de cepas mais resistentes € dominantes, e reduz
a populacdo microbiana através da selecdo natural [23].

De acordo com a identificacdo das leveduras provenientes do bagaco de malte - BSG
houve o predominio de ndo-Saccharomyces, com destaque para Torulaspora delbrueckii,
Clavispora lusitaniae e Pichia kudriavzevii. A baixa recuperagdo de S. cerevisiae pode estar
relacionada com a composicdo deste residuo que apresenta praticamente camadas de
pericarpo e casca da cevada rica em proteinas e polissacarideos ndo fermentesciveis [14, 16,
51, 53], porém nao foram encontradas na literatura consultada informacdes detalhadas para a
compara¢cdo da microbiota residente em BSG. Em relacdo as leveduras provenientes da
producdo de cachaga, somente W. anomalus (Pichia anomala) e T. delbrueckii sdo descritas
na literatura como recorrentes em fermentacdo de cachaca, entretanto, ndo foram encontrados
relatos de P. mashurica, C. parapsilosis, C. aaseri, C. intermedia e C. pseudointermedia [46,
54, 56-58]. Essa diferenciacdo da composi¢do das espécies em fermentacdo de cachaca pode
ser resultante da singularidade microbiana estimulada pela a regido geogréfica, condi¢des
climéticas, as técnicas de colheita e estado de maturacdo da cana-de-agucar, entre outras
caracteristicas endémicas [23, 54]. Além disso, como cada produtor adota diferentes préticas
no preparo do fermento caipira, o estabelecimento e a predominéncia de diferentes espécies
ocorrem de forma diferenciada [54, 55]. Em outros tipos de fermentacdes espontdneas as
espécies isoladas neste trabalho também foram reportadas em cerveja (Pichia ssp., W.
anomalus e T. delbrueckii) [19, 59], vinho (T. delbrueckii, W. anomalus e C. kudriavzevii)
[20, 59, 60], Mezcal (C. lusitaniae e T. delbrueckii) [59], tequila (7. delbrueckii) [59], licor de

sabor forte de Yibin - China (W. anomalus, C. lusitaniae, P. manshurica e T. delbrueckii)[29].

Apesar das diferentes espécies de leveduras recuperadas nas etapas da producdo de
cachaca, a maioria dos trabalhos avalia somente a sua composi¢do de S. cerevisiae. Isso pode

ser decorrente da discrepante concentracdo (dominancia) de S. cerevisiae observada na
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fermentacdo natural da cachaca [54, 61]. Dados da literatura indicam que o fermento
espontaneo e as etapas iniciais da fermentacdo apresentam maior diversidade de leveduras, e
apds a fase tumultuosa existe o predominio de Saccharomyces cerevisiae [46, 54, 56-58].
Neste trabalho, 62,6 % das leveduras isoladas do processo de producdo de cachacga sao S.
cerevisiae, representando 72,5 % das espécies em CSC, 70,7 % em SNR e 55,8 % em SRC.
Esta espécie apresenta grande habilidade de competir e prevalecer sobre outras espécies
microbianas durante o processo fermentativo [23, 61]. Entre as caracteristicas mais relevantes
para a dominancia de S. cerevisiae sdo: a) alta capacidade fermentativa (principalmente em
etanol), resisténcia a altas concentracdes alcodlicas, dcidos organicos [23]; b) sobrevivéncia
sob escassez de oxigénio [23]; c) maior capacidade amenizar o estresse oxidativo através da
sintese de biomoléculas, como biotinas [52]; e d) a capacidade de utilizar diferentes
mecanismos defensivos como o contato célula-célula e a secrecdo peptideos, proteinas e
outras substancia com efeito antimicrobiano [23, 61]. Dentre eles, a proteinas Killers, como
evidenciado pela Saccharomyces cerevisiae LMQA SNR 70. Estas proteinas atuam sobre
receptores de parede e membrana em leveduras sensiveis diminuindo a competi¢cdo em
ambientes hostis [62]. Em fermentacOes espontaneas, a atividade killer pode atuar na exclusao

de leveduras contaminantes transientes do fermento caipira [62].

Devido a grande variacdo no numero de genes Saccharomyces cerevisiae apresenta alta
diversidade fenotipica que contribui diretamente no potencial biotecnoldgico [63]. Esses
atributos estdo relacionados a domesticacio e evolugdo da espécie, e sdo relevantes para o uso
industrial [63]. A protagonizacdo desta espécie em bioprocessos vai além da produgdo de
bioetanol combustivel. As variacOes genotipicas das cepas favorecem a producgdo de proteinas
Killer, outras proteinas bioativas, dlcoois superiores, glicerol, enzimas, entre outras moléculas
[1, 32, 37]. Além dessa gama de atributos, até a formacdo de ascOsporos pode ser um
caracteristica com potencial utilizacdo comercial [64]. Dentre as aplicagdes de ascésporos
relatadas estdo a absor¢cdo de metais pesados, microencapsulacdo de principios ativos e

imobilizacao de enzimas [64, 65].

A formagdo de ascOporos também representa uma maneira indireta para a selecdo de
leveduras dipléide-hapléide (ciclo de via haplodiplonte). De acordo com o ciclo de vida das
leveduras, em ambiente pobre em nitrogénio e rico em acgucares ndo-fermentesciveis as
células hapléides ndo sdo capazes de realizar meiose para a formagao de asco e ascésporos
[66, 67]. Diferencas na ploidia celular podem favorecer a plasticidade adaptativa e a

expressao de caracteristicas relevantes. Como exemplo, a cepa industrialmente utilizada PE-2
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¢ um diploide naturalmente adaptada para a alta producdo de etanol [21]. Esta cepa apresenta
também alta plasticidade genotipica e expressividade na sintese de biotinas obtida por
adaptacdo do ntimero de genes [52]. Estas condicdes favorecem a competicdo e capacidade
adaptativa aos diferentes estresses da produg¢do de etanol [52]. Como observado neste
trabalho, grande parte das S. cerevisiae provenientes de ambiente fermentativo apresentam a
capacidade de formar ascésporos (85,9 %). O esporo de levedura apresenta maior resisténcia a
alteracbes ambientais, conferindo maior resisténcia a degradacdo fisica, quimica ou
enzimdtica ao agente encapsulado do que as células vegetativas [64, 65]. Esta caracteristica
estd relacionada as camadas quitosana e ditirosina presentes exclusivamente no ascosporo
[65]. As variacOes genéticas que alteram o potencial de esporulacdo entre populacdes da
mesma espécie, a expressdo dos genes DIT1, OSW2 e outros genes relacionados a
esporulacdo também pode ser diferencial [64]. Desta forma, o maior acesso a diferentes cepas
de S. cerevisiae formadoras de ascosposos favorece o alcance de melhores performances em
“biomicroencapsulamento”.

Além da formacao de estruturas de protecdo, algumas leveduras conseguem sobreviver
sob o estresse na forma vegetativa. A temperatura ambiente e o calor gerado pelo
metabolismo exotérmico em fermentacdes espontdneas podem favorecer temperaturas
elevadas. Um exemplo extremo € a fermentacdo espontanea do licor de sabor intenso Daqu
que pode alcancar de forma natural a temperatura de 60 °C [29]. Apesar da reducdo
considerdvel da populagdo, a fermentacdo nao finda, pois as cepas resistentes permanecem
metabolizando [29]. Embora muitas leveduras ndo sejam capazes de tolerar temperaturas
elevadas, no presente estudo, cinco diferentes leveduras foram capazes de crescer a 45 °C,
com destaque para BSG que apresentou 3 cepas resistentes. O mecanismo de sobrevivéncia
frente a esta condi¢cdo ndo € espécie-especifico, sendo observada em S. cerevisiae, C.
lusitaniae, P. Kudriavzevii e W. anomalus.

As espécies resistentes obtidas neste trabalho ja foram relatadas na matéria-prima e no
proprio mosto cervejeiro indicando que estas espécies sdo endémicas ao ambiente de
cervejaria, podendo persistir e ser carreadas por todo processo de producdo de cerveja [53]. A
fermentacdo espontinea e a auséncia do controle de temperatura na fermentacao da cachaca
também favorecem o aumento da temperatura do sistema. Entretanto, favorece o aumento de
temperatura de forma mais branda do que a observada no processamento da cerveja (65 — 70
°C) ou no Daqu (60 °C). Desta forma, a produg@o de cachaga conferiu uma menor quantidade
de cepas resistentes a temperaturas elevadas diante do total das cepas isoladas (somente 2 em

126 cepas).
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Cepas com esta caracteristica apresentam relevante potencial para aplicacdo na
producdo de etanol, pois favorece o elevado metabolismo de acucar, permite a redugdo de
custos com a manuten¢do da temperatura das dornas, e restringe significativamente as chances
de contaminacdo do sistema por micro-organismos indesejados [24, 74]. Leveduras
termofilicas podem ser aplicadas em processo de fermentacdo em batelada de material
lignocelulésico com temperaturas na faixa de 40 — 55° C, e em processos integrados de
sacarificacdo e fermentacao de matéria amilacea [24, 23, 74].

Apesar de ndo ser uma caracteristica espécie-especifica, a resisténcia a temperaturas
elevadas ressalta a importancia do estudo das leveduras ndo-Saccharomyces. Estudos visando
a aplicacdo de leveduras ndo-convencionais ainda sdo escassos, porém promissores [3].
Diante disso, justifica-se a investigagdo de ambientes onde ndo hd predominio de
Saccharomyces para a prospec¢do de cepas mais eficientes na secre¢do de proteinas, como
enzimas por exemplo.

A vasta diversidade de leveduras ndo-Saccharomyces conta com espécies
potencialmente benéficas e potencialmente patogenas [3, 68]. A espécie Candida
parapsilosis 1solada neste trabalho é um exemplo de espécie potencialmente patogénica. Esta
espécie apresenta como fator de viruléncia a formacao de biofilme, aderéncia, e secrecao de
protease aspartica, fosfolipases e lipases. Como manifestagcdes clinicas, esta levedura ja foi
relatada causando infec¢des do trato urindrio, infecgdes oculares, meningites, entre outras
[68].

Para fins biotecnoldgicos preconiza-se a utilizagdo de espécies seguras. Diante disto,
metodologias baratas e eficientes para triagem e selecdo de cepas indesejaveis sdo requeridas.
A exposicdo das cepas ao antifingico actidiona nivel de 50 mg.L™' em extrato de malte agar
(MEA) pode representar um meio especifico para testes de triagem para C. parapsilosis. De
acordo com os dados deste trabalho, todas as cepas de C. parapsilosis foram capazes de se
desenvolver e formar coldnias nestas condi¢des. Em comparagdo, a acdo da natamicina (50
mg.L™") ndo permitiu a triagem das cepas de C. parapsilosis, pois foi capaz de inativar de
forma indiscriminada cepas de Saccharomyces e ndo-Saccharomyces.

Sendo assim, os dados obtidos indicam que a actidiona nas condi¢des descritas neste
trabalho apresenta potencial uso para a triagem de C. parapsilosis e a natamicina um possivel
candidato para estudos mais aprofundados de profilaxia e tratamentos para infec¢des causadas
por esta levedura.

Embora existam espécies com caracteristicas indesejaveis para aplicacio biotecnoldgica

entre leveduras nao-Saccharomyces, sao inimeros os percal¢os para a investigacao de triagem
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e aplicacdo comercial destas. Visto que, embora a robustez genética observada em S.
cerevisiae seja alta, a comparacdo gendmica da via secretéria com outras espécies revelou a
perda de algumas fungdes relacionadas ao controle de qualidade da secrecdo de proteinas [2].
A producgado de exoenzimas por leveduras pode ser alcancada por cepas com vias secretorias
mais eficientes.

Atualmente o mercado de enzimas é dominado pela utilizagao de fungos filamentosos e
bactérias principalmente os géneros Aspergillus e Bacillus [1]. Entretanto, a motivacdo para a
triagem das cepas isoladas se baseia na afirmativa de que as poucas enzimas produzidas em
larga escala por leveduras sdo predominantemente provenientes de ascomicetos [1]. Além
disso, falta dados na literatura sobre o potencial enzimatico de leveduras ndo-convencionais
provenientes da cachacaria e bagaco de malte cervejeiro, visto que entre as evidéncias da
producdo enzimatica mais de 86 % sdo ndo-Saccharomyces.

O fatore limite mais expresso para a aplicacdo comercial de enzima ainda € o custo de
producdo[27, 48]. Entretanto, enzimas (purificadas) produzidas por leveduras podem
apresentam alto valor agregado devido a aplicacdo quimica especifica e refinada, e também
pela aplicac@o na biotransformacgdo de intermédios farmacolégicos [1]. As publicagdes com
esta temdtica descrevem predominantemente leveduras prospectadas da producdo e ambiente
vinicola com objetivando a producao de vinhos [18, 28, 48]. Entretanto, a utilizacdo in situ de
leveduras produtoras de enzimas para a promoc¢do de benfeitorias tecnoldgicas também é
descrito como uma saida vidvel. O processo de malteacdo de cevada [53] e a extracdo de
compostos de cor e sabor por meio da fermentagdo sequencial ou em co-cultura de vinhos e
cervejas sao alguns exemplos da utilizagao in situ [17, 19, 59, 69].

As enzimas celulase, pectinase, amilase, xilanase apresentam aplicacao diversificada na
industria de alimentos, té€xtil, papel e celulose [70]. Também sdo atribuidas a possibilidade de
favorecer caracteristicas sensoriais em bebidas fermentadas por processos individuais ou em
co-cultura [28, 29]. E a sintese pode ser realizada a partir de residuos sélidos industriais e
agroindustriais (Ex. bagaco de malte cervejeiro, residuo da industria de suco de laranja, e
bagaco de cana-de-acucar) [12, 26, 27, 71, 72]. O uso destes materiais contribui para a
reducdo de custo da producdo de enzimas para diversas finalidades, e favorece os avangos da
producdo de biocombustiveis de segunda geracdo utilizando os préprios residuo como
matéria-prima [26, 27].

Com base na composi¢do do substrato de origem (rico em compostos de complexa
assimilagcdo) [16, 51] era esperado que as cepas ndo-convencionais (ndo-Saccharomyces)

isoladas do BSG apresentassem expressiva producdo de exoenzimas. Contudo, somente a
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cepa Torulaspora delbrueckii LMQA CE 6 teve desempenho representativo nos testes
enzimaticos. Diante dos testes qualitativos, esta cepa foi capaz de formar halos de degradacao
para todas as enzimas testadas, e apresentar atividade pectinolitica em meio liquido. Além
disso, foi a inica cepa capaz de produzir halo proteolitico em meio skim milk (leite desnatado)
em teste complementar (dados ndo apresentados). Estes dados demonstram o potencial desta
levedura para a sintese de extratos enzimdticos complexos (produ¢do de mais de uma
enzima). A capacidade de multipla expressao enzimatica favorece a aplicacdo desta levedura
para o favorecimento de caracteristicas sensoriais de bebidas fermentadas e cereais maltados
[28, 29, 53].

Diante deste mosaico metabdlico conferido pelas cepas Saccharomyces e nao-
Saccharomyces, 30,95 % (n=39) do total de cepas isoladas das amostras da producido de
cachaca artesanal (CSC, SNR, SRC) apresentaram a capacidade de produ¢do enzimatica no
teste qualitativo e, 79,48 % (n=31) destas cepas positivas na triagem qualitativa, apresentaram
quantidade mensurdvel de atividade enzimética em meio liquido pobre em micronutrientes e
sacarideos de fécil assimilagdo.

A expressdo enzimatica nas leveduras do processo de produgdo da cachaga indicou uma
maior atuacdo do ambiente na selecdo destes fendtipos. Das 39 leveduras positivas no teste
qualitativo, 84,61 % (n=33) foram isoladas do fermento caipira (CSC). Esta alta incidéncia de
cepas produtoras de enzimas nesta etapa pode estar relacionada a riqueza nutricional (caldo de
cana-de-acucar e farelo de milho) e a menor pressdo seletiva se comparada as etapas de
fermentacdo tumultuosa. A menor concentracdo de etanol, e a pequena variacao osmotica e da
acidez no preparo do fermento caipira pode propiciar o estabelecimento da microbiota
transiente metabolicamente distinta [54].

Considerando as espécies produtoras de enzimas, W. anomalus teve maior
representatividade, com 43,6 % (n=17) no teste qualitativo e 37,5 % (n=12) no teste
quantitativo. Esta espécie sobressaiu em nimero de cepas (n=6) e na atividade enzimética
(LMQA CSC 30 - 23,5 + 3,8 U.L'l) de pectinase, e em ndmero (n=6) e na atividade
enzimatica (LMQA CSC 43 - 50,0 = 33,5 U.L'l) de amilase. A atividade amilolitica e
pectinolitica em W. anomalus também foi observada por outro autores [29, 48]. Nos testes
para xilanase, as espécies W. anomalus e T. delbrueckii foram as mais abundantes com cada
uma representando 29,41 % (n=5). Contudo a maior atividade enzimdtica foi observada na
Candida parapsilosis LMQA CSC 13 (39,0 = 04 U.L'l). Os resultados da atividade

celulolitica foram as mais baixas com mdaxima atividade enzimatica pela cepa Candida aaseri
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LMQA SNR 73 44 + 04 U.L'l). Além disto, os dados ndo ressaltaram uma espécie
predominante.

Mesmo com baixa atividade enzimatica observada pelas cepas no teste quantitativo, as
cepas demonstraram que a via de expressao e secrecdo de enzimas é estimulada mesmo em
ambientes escassos. Estas cepas apresentam o potencial de aplicacdo em processos que
tenham como prerrogativa a transformagdo branda do substrato, como observada para a
malteacdo em cevada [53]. Meios nutricionalmente mais ricos e complexos que favore¢cam a
via de sintese proteica especifica e o melhor ajuste do pH e da temperatura podem contribuir
significativamente para o aumento da produtividade. Matos et al., 2013 descreve a producao
de enzima pectinolitica por W. anomalus na ordem de 51 U.mL" em meio glicose, YNB (base
de nitrogénio para levedura), e pectina citrica [73]. Os residuos industriais e agroindustriais
podem conferir a bagagem nutricional necessdria para a produ¢do de enzima e ainda reduzir o
custo de producdo [27]. De acordo com avaliacio dos dados quantitativos, a cepa W.
anomalus LMQA CSC 5 e 43 sdo as mais promissoras para o processo de otimizacao, visto a
possibilidade de biossintese de pectinase, amilase e xilanase pela mesma cepa.

Além da producgdo de enzimas, os estudos com as leveduras ndo-convencionais estao
chamando a atenc¢do do setor industrial. W. anomalus é avaliada com espécie promissora para
a produgdo de biocombustiveis de segunda geracdo. Isso devido a capacidade desta espécie
em metabolizar residuos da producdo de biodiesel, fermentar xilose, capacidade de crescer em
ambientes com baixa tensdo de oxigénio, pH baixo e alta pressdo osmoética [7]. E também
para a industria de bebidas fermentadas pela capacidade de sintetizar enzimas (B-D-
glicosidase, o-L-arabinofuranosidase e [-D-xylosidade) que auxiliam na liberacao de
substancias de sabor e aroma como monoterpendis, e por sintetizar bioflavors frutados e
refrescantes em bebidas fermentadas [3, 7, 19, 59]. Além da W. anomalus, as espécies T.
delbrueckii e P. kudriavzevii sdo biologicamente seguras € ganham destaque diante da
necessidade de oferecer produtos funcionais e sensorialmente diferenciados [3, 17, 19, 20, 59,
60].

T. delbrueckii vem sendo biotecnologicamente reconhecida pela capacidade de
sintetizar bioflavors frutados através da enzima B-D-glicosidase [3, 19]. Também € destacada
pela capacidade de conferir reduzido teor de dlcool sem comprometer outras caracteristicas
sensoriais [17, 19, 59]. P. kudriavzevii que vem ganhando espaco pela sintese de bioflavors
frutados e pela atuagdo na reducdo de acido malico, caracteristicas interessantes para a

producdo de vinhos [59]. Em adi¢do, P. kudriavzevii apresenta a capacidade de tolerar
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derivados de furanos (5-HMF), relevante caracteristica para a producdo de bioetanol de
segunda geracdo [5].

Por muito tempo estas cepas foram subestimadas e consideradas contaminantes e
indesejdveis. Este descaso é evidenciado pelo maior ndimero de estudos focados em
Saccharomyces (muitos deles sobre diversidade) provenientes de amostras de cachacaria.
Todavia, este cendrio estd mudando, e novas aplicacdes biotecnoldgicas estdo sendo
descobertas para com estas espécies menos descritas [1, 3-5]. Na@o investigar esta expressiva
parcela dos isolados deste trabalho representaria subestimar o potencial biotecnoldgico
proveniente da produgdo de cachaga e do residuo da produgdo cerveja.

A andlise global dos dados demonstrou que ndo houve relacdo entre a producdo de
exoenzimas e uma espécies especifica, embora seja alta a representatividade da espécie W.
anomalus para esta caracteristica. A falta de correlacdo entre as espécies e caracteristicas
especificas também foi descrita por You et al., (2016) em fermentacdo espontanea de licor de
sabor forte de Yibin - China [29]. Contudo, num esfor¢o para direcionar a origem das cepas e
as caracteristicas fenotipicas predominantes, foram expressas as porcentagens da
representatividade descrita sessdo 3.6. Diante destes dados foi possivel ressaltar que o
fermento sem o reciclo de células (SNR) é mais favordvel para o isolamento de cepas
produtoras de ascésporos, o fermento com o reciclo de células (SRC) para o isolamento de
cepas resistentes a actidiona, o fermento caipira (CSC) para o isolamento de leveduras
produtoras de exoenzimas, € o bagaco e malte cervejeiro (BSG) para o isolamento de cepas

tolerantes a temperatura de 45 °C.

5. Conclusoes

O perfil fenotipico obtido neste trabalho revelou que 16,4 % das cepas apresentaram
duas ou mais caracteristicas fenotipicas com possivel relevancia biotecnoldgica. Deste total de
cepas com mais uma caracteristica fenotipica relevante, 2/3 s3o leveduras ndo-
Saccharomyces. A diversidade de leveduras Saccharomyces e nao-Saccharomyces isoladas
nas amostras da produgcdo de cachaca e do bagaco de malte da inddstria cervejeira
representam valiosa ferramenta para o conhecimento cientifico e aplicacdo em bioprocessos.

Os resultados obtidos com este trabalho ressaltaram a importancia da espécie S.

cerevisiae na formacdo de ascosporos. Esta condi¢do fenotipica apresentada por 85,9 % das
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cepas desta espécie favorece a triagem de variantes génicos com melhor desempenho em
microencapsulacdo. Também dentre as Saccharomyces foi possivel ressaltar a capacidade de
expressdao de fator Killer pela cepa LMQA SNR 70. Caracteristica que favorece a
competitividade e resili€éncia em ambientes adversos, como observado em fermentacao.

O sucesso da triagem e emprego da diversidade de leveduras em biotecnologia também
prevé o controle de contaminantes e a deteccdao de espécies indesejaveis. A espécie
potencialmente patégena Candida parapsilosis foi recuperado das amostras provenientes da
producdo de cachaga. Os testes com os antifingicos natamicina e actiodiona demonstraram
diferente potencial de acdo. A natamicina apresentou maior capacidade para a inativagdao nao
seletiva das leveduras isolada, enquanto que a actidiona na mesma concentragdo foi capaz de
permitir o desenvolvimento de todas as cepas de C. parapsilosis. Com isso, foi possivel
afirmar que a natamicina é um potencial agente no tratamento de infec¢des com esta espécie,
enquanto que a actidiona pode ser empregada para a triagem clinica e biotecnolégica.

E por fim, a capacidade da sintese de exoenzimas destacada principalmente para a
espécie W. anomalus destaca o potencial das leveduras ndo-Saccharomyces. A capacidade
enzimatica também foi observada em Pichia, Candida e Torulaspora. O potencial enzimatico
atrelado a capacidade de sintese de compostos de sabor e aroma vem estimulando a utilizagdo
de leveduras ndo-Saccharomyces selecionadas pela industria de bebidas fermentadas. O
emprego de leveduras ndo usuais decorre da demanda por produtos funcionais e
sensorialmente diferenciados. O setor de biocombustiveis também reconhece essas leveduras
como uma saida promissora para os desafios da utilizagdo de matérias-primas diversificadas.
Assim como a possibilidade de uso das leveduras S. cerevisiae CSC 23, 106, BSG 5.1, C.
lusitaniae BSG 3, P. Kudriavzevii BSG 4 em processos com temperatura acima de 40 °C,

reduzindo os custos com resfriamento de dornas em paises tropicais.
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Resumo

Este trabalho apresenta quatro procedimentos distintos e graduais para a triagem,
selecdo e agrupamento de leveduras. As 134 cepas de levedura provenientes da producdo de
cachaca artesanal e bagaco de malte cervejeiro foram distinguidas por meio da andlise da
morfologia celular, fermentacio de triagem em xarope de cana-de-agicar diluido,
determinacdo dos parametros fermentativos em fermentacdo em meio sintético e a
cariotipagem em gel com campo pulsado (PFGE). Do total e cepas estudas, 14,9 %
apresentaram células com morfologia em floco de neve e ndo foram consideradas para as
outras etapas. A fermentacdo com xarope de cana-de-agicar foi realizada para 71
Saccharomyces cerevisiae, 19 Torulaspora delbrueckii, 8 Wickerhamomyces anomalus, 6
Candida parapsilosis, 5 Pichia manchurica, 3 Candida intermedia, 2 Clavispora lusitaniae e
1 Candida aaseri. Dentre as 10 cepas selecionadas, 7. delbrueckii LMQA BSG 7 e S.
cerevisiate LMQA SNR 65 apresentaram relevantes caracteristicas femrentativas. O
rendimento em biomassa, rendimento em etanol e produtividade destas cepas foram similares
ou superiores as cepas industriais PE-2 e CAT-1 testadas concomitantemente. Os dados da
cariotipagem revelaram que a capacidade fermentativa ndo é correlaciondvel com os perfis de

bandas obtidos.

Palavras-chave: Fermentagdo, Saccharomyces, Torulaspora delbrueckii, biocombustivel
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1. Introducao

O bioetanol é uma alternativa real para os combustiveis fosseis por apresentar alto
balango positivo de energia e equilibrio na razdo das emissdes de gases de efeito estufa [1-3].
A base do processo industrial de produgdo do etanol de cana-de-aguicar € a fermentacdo por
leveduras da solugdo acucarada com concentragio entre 150 a 200 g.L”' de aciicares totais

provenientes da cana de agucar [2,4-6].

Atualmente o potencial brasileiro de produgdo de bioetanol € de aproximadamente 27,5
bilhdes de litros por safra [1]. Apesar disso e dos mais de 40 anos de avancos no processo
produtivo do bioetanol no Brasil, as projecdes atuais ressaltam a necessidade de medidas
complementares que contribuam para a competitividade econdmica deste combustivel [3].
Uma destas medidas, € a selecao de leveduras que resultem num aumento de produtividade e
reducdo de custos para a produgdo de bioetanol [3,7] sendo uma vertente essencial para o

estudo de biodiversidade e um desafio cientifico a ser explorado.

A bioprospeccdo de leveduras que ocorrem naturalmente em ambientes distintos ou sdo
oriundas de residuos diversos pode ser uma alternativa para a obtengcdo de cepas com
caracteristicas desejaveis para aplicagcdes industriais [2]. A fermentacdo artesanal de cachaca
e o residuo de malte fermentado de cervejaria podem ser relevantes nichos para esta
exploragdo, principalmente pela alta diversidade genética relatada na cachaca [8], e a escassez

de trabalhos com este viés para o residuo de cervejaria.

Estudos da biodiversidade da cachaca apresentam grande potencial para oferecer
ferramentas bioldgicas capazes de melhorar a performance industrial ou gerar novos
processos [9]. Intrinsecamente as melhorias resultantes da bioprospeccdo de leveduras
asseguram aos processos biotecnoldgicos (como a producdo de biocombustiveis) a
manutencdo da sustentabilidade a médio e longo prazo [9], além de contribuir para o

reconhecimento do patrimonio cultural e bioldgico regional [8,9].

A cachaca € uma bebida tipica brasileira produzida pela destilacdo do mosto de cana-de-
acucar fermentado [10,11]. A técnica de producdo artesanal € um patrimdnio cultural e esta
intimamente impressa aos tragos geograficos regionais [10]. A producdo artesanal da cachaca
varia de regido para regido, pois cada produtor adota diferentes praticas no preparo do inéculo

espontaneo (fermento caipira) conferindo caracteristicas especificas para cada processo [11].
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A composicdo microbiana na fermentacdo espontinea apresenta variacdes decorrentes
da regido geogréfica e do tipo de solo, condi¢des climaticas, residuo de pesticidas, as técnicas
de colheita e estado de maturacdo da cana-de-actcar [11]. Entre os principais fatores adversos
encontrados nas fermentacdes espontaneas da cachaca estdo: a) a alta competicdo microbiana
intra e interespecifica; b) as flutuacdes na temperatura do sistema fermentativo; ¢) o aumento
gradativo da concentracdo de etanol durante a fermentacdo; d) as flutuacdes osméticas e a
baixa atividade de 4dgua devido a alta concentracdo de agicares no mosto inicial (18 a 20 °
Bx); e) o constante reuso do fermento decantado ao final da fermentacdo (pé-de-cuba)
[8,9,12,13]. Alteracdes no pH também contribuem para a pressdo seletiva do sistema. A
reducdo do pH do mosto de fermentacdo ao redor de 3 é frequentemente observado pela

secrecdo de prétons e producdo de dcidos organicos pela microbiota [14].

O residuo de malte da inddstria cervejeira (bagaco de malte cervejeiro) representa 85%
dos co-produtos gerados por este setor, sendo constituido predominantemente por casca rica
em acucares complexos, minerais e proteinas [15]. Devido a composi¢do nutricional e a
umidade este residuo é favordvel ao desenvolvimento microbiano [16]. Este subproduto é
energeticamente rico possibilitando a obtencdo de etanol sem a necessidade de pré-tratamento
[17]. Apesar do potencial, a diversidade microbiana neste tipo de residuo ainda é pouco

explorada e reportada.

A possibilidade de incrementar o setor alcooleiro com a exploragdo da fermentacdo de
cachaca artesanal e o bagaco de malte cervejeiro estimularam a procura por novos recursos
microbianos. Com o intuito de analisar a capacidade biotecnoldgica das cepas, o objetivo
deste trabalho foi percorrer as etapas de andlise morfolégica da célula, fermentacdo de
triagem, determinacdo dos parametros fermentativos, e a cariotipagem para a selecdo e
agrupamento das cepas estudadas visando a aplicacdo em fermentagdo industrial de primeira
geragdo. Inicialmente foi realizada a triagem total das cepas diante da morfologia celular e a
triagem fermentativa em meio xarope de cana-de-acucar diluido. A partir da resposta
fermentativa, as cepas com melhor desempenho fermentativo foram selecionadas e
caracterizadas em funcdo do rendimento em biomassa, rendimento em etanol e produtividade.
A cariotipagem foi realizada em gel pulsado para a comparacdo com o0s parametros

fermentativos e agrupamento das cepas selecionadas de acordo com o perfil de bandas.



86

2. Material e métodos

2.1. Triagem fermentativa com xarope de cana-de-aciicar

2.1.1.Micro-organismos

Foram testadas 134 cepas provenientes das amostras do processo produtivo da cachaca
artesanal e do residuo de bagaco de malte cervejeiro. As cepas foram denominadas de acordo
com a amostra de origem. Para as cepas provenientes do processo produtivo da cachaca
artesanal foi estipulado LMQA CSC + N° para as cepas provenientes da amostra do fermento
caipira com 24 horas (n=51); LMQA SNR + N° para as cepas provenientes do fermento
caipira pronto sem o reciclo de células (n=41); LMQA SRC + N° para as cepas provenientes
do fermento caipira reciclado (informalmente denominado como pé-de-cuba) (n=34). Para as
cepas provenientes do bagaco de malte cervejeiro (n=8) foi usada a denominacio LMQA
BSG + N°. Estas cepas estdo depositadas na colecio de culturas do Laboratério de
Microbiologia Quantitativa de Alimentos (LMQA/FEA/UNICAMP). O isolamento e

manuten¢do das cepas estdo descrito em Brex6 & Sant’ana (2017) [18].

Para a comparacao da capacidade fermentativa, foram adotadas as cepas PE-2 e CAT-1
cedidas pela empresa de biotecnologia FERMENTEC Ltda. Estas cepas sdo amplamente
usadas pelo setor sucroalcooleiro principalmente pelo alto rendimento em etanol e pela

manutencdo da viabilidade durante indmeros reciclos de células [2,7].

As cepas foram mantidas congeladas em caldo de extrato de malte — (MEB) [20 g.L‘1
extrato de malte (Neogen, Lansing, USA), 20 g.L'1 glicose (Synth, Diadema, Brasil), 20 g.L‘1
peptona (Acumidia, Lansing, EUA), pH final 6.7) suplementado com 30% v/v de glicerol

(Dinamica, Diadema, Brazil).

2.1.2.Preparo do mosto para a fermentacio

A matéria-prima para o preparo do mosto foi o xarope de cana-de-agucar cedida pela
Usina Granelli (Charqueada - S@o Paulo — Brasil). O xarope na concentracdo de
aproximadamente 63 ° Bx foi acondicionado em embalagem plédstica PET e mantido em

camera friaa-5°C.
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O mosto para a fermentacdo foi preparado através da dilui¢do do xarope em dgua
destilada até 13 ° Bx, e posteriormente suplementado com 100 mg.L™" de cloranfenicol (Inlab,
Sao Paulo, Brazil) para a inibi¢do do crescimento bacteriano. O xarope diluido foi
autoclavado por 20 minutos a 121 °C e 1 atm para a certificagdo da ausé€ncia de micro-

organismos exdgenos.

2.1.3. Preparo do inéculo

Para utilizacdo nos experimentos de fermentagdo, as cepas foram reativadas em agar
extrato de malte — (MEA) [20 g.L'l glicose (Synth, Diadema, Brazil), 20 g.L'l extrato de
malte (Neogen, Lansing, USA), 20 gL' agar (Kasvi, Curitiba,Brazil), 1 gL' peptona
(Acumidia, Lansing, EUA) suplementado com 100 mg.L'1 de cloranfenicol (Inlab, Sdo Paulo,

Brazil) a 25°C por 7 dias.

As suspensdes de células foram preparadas através de dois repiques sucessivos com
intervalo de 48 horas em tubos contendo 10 mL de MEB-cloranfencol incubado a 30 °C.
Ap0s o crescimento, as culturas foram centrifugadas durante 5 minutos a 3,836 x g na
temperatura de 5 ° C (Sorvall™ Legend™ XTR, Themo Scientific, Waltam, USA). O
procedimento de lavagem com 10 mL de dgua peptonada (Acumidia, Lansing, EUA) 0,1 % e
centrifugacao foi repetido por trés vezes e o sobrenadante resultante foi descartado. As células
foram ressuspendidas 5 mL xarope de cana-de-agucar estéril na concentragcdo de 13 ° Bx. A
suspensdo resultante foi quantificada em camera de Neubauer com solucdo de azul de
metileno (ECIBRA, Sao Paulo, Brazil) 0,5 % m/v. A metodologia para a contagem celular em

camera de Neubauer estd descrita nos Materiais Suplementares.

Para a fermentacdo foram consideradas somente as culturas com células livres. A
triagem das células naturalmente floculantes foi realizada pela observacdo microscopica
durante a contagem em camara de Neubauer. Foram escolhidas para a fermentacao as culturas
unicelulares. As culturas que apresentaram aglomerados celulares com morfologia esférica,

em floco de neve ou pseudo-hifa foram desconsideradas para a etapa de fermentagao.
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2.1.4.Fermentacao

A avaliacdo da capacidade fermentativa foi realizada em tubos de ensaio (18 x 180 mm)
contendo 50 mL de mosto de xarope de cana-de-acicar estéril. O inicio da fermentacao
ocorreu com a inoculagdao de 0,5 mL da suspensdo de células, resultando na concentracao
inicial de aproximadamente 10° células por mL. Cada suspensdo foi inoculada em trés tubos
distintos. As fermentagdes procederam sem agitacido a 30 ° C durante 20 horas. O mosto foi
analisado no inicio e no final de cada processo fermentativo quanto a concentracao de células,

pH, sdlidos soluveis e concentracdo de etanol.

2.1.5. Andlise das fermentacoes

A concentragdo de células foi quantificada em camara de Neubauer de acordo com a
metodologia descrita no preparo do inéculo e detalhado nos Materiais Suplementares -

Apéndice - Apéndice.

O pH das fermentacgdes foi analisado com potencidometro manual AK 103 (AKSO, Sao
Leopoldo, Brazil). O equipamento foi calibrado de acordo com as instru¢des do fabricante e
as amostras lidas através da submersdo do eletrodo do pHmetro no mosto. Foram

considerados os resultados apds a completa estabilizacdo dos valores no visor.

A concentracao de sélidos soluveis foi quantificada em refratdmetro Digital Hand-held
"Pocket" Refratometro PAL — (ATAGO, Toquio, Japan). O aparelho foi zerado com dgua
destilada e as andlises realizadas com 100 uL das amostras. Como o objetivo desta avaliacdo
global era a selecdo das cepas com melhor capacidade metabdlica para a producao de etanol,
as fermentacdes que apresentaram variagdo da concentragdo de sélidos soluveis inferior a 2 °
Bx ndo foram consideradas para a quantificacdo de etanol. Este critério foi adotao pois o
consumo incipiente de substrato é um indicativo de baixa atividade metabdlica e

consequentemente baixa producado de etanol.

A determinacdo da concentracdo de etanol foi feita por cromatografia gasosa com
detector por ionizacdo de chama (CG-FID). Para esta andlise, a porcao de 1 mL do mosto
fermentado de cada uma das 3 replicatas foi depositada e homogeneizada em um frasco de

vidro (frasco de penicilina 8 mL). Esta amostra resultante de 3 mL foi filtrada em filtro para
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seringa 13mm/0.45um (Jet-Biofil, Guangzhou, China) e preparada para a andlise. As amostras
foram preparadas em frasco de cromatografia de 2 mL (Agilent, Deutschland, Germany). O
preparo foi realizado com a homogeneizacao vigorosa de 100 uL da amostra filtrada, 10 uL
de padrao interno N-propanol e 800 uL e de acetato de etila. O acetato de etila foi utilizado
como solvente para a extracdo do etanol da amostra, e o N-propanol foi utilizado como padrao
interno evitar distor¢des pelo sistema cromatografico [19,20]. As inje¢des das amostras
prontas foram realizadas manualmente no cromatdgrafo gasoso CG-FID Agilent Technologies
6890N Network System - Agilent Column HP-5ms, Length 30 m, ID 0.25 mm, Film 0.25 pm,
Configuration 7 inch cage (Agilent Technologies, Santa Clara, EUA). A as condicbes de
corrida usadas foram: inlet a 90 °C, 51kPa e fluxo de H, de 136,9 mL.min'l, Split 100:1.
Fluxo de coluna em 1,3 mL.min™ (36 cm/s), rampa de temperatura iniciando a 35 °C por 3
minutos, em seguida aumentando na razdo de 50 °C.min"" até atingir 200 °C. O tempo total

das corridas foi de 6,7 minutos. Cada amostra foi injetada 3 vezes. A concentracido de etanol

. . ~ , . Etanol
foi dada a partir da razdo entre a drea do pico de etanol e N-propanol (_v_—“ )
N—-propanol

correlacionados com os valores expressos na curva padrdo (Materiais Suplementares -

Apéndice) previamente determinada em % v/v de etanol [19,20].

2.2. Determinac¢ao dos parametros fermentativos em meio sintético

Para a fermentacdo em meio sintético foram selecionadas 12 cepas. Dentre elas foram
consideradas nove cepas provenientes das amostras da cachacaria artesanal e do bagaco de
malte cervejeiro com maior producio de etanol no teste preliminar de fermenta¢do. Também
foi considerada randomicamente uma cepa com baixa produtividade de etanol no teste
preliminar. Esta cepa foi incluida para avaliacdo da eficiéncia do teste preliminar. Além das
cepas isoladas e estudadas no ambito deste trabalho, também foram consideradas as cepas PE-

2e CAT-1

Para esta etapa, as fermentacdes foram realizadas visando avaliar:

; AP, ;
Rendimento em etanol - ¥,,. = ~(etanol) .
' —45 {acicar)

: AX pi
Rendimento em massa celular - ¥, ,. = —~ (biomassa).
! —A5 raricar)
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. AP (gramol
Produtividade - Prod = 522221,

T (tempo)

2.2.1.Preparo das fermentacoes e dos indculos

As fermentacdes desta etapa foram realizadas em colaboracdo com a divisdo de
bioprocessos do Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Biolégicas e Agricolas.
Nestas fermentagdes foi utilizado o meio sintético para garantir a auséncia de fatores externos
que possam alterar a resposta celular nas fermentagdes. O preparo do meio de cultura e as e as

andlises das fermentacdes foram realizadas conforme descrito por Tosin et al. 2015 [21].

As fermentacdes foram preparadas em Erlenmeyer (250 mL) com 100 mL de meio
estéril para fermentacio [150 g.L' sacarose (Synth, Diadema, Brazil), 6,0 g.L"' extrato de
levedura (Difco, Detroit, EUA), 5,0 g.L'1 fosfato de potdssio dibdsico (Synth, Diadema,
Brazil), 1,0 g.L'1 sulfato de magnésio heptahidratado (Synth, Diadema, Brazil), 1,0 g.L'1
cloreto de potassio (Synth, Diadema, Brazil)]. O indculo foi preparado com a suspensdo em
agua destilada das células crescidas em em “slants” de Agar batata dextrose — (PDA) (Difco,
Detroit, EUA) por 24 horas a 30 °C. Apds a inoculacio de 10 mL da suspensdo, a
fermentacdo foi mantida sob agitacdo (150 rpm) em incubadora com agitacio (New

Brunswick Scientific G-25 Incubator Shaker, Enfield, EUA) a 32° C por 24 horas [21].

2.2.2. Analise das fermentacoes para a determinacio dos parametros

Para expressar o rendimento de etanol (massa de etanol produzido por massa de aguicar
consumido), rendimento em biomassa (massa de células em relacdo ao agucar consumido) e a
produtividade (massa de etanol produzido por litro de meio por hora de fermentacdo) as

amostras foram analisadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia — HPLC e gravimetria.

Para a determinacdo da concentragdo de etanol e sacarose foi utilizado o HPLC com
bomba bindria 1525, injetor automatico 2707, detector de indice de refracdo 2404, e coluna
Shodex® KS — 801 COL (Waters, Milford, EUA). A injecdo foi realizada automaticamente
com 10uL por 20 minutos, com fluxo isocrético de 0,7 mL.min" em coluna na temperatura de
65° C e detector a 40° C. Foi utilizado 4gua como solvente. Os dados foram tratados com o

Waters Breeze™ 2 Software.
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Os frascos foram pesados antes e depois da fermentacdo para a avaliagdo do balanco
de massa. A quantificacdo da massa celular seca foi realizado por gravimetria em balanca de

precisao analitica (Scientech, Pinhais, Brasil).

2.3. Comparacao molecular por cariotipagem

As mesmas leveduras selecionadas para as andlises dos parametros fermentativos de
rendimento em etanol e célula e produtividade foram comparadas utilizando uma ferramenta
de biologia molecular denominada cariotipagem por eletroforese em gel de campo pulsado

(Karyotyping by PFGE).

Para esta etapa uma por¢do de aproximadamente 3 mg de biomassa imida crescida em
PDA de cada cepa foram tratadas de acordo com o protocolo proposto por Blondin and
Vezinhét (1988)[18,22,23]. A eletroforese em gel de agarose com campo pulsado (PFGE) foi
realizado como a técnica de eletroforese de campo alternativo transversal (TAFE) utilizando o
equipamento CHEF m® System (Bio-Rad, Hercules, EUA) ajustado a 6 V cm™ : 1 h com
pulsos de 5 segundos, seguido por 8 horas com pulsos de 60 segundos e finalizado com 12
horas com pulsos de 100 segundos de acordo com a metodologia descrita por Basso et al.
(2008)[7]. Apos a corrida, o gel de agarose foi colora por 40 minutos com brometo de etidio e
lavado com o tampdo TAFE (0,5 pL.mL") durante 30 minutos. O gel foi analisado sob luz

ultravioleta (UVP Biolmagem System, Upland, Canada) [21].

2.4. Analise estatistica

Todos os testes foram realizados em triplicatas e os dados apresentados pela média das
trés determinacdes com o desvio padrdo correspondente (média + desvio padrdo). Em todos

os testes foram considerados como parametro comparativo as cepas industriais PE-2 e CAT-1.

Os dados de pH, variacdo da concentracdo do substrato e da concentragdo de células, e
concentracdo de etanol obtidos pelas melhores cepas fermentadoras, assim como os dados de
rendimento em biomassa, rendimento em etanol e produtividade foram analisados pela andlise
de variancia ANOVA. A diferenca estatistica significante (p < 0,05) entre os dados da

concentracdo de etanol (dados com distribui¢do normal) foi determinada por meio do teste
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paramétrico de Scott-Knott. A diferenga estatistica ao nivel de 5 % de significincia para os
demais parametros analisados (ndo-normais) foi determinada utilizando o teste ndo-

paramétrico de Kruskal-Wallis.

A comparagdo das cepas considerando simultaneamente o rendimento em biomassa,
rendimento em etanol e produtividade foi realizado pela analise de componentes principais

(PCA).

Todas as anélises estatisticas foram realizadas no do software Assistat versdo 7.7 pt —

free software - 2017 (Campina Grande, Brasil) [52].

3. Resultados e discussao

3.1. Morfologia celular

Das 134 cepas analisadas, 14,9 % (n= 20) apresentaram morfologia em floco de neve,
sendo 17 Saccharomyces cerevisiae (LMQA CSC 3, 8, 11, 15, 24, 26, 41, 48 (n=8); LMQA
SNR 66, 70, 85 (n=3); LMQA SRC 107, 122, 124, 128, 137, 149 (n=6)), 2 Wickerhamomyces
anomalus (LMQA CSC 41 e LMQA SNR 99) e 1 Candida pseudointermedia (LMQA SNR
74). Dentre as cepas triadas pela observacdo do inéculo das fermentacdes, nenhuma cepa
apresentou formacao de pseudo-hifas (células-alongadas) ou floculagdao por conglomeragao de

células (formacdo de grumos).

A observacdo da morfologia celular foi realizada com objetivo de distinguir as
leveduras com capacidade de floculagdo e sedimentagcdo durante o preparo do indculo para a
fermentacdo. A decantacdo de células € uma caracteristica indesejada para a fermentacdo
industria de etanol combustivel, pois contribui para a reducdo do rendimento fermentativo e
atrapalha o processo de centrifugacdo para o reciclo de células [7,22-24]. Diferentemente da
floculagdo celular, a morfologia em floco de neve apresenta constituicdo entre células
parentais [25]. O processo conhecido como floculacdo é bem descrito pela literatura e ocorre
pela adesdo entre células através de glicoproteinas de membrana [25,26]. A floculacio
também pode ocorrer pelo estimulo da expressao de a-glucanas de superficies em resposta ao
estresse etandlico [27] ou por acdo de bactérias contaminantes [28,29]. Entretanto a

morfologia em floco de neve € uma caracteristica inerente da cepa ocasionada pela defici€éncia
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na separacdo das células filhas ap6s a mitose [25]. As cepas com este tipo de conformacdo
triadas neste trabalho apresentavam a caracteristica distribuicdo radial tridimensional das
células como reportado na revisdo de Ratcliff & Travisano [25]. Além disso, o
acompanhamento do desenvolvimento celular destas cepas para o preparo do indculo revelou
incipiente propagacdo celular, baixo consumo de substrato e sedimentacdo. Estas
caracteristicas sdo indesejadas em cepas produtoras de etanol combustivel [18]. Por estes
motivos, as 20 cepas com estas caracteristicas ndo foram consideradas para as demais etapas

deste trabalho.

3.2. Fermentacao de triagem em xarope de cana-de-aciicar

Diante da selecdo das cepas através da morfologia celular, foram consideradas 115
cepas para as fermentacdes de triagem do potencial fermentativo. Entre elas, 71
Saccharomyces cerevisiae (CSC n=31; SNR n=26; SRC n=13; BSG n=1), 19 Torulaspora
delbrueckii (CSC n=5; SNR n=4; SRC n=6; BSG n=4), 8 Wickerhamomyces anomalus (CSC
n=5; SNR n=2; SRC n=1); 6 Candida parapsilosis (CSC n=1; SRC n=5); 5 Pichia
manchurica (CSC n=2; SNR n=3); 3 Candida intermedia (SRC n=3); 2 Clavispora lusitaniae
(BSG n=2) e 1 Candida aaseri (SNR n=1).

A etapa de selecao das cepas foi realizada em solucdo de xarope de cana-de-acticar
diluido (13 ° Bx) e com fermentacdes prolongadas (20 horas) na temperatura de 30 ° C para
avaliar o potencial fermentativo individual das cepas em ambientes pouco estressantes. A
triagem com estas condi¢des teve como principio mimetizar as condi¢des naturais dos
ambientes onde ocorre grande incidéncia de leveduras, como frutos, flores e vegetais [30].
Diferentemente das condi¢des industriais de fermentagdo do bioetanol que utiliza o substrato
com concentragdes igual ou superior a 20 % w/v (aproximadamente 20 ° Bx) [7,31]. A
escolha de condi¢des brandas para as fermentagdes teve como objetivo avaliar a capacidade

inata das células em converter o substrato em etanol [32,33].

O in6culo de 10° células por mL foi aplicado para avaliar a capacidade de multiplicacio
celular e adaptativa das cepas durante o periodo de fermentagdo de 20 horas. Ou seja, foi
avaliada indiretamente a capacidade de adaptacdo ao ambiente fermentativo, multiplicacio até
niveis que promovam a fermentagdo eficiente. Em fermentacdes espontaneas a concentracao

de células de leveduras atinge entre 10" ¢ 10° células por mL durante a fase tumultuosa (dpice
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do processo fermentativo) mesmo na presenca de contaminantes bacterianos e leveduras nao-
Saccharomyces [11]. A escolha da concentracdo do indculo teve como premissa o fato das
linhagens que apresentam maior capacidade de absor¢do do substrato, sintese significativa de
biomassa e alta producdo de etanol serem melhores competidoras. Estas cepas apresentam
maior capacidade de dominio perante a dindmica populacional microbiana presente em

fermentagdes industriais, persistindo por mais tempo no processo [7].

As fermentacdes revelaram que 54 cepas apresentaram baixo consumo de nutrientes
presentes no meio de cultura. Esta resposta foi revelada pela alteracdo inferior a 2 ° Bx
referente aos sdlidos soldveis presentes no meio de cultura. Dentre estas 54 leveduras com
baixa capacidade de consumo do substrato, S. cerevisiae representou 24,0 % (n=13), T.
delbrueckii 39,0 % (n=16), W. anomalus 17,0 % (n=7), P. manshurica 12,2 % (n=5), C.
intermedia 7,3 % (n=3), C. lusitaniae 4,9% (n=2), P. kudriavzevii e C. aaseri 2,4 % (n=1).
Estas cepas com baixo consumo do substrato foram desconsideradas para as andlises
subsequentes. O consumo eficiente do substrato € uma caracteristica relevante para cepas

selecionadas para a produgdo de etanol [7,34].

As demais cepas (n=61) apresentaram variacdo de soélidos soliveis no mosto de
fermentacdo na faixa de variagcdo entre 2 — 5.8 ° Bx, pH entre 0.84 — 1.5, concentracdo de
células por mL entre 1.8 — 2.3 em log e concentracdo de etanol entre 0.31 —4.82 % v/v, como

mostrado nos graficos apresentados na Figura 1.

A andlise dos dados demonstrou nao haver correlagdo direta entre os valores de pH,
consumo de substrato, concentracdo de células e produgdo de etanol. A baixa variacdo do pH
pode ser o reflexo das condi¢des brandas e pelo controle da contaminacao bacteriana devido a
suplementacdao do mosto com cloranfenicol. Em fermentacdes contaminadas a reducdo do pH
do mosto de fermentacdo para ao redor de 3 € frequentemente observada. Esta condi¢do pode
ser ocasionada pela secrecdo de prétons e producdo de dcidos organicos pela microbiota
contaminante [14,35]. A concentracdo final de células das cepas analisadas se assemelha aos
dados da literatura sobre a concentracdo de células observado na fase de fermentacdo
tumultuosa [11]. Além disso, os valores obtidos foram similares aos valores observados para
as cepas industriais PE-2 e CAT-1 (2,02 + 0,10 células.mL! e 2,16 = 0,07 células.mL!
respectivamente), demonstrando boa capacidade adaptativa aos parametros fermentativos
empregados. A concentracdo entre 4 e 5 % v/v de etanol apresentada pelas 12 cepas com

melhor capacidade de sintese (Concentracdo de etanol — Figura 2) é condizente ao valor
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obtido em fermentacdo por leveduras selvagens em caldo de cana-de-agticar com a mesma

concentracao de substrato [36].
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Figura 1- Distribuicdo dos dados da variagdo do pH, da concentracdo de células, da concentracido do substrato, e a
concentracdo de etanol obtidos com as fermentacdes de triagem em xarope de cana-de-agticar. Os graficos apresentam
os dados das 61 cepas capazes de alterar a concentracdo do substrato fermentado acima da faixa de 2 ° Brix. A
concentracio de células foi expressa em log por mL, enquanto que a variagdo do substrato foi representada por ° brix e
a concentragdo de etanol expressa por volume de etanol por volume de vinho.

Diante destes dados foi possivel destacar as 10 melhores cepas para a producdo de

etanol, sendo todas Saccharomyces cerevisiae. Entre elas as cepas LMQA CRC 32, 34, 35 e

37; LMQA SNR 65 e 103; e LMQA SRC 133, 142, 143, e 147. Nenhuma cepa proveniente

das amostras de bagaco de malte cervejeiro (LMQA BSG) apresentou destaque na produgado

de etanol em xarope de cana-de-acicar. Os dados da variacdo de pH, sélidos soliveis,

concentracdo de células e etanol destas 10 cepas em comparacdo com as cepas industriais

CAT-1 e PE-2 apresentado na Tabela 1.
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Tabela 1 — Parametros analisados durante a fermentacao das 10 cepas selecionadas com a
melhor performace fermentativa em xarope de cana-de-agucar.

Espécie Cepas A pH B ?:l lI;s:il;(z;to (ﬁ) g(.:il:g?l) [](‘I;;te:;/l‘(’))l

cereiisiae SRC147° 127 + 0,03 * 527 + 0,06 * 2,05 = 011 * 482 + 024 °
cerei}'siae SRC 143 © 128 + 0,03 * 5,80 + 0,00 * 1,98 + 0,02 * 447 + 0,19 *
cerei}'siae SRC142° 127 + 0,02 * 523 + 0,12 * 1,99 = 006 * 431 + 0,14 °
cerei}'siae CRC34° 1,19 + 0,07 * 507 = 0,32 * 200 + 0,16 * 425 + 0,20 *
cerei}'siae CRC35° 1,16 + 0,01 * 530 + 0,17 * 2,01 + 0,06 * 422 + 036 *
cereiésiae SNR65° 125 + 0,01 * 497 + 0,06 * 2,09 + 008 * 417 + 0,13 *
cerei}siae CRC32° 120 + 0,01 * 543 + 0,21 * 2,06 + 0,11 * 4,17 + 0,16 *
cereiésiae CRC37° 122 + 0,03 * 543 + 047 * 2,10 + 0,16 * 4,15 + 0,29 *
cerei}siae SNR 103 © 121 + 0,06 * 4,53 + 122 * 2,11 + 0,13 * 4,13 + 0,35 ®
cerei}'siae SRC133° 1,12 + 0,05 * 440 + 0,17 * 1,92 + 070 * 4,12 + 0,23 °
cerei}siae CAT1* 1,13 £ 006 * 530 + 026 * 2,16 = 0,07 * 426 + 046 °
cerei}siae PE2* 1,05 £ 0,05 * 500 + 0,00 * 2,02 * 0,10 * 421 + 0,62 °

A - representa a variac¢@o antes e depois da fermentacio.
© Cepas LMQA
* CAT-1 e PE-2 sdo cepas isoladas na planta de fermentag@o etandlica usadas neste trabalho como referencial fermentativo

As distingdes estatisticas ao nivel de 5 % de significancia resultante do teste de Kruskal-Wallis estdo representadas pelas letras
mailscula subscritas, enquanto que as diferencas significativas obtidas pela andlise de Scott-Knott também ao nivel de 5 % de
significancia estdo demonstradas por letras mintdsculas.
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A comparacdo entre os dados das 10 melhores cepas para a producdo de etanol testada
neste trabalho e as duas cepas industriais utilizando o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis
demonstrou ao nivel de significancia de 5 %, que ndo houve diferencas significativas na
variagdo de pH, sélidos soliveis e concentracdo de células. Os dados da concentragdao de
etanol para estas cepas foram comparados utilizando o teste de Scott-Knott ao nivel de
significancia de 5 % e também revelou que ndo houve diferencas significativas entre as cepas.
As distin¢des estatisticas resultantes do teste de Kruskal-Wallis estdo representadas pelas
letras maidscula subscritas ao lado direito dos resultados, enquanto que as diferencas
significativas obtidas pela andlise de Scott-Knott estdo demonstradas por letras mindsculas ao

lado direito dos dados.

As semelhangas com as cepas industriais ressaltadas pela analise estatistica demonstram
que esta etapa foi essencial para a triagem e selecido das cepas com caracteristicas relevantes
para a fermentagdo industrial. As 10 cepas listadas na Tabela 1 além de ndo apresentarem
caracteristicas morfologicas que propiciem a sedimentacdo e a redu¢do do metabolismo

fermentativo, ainda apresentam capacidade relevante de producgdo de etanol.

Na sessdo de Materiais Suplementares - Apéndice - Apéndice é possivel encontrar a
compilacdo das caracteristicas das cepas testadas na fermentacido de triagem (identificagdo,
morfologia celular, variacdo de pH, substrato, células e a concentracio de etanol). Os dados
estdo separados de acordo com a origem das cepas, sendo: CSC - Tabela 1, SNR - Tabela 2,

SRC - Tabela 3, BSG - Tabela 4 e Cepas industriais - Tabela 5.

3.3. Parametros fermentativos das cepas selecionadas

Para as fermentacdes com as leveduras selecionadas foi utilizado como substrato o
caldo formulado composto por fontes definidas de carbono, nitrogénio e outros nutrientes
essenciais para o desenvolvimento e metabolismo celular. Este tipo de meio garante a
auséncia de fatores externos, tais como contaminagdes por agentes quimicoss, variacoes
nutricionais decorrentes do processamento, entre outras variacdes que podem comprometer os
pardmetros avaliados [21]. Além disso, a concentracdo de fonte de carbono (150 g.L’
sacarose) do meio sintético usado é compativel com a concentragdo encontrada em processos

industriais de fermentagdo etandlica. Nos processos descritos na literatura a concentracao de
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acicares redutores totais (com concentracdo mais relevante em sacarose) é de 150 a 200 g.L"!

[2,4-6].

Foram consideradas as respostas fermentativas em xarope de cana-de-agicar como
critério para a selecdo das cepas testadas em meio sintético. Dentre as cepas, foram
escolhidas: a) 8 melhores cepas diante da concentragcdo de etanol no mosto fermentado (todas
provenientes das amostras de cachaca — CRC, SRC e SNR); b) o melhor produtor de etanol
proveniente da amostra de bagaco de malte cervejeiro (BSG); c) 2 cepas industriais ja
reconhecidas pelas eximias qualidades fermentativas; d) 1 cepa pouco expressiva na producdo

escolhida randomicamente para efeito de comparacao.

Satisfazendo os critérios estabelecidos para a sele¢do das cepas para a determinagdo dos
parametros fermentativos de rendimento e produtividade, foram selecionadas 8 melhores
cepas para a producdo de etanol diante da fermentacdo em xarope de cana-de-acticar (LMQA

CRC 32, 34, 35, 37, LMQA SNR 65 e LMQA SRC 142, 143 e 147).

A cepa LMQA BSG 7 foi selecionada pela relevante atuacdo frente as outras cepas
oriundas do bagaco de malte, ou seja, foi selecionada como o representante que mais se
destacou frente a esta categoria dos isolados. Esta cepa apresentou na fermentagdo com
xarope de cana-de-acguicar A pH 1,19 £ 0,03, Agslidos soliveis 3,2 £ 0,1 © BX, Apiomassa 1,82 £ 0,15
log.mL™, A eanot 3,54 + 0,44 % v/v.

A cepa LMQA SNR 81 foi escolhida randomicamente dentro do grupo das cepas com
resposta mediana para a fermentacdo em xaropa de cana-de-agicar. Esta cepa apresentou A
pH 1,18 £ 0,06, Asubsraro 3,76 * 2,44 © BX, Apiomassa 2,09 * 0,12 log.mL™", Acthanol 3,42 + 0,26 %

v/v.

E finalmente, as cepas PE-2 e CAT-1 foram utilizadas para efeito comparativo. Estas
cepas, como ja mencionado anteriormente, apresentam grande relevancia na aplicacdo

industrial devido ao bom desempenho na producao de etanol combustivel [2,7].

Os dados de rendimento em biomassa (Y;s), rendimento em etanol (Y,;) e
produtividade de todas as cepas estdo descritos na Tabela 2. De acordo com a anélise
estatistica ndo paramétrica de Kruskal-Wallis ao nivel de significancia de 5 %, somente a cepa
LMQA BSG 7 apresentou rendimento celular superior aos valores apresentados pelas cepas
industriais. As cepas LMQA CRC 32 e LMQA SRC 147 apresentaram rendimento celular

inferior as demais cepas analisadas.
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Em relacdo ao rendimento em entanol, as cepas LMQA CRC 35, SNR 65 e BSG 7
apresentaram os maiores valores. Estas cepas apresentaram rendimento semelhante as cepas
industriais PE-2 e CAT-1. Em oposi¢ao, a cepa LMQA SRC 147 apresentou rendimento

inferior as demais cepas.

Em relacdo a produtividade, foi possivel afirmar que para a cepa LMQA BSG 7
apresentou resposta similar a CAT-1, e superior as outras cepas testadas. As cepas LMQA

SRC 147 e CRC 34 apresentaram produtividade inferior.

Tabela 2- Avaliag@o dos pardmetros cinéticos (Y, Yy, Prod ;) para as 10 cepas selecionadas.

Rendimento em Rendimento em . .
L. Biomassa Etanol T
Espécie Cepa
Yx/s (g.g'l) Yp/s (g.g'l) Prod (g.L'l.h'l)
B AB B
T. ..  LMQABSG?7 0,056 + 0,001 0,462 + 0,003 2,596 + 0,017
delbrueckii
A AB AB
S. cerevisiee LMQA CRC32 0,042 + 0,001 0,453 + 0,001 2,508 = 0,017
AB B AB
S. cerevisiee LMQA CRC34 0,046 + 0,002 0,468 + 0,005 2,357 £ 0,015
AB AB AB
S. cerevisiee LMQA CRC35 0,044 + 0,001 0,453 + 0,001 2,490 + 0,013
AB AB AB
S. cerevisiee LMQA CRC37 0,047 + 0,001 0,457 + 0,004 2,510 = 0,023
AB B AB
S. cerevisiae LMQA SNR 65 0,048 + 0,004 0,470 + 0,005 2,509 £+ 0,026
AB AB AB
S. cerevisiae LMQA SNR 81 0,045 + 0,001 0,453 + 0,001 2473 + 0,013
AB AB AB
S. cerevisiae LMQA SRC 142 0,045 + 0,001 0,453 + 0,002 2,468 + 0,034
AB AB AB
S. cerevisiae  LMQA SRC 143 0,045 + 0,001 0,454 + 0,003 2,499 + 0,018
A A A
S. cerevisiae LMQA SRC 147 0,042 + 0,001 0,449 + 0,001 2,156 = 0,058
AB AB B
S. cerevisiae CAT-1 * 0,043 += 0,001 0,467 + 0,005 2,605 + 0,037
AB AB AB
S. cerevisiae PE-2 * 0,047 = 0,001 0,465 + 0,002 2,566 = 0,016

* CAT-1 e PE-2 sdo cepas isoladas na planta de fermentagao etandlica usadas neste trabalho como referencial fermentativo.

As letras maidsculas subscritas representam as distingdes estatisticas resultantes do teste de Kruskal-Wallis ao nivel de 5 % de
significancia.

Os valores de rendimento e produtividade também podem ser avaliados através de
parametros descritos na literatura. Os graficos mostrados na Figura 2 comparam os dados

fermentativos das cepas testadas com os limites esperados para as cepas industriais (cepas
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com boa capacidade fermentativa) descrito por Tosin et al. [21]. Essas faixas sdo: Yy entre
0,041 e 0,044, Y, entre 0,45 e 0,46 e produtividade entre 2,2 e 2,4 (regido mais escura

delimitada nos gréficos).
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Figura 2- Dados de rendimento em etanol, rendimento em biomassa e produtividade (média + desvio padrdo) das 10 cepas
selecionadas. Os dados de PE-2 e CAT-1 sdo mostrados como reféncia. A variacdo mais escura demonstra os limites
esperados para as cepas industriais (cepas com boa capacidade fermentativa) descrito por Tosin et al. (2015) [21].
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De acordo com estes pardmetros, as cepas LMQA CRC 34, 37, LMQA SNR 65, 81,
LMQA SRC 142, 143, e LMQA BSG 7 apresentaram rendimento em biomassa acima do
esperado, assim como a cepa industrial PE-2. Nenhuma cepa avaliada apresentou rendimento

em biomassa inferior ao esperado.

Em relacdo ao rendimento em etanol, as cepas LMQA CRC 34, LMQA SNR 65 e
LMQA BSG 7 apresentaram resultado acima do esperado, além das duas cepas industriais
PE-2 e CAT-1. Somente cepa LMQA SRC 147 apresentou rendimento em etanol abaixo do

esperado.

Considerando os dados de produtividade, somente a cepa LMQA CRC 34 ficou dentro
da faixa esperada e a cepa LMQA SRC 147 abaixo. As demais cepas, incluindo as cepas
industriais PE-2 e CAT-1 apresentaram produtividade acima da faixa esperada, como

observado na figura 2.

A andlise dos dados estatisticos destaca somente a cepa LMQA BSG 7 como acima da
média em mais de um parametro (produtividade e rendimento em biomassa), e a cepa LMQA
SRC 147 apresentando todas as caracteristicas abaixo da média (tendo as cepas industriais
como referéncia comparativa). A caracterizagdo considerando os parametros descritos por
Tosin et al. [21] aponta as cepas LMQA BSG 7, LMQA SNR 65 com os trés parametros
avaliados (rendimento em biomassa, rendimento em etanol e produtividade) como acima do
esperado, e a cepa LMQA SRC 147 como abaixo da faixa esperada. Desta forma € possivel
afirmar que a cepa LMQA SRC 147 ndo € indicada para fermentagdes com altas
concentracdes de substrato e que as cepas LMQA BSG 7 e LMQA SNR 65 podem ser
consideradas equivalentes ou melhores do que as cepas industriais testadas.Os parametros de
rendimento em biomassa, etanol e produtividade sdo usados como importantes indicadores
econOmicos de producio, e por isso consideram-se valores limitantes para a classificagdo das
leveduras [12,21,37]. Desta forma € possivel afirmar que estas duas cepas sao semelhantes ou
melhores nos parametros testados que as cepas industriais usadas como padrdo. Esses dados
ressaltam o valor biotecnolégico das cepas triadas neste trabalho, pois as cepas industriais PE-
2 e CAT-1 apresentam grande aceitagdo pelos produtores de etanol combustivel, tendo
representatividade em aproximadamente 70% do etanol produzido no Brasil [2,3,7,24,34].
Assim sendo, as cepas LMQA SNR 65 e LMQA BSG 7 apresentam aptiddo para a aplicacao

em fermentacdo industrial.
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Além do Yy de 0,0563 da cepa LMQA BSG 7 ter sido maior em relacdo a faixa
esperada (entre 0,041 a 0,047), esta levedura diverge das demais cepas selecionadas em
diversos aspectos. Esta cepa € a tnica isolada proveniente do residuo de malte de cervejaria,
apresenta relevante potencial fermentativo pertence a espécie Torulaspora delbrueckii,

diferente das outras selecionadas que sdo Saccharomyces cerevisiae.

Para a industria de etanol, o rendimento de células pode favorecer o dominancia e
permanéncia das cepas durante o processo, principalmente diante da ag¢do do reciclo de
células e lavagem 4cida, das interagdes microbianas e outros atributos estressantes
provenientes do modelo fermentativo empregado pela maioria das usinas brasileiras
[2,3,18,41,42]. Entretanto, a produg¢do massiva de células pode representar um desvio
energético desnecessario, pois em condi¢cdes normais de fermentagdo industrial com o reciclo
de células a producdo de células é relevante, podendo alcancar entre 50 a 80 Kg de levedura
para cada m’ de etanol produzido industrialmente [2,43]. Além disso, altas densidades
populacionais podem comprometer a viabilidade celular através de interacOes fisicas e
moleculares (quorum sensing) [38]. E descrito que contato célula-célula e o aumento da
concentracdo de amoOnia e dlcoois aromdticos como triptofol e feniletanol pode desencadear
respostas moleculares que induzem a apoptose em leveduras [35,39,40]. Entretanto, esses
aspectos ndo minimizam a relevancia desta cepa. Avaliando o comportamento fermentativo,
esta levedura apresenta o metabolismo que favorece a produgcdo de biomassa e etanol,
caracteristicas altamente relevantes para cepas selecionadas para a produgdo de combustivel e

bebidas fermentadas [18,41,42].

7z

A capacidade fermentativa desta cepa é compativel com os dados ja descritos na
literatura. De acordo com Tataridis et al. [41] uma cepa da espécie Torulaspora delbrueckii
apresentou em meio sintético 11,33 + 0,51 % v/v (89,43 + 4,6 g.L']) com rendimento em
etanol de 0,4715 g.g'1 e produtividade de 0,124 g.L'l.h'1 [46]. Além disso, a literatura aborda
esta espécie como melhoradora de “bioflavors” em bebidas fermentadas como etanol e vinho

[46—48] condizendo com o ambiente do qual foi isolado, o residuo da fermentagdo cervejeira.

Para efeito de comparagdo entre a triagem fermentativa em xarope de cana-de-acticar
(meio de cultura complexo) e da caracterizacdo tecnoldgica em meio sintético (meio de
cultura definido), a cepa LMQA BSG 7 selecionada com objetivo de representar as cepas
isoladas do residuo de cerveja apresentou uma grande discrepancia nos resultados entre os

testes. A cepa LMQA BSG 7 provem do residuo de industria cervejeira na qual caracteristicas
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da producdo de cerveja sdo distintas das encontradas na fermentacdo de etanol combustivel

[15].

A resposta fermentativa mais branda desta cepa em xarope de cana-de-aguicar pode ser
atribuida a baixa adaptabilidade devido a falta de exposicdo a este substrato. Esta adversidade
ndo ocorre somente em leveduras nao-Saccharomyces, sendo descrito também em
Saccharomyces selecionadas para a producdo de bioetanol que ndo resistiram ao processo
com concentragdes elevadas de xarope [18]. A expressiva resposta fermentativa em meio
definido também ressalta a aplicabilidade biotecnolégica desta cepa na industria de bebidas
alcodlicas como a cerveja e o vinho. Estas bebidas apresentam matérias-primas naturais com
reduzido potencial citotéxico, em contrapartida, o calor e a pressdo aplicado ao xarope
utilizado neste trabalho pode ter favorecido a formacao de derivados de carbono com descrita

acdo deletéria as células de leveduras [35].

Em oposicao, a cepa LMQA SRC 147 apresemtou melhor resposta na triagem em
xarope de cana-de-agucar quando comparada a sua atuacdo em meio sintético. De acordo com
Oliveira et al. (2004) as leveduras ndo sdo relevantes per si, as leveduras s6 sao dominantes
sob determinadas condi¢des [11]. Desta forma, é possivel justificar que em condi¢des de
maior estresse osmotico, maior concentragdo celular e maior temperatura esta cepa perde a

relevancia fermentativa.

Buscando agrupar as leveduras em ordem de relevancia para a aplicac¢do industrial, foi
realizada a andlise de correlagdo (analise de componentes principais — PCA) entre as cepas
considerando os dados do rendimento em biomassa (Yy;), rendimento em etanol (Yy,) €
produtividade. A matriz de correlacdo resultou em cinco agrupamentos de acordo com os CP1
(variabilidade 61,3 %) e CP2 (variabilidade 20,14 %). O grafico de dispersdao de CP1 vs CP2
¢ mostrado na Figura 3. De acordo os resultados da andlise de correlacdo, as cepas LMQA
SRC 147 (A), LMQA CRC 34 (C) e BSG 7 (E) formaram grupos isolados, enquanto que as
cepas CAT-1, PE-2 e LMQA SRN 65 (D) apresentaram maior proximidade, assim como as
cepas LMQA CRC 32, 35, LMQA SNR 81, e LMQA SRC142, 143 (B). Em funcdo da
aplicabilidade industrial para a producdo de etanol, pode-se destacar as cepas dos grupos E e

D como relevantes, o grupo B e C como mediano e o grupo A como nao satisfatorio.
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ANALISE DE COMPONENTE PRINCIPAL - CORRELACAO

C

CRC34 . D

1 “
CAT- 65
A
C 147
B

-1

CP2 - (20,14 %)

.SG 7

2

—
5]
w

3 2 -1 0
CP1-(61,3 %)

CRC 32
CRC35
CRC37 CRC 34
SNR 81
SRC 142
SRC143

RUIM IRRELEVANTE PRODUTIVIDADE ~ PADRAO SUPERIOR

Figura 3- Andlise de componentes principais (PCA) entre os dados de rendimento em biomassa, rendimento em etanol, e
produtividade das 10 cepas selecionadas pela fermentagdo de triagem, e as duas cepas industriais PE-2 e CAT-1.

CP1 =0.5804 x (Yx/s) + 0.5666 x (Yp/s) + 0.5849 x (prod), e CP2 = - 0.4887 x (Yx/s) + 0.8169 x (Yp/s) — 0.3063 x
(prod).

Os diferentes grupos ressaltam as cepas que apresentaram semelhanca diante dos dados de componentes principais, e
ressaltam a aplicabilidade industrial das cepas analisadas.

3.4. Comparacao cariotipica das cepas selecionadas

A cariotipagem por PFGE (eletroforese em gel de campo pulsado) foi realizada para as
mesmas cepas (n=10) que tiveram os parametros fermentativos avaliados, e mais as duas
cepas industriais. Visando comparar as cepas a nivel molecular, foi possivel distinguir 6
padrdes de bandas, como demonstrado na Figura 4 (diferencas evidenciadas pelas setas). O
padrdao de bandas obtido pelas cepas LMQA SRC 142, 143 foi similar ao padrdo de banda
apresentado pela cepa PE-2. As cepas LMQA CRC 32, 34 e LMQA SRC 147 apresentaram
grande similaridade no perfil cariétipo, assim como as cepas LMQA SNR 65 e LMQA CRC
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35. As cepas LMQA SNR 81, LMQA CRC 37, e LMQA BSG 7 apresentaram padrdes de

bandas individualizados, assim como a cepa CAT-1.
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Figura 4- Perfil cariotipico das cepas selecionadas a partir dos dados da fermentacdo de triagem em xarope de cana de agtcar.
Fotografia do gel de agarose obtido pelo equipamento UVP Biolmagem System ressaltando o perfil de bandas de cada cepa. As
setas vermelhas destacam as regides distintas entre os padrdes analisados.Os circulos coloridos indicam o grupo ao qual a cepa
pertence em fungdo da resposta fermentativa descrito na figura 3.
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A cariotipagem foi utilizada para avaliar a diversidade das leveduras diante do perfil
cromossomal das cepas com a melhor capacidade de producdo de etanol. As metodologias
moleculares sdo importante ferramentas para o estudo da diversidade ecoldgica,
principalmente para a avaliagdo das variagdes intraespecificas decorrentes da pressao seletiva
ambiental, e sdo aplicdveis no controle em bioprocessos industriais € no desenvolvimento
tecnologico [8]. Diversas metodologias podem ser empregadas para a andlise de
polimorfismos genéticos em leveduras, por exemplo, a cariotipagem eletroforética em campo
pulsado PFG, a reacdo em cadeia da polimerase — PCR, polimorfismo obtido pela restricao do
DNA mitocondrial — mtDNA-RFLP, amplificagdo randomica de DNA polimérfico — RAPD,
andlise de microssatélites [8,13]. A cariotipagem (PFG) é capaz de diferenciar eficientemente
padrdes intra e interespecificos de leveduras provenientes de fermentacdo em caldo de cana-

de-actcar [13].

Embora de grande importancia para desvendar variagdes populacionais, estas anélises
ndo avaliam a capacidade fisioldgica das cepas. Para a distingdo de cepas isoladas e selecao
de leveduras potenciais para a aplicacdo biotecnologica, é imprescindivel a avaliacdo

molecular atrelada a investigacdo fisiolégica e bioquimica [13].

De acordo com os dados dos perfis cariotipicos foi possivel afirmar que os padrdes das
cepas LMQA SRC 142 e 143 condizem ao perfil apresentado pela cepa industrial PE-2,
podendo ser consideradas como a mesma cepa. Contudo, o potencial fermentativo revelado
pelos dados de rendimento em etanol, rendimento em biomassa e em produtividade ndo se
assemelham. A divergéncia no agrupamento das cepas diante da caracteriza¢ao fermentativa e
dos padrdes da cariotipagem demonstra a existéncia de outros fatores que determinam a
repercussdo das cepas diante das condi¢des ambientais [13]. Ao exemplo das cepas LMQA
SRC 142, 143, e PE-2, similaridade genotipica e diferencas fenotipicas ndo sdo incomuns.
Essa disruptura ja foi relatada para cepas isoladas em fermentacdes de vinho [42] e cachaca
[8]. As variacOes da expressdao génica podem ser frutos de recombinacdes entre cromossomos
homdlogos, rearranjos, delecdoes e duplicagdes intracromossomais, além da translocacdes
intracromossomais [8]. Além disso, variagdes epigenéticas provocadas por fatores externos
podem resultar em padrdes fisiologicos distintos numa mesma cepa, como descrito em

leveduras GAR" estimuladas por 4cido ldtico [46].

Na cariotipagem ou nas técnicas polimoérficas por restricao, as mutacdes sequenciais ou
pequenas delecdes cromossomais podem ndo ser representativas para a alteracdo do perfil

eletroforético. Este fendmeno pode ser observado pela restrigdo com a enzima Sfil na levedura
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Candida molischiana, que ndo apresentou divergéncias quando o perfil de restricdo for
comparado com a cepa mutada [43]. Tais alteragdes sutis podem comprometer importantes
regides génicas relacionadas direta ou indiretamente com o estado fisiolégico da célula e com
a capacidade de adaptagdo ao estresse ambiental. A expressdo diferencial de genes estd
intimamente relacionada aos aspectos fisioldgicos da levedura. Um exemplo de alteracio
génica possivel é a delecao do gene HOG, resultando na redugdo da capacidade fermentativa

[44].

Em oposicdo, o comportamento fermentativo semelhante de cepas com distintos
padrdes cariotipicos foi observado. Esta divergéncia, como observado entre as cepas LMQA
CRC 35, LMQA SRC 142 e LMQA SNR 81, tem como fator convergente a forte selecao
natural atribuida as condi¢Oes ambientais e microbioldgicas do processo fermentativo [9,12].
Essa distincdo cariotipica pode ser resultante da capacidade inerente de algumas cepas de
renovar o genoma diante de adversidades [8]. De acordo com Mortimer et al. (1994) novos
gendtipos podem surgir em leveduras homotélicas (auto-fértil, capaz da reproducdo
autonoma) diploides através da alteracdo de multiplos genes heterozigotos, tornando-se
diploides homozig6ticos com caracteristica mais marcantes quando comparados aos parentais.
Essas alteracdes podem contribuir para a resisténcia em relacdo ao ambiente e
consequentemente favorecer o predominio dessas linhagens secunddrias [8,45]. Esta
resiliéncia gendmica pode ser equivalente a relatada para a cepa industrial PE-2 que apresenta
plasticidade até em regides teloméricas e subteloméricas favorecendo a capacidade adaptativa
aos diferentes estresses do processo [2]. A hibridizacdo entre as leveduras também permite

maior plasticidade celular diante das condi¢Oes adversas [9].

4. Conclusoes

Visando ressaltar os recursos bioldgicos provenientes da produg¢do de cachaga
artesanal e de bagaco de malte cervejeiro, este trabalho apresentou caracteristicas importantes
no processo de selecdo de leveduras para a aplicacdo em fermentacao industrial de bioetanol
combustivel. Dentre as 134 leveduras estudadas, foi possivel distinguir dois perfis de
morfologia celular, cepas com células livres e tnicas, e cepas com células em floco de neve.
A triagem em xarope de cana-de-acicar permitiu distinguir a capacidade das cepas
leveduriformes unicelulares na produgdo de etanol, possibilitando a selecdo das cepas para a

caracterizacdo do rendimento em biomassa, rendimento em etanol e produtividade. Esta etapa
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foi essencial para revelar detalhadamente a capacidade para a aplicag¢do industrial e junto com
a andlise de componentes principais (PCA) foi possivel agrupar as cepas de acordo com a
relevincia para aplicacdo industrial. A cariotipagem finalizou este conjunto de agdes
destinadas ao conhecimento detalhado das leveduras selecionadas. Os resultados mostraram
que o alto potencial para a aplicacdo industrial das cepas LMQA SNR 65 e LMQA BSG 7

ndo € impresso por padroes cromossdmicos semelhantes.

O direcionamento fisioldgico pela selecdo natural de leveduras provenientes ambientes
pouco explorados, como a producdo de cachaga artesanal e o bagaco de malte cervejeiro, e
sua bioprospeccao pode contribuir consideravelmente para oretorno econdmico do setor de

biotecnologia através da inovagdo e aperfeicoamento de bioprocessos.
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Resumo

A agressividade do processamento industrial de cana-de-agicar para a produgdo de etanol
combustivel demanda leveduras robustas para a viabilizagdo econdmica do processo. Os
dados deste trabalho ressaltam a capacidade fermentativa das cepas LMQA SRC 143 e PE-2
diante do reciclo de células e lavagem &cida. Os dados da fisiologia celular demonstraram
maior sensibilidade da cepa LMQA SRC 143 diante do estresse intenso e repetitivo
apresentado pelo processo, enquanto que PE-2 apresentou maior equilibrio e estabilidade,
principalmente em relacdo a reserva de glicogénio e integridade do DNA. Em adi¢do, a
contaminac¢do bacteriana pelo Lactobacillus fermentum aditivou a resposta fermentativa da
cepa LMQA SRC 143, além de melhorar a estabilidade fisioldgica das células contrariando o
senso comum da agdo totalmente negativa desencadeada pela contaminagdo. Estas
constatacoes destacam a importancia da prospeccdo de leveduras em ambientes aquém da
propria usina de etanol e confere a possibilidade do estabelecimento de processos rentdveis
sem a necessidade do “‘ajuste” ecoldgico entre leveduras e bactérias por meio de agentes

quimicos antibidticos.

Palavras-chave: citometria, biocombustivel, fisiologia celular, bioetanol, cana-de-agicar
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1. Introducao

As preocupagdes com a demanda energética e questdes ambientais impulsionaram o
desenvolvimento de variedades de cana-de-acticar mais produtivas e processos mais rentaveis,
entretanto a magnitude e a natureza do processo industrial inviabiliza a esterilidade no mosto
de fermentagao (1-3). A presenca de bactérias contaminantes, principalmente bactérias acido
lacticas (BAL) durante todas as fases da fermentacdo é comum (4). A selecdo de cepas de
leveduras com alto potencial fermentativo mesmo na presenca de contaminantes pode ser um

caminho para o aumento produtivo de etanol em escala industrial.

No Brasil, a producio do bioetanol a partir de cana-de-acticar ocorre massivamente em
processo com a alta densidade de células e mosto contendo de 150 a 200 g.L' de aciicares
totais, sendo a sacarose o principal carboidrato (3, 5-7). Além disso, o reciclo de células é
intenso, sendo realizado em média 210 vezes durante a safra, perdurando entre 6 a 8 meses
consecutivos com ciclos de duracdo entre 6 a 15 horas com producdo média de 8 a 11 % v/v
de etanol (5-8). Para processos sem o reciclo celular, é descrito a razdo de sintese de 80 kg de
levedura gerado a cada 1000 L de etanol (3, 9). O reaproveitamento celular através do reciclo
€ vantajoso por reduzir o investimento energético para desenvolvimento da biomassa celular,

aumentando o rendimento fermentativo com ciclos fermentativos de menor duracdo (10).

As caracteristicas fisico-quimicas da matéria-prima e do processo produtivo, como pH,
composi¢do de dgua e acucares, micronutrientes favorecem o estabelecimento de bactérias
(11-14). A matéria-prima, os insumos e o préprio processamento sdo vias de entrada destes
micro-organismos (4). A impossibilidade de manter a esterilidade criou a necessidade do
controle da populacdo bacteriana que € carreada junto as leveduras para o reciclo celular (3,
4). Na producgdo de etanol de cana-de-agucar € aplicado a centrifugacdo seguido da lavagem
adcida com pH 2.0-2.5 por 1-2h (3, 10). A lavagem dcida é capaz de reduzir em
aproximadamente 45 % a populacdo de bactérias contaminantes, além disso, o controle
adicional pode ser realizado durante a fermentacdo por agentes quimicos antibidticos que
promovem a reducdo de 1000 a 10000 vezes contagem a contagem de células por mL.
Através destes procedimentos a contaminagdo final do mosto ainda pode perdurar ao redor de
10° UFC.mL", consistindo num problema inato deste tipo de processo (3, 15). Em
concentragdes ao redor de 10 UFC.mL" a presenca de bactérias pode conferir a reducdo de 1

a 5 % do processo, sendo as bactérias dcido lacticas (LAB) os principais contaminantes (3, 4,
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13). As LAB apresentam resisténcia ao etanol, variacdo osmdética e de pH, além de apresentar
alta taxa de crescimento no mosto de fermentacdo e alto producdo de metabdlicos
secunddrios, principalmente dcidos organicos (4, 16-21). O género Lactobacillus é o mais
representativo dentre as bactérias contaminantes, sendo a espécie Lactobacillus fermentum a
principal bactéria encontrada em nas plantas produtoras de etanol combustivel (4, 7, 21).
Entre os efeitos negativos descritos, esta cepa € capaz de reduzir a viabilidade celular e a
produtividade em etanol através da competi¢do por micronutrientes, por acdo dos acidos

organicos e outros metabdlitos sintetizados durante a fermentagdo (15, 21).

Apesar dos relevantes beneficios atrelados ao reciclo de células com a lavagem é&cida, a
exposicao repetitiva das leveduras aos agentes estressantes (etanol, altas concentracdes de
substrato, alteracdo do pH) e a presenca constante da contaminagdo bacteriana representam
um poderoso agente seletivo para as leveduras fermentativas (4, 22). Somente as leveduras
mais adaptadas sdo capazes de sobreviver e manter a homeostase celular (22). A utilizagao de
levedura selecionada visa o aumento da produtividade industrial com a premissa de maior
eficiéncia no consumo e a utilizacdo do substrato, altas taxas metabdlicas, efici€ncia
energética e robustez frente as condi¢cdes adversas (22). O melhor desempenho frente a
contaminacdo bacteriana traz beneficios em produtividade e redu¢do do custo de
processamento por meio da reducdo do uso de adjuntos como antibidticos, acidos e
antiespumantes (15). A redug¢do do uso de antibidticos também favorece os ganhos na
inddstria de etanol. O creme de levedura ndo tratado com antibidticos tem maior aceitacdo
como subproduto fonte de proteina na alimentacdo animal e humana, e evita a promog¢ao de

resisténcia seletiva aos contaminantes (9, 15, 21).

A viabilidade, vitalidade e os compostos de reserva sdo importantes parametros usados
para a selecdo de cepas para a aplicacdo industrial, pois indicam a resisténcia celular (22, 23).
Para a fermentacdo etandlica, o acompanhamento da concentracdo de glicogénio e trealose,
viabilidade e vitalidade das leveduras retrata a capacidade fermentativa e a robustez
fisiologica diante do processo (23). A citometria de fluxo é uma ferramenta poderosa e rdpida
para a andlise de células individuais através de excita¢do por luz incidente e medi¢do por
fluorescéncia emitida (24). Este tipo de anélise possibilita a avaliagdo de diversos parametros
celulares simultaneamente através de moléculas (fluor6foros) que evidenciam de estruturas

especificas (23, 24).

Desta forma, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da contaminagdo bacteriana e

do reciclo celular com a lavagem 4cida sobre as caracteristicas fermentativas e fisioldgicas de
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duas cepas de leveduras selecionadas. A caracteriza¢do fermentativa considerou a producao
de etanol, o consumo de substrato e o pH como varidveis, enquanto que a fisiologia celular
avaliada por citometria de fluxo revelou a viabilidade, vitalidade e a concentracao dos

compostos de reserva glicogénio e trealose nas leveduras.

2. Material e métodos

2.1. Micro-organismos

Foram testadas as leveduras Saccharomyces cerevisiae LMQA SRC 143 e PE-2, e
como contaminante a bactéria Lactobacillus fermentum CCT1668. A cepa LMQA SRC 143 é
uma levedura selecionada, proveniente de fermento reciclado da produgdo de cachaca
artesanal (25). Esta cepa foi escolhida para este teste por ter apresentado viabilidade celular de
94,3 % em fermentacdo em xarope de cana-de-acucar (20 ° Brix) em co-cultura com o L.
fermentum durante 48 horas a 30° C. Este resultado foi obtido em pré-teste com as 10
melhores cepas selecionadas pela capacidade fermentativa em xarope de cana-de-agucar,
indicando que esta cepa apresenta maior robustez frente a presenga desta espécie de BAL. A
cepa PE-2 foi escolhida como levedura parametro para este trabalho. Esta cepa de
Saccharomyces cerevisiae € resistente ao estresse provocado pelo processo fermentativo,
apresenta alta produtividade, e estd entre as cinco leveduras mais empregadas para a produgdo
industrial de bioetanol combustivel no Brasil (2, 3, 7, 22). O Lactobacillus fermentum foi
escolhido como agente contaminante. Esta espécie é relatada em toda a cadeia produtiva

(mosto, xarope, vinho, fermento reciclado), produz altos niveis de &cidos organicos e

apresenta grande potencial para inducao de floculagdo em leveduras (4, 7).

As leveduras foram mantidas congeladas em caldo extrato de malte — (MEB) [20 g.L'1
glicose (Synth, Diadema, Brasil), 20 g.L’1 peptona (Acumidia, Lansing, EUA), 20 g.L‘1
extrato de malte (Neogen, Lansing, USA), pH final 6.7] suplementado com 30% v/v de
glicerol (Dinamica, Diadema, Brazil). Para os testes, as cepas foram reativadas em Malt
Extract Agar — (MEA) [20 gL' agar (Kasvi, Curitiba,Brazil), 20 g.L"' glicose (Synth,
Diadema, Brazil), 20 g.L'1 extrato de malte (Neogen, Lansing, USA), 1 g.L‘1 peptona
(Acumidia, Lansing, EUA)] a 25°C por 7 dias.
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O L. fermentum foi mantido congelado em 52,0 gL' caldo de Man, Rogosa and
Sharpe — MRS (Merck, Darmstadt, Germany) suplementado com 30% v/v de glicerol
(Dindmica, Diadema, Brazil). A cepa foi reativada em tubo “slant” de agar de Man, Rogosa
and Sharpe MRS-agar [52,0 g.L'1 MRS (Merck, Darmstadt, Germany), 20 g.L'1 agar
bacterioldgico (Kasvi, Curitiba,Brazil)] a 30 © C por 24 horas.

2.2. Preparo das fermentacoes

2.2.1. Mosto

O substrato usado para o preparo das fermentacdes foi o xarope de cana-de-acticar
(Usina Granelli, Charqueada, Brasil). O xarope na concentragdo de aproximadamente 63 ° Bx
foi acondicionado em embalagem pléastica PET e mantido em camera fria a -5 ° C até o
preparo das fermentacOes. Para a propagacdo das células o xarope de cana-de-acucar foi
diluido até 10 ° Bx e para o preparo do mosto de fermentacdo foi diluido até 20 ° Bx. Em
ambos os casos, o xarope diluido foi suplementado com 1 g.L”' de peptona bacteriolégica
(Acumidia, Lansing, EUA) e autoclavado a 121 ° C por 20 minutos. Para evitar a
contaminac¢do bacteriana indesejada, o mosto das fermentacOes puras (somente leveduras sem

o contaminante) foi suplementado com 100 mg.L™" de cloranfenicol (Inlab, Sdo Paulo, Brazil).

2.2.2. Inoculo de levedura

A propagacao das células de levedura foi realizada baseado na metodologia descrita por
Basso et al. com modificagdes (22). As células foram propagadas em xarope de cana-de-
acucar na concentragdo de 10 ° Bx. Para cada cepa foram preparados 10 Erlenmeyers com 50
mL de mosto. A propagacdo foi iniciada com a transferéncia de uma algada das coldnias
crescidas em MEA para 50 mL do mosto de propagacdo que foi incubado a 30 ° C sem
agitacdo. Este propédgulo inicial foi alimentado e homogeneizado a cada 12 horas com 50 mL
do mosto de propagacdo até o volume final de 500 mL, mantido a 30 °C durante todo o
processo. As células foram coletadas através da centrifugacdo por 10 minutos a 4800 x ge 5 °
C (Sorvall™ Legend™ XTR, Themo Scientific, Waltam, USA) (5). A massa celular foi
suspendida em xarope de cana-de-acticar 20 ° Bx na razdo de 70 g de células por litro. As

fermentagdes sem o contaminante foram inoculadas com 15 mL deste indculo.
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2.2.3. Inoculo de bactéria

A cultura de Lactobacillus fermentum foi preparada com a transferéncia de uma alcada
de células para 50 mL de caldo de MRS (Merck, Darmstadt, Germany) mantido a 30 °C por
12 horas. Em seguida, esta suspensdo foi alimentada com 200 mL do mesmo meio e mantido
por mais 24 horas a 30 °© C. Apds o crescimento, as culturas foram centrifugadas durante 5
minutos a 7000 x g na temperatura de 5 © C (Sorvall™ Legend™ XTR, Themo Scientific,
Waltam, USA). As células foram lavadas com 100 mL de 4gua peptonada (Acumidia,
Lansing, EUA) 0,1 % e centrifugadas por trés vezes. Ao final do processo de lavagem, a
suspensao de células foi ajustada em aproximadamente 5.10° UFC.mL" por meio da leitura da
absorbancia em espectrofotometro (Beckman DU-640 Spectrophotometer, Beckman Coulter,
EUA). A suspensdo de células foi analisada em comprimento de onda de 600 nm. O in6culo
bacteriano foi ajustado no valor de absorbincia de 0.5 (equivalente a 5.10° UFC.mL"
previamente testado por plaqueamento em superficie com MRS &gar).

Para cada fermentacdo contaminada com a bactéria, o in6culo foi preparado pela
centrifugacdo de 65 mL da suspensdo de células bacterianas durante 5 minutos a 7000 X g na
temperatura de 5 © C (Sorvall™ Legend™ XTR, Themo Scientific, Waltam, USA). Apos a
centrifugacdo, as células foram suspendidas com 15 mL da suspensdo de leveduras em xarope

de cana-de-aguicar 20 ° Bx descrito acima.

2.2.4. Fermentacdes com o reciclo de células

Todas as fermentacdes foram realizadas em Erlenmeyer de 150 mL, com volume final
da fermentacao de 65 mL, sendo 50 mL do mosto e 15 mL de inéculo. Cada fermentacdo teve
duracdo de 9 horas, a 30 ° C, sem agitacdo. Foram realizados oito ciclos sucessivos de
fermentacdo. Cada ciclo fermentativo contou com quatro replicatas das fermentacdes
inoculadas com as varidveis: S. cerevisiae LMQA SRC 143 (L); S. cerevisiae LMQA SRC
143 + L. fermentum (LB); S. cerevisiae PE-2 (P); e S. cerevisiae PE-2 + L. fermentum (PB).

A primeira fermenta¢do foi iniciada a partir da introducdo do indéculo descrito na
sessdo 1.2.2. Nestas condi¢des, todas as fermentagdes do primeiro ciclo apresentaram

concentracdo inicial de leveduras em torno de 10 UFC.mL™". As fermentacOes contaminadas
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contaram também com concentracdo inicial de aproximadamente 10> UFC.mL" de

Lactobacillus fermentum.

A segunda fermentac@o foi iniciada com a biomassa celular de levedura e bactéria
recuperada por centrifugacdo 10 minutos a 7000 x g na temperatura de 5 °© C (Sorvall™
Legend™ XTR, Themo Scientific, Waltam, USA). Apds a centrifugagdo, as células foram

suspendidas em 15 mL xarope de cana-de-agtcar 20 °Bx e usadas.

Para as demais fermentagdes (3° - 8° fermentacdo) a biomassa celular utilizada na
fermentacdo prévia foi recuperada por centrifugacdo durante 10 minutos a 4800 x g na
temperatura de 5 © C (Sorvall™ Legend™ XTR, Themo Scientific, Waltam, USA) (5). Por
conta da lavagem 4cida aplicada a partir do segundo ciclo fermentativo, as fermentacdes LB e
PB foram suplementadas com o inéculo puro de Lactobacillus fermentum. A suplementacio
foi realizada com o centrifugado de 65 mL da suspensdo da bactéria (durante 5 minutos a
7000 x g na temperatura de 5 © C em centrifuga Sorvall™ Legend™ XTR, Themo Scientific,
Waltam, USA). Apés a centrifugacao, estas células foram suspendidas juntamente com as
células de leveduras recicladas (apds o tratamento 4cido) em 15 mL de xarope de cana-de-
actucar 20 ° Bx e usadas como inéculo.

Em todas as fermentagdes o vinho foi deslevedurado por centrifugacdo 4800 X g na
temperatura de 5 °© C (Sorvall™ Legend™ XTR, Themo Scientific, Waltam, USA) e
submetido a andlise de s6lidos soldveis, pH e concentracdo de etanol. Além disso, visando a
andlise as alteracdes fisioldgicas nas leveduras causadas pela reutilizacdo da biomassa, ao
final da 1° fermentagdo (T1), 4° fermentacdo (T2) e 8° fermentagdo (T3) foi recolhido 1 mL

do vinho. Essas amostras foram preparadas em seguida e analisadas por citometria de fluxo.

2.3. Analise do mosto fermentado

A concentracdo de soOlidos soluveis, o pH e a concentracio de etanol foram

quantificados antes e depois das fermentacgdes (27).

Para a andlise de sdlidos soliveis foi utilizado o refratdmetro Digital Hand-held
"Pocket" Refratometro PAL — (ATAGO, Toquio, Japan). O aparelho foi zerado com dgua

destilada. As andlises foram realizadas com 100 uL das amostras dos fermentados.

O pH das fermentacgdes foi analisado com potencidometro manual AK 103 (AKSO, Sao

Leopoldo, Brazil). O equipamento foi calibrado de acordo com as instru¢des do fabricante. As
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amostras foram lidas por meio da submersdo do eletrodo do pHmetro no mosto, sendo
considerado o resultado mostrado no visor apds a completa estabilizacdo.

A determina¢do da concentragdo de etanol foi feita por cromatografia gasosa com
detector por ionizacdo de chama (CG-FID). Para esta andlise, a por¢cao de 1 mL do mosto
fermentado de cada uma das 4 replicatas foi depositada e homogeneizada em um frasco de
vidro (frasco de penicilina 8 mL). Esta amostra resultante de 4 mL foi filtrada em filtro para
seringa 13mm/0.45um (Jet-Biofil, Guangzhou, China) e preparada para a andlise. As andlises

em HPLC foram realizadas de acordo com a metodologia descrita em Ramon et al., (26).

2.4. Lavagem acida

A lavagem 4cida foi realizada em solucdo aquosa de acido sulftirico (Dinimica,
Diadema, Brazil) pH 2. Todas varidveis de in6culo (L, LB, P, e PB) da fermentacdo foram
submetidas a lavagem acida. A lavagem 4cida foi realizada ao final da 2 ° - 7 ° fermentacdo
com a biomassa recuperada apds a centrifugacdo do vinho. A biomassa foi mantida no frasco
de centrifugacdo para a lavagem 4cida. As células foram suspendidas em 50 mL de solu¢do de
acido sulfurico pH 2.0. Esse sistema foi mantido sob agitagdo através de barra magnética
(comprimento de 3 cm) entre 800 - 850 rpm durante 90 minutos a 25 ° C. O pH foi
monitorado com o potencidmetro manual AK 103 (AKSO, Sao Leopoldo, Brazil) durante
todo o processo e a manutencao do pH 2.0 realizada durante o processo de lavagem 4cida com
solucdo de acido sulfurico (Dinamica, Diadema, Brazil) 2N (quando necessario). O tempo e o
pH usado da lavagem 4cida foram determinados com base em artigos relacionados que
assumem o pH 1.8 - 2.5 e o tempo de lavagem 1 — 2 horas (22, 28, 29).

Para o reuso da biomassa apds a lavagem, a solucdo &4cida foi removida por
centrifugacdo durante 10 minutos a 4800 x g na temperatura de 5 ° C (Sorvall™ Legend™
XTR, Themo Scientific, Waltam, USA) e as células usadas para o preparo do inéculo como

descrito na sessdo 1.2.3.
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A sequéncia das fermentacdes, do tratamento dcido e da coleta das amostras para a

andlise de citometria de fluxo pode ser conferida na Figura 1.
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Figura 1- Metodologia esquematizada das fermentagdes com o reciclo de células, lavagem dcida e os pontos coletados para a
andlise de citometria de fluxo.

FERMENTACAO

2.5. Citometria de fluxo

As andlises de citometria de fluxo foram conduzidas com base na metodologia proposta
por Chan et al.(23). As especificacOes dos corantes e a metodologia detalhada do preparo do
tampao e das solucdes fluorescentes estdo descritas nos Materiais Suplementares -

Apéndice.
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2.5.1. Preparo das amostras

Para o preparo das amostras para a citometria de fluxo, todas as centrifugagdes foram
realizadas nas condicdes de 3200 x g porlOmin a 5 ° C em tubos eppendorf em centrifuga
Eppendorf® Minispin® e MiniSpin Plus microcentrifuga pessoal (Eppendorf, Hamburg,
Germany). Aliquotas de 1 mL do vinho com levedura centrifugadas e suspendidas em PBS
(tampdo fosfato salino) foram distribuidas em 6 eppendofs, e novamente centrifugado. Em
seguida, as células de dois eppendorfs foram fixadas em etanol 95% durante 15 minutos (para
os testes com os corantes Acriflavina e A-FITC). Apds a fixacdo, estas amostras foram

centrifugadas e juntamente com demais amostras seguiram para a etapa de coloracao.

Como mostrado no fluxograma da Figura 2, os corantes FDA e Acriflavina foram
aplicados primeiro, devido ao elevado tempo de interagdo entre o corante com a amostra. A
solucdo de FDA - (Fluoresceina Diacetato) foi utilizada para a deteccdo da vitalidade celular.
A coloragdo foi realizada por meio da homogeneizacao de 50 ul da solu¢do de FDA em 50 pl
da suspensio de células, em seguida, incubado por 1 hora a 37°C. A solu¢do de Acriflavina foi
utilizada para corar glicogénio intracelular. As amostras foram coradas com a
homogeneizacdo de 2 pL da solugdo de Acriflavina em 1 mL de suspensdo de cé€lulas. As
amostras coradas com Acriflavina ficaram incubadas por 1 hora no escuro sob a 25 ° C. Apoés
o periodo de incubacgdo, as amostras coradas com FDA e Acriflavina foram centrifugadas e

lavadas com PBS duas vezes seguidas antes da andlise no citdmetro de fluxo.

A concentragdo de trealose intracelular foi evidenciada com a solucdo de A-FITC
(Isotiocianato de fluoresceina - A). As amostras foram preparadas adicionando-se 20 ul da
solucdo A-FITC em ImL de da suspensao de células, incubado por 20 minutos no escuto a 25
° C. Apds o tempo de incubagdo, as amostras coradas com A-FITC foram centrifugadas e
lavadas com PBS por duas vezes seguidas. A anélise de trealose foi realizada somente em T1

e T3.

A viabilidade celular foi analisada com base na integridade do material genético pelo
corante AO (Alaranjado de Acridina) e pela integridade da membrana plasmatica pela
interacdo com o corante PI (Iodeto de propidio). Para a coloragdo com AO a amostra foi
preparada com 200 ul de solucdo de AO em 200 ul de suspensdo de células célula. E para
andlise de PI foi adicionado 5 ul de PI (1 mg.mL'l) em Iml de suspensdo de célula. Estes

ensaios foram analisados separadamente em citdmetro de fluxo imediatamente apds a mistura
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do corante com a suspensdo de células. A viabilidade foi estabelecida pelas médias
geométricas da intensidade de fluorescéncia de AO e PI. O branco da amostra foi preparado

com a centrifugacdo e suspensdo das células em PBS sem a adic@o de corantes.

PASSOS
1 2° 3° o 5°
_ control 1mL PBS
’ sﬁ:c:::“ ‘ Centrifugagdo (suspender)
3200 x g/10min
500ul AO
AO N *
» 5004l em 5004l PBS » 3§;gtnfu/g:ga ° 500u! PBS
" a xg/10min (suspender)
10°celulas.mL? em PBS PBS —
Pl . ~ Sl PI
_ W » somimipss P o uenee 1mi PBS
v Q2 E g (suspender)
< 1ImL g3
@
Ex DA 50l FDA 1mL PBS
— ‘ § § 50w em 5041 PBS 50ul PBS Centrifugagdo (suspender) 1mL PBS
o 1 hora - 37°C 3200x g /10min | Centrifugacdo (suspender)
3200 x g /10min
2ul Acriflavina 1
. mL PBS
» Acriflavina * 1ml PBS Centrifugagdo (suspender) 1mL PBS
2yl em 1ml PBS 1 hora - Es?uro 3200xg/10min | Centrifugagio ; (suspender)
Etanol Temp. Ambiente 3200 x g /10min
1mL PBS
-FIT¢
‘ Com A-FITC ‘ 20l Com A-FITC | centrifugacio ( der) 1mL PBS
20p! em 1ml PBS 1ml PBS . suspender
20 min - Eouro | 220X /10min | centrifugagio | (suspender)
Temp. Ambiente 3200x g /10min

Figura 2- Fluxograma da metodologia sequencial de colorag@o das células de levedura para citometria de fluxo com os corantes

Fluoresceina Diacetato, Acriflavina, A-FITC, Laranja de Acridina e lodeto de Propidio.

2.5.2. Obtencao e analise dos dados de citometria de fluxo

Cada uma das quarto replicatas de cada fermentacdo foi analisada no Gallios® Flow
Cytometer (Beckman Coulter, Inc., Brea, EUA) para a aquisi¢do dos dados de fluorescéncia
relativos a viabilidade, vitalidade, glicogénio e trealose celular. Foram considerados 10*
eventos analisados por corrida. As amostras coradas com AQO, Acriflavina, e A-FITC foram
excitadas com comprimento de onda em 488 nm e a fluorescéncia emitida na regido de 525/20
nm foi detectada utilizando do canal FL 1. As amostras coradas com PI também foram
excitadas em comprimento de onda em 488nm, porém a fluorescéncia emitida foi detectada
na regido de 620/30 nm utilizando do canal FL 3. O tratamento dos dados foi realizado no
software KALUZA® e FlowJo™, sendo os resultados expressos pelo média geométrica da
intensidade da fluorescéncia — (Geometric Mean of Fluorescence Intensity - GMFI) como

mostrado pela Figura 3.

| ANALISAR EM CITOMETRO DE FLUXO |
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Figura 3- Esquematiza¢io da andlise dos dados através do software FlowJo® para a obtencdo da média geométrica da
intensidade de fluorescéncia (MGIF) emitida pelas células de levedura no citometro de fluxo.

2.6. Analise estatistica

Todas as fermentagdes foram realizadas em quadruplicata para cada variavel (LMQA
SRC 143, LMQA SRC 143 BAL, PE-2, PE-2 BAL). Os dados de variagdo do pH e da
concentra¢do do substrato das fermentagcdes foram apresentados pela média dos quatro valores
com o desvio padrao correspondente. Os dados de concentracdo de etanol foram apresentados
pela média dos resultados das trés andlises cromatograficas realizadas com a amostra mista (4
mL de amostra composta por 1 mL de cada fermentagdo como descrito no item 1.2.4) e o
desvio padrdo correspondente. A correlacdo entre os dados da concentragdo de etanol,
consumo de substrato e pH foi realizada pela andlise de correlacdo simples entre varidveis
sendo considerado 1 % de significancia (p < 0.01). As andlises por citometria de fluxo foram
realizadas independentemente para cada fermentacao, ou seja, cada uma das quatro replicatas
de cada fermentacdo foram coradas e analisadas individualmente. Os resultados para cada
varidvel em fung¢do de cada corante AO, PI, FDA, ACRIFLAVINA ou A-FITC foram

expressos pela média das 4 leituras com o desvio padrio correlato.

Tanto os dados fermentativos (pH, concentracdo de soluto e etanol) quanto os dados da
fisiologia celular (média geométrica da intensidade da fluorescéncia emitida) tiveram a
variancia investigada pela ANOVA. Os dados foram comparados entre os diferentes tipos de
indculo (P, PB, L e LB) para avalia¢do do efeito da contaminagdo bacteriana, e entre as o0ito

fermentagOes para avaliacdo do efeito do reciclo celular e lavagem dacida. A diferenca
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estatistica significativa com 5 % de significancia (p < 0.05) entre os dados com distribui¢ao
normal foi determinada pelo teste paramétrico de Scott-Knott, enquanto que a comparacao
estatistica entre os dados nao-normais foi determinada utilizando o teste ndo-paramétrico de
Kruskal-Wallis. Além disso, somente a comparacdo entre os valores iniciais e finais da
concentracdo de trealose (dados de A-FITC) foram comparados pelo teste ndo-paramétrico de
Mann-Whitney ao nivel de 5 % de probabilidade. Todo os testes estatisticos deste trabalho
foram realizados com o software Assistat versao 7.7 pt — free software - 2017 (Campina

Grande, Brazil) (30).

3. Resultados

3.1. Dados gerais das fermentacoes

A andlise global das oito fermentagdes revelou que a cepa LMQA SRC 143 (L)
apresentou concentracdo média de 8,30 + 2,46 % v/v de etanol, enquanto que a fermentacio
com a mesma cepa em co-cultura com a bactéria lactica (LB) apresentou concentragdo média
de 9,01 + 1,20 % v/v, ou seja, LB apresentou producao de etanol 7,88 % em média maior do
que L. Em relacdo ao consumo de substrato analisado pela alteragdo de sélidos soldveis no
mosto de fermentacdo foi de 7,29 + 1,98 ° Brix para L e 8,01 £ 1,34 ° Brix (8,99 % maior)
para LB. A variagdo média do pH de 1,21 + 0,14 para das fermentacdes com L representou

0,83 % maior que a variacdo média do pH para as fermentagdes de LB que foi de 1,20 £ 0,19.

Nas fermentagdes com a cepa PE-2 (P) a concentracao média de etanol 7,70 £+ 2,28 %
v/v etanol foi 8,57 % maior do que o valor médio de 7,04 + 1,96 % v/v de etanol apresentado
pela fermentagc@o com o contaminante (PB). O consumo médio do substrato também foi maior
para as fermentagdes puras. Com o valor de 8,80 + 2,80 ° Brix o consumo de substrato por P
representou 4,66 % maior que PB com 8,39 + 2,03 ° Brix. A variacdo média do pH pela cepa
PE-2 também foi distinta da resposta apresentada pela LMQA SRC 143. Para esta a
fermentagdo contaminada apresentou variacdo 5,69 % maior do que a fermentacdo pura,

sendo o valor de 1,16 £ 0,13 para P e 1,23 + 0,13 para PB.
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Apesar das variacOes entre os valores médios dos dados apresentados acima, a
comparagdo entre as quatro formulacdes de indculos (L, LB, P e PB) a nivel de 5 % de
significancia demonstrou que ndo houve diferenca estatistica. Os dados destas andlises estdo
descritos na Tabela 1 — Etanol, Tabela 2 — Consumo do substrato e Tabela 3 — varia¢ao do

pH.

Tabela 1- Valores da concentracdo de etanol obtidos nas oito fermenta¢des sequenciais das cepas puras e contaminadas com
a bactéria latica em cultivo a 30 ° C durante 9 horas.

CONCENTRACAO DE ETANOL (% v/v)

Ferm. P PB L LB
1° 3,35 + 0,26 *° 4,36 + 0,18"%° 3,78 + 0,56 *? 535 + 0,10"°
2° 523 + 0,32"%° 3,41 + 0,40 *° 433 + 0,16 *° 6,81 + 0,05"%?
3° 6,78 + 0,51"%° 7,88 + 0,63"%° 7,89 + 0,85 *° 7,61 + 0,17"%°
4° 8,41 + 0,20"%° 7,59 + 0,15"%° 8,59 + 0,48 *? 8,24 + 0,23"%°
5° 9,45 + 0,20"%° 8,08 + 0,24"%"° 8,02 + 0,46 *° 8,57 + 0,72"%"°
6° 9,47 + 0,33"%° 8,94 + 047 °° 8,55 + 0,69 *? 932 + 0,17 *°
7° 8,94 + 0,16"%° 8,74 + 0,33 °°? 8,22 + 0,29 *? 8,80 + 0,54"%°
8° 10,01 + 0,78 *° 7,35 + 0,13 *®° 8,91 + 0,50 *? 9,36 + 0,42"%°
MED 7,70 + 2,28" 7,04 + 1,96" 8,30 + 2,46" 9,01 + 1,20*

P — S. cerevisiae PE-2; PB — S. cerevisiae PE-2 + L. fermentum; L. — S. cerevisiae LMQA SRC 143; LB — S. cerevisiae
LMQA SRC 143 + L. fermentum. Os dados da concentragdo de etanol no mosto sdo mostrados pela média + desvio padrdo. A
primeira letra sobrescrita representa a relag@o estatistica entre as oito fermentagdes, e a segunda letra sobrescrita representa a
relagdo estatistica entre as diferentes constitui¢des dos indculos na mesma etapa de fermentacdo. As letras maidsculas
indicam resultados obtidos através do teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis e as letras mintdsculas indicam os resultados
obtidos através do teste paramétrico de Scott-Knott. A comparacdo estatistica da média foi obtida analisando os dados de
todas as replicaras de todas as fermentagGes para cada tratamento.

3.2. Influéncia da presenca do Lactobacillus fermentum nos parametros

fermentativos

As andlises estatisticas dos dados da producdo de etanol revelaram que apenas a
fermentacdo 2 apresentou diferenca estatisticamente significativa entre L e LB. Neste caso, a
fermentagdo 2 contaminada com o L. fermentum (LB) apresentou 6,81 + 0,05 % v/v de etanol,
valor em média 57,27 % maior do que a producdo de etanol apresentada por (L) que foi de

4,33 £ 0,16 (Tabela 1).
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Em relacdo ao consumo de substrato indicado pela alteracdo dos sélidos soliveis do
mosto, entre L e LB ndo houve diferenca significativa nas fermentacdes 3 e 8. Das
fermentagdes com diferencas significativas, somente na fermentacio 4 o consumo de
substrato de L no valor de 9,83 + 0,34 ° Brix foi maior em 13,24 % em relagdo a LB que
apresentou 8,68 + 0,19 ° Brix. Em oposi¢do, LB apresentou maior consumo de substrato nas
fermentagdes 1, 5, 6 e 7. Na fermentacdo 1, LB com 6,38 + 0,21 ° Brix representou o
consumo 26,83 % maior em relacdo aos 5,03 + 0,55 ° Brix apresentado por L. Na fermentacao
5 a diferenca foi de 7,77 % em relacdo a fermentacdo pura, com LB apresentando 9,70 + 0,18
° Brix e L 9,00 + 0,18 ° Brix. Seguindo, a diferenca na fermentacdo 6 foi maior em 12,52 %
em relacdo a fermentacdo pura, com LB de 10,78 + 0,77 ° Brix e L de 9,58 + 0,30° Brix, e
para a fermentacdo 7 esta diferenca foi de 10,53 %, com LB com 11,15 + 0,83° Brix e L com

10,63 £ 0,13 ° Brix, apresentado na Tabela 2).

Tabela 2- Dados da avaliagdo do consumo de substrato através da variacdo de sdlidos soliveis durante as oito fermentacdes
sequenciais das cepas puras e contaminadas com a bactéria litica em cultivo a 30 ° C durante 9 horas.

CONSUMO DO SUBSTRATO (° BX)

Ferm. P PB L LB

1° 4,63 + 1,33 ®° 533 + 0,17°%° 503 + 0,55%° 6,38 + 0,21%°
2° 4,20 + 0,76 ®*® 4,80 + 0,52 3,63 + 0,95°° 525 + 0,24%*
3° 8,93 + 0,26 "*° 8,83 + 0,26"° 8,65 + 0,26"%° 9,15 + 0,65"%°
4° 873 + 0,38 "** 10,18 + 0,77*° 9,83 + 0,34"%¢° 8,68 + 0,19"%°
5° 10,70 + 0,08 *** 9,13 + 0,22"%° 9,00 + 0,18"%® 9,70 + 0,18 "%
6° 10,33 + 0,217 9,38 + 0,41%° 9,58 + 0,30"%° 10,78 + 0,77*°
7° 11,53 £ 0,30%° 9,83 + 0,30"° 10,08 + 0,30"%“° 10,98 + 0,29"%°
8 11,38 + 0,28"° 9,65 + 0,54"° 10,63 + 0,13*° 11,15 + 0,83"*°
MED 8,80 + 2,80" 8,39 + 2,03" 7,29 + 1,98" 8,01 + 1,34"

P — S. cerevisiae PE-2; PB — S. cerevisiae PE-2 + L. fermentum; L. — S. cerevisiae LMQA SRC 143; LB — S. cerevisiae
LMQA SRC 143 + L. fermentum. Os dados do consumo de substrato através da variacdo de s6lidos soliveis no mosto sdo
mostrados pela média + desvio padrdo. A primeira letra sobrescrita representa a relacdo estatistica entre as oito fermentagdes,
e a segunda letra sobrescrita representa a relacio estatistica entre as diferentes constituicdes dos indculos na mesma etapa de
fermentacdo. As letras maidsculas indicam resultados obtidos através do teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis e as letras
minusculas indicam os resultados obtidos através do teste paramétrico de Scott-Knott. A comparacio estatistica da média foi
obtida analisando os dados de todas as replicaras de todas as fermentagdes para cada tratamento.

Apesar do pH ter apresentado variagdo pouco acentuada, a variagdo de pH entre L e
LB nas fermentacOes 1, 3 e 5 foram diferentes estatisticamente. Na fermentacdo 1, LB
apresentou variacdo média de pH de 1,49 sendo 12,87 % maior que L que apresentou pH de

1,32. Nas fermentacdes 3 e 5 a maior variacdo foi observada em L, sendo os valores para esta
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cepa pura 4,46 % e 1,80 % maiores em relacdo as fermentagcdes contaminadas. A variagao
média na fermentagdo 3 foi de 1,17 £ 0,03 para L e 1,12 + 0,02 para LB, e na fermentacao 5

foi de 1,17 £ 0,02 para L e 1,105 £ 0,02 para LB, como mostrado na Tabela 3.

Entre as fermentacdes inoculadas com a cepa PE-2 pura (P) e contamina com a
bactéria (PB) diferencas estatisticas significativas foram observadas nos dados de producao de
etanol das fermentacoes 2, 4, 5, 8. Diferentemente dos dados da cepa LMQA SRC 143, para
PE-2 o indculo puro sempre apresentou producdo de etanol maior do que a fermentacao
contaminada. Na fermentacdo 2 a diferenca na producdo de etanol de L foi 53,37 % maior em
relacdo a LB, com L apresentando 5,23 + 0,32 % v/v e LB 3,41 + 0,40 % v/v. Com produc¢do
de 8,41 = 0,20 % v/v, P apresentou producao 10,80 % maior em relacdo a PB que apresentou
7,59 £ 0,15 % v/v de etanol na fermentacio 4. Na fermentagdo 5 a producao de 9,45 + 0,20 %
v/v em P foi 16,95 % maior em relacdo a LB que apresentou 8,08 + 0,24 % v/v. E na
fermentacdo 8, a producdo de 10,01 = 0,78 % v/v por L foi 36,05 % maior em relacdo aos

7,35 + 0,13 % v/v apresentado por LB, exposto na Tabela 1.

Tabela 3 - Dados da variagdo do pH durante as 8 fermentagdes sequenciais das cepas puras e contaminadas com a bactéria
latica em cultivo a 30 ° C durante 9 horas..

VARIACAO DO pH
Ferm. P PB L LB
1° 1,09 + 0,02°%° 1,29 + 0,00"%° 1,32 + 0,05%° 1,49 + 0,02 "¢
2° 089 % 0,03%° 1,01 + 0,04%° 0,92 + 0,06°° 0,89 + 0,05“°
3° 1,22 + 0,077% 1,19 + 0,027 1,17 + 0,037 1,12 + 0,02°%°
4° 1,39 + 0,03*° 1,34 + 0,07*° 1,33 + 0,00*° 1,38 + 0,02*°
5° 1,14 + 0,04"C° 1,20 + 0,01%%°¢ 1,17 + 0,02%%° 1,05 + 0,02"%?
6° 1,00 + 0,04°%° 1,10 + 0,01%° 1,11 + 0,02%° 1,08 + 0,09 °%°
7° 1,34 £ 0,03%* 1,39 + 0,00** 1,36 + 0,11%* 1,28 = 0,01%%*
8 1,18 + 0,05"? 1,30 + 0,01°%° 1,30 + 0,02%° 1,29 + 0,10
MED 1,16 + 0,16" 1,23 + 0,13% 1,21 + 0,14% 1,20 + 0,19*

P — S. cerevisiae PE-2; PB — S. cerevisiae PE-2 + L. fermentum; L — S. cerevisiae LMQA SRC 143; LB — S. cerevisiae
LMQA SRC 143 + L. fermentum. Os dados da varia¢do de pH sdo mostrados pela média + desvio padrdo. A primeira letra
sobrescrita representa a relacdo estatistica entre as oito fermentagdes, e a segunda letra sobrescrita representa a relagdo
estatistica entre as diferentes constitui¢des dos indculos na mesma etapa de fermentacdo. As letras maitisculas indicam
resultados obtidos através do teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis e as letras mintsculas indicam os resultados obtidos
através do teste paramétrico de Scott-Knott. A comparacdo estatistica da média foi obtida analisando os dados de todas as
replicaras de todas as fermentagdes para cada tratamento.
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A contaminag¢do bacteriana ndo conferiu diferenca significativa nos dados do consumo
de substrato nas trés primeiras fermentacdes de PE-2. PB apresentou consumo de substrato
superior a P somente na fermentacao 4. Nesta fermentacdo o consumo de 10,18 + 0,77 ° Brix
foi 16,60 % maior em relagao aos 8,73 + 0,38 ° Brix apresentado por P. Na fermentacdo 5 a
diferenga de 17,19 % foi a maior em relacio ao valor de PB, na fermentacao 6 a diferenga foi
de 10,12 %, na fermentacdo 7 foi de 17,29 %, e na fermentacdo 8 foi de 17,92 %. Com o
consumo médio de substrato nestas fermentacdes de (fermentagdao 5) P 10,70 + 0,08 ° Brix e
PB 9,13 + 0,22 ° Brix, (fermentagdo 6) P 10,33 £ 0,21 ° Brix e PB 9,38 + 0,41, (fermentacao
7) P 11,53 + 0,30 e PB 9,83 + 0,30, (fermentacdo 8) P 11,38 + 0,28 e PB 9,65 + 0,54,

demostrado na Tabela 2.

Assim como observado nas fermentacdes com LMQA SRC 143, as variagdes do pH
para as fermentacdes com a cepa PE-2 ndo foram expressivas, entretanto neste caso a
fermentacdo contaminada apresentou maior variagdo estatistica do pH (redu¢do) em 5 das 8
fermentacdes analisadas, com maior variagdo observada na fermentacdo 1 (com diferenca
média de 0,20). As fermentacdes que ndo apresentaram diferenga significativa entre as
fermentagdes puras e contaminadas de PE-2 foram a 4 e a 7. Dentre as fermentagdes que
apresentaram diferenca significativa, somente na fermentacdo 3 que foi observado maior
variacdo de pH pela fermentacdo pura (P), na propor¢do de 2,52 % em relagdo a fermentacao
contaminada (PB). Nesta fermentag@o a variacdo média do pH  foi de 1,22 + 0,07 para P e
1,19 + 0,02 para PB. Nas fermentacdes 1, 2, 5, 6, e 8 a fermentacdao de PE-2 pura apresentou
respectivamente 15,50 %, 11,88 %, 5,00 %, 9,09 %, e 10,17% menor variacdo de pH em
relacdo as fermentagdes contaminadas (PB). O valor médio da variagcdo média do pH nestas
fermentagdes foram (fermentacdo 1) 1,29 + 0,00 para PB e 1,09 + 0,02 para P, (fermentagdo
2) 1,01 £ 0,04 para PB e 0,89 para P, (fermentacdo 5) 1,20 + 0,01 para PB e 1,14 + 0,04 para
P, (fermentacdo 6) 1,10 = 0,01 para PB e 1,00 + 0,04 para P, e (fermentacdo 8) 1,30 £ 0,01
para PB e 1,18 + 0,05 para P, mostrado na Tabela 3.

3.3. Efeito do reciclo de células com a lavagem acida nos parametros fermentativos

A andlise dos resultados das oito fermentacdes para cada varidvel (P, PB, L, LB)
revelou 3 perfis diferentes na dindmica dos dados de producdo de etanol, sendo: a) valores

médios ascendentes, porém sem diferenca estatistica; b) ascensdo dos valores de média, com
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diferenca estatistica entre a primeira e ultima fermentagdo; c) ascensdo dos valores de média,

seguido pelo decaimento.

Para a fermentacao com a cepa LMQA SRC 143 pura, apesar da ascendéncia nos
valores (e diferenca de 5,13 entre o maior e o menor valor da média da concentracdo de
etanol), ndo houve diferenca estatistica a nivel de 5 % de significancia entre todas as
fermentagdes (dinamica a). Nas fermentacdes com PE-2 pura a dinamica observada foi a
ascensdo intermitente dos valores médios de etanol entre as oito fermentagdes (dinamica b).
Para este indculo, a primeira fermentacdo apresentou o valor estatisticamente mais baixo para
etanol e a ultima fermentacdo apresentou o valor mais alto, enquanto que as fermentacdes
intermedidrias nao apresentaram diferenca significativa. O terceiro perfil foi observado nas
fermentacdes contaminadas com o L. fermentum (dinamica c). Nestas fermenta¢des houve a
ascensdo dos dados até um platd seguido por declinio. Para a cepa LMQA SRC 143
contaminada com a bactéria (LB) o platd foi observado na fermentacdo 6, e para a cepa PE-2
contaminada (PB) as fermentacdes 6 e 7 foram os pontos méximos, € em seguida estas
fermentagdes contaminadas apresentaram redugdo estatisticamente significativa nos dados de
producdo de etanol. A progressdo dos dados da concentragdo de etanol, consumo do substrato
e pH para as fermentacOes puras e contaminadas podem ser observadas nos grificos da

Figura 4.

Em numeros, L apresentou o maximo valor médio em etanol (mesmo que
estatisticamente nao significativo) que foi de 8,91 + 0,5 % v/v, e P apresentou maximo valor
médio em etanol de 10,01 £+ 0,78 % v/v. Tanto L como P apresentaram o maior valor médio
na fermentacdo 8. Para a fermentacdo de LB o valor médio maximo em etanol obtido foi de
9,32 £ 0,17 % v/v na fermentacio 6, e para a fermentacdo de PB esta maxima foi obtida e
mantida nas fermentagdes 6 € 7, com os valores de 8,94 + 0,47 % v/v e 8,74 £ 0,33 % vl/v,

respectivamente. Estes dados estdo expostos na Tabela 1.

Diferentemente da producao de etanol, o consumo de substrato pela cepa LMQA SRC
143 pura (L), assim como para a cepa PE-2 pura (P), apresentou ascensdo dos dados sem
declinio estatisticamente significativo. Para L o consumo de substrato na fermentagdo 1 (5,03
+ 0,55 ° Brix) foi estatisticamente menor, enquanto que para P as minimas estatisticamente
diferentes foram observadas nas fermentacoes 1 (4,63 + 1,33 ° Brix) e 2 (4,20 £ 0,76 ° Brix).
Nestes dois casos o consumo mdximo de substrato foi atingido na fermentagdo 8 (10,63 +
0,13 ° Brix para L e 11,38 + 0,28 ° Brix para P). Nas fermentacdes contaminadas (LB e PB)

os dados de consumo de substrato oscilaram, ndo apresentando apenas um pico maximo. De
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acordo com as andlises estatisticas foi possivel afirmar que as fermentacdes 1 (6,38 + 0,21 °
Brix) e 2 (5,25 £ 0,24 ° Brix) apresentaram os valores minimos e as fermentacdes 6 (10,78 +
0,77 ° Brix) e 8 (11,15 + 0,83 ° Brix) apresentaram valores de maxima para LB. Para PB
somente a fermentagdao 1 (5,33 = 0,17 ° Brix) apresentou valor minimo, enquanto que as
fermentagoes 4 (10,18 + 0,77 ° Brix), 6 (9,38 + 0,41 ° Brix) e 8 (9,65 = 0,54 ° Brix)

apresentaram os valores miximos, como apresentados na Tabela 2.

As andlises dos valores da variacdo de pH revelaram que nao ha uma dinamica clara e
condizente entre as oito fermenta¢des para nenhuma das quatro varidveis (L, LB, P, PB). Essa
falta de projecdo dos dados de pH condiz com a falta de correlagdo com os dados de etanol e
de consumo de substrato apresentada pela andlise de correlagdo simples entre esses trés
parametros fermentativos. Com maxima variacdo do pH nas fermentacdes 4 e 7 para L e PB, e
na fermentacao 4 para LB e P, e com as menores variacdes de pH nas fermentacdes 2 e 6 para
L e PB, e somente na fermentacdo 2 para LB e P, esses dados no contexto geral das

fermentacoes sao desconexos.

Numericamente, para P as menores variacdes do pH foram de 0,92 + 0,06
(fermentacdo 2), 1,11 + 0,02 (fermentag¢do 6), enquanto que as maiores variagdes foram de
1,33 £ 0,01 (fermentagdo 4) e 1,36 = 0,11 (fermentacdo 7). Para PB a menor variacao foi de
0,89 = 0,05 (fermentacdo 2), e a maior foi de 1,38 £+ 0,02 (fermentacdo 4). Dentre as
fermentagdes P a menor variacdo do pH foi de 0,89 + 0,03 (fermentacdo 2), e a maior foi de
1,39 + 0,03 (fermentacdo 4). E entre as fermentacdes PB as menores variagdes foram de 1,01
+ 0,04 (fermentacdo 2) e 1,10 £ 0,01 (fermentacdo 6), e as méiximas de 1,34 + 0,07

(fermentacdo 4) e 1,39 + 0,00 (fermentacgdo 7). Valores mostrados na Tabela 3.

3.4. Fisiologia celular

O estado fisioldgico das células das leveduras foi analisado por citometria de fluxo no
inicio (T1 — ap6s a fermentacdo 1), no meio (T2 — apds a fermentacdo 4) e ao final do ciclo de
fermentacdes (T3 — apds a fermentacdo 8) e os dados estdo apresentados pelas médias
geométricas da intensidade de fluorescéncia (GMFI - geometric mean fluorescence intensity)
emitida pela populagcdo de células analisadas, ou seja, emitida pelas leveduras LMQA SRC
143 e PE-2 fermentadas puras ou na presenca da bactéria lactica. A média e o desvio padrao

apresentados no texto e nas tabelas consideram o resultado das quatro replicatas analisadas.
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Figura 4- Visio global da dindmica dos dados de etanol, substrato, e pH obtidos nas fermenta¢des com as cepas LMQA SRC 143
e PE-2 puras e contaminadas durante oito fermentacdes consecutivas. Dados mostrados: média + desvio padrio.



136

Os resultados serdo apresentados de acordo com a sequéncia da metodologia de
coloracdo das células. Para melhor demonstragdo visual dos pardmetros fisioldgicos em
funcdo do reciclo de células para as células fermentadas puras e na presenga do contaminante,
além das tabelas individuais, os Materiais Suplementares - Apéndice traz os graficos com

todas as respostas mostradas simultaneamente.

3.4.1. Vitalidade celular

A vitalidade foi analisada por meio da degrada¢do da molécula de Fluoresceina
Diacetato (FDA) pela atividade esterdsica intracelular. Os dados da média geométrica da
intensidade da fluorescéncia emitida pela degradacdo do FDA sdo mostrados em média com o
desvio padrao na Tabela 4. Inicialmente (T1) a atividade esterdsica nas amostras de L
(145506 + 12747) e LB (144105 = 14910) foram maiores quando comparadas as
fermentacdes P (3971 + 1295) e PB (92375 £ 4719). Além disso, os dados indicam que a
contaminagdo bacteriana nio influenciou na vitalidade da cepa LMQA SRC 143, entretanto
atuou fortemente na cepa PE-2, aumentando a resposta em 23,3 vezes. Adiante, apos a 4 °
fermentagdo (T2), ambas as cepas apresentaram maior vitalidade celular em co-cultura com a
bactéria latica. A atividade esterdsica de L (739 + 215) foi 1,73 menor que a observada em LB
(1277 £ 1650), e P (8508 £ 375) foi 2,18 vezes menor do que PB (18549 + 8737). Ao final
dos oito ciclos fermentativos (T3), houve maior influéncia da contaminag@o bacteriana para a
cepa LMQA SRC 143. Neste momento das andlises a fluorescéncia decorrente da degradagdo
do FDA em LB (2657 + 486) foi 17,37 vezes maior do que L (153 + 138), enquanto que a
atividade de P (2130 % 770) foi apenas 1,68 vezes maior do que PB (1267 + 166).

Avaliando isoladamente cada tratamento (L, LB, P, PB) nos trés momentos distintos
dos ciclos fermentativos (T1, T2 e T3), que em geral o reciclo de células com a lavagem 4cida
confere a reducdo da vitalidade celular. Considerando T1 como parametro, L. demonstrou
queda muito acentuada de 196,89 vezes em T2, e queda de 951,01 vezes em T3. LB também
demonstrou brusca redugdo da vitalidade na razdo de 112,84 vezes em T2 e 54,23 vezes em
T3. Entre os dados de PE-2, os valores de fluorescéncia de P revelaram um aumento de 2,14
vezes em T2, porém em T3 a vitalidade foi 1,86 vezes menor que T1. E para PB, a vitalidade

diminuiu 4,98 vezes em T2, e 72,9 vezes em T3, considerando T1 como pardmetro.
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Tabela 4- Dados de vitalidade celular obtido através da média geométrica da intensidade de fluorescéncia de fluoresceina
diacetato (FDA).

VITALIDADE CELULAR - FDA
Indculo T1 T2 T3
P 3972 + 1295478 8509 + 375 &8 2130 + 770"%A°
PB 92375 + 4719 "®8 18549 + 8737 %48 1267 + 1667°%*"
L 145506 + 12747 5% 739 + 215 A8 153 + 138 ~A
LB 144105 + 14910 ®® 1277 + 1650 A* 2657 + 486 "8

P — S. cerevisiae PE-2; PB — S. cerevisiae PE-2 + L. fermentum; L — S. cerevisiae LMQA SRC 143; LB — S. cerevisiae
LMQA SRC 143 + L. fermentum. T1 — andlise realizada apds a 1° fermentacdo; T2- andlise realizada apds a 4 ° fermentagdo;
T3 — andlise realizada ap6s a 8° fermentagdo. Os dados da média geométrica da intensidade da fluorescéncia de FDA foram
analisadas através de quatro replicatas estdo apresentado na tabela pela média + desvio padrdo. As letras sobrescritas
representam respectivamente a relagdo estatistica entre as os diferentes indculos e a relagdo estatistica entre os diferentes
tempos comparados através do teste nao-paramétrico de Kruskal-Wallis.

3.4.2. Glicogénio e trealose celular

Tabela 5- Dados de glicogénio intracelular obtido através da média geométrica da intensidade de fluorescéncia de
Acriflavina.

GLICOGENIO INTRACELULAR - ACRIFLAVINA

Inéculo T1 T2 T3
P 65498 + 11421°%* 177987 + 12612 "*°® 114825 + 12261 ®*®
PB 140 + 65°%* 262863 + 52054 ®° 51669 + 9776 "®*®
L 250 + 78 "®A 80885 + 29515 *° 1233 + 366 M*°
LB *0 + 0M° 112684 + 46699 *®° 73563 + 33046 >*®

P — S. cerevisiae PE-2; PB — S. cerevisiae PE-2 + L. fermentum; L — S. cerevisiae LMQA SRC 143; LB — S. cerevisiae
LMQA SRC 143 + L. fermentum. T1 — andlise realizada apds a 1° fermentacdo; T2- andlise realizada apds a 4 ° fermentagdo;
T3 — analise realizada apés a 8° fermentacdo. Os dados da média geométrica da intensidade da fluorescéncia de Acriflavina
foram analisadas através de quatro replicatas estdo apresentados na tabela pela média + desvio padrdo. As letras sobrescritas
representam respectivamente a relac@o estatistica entre as os diferentes indculos e a relagdo estatistica entre os diferentes
tempos comparados através do teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis.

* Apresentou fluorescéncia inferior ao padrdo sem o corante.
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O conteddo intracelular de glicogénio e trealose foram avaliados por fluorescéncia
emitida pela acriflana e A-FITC respectivamente. Os dados para glicogénio foram coletados
ap6s a primeira (T1), quarta (T2) e oitava (T3) fermentacdo, enquanto que os dados de
trealose foram analisados somente apds a primeira (T1) e a oitava (T3) fermentagdo. Os
resultados da média geométrica da intensidade luminosa de acriflavina estdo descritos na

Tabela 5, e de A-FITC estdao na Tabela 6.

Ap6s a primeira fermentacdo (T1) os dados da fluorescéncia de acriflavina indicaram
que a contamin acdo bacteriana influencia na menor concentracdo de reservas de glicogénio
pelas cepas de levedura estudadas. A fermentacdo LB apresentou o mesmo nivel de
fluorescéncia que o controle ndo corado, indicando a auséncia ou insipida concentracdo de
glicogénio, enquanto que L (250 + 78) demonstrou fluorescéncia em média 250 vezes maior.
A fluorescéncia de P (65498 + 11421) corado com acriflavina foi 467,84 vezes maior que a
obtida por PB (140 = 65). Em contrapartida, para os dados de trealose a contaminacao
bacteriana ndo apresentou comprometimento homogéneo para as duas cepas analisadas. A
contaminagcdo para a cepa LMQA SRC 143 representou a reducdo de 20,4 vezes na
fluorescéncia comparada com a cepa pura, no entanto, para a cepa PE-2 a contaminagdo
influenciou na fluorescéncia 2,2 vezes maior. Neste primeiro momento, os valores da GMFI
de A-FITC foram de 8156 + 872 para L, 399 + 264 para LB, 1438 + 1045 para P, e 3174 +
716 para PB. Apds a 4 ° fermentacdo (T2) a concentracdo de glicogénio nas leveduras
fermentadas com a bactéria aumentou, ficando a concentragdao de LB (112684 + 46699) 1,39
vezes maior que L (80885 + 29515), e a concentracdo de PB (262863 + 52054) 1,47 vezes
maior que P (177987 £ 12612). Ao final da oitava fermentacdo (T3) a concentracdo de
glicogénio nas células da cepa LMQA SRC 143 fermentada com a bactéria (LB 73563 +
33046) foi 59,7 vezes maior do que a concentra¢do nas cepas puras (1233 + 366), enquanto
que para a cepa PE-2 pura (P 114825 £+ 12261) a concentracdo foi 2,22 vezes maior do que a
concentracdo encontrada nas células fermentadas com a bactéria (PB 51669 + 9776). A
concentracdo de trealose em T3 foi maior nas células fermentadas sem a contaminagdo para
ambas as cepas, com L (101038 + 23949) 38,7 vezes maior que LB (2611 =+ 107), e P (3733 +
2438) 1,43 vezes maior que PB (2604 + 1620).
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Tabela 6- Dados de trealose intracelular obtido através da média geométrica da intensidade de fluorescéncia de A-FITC.

TREALOSE INTRACELULAR — A-FITC

Indculo T1 T3
P 1438 + 1045"%°? 3733 + 2438%°
PB 4232 + 716 "®° 3471 + 1620*°
L 8156 + 872 &°@ 134717 + 23949 °%°
LB 399 + 264 *° 2611 + 1077°

P — S. cerevisiae PE-2; PB — S. cerevisiae PE-2 + L. fermentum; L — S. cerevisiae LMQA SRC 143; LB — S. cerevisiae
LMQA SRC 143 + L. fermentum. T1 — andlise realizada apds a 1° fermentacdo; T2- andlise realizada apds a 4 ° fermentacgdo;
T3 — andlise realizada apds a 8° fermentacdo. Os dados da média geométrica da intensidade da fluorescéncia de A-FITC
foram analisadas através de quatro replicatas estdo apresentados na tabela pela média + desvio padrdo. As letras maidsculas
indicam resultados obtidos através do teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis e as letras mintdsculas indicam os resultados
obtidos através do teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney.

A dindmica no acimulo de glicogénio nos trés periodos (T1, T2 e T3) demonstrou que
para todas as varidveis estudadas (L, LB, P e PB) houve um aumento em T2 e posterior queda
em T3. Considerando esta dindmica, para L houve um aumento de 323,54 em T2, e deste
valor houve a redugdo de 65,6 vezes em T3. Para LB houve o aumento inicial de 112684
vezes (*considerando que toda a fluorescéncia emitida em T2 representa o glicogénio
acumulado), com posterior queda de 1,53 vezes em T3. A fluorescéncia de P teve aumento de
2,71 vezes em T2, seguido pela reducao de 1,55 vezes em T3. E para PB o aumento foi de
1877,59 vezes em T2, seguido pela reducdo de 5,08 vezes em T3. A relacdo inicial (T1) e
final (T3) da concentragdo de trealose demonstrou que para LMQA SRC 143 fermentada pura
ou na presen¢a da bactéria houve aumento respectivo de 12,38 e 6,54 vezes na concentragao
final, contudo, para as células de PE-2 o aumento de 2,59 vezes para as cepas fermentadas
puras, e a redugdo de 1,21 vezes para as cepas fermentadas com a bactéria ndo representaram

diferenca significativa a nivel de 5 %.

3.4.3. Viabilidade celular

Os corantes Alaranjado de Acridina (AO) e lodeto de Propidio (PI) foram usados
respectivamente para avaliar a integridade do material genético e a integridade e
permeabilidade da membrana celular, caracteristicas que indicam a viabilidade celular. Para
estes dois corantes houve diferencas significativas entre os valores das fermentagdes com as

diferentes cepas de leveduras, entretanto estas variagdes nao podem ser relacionadas com a
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resposta fisiolégica referente a viabilidade. Para os corantes AO e Pl a intensidade da
fluorescéncia € influenciada pela composicao inata de dcidos nucleicos que pode variar
extremamente devido a constituicdo genética de cada cepa. Por este motivo, para estes
corantes serdao consideradas somente as variacdes apresentadas pela mesma cepa de levedura.
A média e o desvio padrao apresentado pela fluorescéncia destes corantes nas diferentes
conformagdes de indculo nos trés momentos analisados podem ser conferidos na Tabela 7

(Iodeto de Propidio) e Tabela 8 (Alaranjado de Acridina).

Tabela 7- Dada da viabilidade celular demosntrado pela permeabilidade da membrana pldsmatica através da média
geométrica da intensidade de fluorescéncia de Iodeto de Propidio (PI).

VIABILIDADE (PERMEABILIDADE DE MEMBRANA) - PI

Inéculo T1 T2 T3
P 84 = 39 "4 119 + 62 **® 411 + 13 *°
PB 74 + 64 M 294 + 1737"® 580 + 32 "®°
L 376 + 111°%* 795 + 767 "%® 6719 + 4226°°
LB 194 + 90 "*A 387 + 55 A" 542 + 13 788

P — S. cerevisiae PE-2; PB — S. cerevisiae PE-2 + L. fermentum; L. — S. cerevisiae LMQA SRC 143; LB — S. cerevisiae
LMQA SRC 143 + L. fermentum. T1 — andlise realizada apds a 1° fermentacao; T2- andlise realizada ap6s a 4 ° fermentagdo;
T3 — andlise realizada apds a 8° fermentacdo. Os dados da média geométrica da intensidade da fluorescéncia de PI foram
analisados através de quatro replicatas estdo apresentados na tabela pela média + desvio padrdo. As letras sobrescritas
representam respectivamente a relagdo estatistica entre as os diferentes indculos e a relagdo estatistica entre os diferentes

tempos comparados através do teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis.

No primeiro ciclo de fermentacdo (T1) a contaminacgdo bacteriana nao influenciou nas
respostas fisioldgicas testadas para estes corantes. A GMFI de AO e PI foi respectivamente de
143455 £ 23972 ¢ 376 £ 111 para L, 140426 + 26801 e 194 + 90 para LB, 69893 + 5355 e 84
+ 39 para P, e 53768 + 8817 e 194 + 90 para PB. Apds a 4 ° fermentagdo (T2) as
fermentagdes com a cepa LMQA SRC 143 ndo apresentaram alteracOes significativas para
ambos os corantes, enquanto que PE-2 apresentou divergéncia nos dados de AO em funcdo da
contaminag@o bacteriana. Em valores a GMFI de AO e PI foi respectivamente de 78055 +
8793 € 795 £ 767 para L, 51517 + 1409 e 387 + 55 para LB, 44024 + 3633 e 119 + 62 para P,
e 82652 + 4663 € 294 + 173 para PB. Estes dados demonstram que a fluorescéncia referente a

integridade do DNA foi em média 87,74 % maior para a fermentagdao de PE-2 contaminada
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em relagdo a fermentagdo pura, porém sem divergéncia significativa na integridade da
membrana entre estes tratamentos. Ao final das 8 fermentacdes (T3) os dados demonstraram
interferéncia positiva da contaminagdo bacteriana para as fermentacdes com a cepa LMQA
SRC 143. Em relagdo aos dois corantes, foi possivel perceber que houve menor interagao de
AO e maior interagdo de PI com os 4cidos nucleicos presentes nas células de LMQA SRC 143
puras, indicando expressiva queda da viabilidade. Para PE-2 a relacdo da fluorescéncia é
inversa, demonstrado que a fermentagdo pura apresenta maior viabilidade. Embora nao
representativo ao nivel de 5 %, o valor de 4502 + 2889 GMFI em AO apresentado por LMQA
SRC 143 pura foi 3,7 vezes menor do que o valor apresentado com o inéculo contaminado,
que foi de 16721 + 1315. Para PI, o valor de 6719 + 4226 apresentado pela cepa pura foi 12,4
vezes maior que os 542 + 13 pelo indculo contaminado. Para as fermentacdoes com PE-2, o
AO com valor de 26737 *+ 4135 apresentado por P foi 1,9 vezes maior que o valor de 13720 +
695 apresentado por PB, e PI de 411 + 13 apresentado por P foi 1,4 vezes menor que o valor

de 580 + 32 apresentado por PB.

Tabela 8- Dada da viabilidade celular demosntrado pela integridade do material genpetico através da média geométrica da
intensidade de fluorescéncia de Alaranjado de Acridina (AO).

VIABILIDADE (INTEGRIDADE DO MATERIAL GENETICO) - AO

Inoculum Tl T2 T3
P 69893 + 5355 *%° 44024 + 3633 M 26737 + 4135 ®A
PB 53768 + 8817 M 82652 + 4663 *° 13720 + 695 ***
L 143455 + 23972 *° 78055 + 8793 "**® 4502 + 2889 “*
LB 140426 + 26801 *° 51517 + 1409 "**® 16721 + 1315 ***

P — S. cerevisiae PE-2; PB — S. cerevisiae PE-2 + L. fermentum; L — S. cerevisiae LMQA SRC 143; LB — S. cerevisiae
LMQA SRC 143 + L. fermentum. T1 — andlise realizada apds a 1° fermentacao; T2- andlise realizada apds a 4 ° fermentagio;
T3 — andlise realizada apds a 8° fermentag@o. Os dados da média geométrica da intensidade da fluorescéncia de AO foram
analisados através de quatro replicatas estdo apresentados na tabela pela média + desvio padrido. As letras sobrescritas
representam respectivamente a relagdo estatistica entre as os diferentes indculos e a relagdo estatistica entre os diferentes
tempos comparados através do teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis.

Considerando a acdo do reciclo de células com as lavagens acidas, € possivel observar
que nas duas cepas existe a tendéncia ao aumento da fluorescéncia de PI e queda na
fluorescéncia de AO, ou seja, reducdo da viabilidade celular. Considerando T1 como

parametro, a fluorescéncia de AO emitida nos tempos T2 e T3 em média foram 1,84 e 31,86
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vezes menores para L, 2,76 e 8,39 vezes menores para LB, 1,59 e 2,61 menores para P, e
contraditoriamente 1,53 vezes maior em T2 e 3,91 vezes menor em T3 para PB. A
fluorescéncia de PI nos tempos T2 e T3 em média foi 2,11 e 17,86 vezes maior para L, 1,99 e
2,79 vezes maior para LB, 1,41 e 4,89 vezes maior para P, e para PB, 3,97 e 7,83 vezes maior

em relacdo a T1.

4. Discussao

Proveniente do indculo reciclado de fermentacdo espontanea de cachaca artesanal, a
cepa LMQA SRC 143 apresentou relevante atuacdo em fermentagdo com xarope de cana-de-
acucar 13° Brix. Em fermentacdo em meio sintético, os dados de rendimento celular (Y =
0,045), rendimento em etanol (Y= 0,454) e produtividade (Prod= 2,499) demonstram em
experimentos prévios que esta cepa se apresenta dentro do perfil esperado para cepas
industriais (26, 31). Além da relevante atuacio fermentativa, outro aspecto foi decisivo para a
selecdo desta cepa para este trabalho. A LMQA SRC 143 demonstrou maior viabilidade
celular em co-cultura com a bactéria L. fermentum CCT1668 quando comparada com outras
cepas provenientes da producdo de cachaca que também apresentaram alta capacidade
fermentativa. Ap6s 48 horas em xarope de caldo-de-cana 20 ° brix, esta cepa demonstrou 94,3
% de viabilidade (por azul de metileno) quando inoculada na mesma propor¢ao que a bactéria

contaminante (108 UFC.mL’l).

O diferencial desta cepa pode estar intimamente relacionado com as caracteristicas do
ambiente do qual ela foi isolada. O estresse presente na fermentacdo espontinea para a
producdo de cachaca € semelhante ao encontrado no processo de produgdo de etanol
combustivel. Além disso, para a producdo de cachacga artesanal ndo hd a etapa de lavagem
acida entre os reciclos celulares, instigando ainda mais o contato entre leveduras e bactérias

autdctones ao processo, € consequentemente a selecao natural por leveduras mais resistentes.

Neste trabalho a LMQA SRC 143 foi comparada com a cepa amplamente utilizada
industrialmente PE-2. Desde seu isolamento na usina da Pedra em 1994, esta levedura teve
grande aceitacdo industrial pelas relevantes caracteristicas fermentativas, sendo uma das mais
importantes cepas utilizadas na atualidade para producdo de etanol de cana-de-acucar (2, 3,

22). Esta cepa tem como caracteristica marcante a alta produtividade e a plasticidade genética
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que concede maior robustez frente aos diversos estresses fermentativos, apresentando alta

viabilidade e manutencao da produtividade (3, 5, 22).

O Lactobacillus fermentum é uma espécie de bactéria lactica heterofermentativa capaz
de perdurar no processo durante o reciclo de células influenciando negativamente no
desempenho fermentativao das leveduras (7, 21). Esta espécie apresenta alta taxa de
crescimento, maior producdo de metabdlitos extracelulares que outras espécies em ambiente
fermentativo (21). Neste trabalho, a contamina¢do com esta bactéria promoveu respostas
distintas entre as leveduras estudadas. Para a cepa LMQA SRC 143, a contaminacdo ndo
alterou pontualmente a producdo de etanol. Analisando separadamente, somente uma Unica
fermentacdo apresentou diferenca estatistica, com a concentra¢do final de etanol no mosto de
fermentacdo maior quando na presenca da bactéria (fermentacdo 6). De maneira geral, a
média da producio de etanol pelas fermentacdes de LMQA SRC 143 contaminadas foi 7,88
% maior. Esta diferenca entre a acdo da bactéria nas leveduras também € observada no
consumo de substrato que foi 8,99% maior. Analisando pontualmente, em 50 % das
fermentagdes o maior consumo de substrato para as fermentacdes contaminadas foi
estatisticamente significativo. A variacdlo do pH foi sutil quando significativa.
Especificamente apenas duas fermentacdes apresentaram maior variacio do pH na presenca
da bactéria (fermentacdo 1 e 4), entretanto na média geral das fermentacOes esta variacao foi
maior nas fermentagdes com a cepa pura. Em comparacao, o efeito da contaminagdo foi mais
atuante nas respostas fermentativas da cepa PE-2. Em 50 % das fermentacdes contaminadas, a
producdo de etanol foi menor, representando na totalidade das fermentacdes a concentracio
em média 8,57 % menor. O consumo de substrato e o pH observado nas fermentacdes
contaminadas também foram menores, na razdo global de 4,66 % para o consumo de

substrato, e 5,69 % na variacdo do pH (reducdo).

Além das divergéncias pontuais das respostas, ambas as cepas apresentaram sutil
diferencial na dindmica da producdo de etanol quando contaminadas. Para ambas as
fermentagdes puras, a mdxima concentragdo de etanol foi observada ao final da oitava
fermentacdo, enquanto que as fermentagdes contaminadas apresentaram pico de producdo de
etanol na fermentacdo 6. A dindmica no consumo de substrato e na variacdo do pH ndo foram
distintos ao nivel de comprometer ou evidenciar um tratamento em relagdo ao outro.
Resumidamente, o consumo de substrato foi estatisticamente superior nas ultimas
fermentacgdes para as fermentagdes puras, enquanto LB apresentou pico nas fermentacdes 6 e

8, e PB nas fermentacOes 4, 6 e 8. Em relagdo ao pH, mesmo apresentando variacdes tao
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semelhantes, de maneira geral as fermentacdes inoculadas com PB e L apresentaram maior
variacdo em relacdo ao pH inicial, ou seja, estes indculos apresentaram maior acidez do meio
ao final da maioria das fermentagdes. Coincidentemente estas cepas também apresentaram

menor média de producgdo de etanol.

Assim como para a cepa LMQA SRC 143, a presenca da contaminacdo por L.
fermentum nao representou diferencas na produgdo de etanol nem no consumo do substrato
para as leveduras UFLA FW221 e PE-2 em diferentes conformacdes experimentais. Essas
respostas foram obtidas em fermentagdo com menor concentragdo inicial de bactérias e menor
concentracdo do substrato no mosto de fermentagdo (1). Se assemelhando mais as condi¢des
empregadas neste trabalho, Basso et al.,(21) demonstrou que esta bactéria produz
concentracdo toxica de acido lactico que causa reducdo da viabilidade e da producdo de etanol
da cepa industrial CAT-1. Entre as justificativas, a concentragcdo de dcidos a niveis téxicos € o
mais plausivel para a reducdo da viabilidade, enquanto que o desvio energético para a sintese
de compostos protetivos como manitol e glicerol se correlacione com a menor produgdo de
etanol. Em contrapartida, Garcia et al. (2016) demonstra que moléculas sensing produzidos
por bactéria latica podem favorecer o metabolismo da levedura, melhorando o desempenho e
sobrevivéncia. E sabido que esta melhora no desempenho celular da levedura é decorrente da
acdo do prion (GAR), e que algumas cepas podem ndo ser sensibilizadas (35). Outras
moléculas, como alcoois aromdticos (high alcohol) produzidos por bactérias laticas também

podem modificar o comportamento fisiolégico de cepas de leveduras de maneira distinta (15).

A menor producdo geral de etanol apresentado pelas cepas PB e L pode ser
influenciada pelo pH em média mais baixo observado nestas fermentacdes. Os dcidos
produzidos pelo metabolismo sdo acumulados no meio na forma indissociada. Estes dcidos
sdo capazes de difundir através da membrana celular afetando a homeostase celular. Quando
ocorre a dissocia¢do do fon H' no interior da célula, ocorre a acidificagio do citoplasma com

consequéncia para as fungdes vitais (4).

A viabilidade das células analisadas através da integridade do DNA e da
permeabilidade da membrana plasmética revelou que a contaminagdo bacteriana também
influenciou na resposta fisioldgica das cepas. Considerando a reposta geral, ao final das oito
fermentacdes a integridade do DNA da cepa PE-2 pura foi maior, e contraditoriamente para a
cepa LMQA SRC 143 contaminada, a integridade do DNA foi maior. A viabilidade relatada
através da permeabilidade da membrana ndo apresentou influéncia significativa para as

leveduras na presenca do contaminante. De acordo com a alta fluorescéncia de PI e a menor
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fluorescéncia de AO observada na oitava fermentacdo pela levedura LMQA SRC 143 pura, a
contaminacdo bacteriana influenciou positivamente na estabilizacdo celular e
consequentemente na viabilidade desta cepa. Esses constatacdes contradizem a expectativa da
reducdo da viabilidade celular decorrente da presenca de contaminantes da fermentacdo (4,

21).

A vitalidade avaliada pela atividade esterdsica nao foi afetada pela contaminacio nas
fermentagdes com a cepa LMQA SRC 143. Ao final da oitava fermentacdo € possivel
observar que a vitalidade na presenca da bactéria € maior, e semelhante a vitalidade
demonstrada pela cepa PE-2 pura. Em adi¢ao, LMQA SRC 143 na presenca do L. fermentum
apresentou maior acimulo de glicogénio e menor de trealose. Para a cepa PE-2, ndo houve
influéncia no acimulo de trealose, porém a reserva de glicogénio foi menor quando
contaminada, e a alta vitalidade apresentada inicialmente, caiu significantemente na oitava

fermentacao.

A exposicdo das células ao reciclo celular e a lavagem 4cida representa um poderoso
agente seletivo para as leveduras devido a exposi¢cdo repetitiva aos agentes estressantes do
processo fermentativo (5). As leveduras mais adaptadas sdo capazes de sobreviver com altas
taxas de viabilidade perante a lavagem acida, alteracdes osmoticas, acdo téxica do etanol e da
contaminac¢do bacteriana (22). Analisando os parametros fermentativos em funcao do reciclo
de células com a lavagem é&cida, ou seja, comparando todos os ciclos fermentativos é possivel
observar que as duas primeiras fermenta¢des apresentaram menor producdo de etanol e
consumo de substrato que as demais fermentacdes. Esta variacdo foi observada para todos os
tratamentos, revelando que ambas as leveduras usadas neste trabalho apresentam semelhante
capacidade de desenvolvimento e metabolizacdo perante o estresse inerente ao processo de
fermentacdo etandlica. Essa resposta inferior dos parametros etanol e substrato podem ser

atribuidos a exposi¢ao aos diversos estresses simultaneos.

O primeiro contato com o processo fermentativo (fermentacdo 1) pode ter contribuido
para a estagnacdo celular observada na resposta inferior dos parametros fermentativos das
fermentagdes 1 € 2. A parada do ciclo celular e a entrada na fase GO (laténcia) pode ocorrer
como resposta ao estresse. A interfase permite que a levedura acumule agtcares de reserva e
angarie a expressao de genes relacionados a prote¢do oxidativa e estrutural da célula (7, 32).
Esta resposta também pode ter relacdo com a maior concentragdo de glicogénio observado em
T2 (ap6s a quarta fermentacdo). Além disso, o aumento da vitalidade observado em T2 pode

ser o reflexo do aumento na expressao de genes e consequentemente da atividade metabdlica.
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Entre os genes expressos em resposta ao estresse, estdo aqueles relacionados a bomba de
prétons para a regulacdo da homeostase e também aqueles atuantes na protecdo oxidativa
causada pelo desequilibrio hidrogénio-idnico no interior da célula, como os genes SNO e SNZ

responsaveis pela sintese de vitamina B1 e B6 (7).

Ainda analisando a resposta fermentativa perante o reciclo de células e a lavagem
acida, foi possivel ressaltar que as cepas contaminadas apresentaram maxima produgdo de
etanol na fermentagdo 6, que decresceu nas demais fermentacdes. Esta antecipagao do pico de
producdo de etanol pode estar relacionada com a resposta ecoldgica para a manutencdo da
contaminacdo em niveis aceitdveis e que pode ter sido potencializada pela acdo do acido
utilizado na lavagem 4cida. O estimulo para a resposta celular da levedura (neste caso a maior
producdo de etanol) a fim de amenizar a influéncia negativa do contaminante no ambiente
estd intimamente relacionada ao aumento da concentracdo de 4cidos e outros metabdlitos
bacterianos no meio fermentativo (15). A competi¢do por recursos nutricionais e o desgaste
celular referente ao constante estresse fermentativo ndo permite que o nivel de etanol aumente
e persista nas fermentacOes subsequentes. Esta situacdo pode ser observada pela reducdo da

producdo de etanol nas fermentagdes 7 e 8 para ambas as leveduras contaminadas.

Esse desgaste metabdlico, fisioldgico e estrutural da célula de levedura reflete na
reducdo da biossintese de macromoléculas, desnaturacdo de proteinas citoplasmadticas,
reducdo da atividade de enzimas glicoliticas, alteracdo da composicdo e reducdo da
integridade da membrana celular, além do aumento do estresse oxidativo (33, 34). O
diferencial das cepas industriais € que mesmo sobre forte pressdo seletiva elas ainda

apresentam respostas satisfatorias quando submetidas ao estresse simultaneos e sequenciais

(33).

O glicogénio € considerado a marca tipica da rdpida adaptacao celular (35). Mediante
ao estresse fermentativo na fase exponencial do crescimento ocorre o aumento da
concentracdo intracelular destes compostos de reserva (35). Condizente com o aumento da
producdo de etanol com o final da fase exponencial das células utilizadas neste trabalho, a
concentracdo de glicogénio é médxima em T2. A concentracdo do etanol pode influenciar
decisivamente no acumulo desta molécula de reserva. Dake et al., (34) revelou que em
Saccharomyces cerevisiae NCIM-3300 a varia¢do da concentracio de etanol entre 2 a 8 % v/v
estimula o acdmulo de glicogénio intracelular enquanto que a variacdo de 10 a 12 % v/v
confere a deplecdo do glicogénio e outros carboidratos de reserva, resultando também na

reducdo do volume celular. De acordo com Pereira et al. (35) a concentragdo de glicogénio
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intracelular pode aumentar mesmo com o declinio da viabilidade celular causada pela
debilitacdo da membrana celular. Para os dados de citometria existe maior relagdo entre o
aumento da concentracdo de glicogénio com a reducdo da viabilidade constatada através da
integridade do DNA. Considerando T2, os dados de fluorescéncia referente ao actimulo de
glicogénio sdo méximos, enquanto que para a fluorescéncia referente a permeabilidade da
membrana celular ndo ha grandes alteragdes. O proprio acimulo de glicogénio pode
influenciar na estabiliza¢do da membrana, justificando pouca variabilidade dos dados. O
glicogénio insoldvel interage com regides da membrana plasmdtica causando efeito protetor
(36). Esse efeito ¢ evidenciado pela maior concentragao de a-glucanas na superficie celular de
leveduras crescidas sob o efeito do etanol, visto que a glucana é um mondmero constituinte

glicogénio (34).

Os dados da concentracdo de trealose pela cepa LMQA SRC 143 pura contradiz o que
revela a literatura. Em altas concentragcdes de etanol a concentracdo de trealose tende a reduzir
devido ao comprometimento da estrutura de membrana celular (35). Por ser uma molécula
pequena e altamente solivel, danos na membrana celular podem causar a extravasdo para o
ambiente extracelular (5, 35). Contudo, esta cepa pura apresentou reducdo drastica da
viabilidade, com destaque para a reducdo da integridade da membrana. Como a trealose pode
ser acumulada com dinamica semelhante ao glicogénio, acredita-se que os baixos valores
observados em LB, P e PB em T1 esteja relacionado a utilizacdo metabdlica deste composto
energético para o desenvolvimento celular. Em T3, a explicacdo pode estar relacionada a
lavagem 4cida. Durante a lavagem 4cida € possivel a ocorréncia de sintese de etanol mesmo
que o ambiente esteja destituido de acucares. Esta sintese ocorre pela mobilizacao e utilizagdo
de trealose. Em cepas industriais, ao final do processo de lavagem dcida a concentracdo de

glicogénio residual, apesar de baixa, ainda € adequado para garantir a viabilidade celular (29).

A queda da viabilidade em funcdo do reciclo de células e da lavagem &4cido analisadas
em T1, T2 e T3 estd intimamente relacionada com a a¢do do acido e do etanol na homeostase
celular. Ou seja, tanto as leveduras fermentadas puras ou na presen¢a da bactéria, a variacdo
continua e repetitiva das caracteristicas ambientais € um fator incisivo para a sobrevivéncia. O
etanol € o agente mais atuante, pois age sobre a fluidez e permeabilidade da membrana celular
afetando o sistema de transporte de compostos essenciais como aminodcidos e glicose. O
acimulo destes danos compromete diversas fungdes celulares conferindo reducdo da taxa
metabodlica, da viabilidade e da velocidade de fermentacdo (36). Além disso, o etanol

potencializa a acdo negativa dos dcidos organicos produzidos durante a fermentagado (4).
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Em suma, as divergéncias fermentativas entre as duas cepas de leveduras nao foram
significativas. Entretanto, pensando na possivel aplicabilidade industrial da cepa LMQA SRC
143, até mesmo as sutis divergéncias podem conferir ganhos significativos para o setor
produtivo. Assim como inferido por Basso et al.(22), mesmo que ndo significativas as
diferencas na resposta fermentativa das leveduras representam grandes perdas ou ganhos na
producdo industrial. Comparando a resposta média total, a producdo de etanol pela cepa
LMQA SRC 143 pura foi 1,07 vezes maior do que para a PE-2, e 1,28 vezes maior na
presenca do contaminante. O substrato foi mais eficientemente consumido pela cepa PE-2,
sendo 1,2 vezes maior quando pura, e 1,04 quando contaminada. Em relacdo a resposta
fisiolégica das leveduras puras, a cepa PE-2 é seguramente mais estdvel e robusta. Porém e
contraditoriamente, em conjunto com o Lactobacillus fermentum CCT1668, a cepa LMQA

SRC 143 se mostrou preparada para enfrentar o desgaste celular propiciado pela fermentacao,

podendo ser considerada uma cepa mais ajustada a processos altamente contaminados.

5. Conclusoes

A agressividade quimica, fisica e bioldgica do processamento industrial de cana-de-
acucar para a producdo de etanol combustivel demanda leveduras robustas para a viabilizacao
econdmica do processo. Os dados deste trabalho ressaltam a capacidade fermentativa das
cepas LMQA SRC 143 e PE-2 diante do reciclo de células adjunto a lavagem acida, com
maior equilibrio e estabilidade das caracteristicas fisiologicas de PE-2. A contaminagdo
bacteriana pelo L. fermentum aditivou a resposta fermentativa da cepa LMQA SRC 143, além
de melhorar a estabilidade fisioldgica das células. Estas constatagdes destacam a importancia
da prospeccao de leveduras em ambientes diferentes do ambiente da prépria usina de etanol, e
confere a possibilidade do estabelecimento de processos rentaveis por meio do equilibrio

ecologico entre leveduras e bactérias.
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DISCUSSAO GERAL

O conhecimento da diversidade de leveduras presentes na fermentacdo espontinea de
cachaca artesanal e no bagaco de malte residual da inddstria de cerveja com a finalidade de
bioprospectar leveduras convencionais (S. cerevisiae) € nao convencionais € pioneiro e
inovador. O principio de que a riqueza microbioldgica propiciada pela fermentacdo
espontianea aumentaria a possibilidade do acesso a cepas mais adaptadas e robustas, e que de
maneira divergente a singularidade do bagaco de malte ofertaria cepas diferenciadas norteou
este trabalho. Diante dos resultados foi possivel confirmar esta premissa pois a abundancia de
S. cerevisiae foi maior dentre as amostras da fermentacdo da cachaga, enquanto que dentre as
leveduras provenientes da amostra de bagaco de malte as ndo-Saccharomyces foram maioria.
Diferentemente de vérios trabalhos que dao preferéncia para a investigacdo de espécies
determinadas, mesmo recuperando e identificando grande diversidade de leveduras, neste
trabalho ndo houve discriminacdo por espécie, portanto todas as 134 cepas isoladas foram
analisadas, ressaltando a importancia da investigacdo cientifica para espécies pouco relatadas
(PATARO et al., 2000; FREITAS SCHWAN et al., 2001; GOMES et al., 2007; NOVA et al.,
2009; ALBERGARIA; ARNEBORG, 2016; PORTUGAL et al., 2016).

A caracteristica fenotipica mais relevante observada pelas cepas ndo-convencionais foi a
expressao de enzimas extracelulares, destacado pela espécie Wickerhamomyces anomalus.
Esses dados ressaltam a possibilidade da diversificacdo da oferta de enzimas, uma vez que o
mercado € dominado pela utilizacdo de fungos filamentosos e bactérias principalmente dos
géneros Aspergillus e Bacillus (JOHNSON, 2013). O destaque para S. cerevisiae foram os
atributos que favorece a robustez celular e a dominio no ambiente, como a sintese de
ascosporos e a melhor performance na fermentacdo etandlica. Esta robustez pode estar
relacionada com a grande variacdo no nimero de genes observados nesta espécie, que
também favorece a expressdo de outros atributos, como a sintese de proteinas killer, dlcoois
superiores e outras biomoléculas (CECCATO-ANTONINI; TOSTA; SILVA, 2004;
JOHNSON, 2013; LIMA et al., 2013, BOYNTON; GREIG, 2014).

Para a producao de etanol combustivel é inquestiondvel a supremacia das S. cerevisiae.
Em todos os experimentos com fermentacdo esta espécie predominou, contudo, dentre os
critérios de rendimento em etanol, rendimento em biomassa e produtividade, a cepa LMQA

BSG 7 da espécie Torulaspora delbrueckii apresentou resultados tdo relevantes quanto os
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resultados da a S. cerevisiae LMQA SRN 65 e da cepa de referéncia PE-2. Atualmente o
potencial brasileiro de producio de bioetanol é de aproximadamente 27,5 bilhdes de litros por
safra (CHAGAS et al., 2016). A selecdo de leveduras é uma importante ferramenta para a
otimizacdo do processo. O acesso a leveduras que apresentem resultados como LMQA BSG 7
e a LMQA SRN 65 tem grande relevancia no aumento da produtividade e contribuicdo para a
reducdo de custos na produgdo de bioetanol (BASSO et al., 2008; BORGES et al., 2015).
Todavia, existem outros desafios a serem enfrentados quanto a selecdo de leveduras para a
producdo de etanol. Apesar dos mais de 40 anos de avangos no processo produtivo do
bioetanol no Brasil, existem algumas lacunas que dificultam a implementacdo de leveduras
selvagens. O reciclo de células atrelado a lavagem &cida e a frequente contaminacdo
bacteriana do sistema representa grandes obstidculos a serem superados pelas cepas
selecionadas (BASSO et al., 2008; AMORIM et al., 2011; CARVALHO-NETTO et al.,
2015). Como mostrado neste trabalho, a contaminagdo bacteriana atua negativamente para
atuacdo na fermentacdo, até mesmo para a cepa industrialmente utilizada PE-2 reconhecida
pelo vigor e resisténcia. Paradoxalmente, para a levedura LMQA SRC 143 a presenca do L.
fermentum nas condi¢des de reciclo de células e lavagem 4cida representou uma melhor
atuacdo fermentativa e um perceptivel equilibrio fisiol6gico. Estas descobertas, apesar de
admirdveis, sdo cabiveis de investigacOes mais aprofundadas. Como apresentado no capitulo
1, s@o diversas as bactérias lacticas que contaminam os sistemas fermentativos, podendo
leveduras selvagens contribuir para a modula¢ido da capacidade fermentativa. O preparo do
mosto de fermentacdo com o caldo-de-cana puro, ou em diferentes propor¢des com o xarope
de cana-de-acicar também pode acarretar alteragdes. Resumidamente, as condig¢des
laboratoriais sdo essenciais para o reconhecimento e desbravamento para a bioprospeccao de
leveduras, entretanto, somente com a comprovagdo a nivel industrial pode assumir que uma
resposta fiel e segura. Como descrito por Basso et al., (2008) este processo pode perdurar por

mais de décadas, porém o resultado é compensador e estimulante.
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CONCLUSOES GERAIS

A partir das andlises das amostras provenientes da fermentacdo espontinea da
producdo artesanal de cachaga e do residuo de malte da producdo de cerveja foram isoladas
134 cepas identificadas como 10 espécies diferentes de 6 géneros distintos. Em abundancia, as
leveduras nao-Saccharomyces (ndo-convencionais) representaram 2/3 do total. Neste trabalho
foi destacado a capacidade de formacdo de ascOsporos por representantes da espécie S.
cerevisiae. Entretanto, para a producdo de enzimas, os representantes da espécies
Wickerhamomyces anomalus apresentaram maior relevincia. O antifingico natamicina
mostrou maior acdo contra as cepas isoladas, enquanto que a actidiona apresentou
seletividade, podendo ser usado para a triagem de leveduras potencialmente patogénicas,
como a Candida parapsilosis. De acordo com a morfologia celular que favorece a floculacao
celular, 15 % das cepas isoladas ndo sdo aptas para a fermentacdo industrial de bioetanol.
Representantes da espécie S. cerevisiae foram hegemonicamente a mais relevantes na
producdo de etanol. Em meio sintético e com condi¢des de maior controle as cepas S.
cerevisiae LMQA SNR 65 e Torulaspora delbrueckii LMQA BSG 7 demonstraram alto
potencial para a aplicacdo industrial, apresentando alto rendimento em etanol, alto rendimento
em biomassa e alta produtividade. Os dados da cariotipagem, embora importante ferramente
para a distincdo das cepas de levedura, ndo apresentou correlacdo com a capacidade
fermentativa das cepas. As fermentagdes consecutivas intercaladas com a lavagem 4cida
demosntraram que a cepa S. cerevisiae LMQA SRC 143 apresentou relevante capacidade
fermentativa, entretanto, a cepa PE-2 apresentou maior estabilidade fisiolégica. Em
contradicdo com os dados de literatura, na presenca do contaminante Lactobacillus
fermentum, a cepa LMQA SRC 143 apresentou performance mais promissora, € maior
estabilidade fisiolégica em comparacdo com as células fermentadas na auséncia do
contaminante. Estes resultados destacam a importancia do isolamento e selecao de leveduras
em ambientes diversificados, ressaltando o potencial de aplicacdio das cepas nao-
Saccharomyces em processos biotecnolégicos ou para a otimizacdo de processos ja

estabelecidos.
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APENDICE - CAPITULO 3

LEVEDURAS EM FERMENTO CAIPIRA DA PRODUCAO DE CACHACA
ARTESANAL E DE BAGACO DE MALTE DA CERVEJARIA:
BIODIVERSIDADE E CARACTERIZACAO FENOTIPICA PARA FINS
BIOTECNOLOGICOS

YEASTS IN WILD FERMENT FOR CACHACA PRODUCTION AND IN BREWER'S
SPENT GRAIN: BIODIVERSITY AND PHENOTYPIC CHARACTERIZATION FOR
BIOTECHNOLOGICAL PURPOSES

Materiais Suplementares -

1- Descric¢ao do processo de fabricacao da cachaca artesanal e coleta das amostras

De acordo com a metodologia empregada pelo produtor, o fermento caipira foi
preparado com aproximadamente 10 kg de farelo de milho triturado e seco e 10 litros de caldo
de cana-de-agucar moido (para esta etapa foi utilizado preferencialmente a regido apical dos
colmos). Este preparado foi mantido em recipiente pldstico, aberto e sob o efeito da variacdo
da temperatura ambiente para o desenvolvimento da microbiota fermentadora
(aproximadamente 48 - 72 horas para o inicio da fermentacdo espontanea). Para estimular o
desenvolvimento celular, aproximadamente 2 litros de caldo de cana fresco é adicionado
diariamente. O fermento € utilizado ap6s 12 — 15 dias.

A fermentacdo sem o reciclo de células foi preparada em tonel pldstico higienizado
(porém nao estéril) de 100 litros abastecidos com 90 litros de caldo de cana-de-agucar fresco
(imediatamente apds a moagem). O inicio da fermentagdo ocorreu com a inclusio do
fermento caipira pronto. A fermentag¢do foi mantida sem controle de temperatura e agitagao,
coberta com uma peneira fina para evitar a deposicao de insetos.

A fermentacdo com o reciclo de células foi preparada de forma idéntica, porém o
in6culo usado foi a fracdo de 1/10 da fermentacdo anterior. Neste caso, 9/10 da fermentacdo
antecessora foi destinada para a destilacdo e o vinho residual naturalmente decantado e rico

em leveduras (denominado de “pé-de-cuba”) foi utilizado como in6culo.
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2- Solucao de acido dinitrosalicilico (DNS) e curva padrao

A base para a quantificacdo da atividade enzimdtica foi estabelecida pela curva padrdo
de acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) com os produtos das reagdes enziméticas, sendo Xilose
para xilanase, 4cido galactur6nico para pectinase, e glicose para celulase e amilase. A solug¢do

de DNS foi preparada com:

1) 500 mL de solugao de 308 g.L'1 tartarato de sodio e potdssio tetra-hidratado e 19,4
gL' hidroxido de sédio, 500 mL de solugio 10,74 gL' Acido 3,5-
Dinitrosalicilico.

2) 50 mL de solugdo de 83,4 g.L'! fenol e 83,4 g.L"! metabissulfito de sédio.

ApOs a estabilizagdo, as solucdes 1 e 2 foram homogeneizadas por agitacdo magnética por 5
minutos e em seguida filtrada em filtro de papel. A solu¢do de DNS resultante foi armazenada
em frasco escuro durante 7 dias para a completa estabilizacdo dos reagentes antes da
utilizacdo para os testes enzimaticos.

Para a construcdo das curvas, os agentes redutores (xilose, dcido galacturOnico e
glicose) foram individualmente diluidos em &dgua destilada na faixa de 0 a 10 mg.mL‘1
constituindo 10 fragcdes. A reagdo foi realizada através da fervura intermitente por 10 minutos
de 1 mL de DNS em 1 mL do agente da curva diluido.

Para a leitura em espectrofotometro, o produto da reacdo foi resfriado em banho de
gelo e diluido com agua destilada 8 mL de agua destilada conferindo 10 mL de solucdo final.
As leituras foram realizadas em triplicata em espectrofotometro a 540nm com cubeta de
quartzo. Foram considerados no minimo seis pontos para a construcao de cada curva padrao
(Figura 4).

A reacgdo colorimétrica para a determinacdo da atividade enzimética foi realizada com
1 mL do sobrenadante apds a reacdo enzimdtica e 1 mL de solucdo de DNS fervidos
intermitentemente por 10 minutos. A leitura em espectrofotdmetro foi realizada de acordo

com 0s passos supramencionados.
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3- Tabelas com todas as cepas isoladas e as respectivas caracteristicas fenotipicas

Tabela 1. Diversidade e perfil fenotipico da amostra de Bagaco de Malte Cervejeiro (BSG)

Relacdo das espécies isoladas da amostra de BSG e as caracteristicas fenotipicas individuais

de cada cepa.

Tabela 2. Diversidade e perfil fenotipico da amostra de Fermento Caipira (CSC)

Relacdo das espécies isoladas da amostra de CSC e as caracteristicas fenotipicas individuais

de cada cepa.

Tabela 3. Diversidade e perfil fenotipico da amostra de Fermento sem Células Recicladas

(SNR)

Relacdo das espécies isoladas da amostra de SNR e as caracteristicas fenotipicas individuais

de cada cepa.

Tabela 4. Diversidade e perfil fenotipico da amostra de Fermento Com Células Recicladas

(SRC)

Relacdo das espécies isoladas da amostra de SRC e as caracteristicas fenotipicas individuais

de cada cepa.

Nas tabelas o simbolo (+) representa que a caracteristica descrita na coluna foi observada para a cepa
descrita na linha. A representacdo Killer YSS e Killer 1006 corresponde a acdo killer das cepas
testadas sobre as cepas sensiveis Candida glabrata Y55 e Saccharomyces cerevisiae NCYC 1006
respectivamente. NAT — natamicina. ACT — actidiona (ciclohexamida). AMY — amilase. XYL —
Xilanase. PEC — Pectinase. CEL — celulase. Qualit — teste qualitativo. Quantit — teste quantitativo
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Espécies Cepas MM < nE e 9395993593
C. lusitaniae LMQA BSG 2 +
C. lusitaniae LMQA BSG 3 + +
P. kudriavzevii LMQA BSG 4 + +
S. cerevisiae LMQA BSG 5.1 noon o
T. delbrueckii LMQA BSG 6 + + + + + + +
T. delbrueckii LMQA BSG 6.1 +
T. delbrueckii LMQA BSG 7 + +
T. delbrueckii LMQA BSG 8 + +
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S. cerevisiae LMQA CSC 1 + + + +
S. cerevisiae LMQA CSC 2 + +
S. cerevisiae LMQA CSC 3 +
S. cerevisiae LMQA CSC 4 T B
W. anomalus LMQA CSC 5 + + + + + + +
S. cerevisiae LMQA CSC 6 + + + + +
S. cerevisiae LMQA CSC7 + +
S. cerevisiae LMQA CSC 8 + +
S. cerevisiae LMQA CSC 10 + +
S. cerevisiae LMQA CSC 11 + +
S. cerevisiae LMQA CSC 12 +
C. parapsilosis LMQA CSC 13 + + + + + + + +
T. delbrueckii  LMQA CSC 14 + + + + + + +
S. cerevisiae LMQA CSC 15 +
S. cerevisiae LMQA CSC 16 + +
S. cerevisiae LMQA CSC 17 + + +
S. cerevisiae LMQA CSC 18 + + +
T. delbrueckii  LMQA CSC 19 + +
P. manshurica  LMQA CSC 20 + + + + + +
W. anomalus LMQA CSC 21 + + + + + +
S. cerevisiae LMQA CSC 22 + + +
S. cerevisiae LMQA CSC 23 + + +
S. cerevisiae LMQA CSC 24 + + +
S. cerevisiae LMQA CSC 25 + +
S. cerevisiae LMQA CSC 26 + +
S. cerevisiae LMQA CSC27 + + +
S. cerevisiae LMQA CSC28 + + +
S. cerevisiae LMQA CSC 29 + +
W. anomalus LMQA CSC30 + + + + + + +
S. cerevisiae LMQA CSC 31 + +
S. cerevisiae LMQACSC32 + + +
S. cerevisiae LMQA CSC 33 + +
S. cerevisiae LMQA CSC 34 +
S. cerevisiae LMQA CSC 35 + +
S. cerevisiae LMQA CSC 36 + +
S. cerevisiae LMQA CSC 37 + +
S. cerevisiae LMQA CSC 38 + +
S. cerevisiae LMQA CSC 39 + +
W. anomalus LMQA CSC41 + + + + +
S. cerevisiae LMQA CSC 42 + +
W. anomalus LMQA CSC43 + + + + + + + +
W. anomalus LMQA CSC44 + +
S. cerevisiae LMQA CSC 46 + +
P. manshurica LMQA CSC 47 + + + +
S. cerevisiae LMQA CSC 48 + + + + +
S. cerevisiae LMQA CSC 49 + +
S. cerevisiae LMQA CSC 50 + +
S. cerevisiae LMQA CSC 51 + +
T. delbrueckii LMQACSC52 + + + +
T. delbrueckii LMQA CSC53 + + + + + +
T. delbrueckii  LMQA CSC54 + + + +
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S. cerevisiae LMQA SNR 55 + +
T. delbrueckii LMQA SNR 56 + + + +
P. manshurica LMQA SNR 58 + + + + +
P. manshurica LMQA SNR 60 + + +
P. manshurica LMQA SNR 62 +
S. cerevisiae LMQA SNR 63 + +
S. cerevisiae LMQA SNR 64 +
S. cerevisiae LMQA SNR 65 + +
S. cerevisiae LMQA SNR 66 + +
S. cerevisiae LMQA SNR 67 + +
S. cerevisiae LMQA SNR 68 + +
S. cerevisiae LMQA SNR 69 + +
S. cerevisiae LMQASNR70 + + +
W. anomalus LMQA SNR 71 + + + + o+
C. aaseri LMQA SNR 73 + + +
C. pseudointermedia LMQA SNR 74 +
S. cerevisiae LMQA SNR 76 + +
S. cerevisiae LMQA SNR 77 + +
S. cerevisiae LMQA SNR 78 + +
S. cerevisiae LMQA SNR 79 + + +
S. cerevisiae LMQA SNR 80 + + +
S. cerevisiae LMQA SNR 81 + +
S. cerevisiae LMQA SNR 82 + +
S. cerevisiae LMQA SNR 83 + +
S. cerevisiae LMQA SNR 84 + +
S. cerevisiae LMQA SNR 85 + + +
S. cerevisiae LMQA SNR 86 +
S. cerevisiae LMQA SNR 87 + +
S. cerevisiae LMQA SNR 88 + +
S. cerevisiae LMQA SNR 89 + +
T. delbrueckii LMQA SNR 90 + +
T. delbrueckii LMQA SNR 91 +
S. cerevisiae LMQA SNR 94 + +
T. delbrueckii LMQA SNR 95 + +
S. cerevisiae LMQA SNR 96 + +
S. cerevisiae LMQA SNR 97 + +
W. anomalus LMQA SNR 98 + +
W. anomalus LMQA SNR 99 +
S. cerevisiae LMQA SNR 100 + +
S. cerevisiae LMQA SNR 103 + +
S. cerevisiae LMQA SNR 106 + +
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S. cerevisiae LMQA SRC 107 + +
C. intermedia LMQA SRC 108 +
C. intermedia LMQA SRC 109 +
C. intermedia LMQA SRC 110 +
S. cerevisiae LMQA SRC 111 + +
S. cerevisiae LMQA SRC 112 + + + +
S. cerevisiae LMQA SRC 116 + +
T. delbrueckii LMQASRC 117 + +
S. cerevisiae LMQA SRC 118 + +
S. cerevisiae LMQA SRC 122 + +
S. cerevisiae LMQA SRC 123 + +
S. cerevisiae LMQA SRC 124 + +
S. cerevisiae LMQA SRC 125 + +
T. delbrueckii LMQA SRC 126 +
S. cerevisiae LMQA SRC 127 + +
S. cerevisiae LMQA SRC 128 + +
C. parapsilosis ~ LMQA SRC 130 + + o+
T. delbrueckii LMQA SRC 131 +
C. parapsilosis ~ LMQA SRC 132 + + o+
S. cerevisiae LMQA SRC 133 + +
C. parapsilosis ~ LMQA SRC 134 + + o+
T. delbrueckii LMQA SRC 136 +
S. cerevisiae LMQA SRC 137 + +
W. anomalus LMQA SRC 138 + + +
T. delbrueckii LMQA SRC 139 +
S. cerevisiae LMQA SRC 140 + + +
S. cerevisiae LMQA SRC 142 + + +
S. cerevisiae LMQA SRC 143 + + +
T. delbruecki LMQA SRC 144 +
C. parapsilosis ~ LMQA SRC 146 + +
S. cerevisiae LMQA SRC 147 + +
S. cerevisiae LMQA SRC 148 + +
S. cerevisiae LMQA SRC 149 +
C. parapsilosis LMQA SRC 150 + +




4- Diferenciacao: ascosporos e células vegetativas (Microfotografias)

LMQA SRC 136 - Torulaspora delbrueckii LMQA SNR 65 - Saccharomyces cerevisiae

Figura 1 — Microfotografias de células vegetativas da cepa LMQA SRC 136 e dos ascéporos da cepa LMQA SNR 65 apés
o crescimento em meio acetato de potdssio. A coloracdo de Wirtz-Conklin evidenciou os ascésporos em azul e as células
vegetativas (cepas ndo produtoras de ascésporos) em vermelho. A observacdo microscdpica também evidenciou a forma
irregular contendo os ascdsporos globulares no interior, enquanto que as células vegetativas sdo inteiricas e esféricas. As
laminas foram analisadas sob aumento de 100 vezes no microscopio Micro Nikon® Eclipse Ni equipado com Camera
Nikon® DS - Ril (Nikon, Tokyo, Japan).
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APENDICE - CAPITULO 4

DESTILARIA DE CACHACA ARTESANAL E RESIDUO DA

INDUSTRIA CERVEJEIRA: FONTES DE ISOLAMENTO DE

LEVEDURAS COM POTENCIAL PARA A PRODUCAO DE
BIOETANOL

ENVIROMMENT OF ARTISANAL CACHACA DISTILLERY AND BREWER’S SPENT
GRAIN AS SOURCES OF YEASTS WITH POTENTIAL FOR BIOETHANOL
PRODUCTION

Materiais Suplementares - Apéndice - Apéndice

1- Metodologia da contagem em Neubauer e ajuste do inéculo

Para a contagem na camara de Neubaer, 100 uL da suspensio foi diluida em 900 pL da
solu¢do de azul de metileno 0,5 %. Para as suspensdes com alta densidade celular, esta
diluicdo decimal foi realizada mais uma ou duas vezes para facilitar a visualizacdo e
contagem. A solu¢do de azul de metileno com as células foi transferida para a fenda da
camera de Neubauer e coberto com a laminula. A contagem das células foi realizada em
microscopio optico com aumento de 40 vezes. Foi considerando o quadrante central como
demonstrado na figura a seguir. A quantificacdo das células foi feita nos 5 quadrados médios

na diagonal.
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A transformac¢do do nimero de células quantificado na cidmera para a razdo de células

por mL foi realizada através da equacao:
C=NXx5x10*xD

No qual: C — concentracdo de células por mL; N — ndmero total de células
contabilizadas nos 5 quadrados médios diagonais; 5 — multiplicacio do nimero de células
para o total de 25 quadrados médios da camera; 10* - correcdo do volume da cimera de
Neubauer para mL (ou cm?); D — fator de diluicao da suspensdo inicial de leveduras (OSCAR

BASTIDAS - CELEROMICS).

De acordo com o resultado da contagem em cidmara, a suspensao inicial foi ajustada
com xarope de cana-de-agicar 13 ° Brix até a concentracdo de 10® células por mL através da
equagao:

- N, X V,
= 108
Onde: V¢ - volume final da suspensio; Ny — resultado da contagem em Neubauer; V; —

... - 3 o~ g ~
volume inicial da suspensdo; e 10” — concentracao final da suspensao.

2- Curva de calibracao para as analises da concentracio de etanol por cromatografia

gasosa

A curva de calibracdo foi construida através da dilui¢do de etanol P.A (V001641 VETEC,
ACS reagent, 96%) em agua destilada. Foram consideradas oito concentracdes diferentes
variando entre 1 a 16 % v/v, com intervalo de 2 % v/v entre cada fracdo analisada. Para a
injecdo no cromatdgrafo gasoso, as solucdes aquosas de etanol foram preparadas com a
homogeneizagdo com N-propanol e acetato de etila. O preparo foi realizado com a
homogeneizac¢do de 100 uL da solu¢do aquosa de etanol, 10 uL N-propanol e 800 uL e de
acetato de etila. Com injecdo manual, a corrida foi realizada de acordo com os paradmetros

descritos no tépico 2.1.5 do artigo. Todas as concentragdes foram analisadas em triplicata.
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A curva foi construida no software OriginPro 9.0.0. O grifico foi construido
considerando a média das triplicadas + 30 (3% desvio padrdo). Para a projecdo da reta foram
considerados os desvios entre os dados e a interse¢do do eixo na origem (0;0). Foi aceita a
reta com Pearson’s r de 0,99925, R? de 0,99829. A inclinacao da reta (slope) foi de 0,11201
com desvio padrao de 0,00164.
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3- Tabelas com a relacao das cepas floculantes e as caracteristicas fermentativas

individuais

As tabelas estdo apresentadas na ordem que segue:

Tabela 1. Relacdo das cepas floculantes e da capacidade fermentativa das cepas provenientes

da amostra de Fermento Caipira (CSC)

Tabela 2. Relacdo das cepas floculantes e da capacidade fermentativa das cepas provenientes

da amostra de Fermento sem Células Recicladas (SNR)

Tabela 3. Relacdo das cepas floculantes e da capacidade fermentativa das cepas provenientes

da amostra de Fermento Com Células Recicladas (SRC)

Tabela 4. Relacdo das cepas floculantes e da capacidade fermentativa das cepas provenientes

da amostra de Bagaco de Malte Cervejeiro (BSG).

Tabela 5. Relacdo das cepas floculantes e da capacidade fermentativa das cepas industriais

PE-2 e CAT-1 usadas como referencial fermentativo.

Nas tabelas o simbolo (+) representa que a caracteristica descrita na coluna foi observada para
a cepa descrita na linha. Os dados da variacdo de pH, consumo de substrato, aumento da
concentracdo de células e da concentracdo final de etanol estdo expressas pela média + desvio
padrdo. As cepas marcadas com (*) estdao entre as 10 melhores produtoras de etanol.



FERMENTACAO

Fermento Caipira (CSC) Formadoras B
R T A pH A Substrato A [Célula] A [EtOH]

Espécies Cepas (substrato) p (° Bx) (log.mLY) (% v/v)
S. cerevisiae LMQACSC 1 +
S. cerevisiae LMQA CSC2 1,18 + 0,02 3,17 + 0,68 2,19 + 0,20 3,34 £+ 0,23
S. cerevisiae LMQA CSC 3
S. cerevisiae LMQA CSC 4 1,23 + 0,03 3,10 + 1,04 2,17 + 0,03 3,60 + 0,051
W. anomalus LMQA CSC 5 +
S. cerevisiae LMQA CSC 6 +
S. cerevisiae LMQA CSC7 +
S. cerevisiae LMQA CSC 8
S. cerevisiae LMQA CSC 10 1,21 + 0,07 3,70 + 0,52 2,15 + 0,20 3,34 + 0,08
S. cerevisiae LMQA CSC 11
S. cerevisiae LMQA CSC 12 1,21 + 0,05 3,77 + 0,12 1,80 + 0,40 3,14 + 0,22
C. parapsilosis LMQA CSC 13 +
T. delbrueckii LMQA CSC 14 +
S. cerevisiae LMQA CSC 15
S. cerevisiae LMQA CSC 16 1,21 + 0,06 2,17 + 0,29 2,16 + 0,11 3,64 + 0,16
S. cerevisiae LMQA CSC 17 +
S. cerevisiae LMQA CSC 18 +
T. delbrueckii LMQA CSC 19 +
P. manshurica LMQA CSC 20 +
W. anomalus LMQA CSC 21 +
S. cerevisiae LMQA CSC 22 +
S. cerevisiae LMQA CSC 23 +
S. cerevisiae LMQA CSC 24
S. cerevisiae LMQA CSC 25 +
S. cerevisiae LMQA CSC 26
S. cerevisiae LMQA CSC 27 1,14 + 0,02 2,03 + 0,06 2,08 + 0,05 3,28 + 0,24
S. cerevisiae LMQA CSC 28 +
S. cerevisiae LMQA CSC 29 +
W. anomalus LMQA CSC 30 +
S. cerevisiae LMQA CSC 31 1,18 + 0,04 5,03 + 0,15 2,04 + 0,06 4,01 + 0,17
S. cerevisiae LMQA CSC 32 * 1,20 + 0,00 5,43 + 0,21 2,06 + 0,11 4,17 + 0,16
S. cerevisiae LMQA CSC 33 1,14 + 0,03 503 + 0,32 199 + 0,10 3,68 + 0,16
S. cerevisiae LMQA CSC 34 * 1,19 + 0,07 5,07 + 0,32 2,00 + 0,16 4,25 + 0,20
S. cerevisiae LMQA CSC 35 * 1,16 + 0,01 530 + 0,17 2,01 + 0,06 4,22 + 0,36
S. cerevisiae LMQA CSC 36 1,17 + 0,07 5,03 +* 058 2,05 %+ 0,04 3,95 % 0,25
S. cerevisiae LMQA CSC 37 * 1,22 + 0,03 543 + 047 2,10 + 0,16 4,15 + 0,29
S. cerevisiae LMQA CSC 38 1,05 + 0,05 3,07 + 0,23 2,16 + 0,09 2,18 + 0,10
S. cerevisiae LMQA CSC 39 1,18 + 0,03 4,70 £+ 0,20 1,93 + 0,07 3,63 + 0,06
W. anomalus LMQA CSC 41
S. cerevisiae LMQA CSC 42 1,19 + 0,01 5,20 + 0,00 2,07 + 0,08 3,89 + 0,18
W. anomalus LMQA CSC 43 +
W. anomalus LMQA CSC 44 +
S. cerevisiae LMQA CSC 46 1,17 + 0,03 460 + 044 231 + 0,10 3,47 + 0,19
P. manshurica LMQA CSC 47 +
S. cerevisiae LMQA CSC 48
S. cerevisiae LMQA CSC 49 1,07 + 0,04 4,10 + 0,36 2,15 + 0,06 3,07 + 0,12
S. cerevisiae LMQA CSC 50 1,19 + 0,06 4,87 + 0,25 2,18 + 0,09 3,58 %+ 0,23
S. cerevisiae LMQA CSC 51 1,18 + 0,05 4,87 + 0,40 2,18 * 0,11 3,71 %+ 0,07
T. delbrueckii LMQA CSC 52 +
T. delbrueckii LMQA CSC 53 +
T. delbrueckii LMQA CSC 54 +




Fermento sem células recicladas Baixo FERMENTAQAO
Formadora
(SNR) de flocos Comsumo . ASubstrato A[Célula] A [EtOH]
Espécies Cepas (substrato) p Bx)  (logmLl) (% viv)
S. cerevisiae LMQA SNR 55 L17 £ 005 437 + 1,12 2,13 + 009 383 * (27
T. delbrueckii LMQA SNR 56 +
P. manshurica LMQA SNR 58 +
P. manshurica LMQA SNR 60 +
P. manshurica LMQA SNR 62 +
S. cerevisiae LMQA SNR 63 LIS + 0,05 4,67 £ 0,21 232 + 004 358 = 004
S. cerevisiae LMQA SNR 64 1,08 + 0,09 420 + 020 2,10 £ 0,03 384 = 0,11
S. cerevisiae LMQA SNR 65 * 1,25 + 0,01 497 £ 006 2,09 + 008 417 £ 0,13
S. cerevisiae LMQA SNR 66 +
S. cerevisiae LMQA SNR 67 1,12 = 0,07 430 = 0,17 2,02 £ 0,09 3.62 % 0,10
S. cerevisiae LMQA SNR 68 L13 £ 005 433 = 012 210 £ 0,12 359 = 25
S. cerevisiae LMQA SNR 69 1,26 + 0,03 480 * 0,10 1,99 + 0,04 347 * 017
S. cerevisiae LMQA SNR 70 +
W. anomalus LMQA SNR 71 +
C. aaseri LMQA SNR 73 +
C. pseudointermedia LMQA SNR 74 +
S. cerevisiae LMQA SNR 76 +
S. cerevisiae LMQA SNR 77 1,19 + 0,04 447 + 0,15 2,07 = 0,14 396 * 0,34
S. cerevisiae LMQA SNR 78 1,15 = 0,02 4,37 += 0,25 2,14 + 0,12 3,61 = 026
S. cerevisiae LMQA SNR 79 1,11 + 0,05 447 + 0,23 2,00 + 0,04 326 % 0,12
S. cerevisiae LMQA SNR 80 1,16 = 0,04 4,60 = 0,20 1,97 + 0,12 288 * 0,15
S. cerevisiae LMQA SNR 81 1,18 + 0,06 576 + 244 2,09 + 0,12 342 % 026
S. cerevisiae LMQA SNR 82 1,22 + 0,03 4,60 + 026 2,07 £ 0,23 382 % 0,10
S. cerevisiae LMQA SNR 83 1,22 + 0,03 5,07 = 0,15 193 £ 028 405 = 0,18
S. cerevisiae LMQA SNR 84 1,16 + 0,07 2,87 + 0,06 2,01 + 0,11 1.63 % 0,11
S. cerevisiae LMQA SNR 85 +
S. cerevisiae LMQA SNR 86 +
S. cerevisiae LMQA SNR 87 1,30 = 0,04 3,17 £ 0,15 2,19 + 0,18 224 * 0,09
S. cerevisiae LMQA SNR 88 1,27 £+ 0,03 243 + 045 2,05 += 0,08 1.64 * 0,16
S. cerevisiae LMQA SNR 89 1,41 = 0,05 3,70 = 0,20 1,95 = 028 261 * 0,16
T. delbrueckii LMQA SNR 90 1,53 + 0,01 4,13 + 0,15 2,09 £ 004 324 = 013
T. delbrueckii LMQA SNR 91 +
S. cerevisiae LMQA SNR 94 1,50 = 0,02 3,97 = 0,31 1,99 = 0,08 291 * 0,11
T. delbrueckii LMQA SNR 95 1,37 £ 0,03 360 = 0,10 214 = 010 9237 = 01
S. cerevisiae LMQA SNR 96 1,42 + 002 3,10 £ 0,10 2,12 = 0,06 218 * 0,09
S. cerevisiae LMQA SNR 97 1,49 + 0,05 3,70 £ 0,20 2,09 £ 0,03 253 = 0,12
W. anomalus LMQA SNR 98 1,49 £+ 0,01 380 + 0,00 2,13 £ 0,03 274 = 0,09
W. anomalus LMQA SNR 99 +
S. cerevisiae LMQA SNR 100 1,39 + 0,08 3,73 + 0,31 2,10 £ 0,04 232 = 010
S. cerevisiae LMQA SNR 103 * 121 + 0,06 453 + 122 211 £ 0,13 413 = (35
S. cerevisiae LMQA SNR 106 1,15 + 0,05 4,27 + 0,60 1,94 + 0,26 +

3,53

0,16




Fermento com células

recicladas B FERMENTACAO
Formadoras
(SRC) de flocos ~ SOmsHmo A Substrato A [Célula] A [EtOH]
(substrato) A pH o 1

Espécies Cepas (® Bx) (log.mL™) (% viv)
S. cerevisiae LMQA SRC 107 +
C. intermedia LMQA SRC 108 +
C. intermedia LMQA SRC 109 +
C. intermedia LMQA SRC 110 +
S. cerevisiae LMQA SRC 111 1,00 £ 0,05 220 = 0,10 226 + 0,17 351 * 07
S. cerevisiae LMQA SRC 112 1,08 + 0,08 2,10 + 1,04 2,19 £ 0,23 329 * 0,14
S. cerevisiae LMQA SRC 116 123 + 003 447 £ 076 2,11 £ 006 394 % ]
T. delbrueckii LMQA SRC 117 +
S. cerevisiae LMQA SRC 118 1,04 + 002 200 £ 0,10 2,04 £ 006 (31 £ 0,02
S. cerevisiae LMQA SRC 122 +
S. cerevisiae LMQA SRC 123 +
S. cerevisiae LMQA SRC 124 +
S. cerevisiae LMQA SRC 125 1,16 = 0,05 2,83 + 040 2,27 + 0,19 3.82 * 0,04
T. delbrueckii LMQA SRC 126 +
S. cerevisiae LMQA SRC 127 1,19 + 0,02 2,77 + 040 2,09 + 0,11 3.69 % 0,18
S. cerevisiae LMQA SRC 128 +
C. parapsilosis LMQA SRC 130 +
T. delbrueckii LMQA SRC 131 +
C. parapsilosis LMQA SRC 132 +
S. cerevisiae LMQA SRC 133 * 1,12 = 0,05 440 += 0,17 1,92 + 0,70 412 * 023
C. parapsilosis LMQA SRC 134 +
T. delbrueckii LMQA SRC 136 +
S. cerevisiae LMQA SRC 137 +
W. anomalus LMQA SRC 138 +
T. delbrueckii LMQA SRC 139 +
S. cerevisiae LMQA SRC 140 1,03 £ 0,07 3,77 + 0,21 2,02 = 007 308 * 018
S. cerevisiae LMQA SRC 142 * 1,27 + 0,02 523 + 0,12 1,99 + 0,06 431 * 0,14
S. cerevisiae LMQA SRC 143 * 1,28 + 0,03 5,80 + 0,00 198 + 0,02 447 = 0,19
T. delbruecki LMQA SRC 144 +
C. parapsilosis LMOQA SRC 146 +
S. cerevisiae LMQA SRC 147 * 1,27 + 0,03 527 + 0,06 2,05 £ 0,11 482 * 024
S. cerevisiae LMQA SRC 148 0,84 + 0,01 2,53 + 0,06 2,19 + 0,04 244 = 017
S. cerevisiae LMQA SRC 149 +
C. parapsilosis LMQA SRC 150 +




Bagaco de malte cervejeiro Baixo FERMENTACAO
Formadoras )
(BSG) de flocos  consumo A BH A Substrato A [Célula] A [EtOH ]
Espécies Cepas (substrato) . (° Bx) (log.mL") (% v/v)
C. lusitaniae LMQA BSG 2 +
C. lusitaniae LMQA BSG 3 +
P. kudriavzevii LMQA BSG 4 +
S. cerevisiae LMQA BSG 5.1 1,14 £ 0021 473 £ 0,153 226 + 0,10 597 * o4
T. delbrueckii LMQA BSG 6 +
T. delbrueckii LMQA BSG 6.1 +
T. delbrueckii LMQA BSG 7 1,19 + 0,026 52 + 0,1 182 = 0,15 354 * a4
T. delbrueckii LMQA BSG 8 +
Cepas Industriais Baixo FERMENTACAO
Formadoras .
L A ol A Substrato A [Célula] A [EtOH]
Espécies Cepas (Substrato) g (° Bx) (log.mL") (% viv)
S. cerevisiae CAT1 113 £ 006 530 * 026 2,16 ¥ 007 426 * 046
S. cerevisiae PE 2 1,05 £ 005 500 £ 000 202 * 010 421 £ 062
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APENDICE - CAPITULO 5

AVALIACAO DO ESTRESSE CAUSADO PELA
CONTAMINACAO BACTERIANA E RECICLO CELULAR
SOBRE A PRODUCAO DE BIOETANOL POR Saccharomyces
cerevisiae LMQA SRC 143 E PE-2

ASSESSMENT THE STRESS CAUSED BY BACTERIAL CONTAMINATION AND
CELL RECYCLING ON THE BIOETHANOL PRODUCTION AND CELL PHYSIOLOGY
IN YEASTS Saccharomyces cerevisiae LMQA SRC 143 AND PE-2

Materiais Suplementares - Apéndice - Apéndice

1- Preparo das solucoes e dos corantes fluorescentes

Tampao Fosfato Salino (PBS): o tampao fosfato salino (PBS) 1x foi formulado de acordo
com o Cold Spring Harb Protocol (2006). Todos os sais [8.0 g NaCl (Synth, Diadema, Brazil),
0.2 g KCI (Dinamica, Diadema, Brazil), 1.42 g Na2HPO4- (Synth, Diadema, Brazil), 0.24 g
KH2PO4 (Synth, Diadema, Brazil)] foram dissolvidos e homogeneizados em 800 mL de dgua
deionizada. Em seguida o pH foi ajustado em 7.2 e o volume da solu¢dao completado até 1

litro em baldo volumétrico.

Alaranjado de Acridina (AO): a solucdo stock de Acridine Orange (158550 Sigma-Aldrich)
foi preparado na concentracdo de 5 g.L”' com 4dgua deionizada. A solucdo final foi preparada

na razo de 2 mL.L" de solucdo stock de AO em PBS.

Soluciao de Acriflavina: a solucdo stock de Acriflavine (A8126 Sigma-Aldrich) foi preparada
com a dissolugio completa de 0,5 g em 10 mL de Acido Cloridrico (VETEC, Duque de
Caxias, Brazil) IM. A solucdo final foi preparada com a homogeneizagao de 1 mL da solugao
stock de Acriflavine em 9 mL de solucdo aquosa de sulfato de potdssio (Synth, Diadema,

Brazil) na concentragdo de 12,5 g.L’l.

Fluoresceina diacetato (FDA): A solucdo stock de Fluorescen diacetate (F7378 Sigma-

Aldrich) foi preparada em acetona (Anidrol, Diadema, Brazil) na concentracdo de 2 g.L‘l. A
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solucgdo final de FDA foi preparada com a homogeneizacao de 0,1 mL da solugdo stock em 10

mL de PBS.

A-fluorescein isothiocyanate (A-FITC): a solucio de A-FITC protein (P5145 Sigma-
Aldrich) foi preparada em PBS na concentracio de 1 g.L".

Somente o reagente Propidium iodide (P3566 Thermo Fisher Scientific) foi adquirido pronto

para o uso.
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2- Graficos do estado fisiologico das células nos trés diferentes tempos analisados

FLUORESCEINA DIACETATO ACRIFLAVINA
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Figura 6- Os dados de fluoresceina diacetate, Acriflavine, A-FITC, Acridine Orange e Propidium iodide sdo apresentados pela média de
GMFI (Média geométrica da Intensidade da fluorescéncia) + desvio padrao.
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ANEXOS

Permissdo de uso dos artigos aceitos pelas revistas Renewable and Sustainable Energy e

Critical Reviews in Biotechnology.
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