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APRESENTAGAO

O setor sucroalcooleiro € uma das indlstrias mais representativas do pro-
cesso de desenvolvimento brasileiro. Desde o Brasil Colbnia, em que a cultura da
cana-de-acucar foi uma das primeiras atividades econdmicas, sendo até os dias
atuais, 0 nosso pais € lider de produgdo e o mais competitivo na fabricacdo de
acucar e alcool.

Os produtores sucroalcooleiros enfrentam constante concorréncia e nao de-
vem medir esfor¢cos na procura por elevada competitividade do produto nacional.
Além disso, a reducdo nos custos aumenta a eficiéncia da cadeia produtiva.

No processamento industrial da cana-de-aglcar para producdo de alcool
combustivel, a fermentacéo continua com reciclo celular, da forma como € pratica-
da no Brasil, expde o processo a uma série de situacdes que facilitam a contami-
nacgao por microrganismos indesejaveis. A propria levedura do processo fica tam-
bém exposta a situagdes estressantes, caracteristicas do processo, que acabam
por afetar a viabilidade celular e consequentemente o rendimento fermentativo.

Assim é de fundamental importancia que a unidade industrial monitore a
fermentacéo, analitica e microbiologicamente, para que a tomada de decisdes
possa ser feita de forma racional e efetiva. Medicbes bem feitas permitem avaliar
os resultados das medidas adotadas, o retorno dos investimentos e, quando ne-
cessario, 0 ajuste das condi¢bes do processo.

Este livro foi entdo organizado com o objetivo de abordar os principais
aspectos relativos a microbiologia do processo fermentativo, apresentando as
caracteristicas das bactérias e leveduras, sua importancia no processo, as téc-
nicas e os métodos microbiolégicos utilizados no monitoramento e a caracteri-
zagao de linhagens baseada em testes morfologicos/fisiolégicos e moleculares.
A importancia do uso de leveduras selecionadas é também discutida na unidade
final deste livro.

Como a aplicagdo das técnicas de monitoramento microbioldgico exige co-
nhecimentos tedricos e um treinamento pratico, procurou-se ainda apresentar em
detalhes os procedimentos e protocolos utilizados para a avaliacao da contami-
nacao microbiana nas dornas de fermentacao, porém, ndo houve pretensao de
esgotar o assunto.

A bibliografia ao final do livro deve servir de ponto de partida para os técnicos
buscarem temas pertinentes, pois os desafios ainda sédo grandes e o conheci-
mento pode ser mais aprofundado. O setor sucroalcooleiro ainda é altamente
carente de méo de obra especializada, e nesse sentido, este livro pretende dar
a sua contribuicéo.






UNIDADE 1

Importancia do monitoramento

microbiol0gico no processo fermentativo






1.1 Primeiras palavras

Nesta unidade serado discutidos a importancia do monitoramento microbio-
l6gico para o processo fermentativo que vise a producéo de etanol e o impacto

gue contaminacfes microbianas causam no rendimento fermentativo.

1.2 Problematizando o tema

A producdo mundial de alcool combustivel representa apenas 2,5% do
consumo de gasolina, o que retrata um mercado amplo a ser conquistado, devi-
do aos precos internos do barril de petréleo. Estima-se um custo de cerca de

US$ 80, em 2010, a unidade do barril.

Desde a década de 1970, com a criacdo do Programa Nacional de Alcool

(Proélcool), especifico para a producdo e uso do alcool como combustivel, os
produtores de cana e empresarios do setor encorajaram-se a aumentar a capa-
cidade operacional das destilarias. Durante trinta e cinco anos, ocorreu um salto

marcante na producdo de alcool, passando de 0,56 bilhdo de litros, em 1975,
para mais de 27 bilhdes de litros, na safra 2010/2011 (AMORIM, 2010).

Esse periodo exigiu das destilarias um grande preparo para enfrentar os de-
safios. Foi necessario investir em pesquisa, capacitacdo de pessoas e desenvolvi-
mento de novas tecnologias para uma gestéo eficaz. Esta se faz com nimeros e

informacdes confiaveis e, para o controle dos processos industriais de fermentacéo,

o controle analitico-quimico e microbiol6gico torna-se de fundamental importancia

(AMORIM, 2010).

No entanto, a preocupacdo com a melhoria da eficiéncia do processo de
fermentacgéo € recente, pois este sempre foi tratado como assunto secundario nas
destilarias, devido a baixa rentabilidade do etanol. Apesar das muitas tecnologias
existentes, ainda é necessario maior conscientizagdo para a prevenc¢ao, melhor

alternativa para evitar gastos com antimicrobianos e perdas no rendimento

fermentativo.

A contaminag&o por bactérias, fator de maior impacto sobre a produtividade de

etanol, pode diminuir a producéo de alcool e ainda exigir a aplicacédo de antibidticos,
com custos para a indistria (ALCOOLBRAS, 2010).

Atentar para a importancia do monitoramento microbiolégico pode significar a
grande diferenca entre ganhar ou perder em produtividade, traduzida muitas vezes

em milhdes de litros de etanol (CECCATO-ANTONINI, 1998).



1.3 Fermentacao alcodlica: caracteristicas gerais

Fermentacao alcodlica € o fendmeno por meio do qual os agucares sdo

transformados em alcool e gas carbonico, principalmente por acao das levedu-

ras da espécie Saccharomyces cerevisiae. A fermentacdo dos mostos (caldo
de cana e/ou melago) realiza-se em trés fases distintas: pré-fermentacao ou
preliminar, fermentagéo principal e pés-fermentacdo ou complementar, segundo

. Amorim (2005).

A pré-fermentacéo inicia-se quando o fermento (leveduras) é adicionado
ao mosto devidamente preparado, e caracteriza-se por ativa multiplicacdo das
células e elevacéo lenta e gradual da temperatura do meio.

Ap6s cinco ou seis horas, com pouca espuma, inicia-se a fermentacao prin-
cipal, que € reconhecida por elevacao rapida da temperatura, queda da densidade
do mosto devido ao desaparecimento dos agucares e da formacao equivalente do
alcool. A acidez eleva-se abaixando o pH (potencial hidrogenidnico). Essa fase

termina quando as espumas desaparecem, durando de nove a dez horas.

A pos-fermentacao é caracterizada pela diminuicéo lenta e gradual da tem-
peratura do mosto, diminuicdo do desprendimento do gas carbénico, momento
em que nao se formam mais espumas. Essa fase pode durar de seis a oito horas;
guanto menor a duracao, melhor para evitar a infecgdo do vinho e do pé de cuba,
gue sera utilizado em uma nova fermentacéo. O mosto totalmente fermentado é
denominado vinho.

Ao término do processo fermentativo, o vinho € entdo centrifugado, retiran-
do-se as leveduras (leite ou creme de leveduras), as quais sédo entdo tratadas
com agua e acido sulfurico, retornando as dornas para outro ciclo fermentativo.
O vinho delevedurado segue entéo para a destila¢do para a obtencao do etanol,
gerando o residuo denominado vinhaca.

O esquema representativo do processo de fermentacao alcodlica industrial
para producao de alcool combustivel esta mostrado na Figura 1.

O tratamento acido objetiva a redu¢éo da carga bacteriana potencialmente
contaminante do processo, advinda do caldo de cana, da agua de lavagem
da cana, do melago e do proprio solo. Gallo & Canhos (1991) observaram a
reducédo de 44,3% da microbiota contaminante em funcéo do vigor e tempo do

tratamento acido.



Lavagem de
cana o
o
Q
§ <
+
E
Moagem 2
‘ T Preparo do
Destilacao : —_
Peneiramento ¢ pé de cuba
(cush-cush) A PH18-25
— i 0+ _ 2,5 horas
8l.2 ¢
s|os 3
=]
Sulfitagéo o\ $ %
o I~T o
[T K= o
4 o|E* o
=
5 I~
—r Calagem
Centrifugacao
Tratamento
térmico
.' » | Fermentagao <
Resfriamento
32-40°C
‘ 6 — 10 horas
7 — 14% células
Preparo do
r mosto (Diluidor)
Melaco
e agua

Figura 1 Esquema representativo do processo fermentativo para producéo de etanol.

O processo de fermentacéo alcodlica predominante no Brasil é o de batelada
alimentada com reciclo total do agente da fermentag&o, o qual permite maior

produtividade em relacé@o ao processo descontinuo (batelada simples). O processo
de fermentacdo continua em multiplos estdgios, com reciclo consideravel de

fermento, também contribui para aumento da produtividade (AGENCIA PAULISTA

DE TECNOLOGIA DOS AGRONEGOCIOS, 2010).

O reciclo das leveduras, e com isso o reciclo de contaminantes, causa di-
versos distarbios, tais como: consumo de aglcar e etanol pelos contaminantes,
gueda da viabilidade e morte das células de levedura devido a toxinas langadas

no meio pelo contaminante (ALTHERTUM et al., 1984), fermentacfes secun-
dérias oriundas da atividade desses microrganismos contaminantes (BOVI & i

MARQUES, 1983), além do problema de floculagdo das células de levedura

provocada tanto por bactérias como pelas préprias leveduras.



Dessamaneira, o processo de fermenta¢cdo em uso no Brasil atende a diversos

requisitos importantes para a producdo de etanol em larga escala, para emprego
como combustivel. Trata-se de um processo robusto, sem interrupgdes, capaz de
suportar alteragdes bruscas na matéria-prima e operar em condigdes de baixo nivel
de assepsia (AGENCIA PAULISTA DE TECNOLOGIA DOS AGRONEGOCIOS,
i 2010).

No entanto, essa caracteristica — baixo nivel de assepsia — pode trazer

sérios problemas ao processo, resultando em redugdes significativas da
eficiéncia industrial, com queda no rendimento fermentativo, maior tempo de
fermentac&o e maior formacédo de espumas pelo aumento da viscosidade, entre
outros problemas, ocasionados por contaminacdes bacterianas e por leveduras
. selvagens (CECCATO-ANTONINI, 1998).

Além disso, em processos de batelada e batelada alimentada, os inconvenientes

decorrentes das contaminacbes microbianas sdo mais facilmente contornados,
enguanto em processos continuos, podem se tornar um sério problema.

Por esse motivo é que se tem falado muito da necessidade de um

acompanhamento microbiologico da fermentacdo, ou seja, 0 monitoramento
microbioldgico, visando a deteccdo dos contaminantes e o eficiente uso de
antimicrobianos e estratégias para contornar o problema sem afetar o processo
e o rendimento industrial.

1.4 0 monitoramento microbioldgico: agentes de contaminacao,
métodos de deteccao e formas de controle

141 Bactérias

Entre os contaminantes que mais aparecem nos processos fermentativos,

ocorrendo inclusive na etapa da fermentagéo alcodlica, estdo as bactérias, com
predominancia das Gram-positivas dos géneros Lactobacillus, Bacillus e Leuco-
nostoc (CECCATO-ANTONINI, 1998).

O ambiente propicio para a acédo das bactérias deriva da grande dificuldade

encontrada pelas usinas para operar com um modelo esterilizado, o que ocorre
em parte devido as proprias caracteristicas da cana. A contaminac¢éo bacteriana
também se prolifera devido as condi¢cdes operacionais da prépria usina, como o
sistema de moagem, tratamento térmico muitas vezes ineficiente, pontos mortos no
processo, contaminacao pelos trocadores de calor, tubulacdes e caixa de caldo,
agua utilizada na diluicdo do fermento, assepsia das dornas e paradas na industria
(ALCOOLBRAS, 2010).

Os efeitos causados pelas bactérias na fermentacao alcodlica estao ilus-

trados na Figura 2.



Os prejuizos causados pelas bactérias podem ser exorbitantes, pois elas sao
capazes de dobrar a contaminacdo em apenas 28 minutos. Além de prejudicar a
producao de etanol, o crescimento bacteriano exige aplicacdo de antibiéticos, mui-
tas vezes exagerada. Cerca de 10 quilos podem ser usados por dia para controle do
problema, ao custo de US$ 200 por quilo (ALCOOLBRAS, 2010).

Além disso, o uso continuo de antibiéticos pode levar ao desenvolvimento
de linhagens resistentes, as quais se tornam cada vez menos sensiveis a sua
acao. Varios outros procedimentos podem ajudar a reduzir os danos causados
pelos contaminantes, como limpeza das moendas, tubulac@es, instalacées da
fermentacéo, descarte de fundo de dorna, recentrifugacdo do fermento e trata-
mento acido (CECCATO-ANTONINI, 1998).

Como alternativa ao uso de antibiéticos, Meneghin et al. (2008) utilizaram
diéxido de cloro para inibir o crescimento de bactérias contaminantes da fermen-
tacado alcodlica, encontrando valores de concentra¢cdo minima inibitéria menores
paraBacillus subtilis (10 ppm) e Leuconostoc mesenteroides (50 ppm) do que para
Lactobacillus fermentum (75 ppm) e Lactobacillus plantarum (125 ppm). Essas
concentragdes tiveram o mesmo efeito inibidor que 3 ppm de Kamoran®, com
excecao de B. subtilis, no qual ndo se observou inibicdo de crescimento a esta
concentracdo. As leveduras industriais apresentaram inibicdo no crescimento
em concentracdes superiores a 50 ppm, porém esta pareceu ser dependente do
tipo de linhagem de levedura.

Outros produtos tém sido empregados para o controle bacteriano, como os
beta-acidos do lUpulo, as bacteriocinas e outros procedimentos como a utiliza-
¢do de bacteriofagos, virus que parasitam bactérias (BASSO, 2006).
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Figura 2 Principais efeitos causados pelas bactérias na fermentagéo alcodlica.
Fonte: adaptada de Alcoolbras (2010).



A determinacdo do numero e dos tipos de bactérias presentes no processo

s

i € um parametro importante para o controle da infecgdo. O nivel considerado

minimo para a prevencao de perdas e obtencdo de ganhos de rendimentos
€ 10° bastonetes/mL, mas h& apenas oito anos, a contaminacdo média da
fermentacdo no setor era de 107-108 bastonetes/mL (ALCOOLBRAS, 2010).

Vérias técnicas tém sido propostas para estimar a populagéo bacteriana de

amostras coletadas em diversas fases do processo, como a contagem direta ao
microscopio e a semeadura em placas (plagueamento). Porém, o emprego de
um ou outro método dependera das condi¢cBes e instalagdes do laboratério da
industria, além de um treinamento especifico dos laboratoristas.

Também é fundamental que o laboratério industrial utilize técnicas para

deteccao da sensibilidade das bactérias aos agentes antimicrobianos, verificando
i assim quais s&o exatamente os antibiéticos ou biocidas mais eficientes para a
aplicagéo industrial (CECCATO-ANTONINI, 1998).

As técnicas acima — contagem de bactérias vivas por microscopia (duracdo

de 15 minutos) e os testes de sensibilidade na escolha de antibiéticos — permitem
melhorar o controle microbiolégico, com medidas mais eficazes (AMORIM, 2010).

Poucos trabalhos tratam das relagcdes de coexisténcia entre leveduras e bac-

térias, como aquelas que ocorrem no ambiente da fermentacéo, e a maioria dos
relatos tende a explicitar a agéo deletéria da bactéria sobre a levedura. No entanto,
a levedura igualmente mostra efeitos antagonicos frente as bactérias, sendo tal
efeito atribuido, entre outros, pela a¢édo do acido succinico em sinergismo com o
etanol, ambos formados pela levedura (BASSO, 2006).

1.42 Floculagdo

As bactérias podem também induzir a floculac¢éo das leveduras do processo,

S. cerevisiae (Figura 3). Na floculacéo, as células agrupam-se formando conglo-
merados de peso muitas vezes superior ao da célula individualizada. Cessada
a fase tumultuosa da fermentacéo, ou quando a agitacdo mecanica no fermen-
tador € interrompida, esses flocos sedimentam-se rapidamente ou flotam impul-
sionados por bolhas de gases. A formacgéo de flocos compromete a conversdo
de acucar em etanol e CO, pela redugdo da superficie de contato direto entre
as células e o meio. Além disso, nas unidades que realizam o reaproveitamento
de células, as operacdes de recuperacdo de fermento ficam prejudicadas pela
presenca dessas estruturas, comprometendo seriamente o desempenho industrial
(LUDWIG, OLIVA NETO & ANGELIS, 2001).



Figura 3 Foto de bactérias (A) e leveduras (B) em microscopia eletronica de varredura,
em floculac&o.

Bactérias como Sporolactobacillus e Lactobacillus foram descritas como os
agentes causadores da floculagéo. O isolamento frequente de cepas de L. fermen-
tum em fermentacdes floculadas evidenciou sua importancia como contaminante de
processos industriais (YOKOYA & OLIVA NETO, 1991; ZARATTINI et al., 1993;

GUERRA & ANGELIS, 1998).

A floculacao ocorre devido a varios fatores, dentre os quais destacam-se o
contato com gomas sintetizadas pelas bactérias (SERRA et al., 1979); o contato

entre bactérias indutoras da floculagdo e leveduras (YOKOYA & OLIVA NETO,
1991); ou ainda devido a contaminacéo por leveduras floculantes (STRATFORD,

1989). E necessaria ainda a presenca de ions célcio e também a movimentago
entre as células para a aceleracdo do processo de floculagédo, provavelmen-

te devido ao aumento da colisdo entre as células, permitindo a adeséao (MILL,
1964; STRATFORD et al., 1988).

A utilizacdo de enzimas — como as proteases — € eficaz na desfloculagéo

de leveduras, uma vez que fatores proteicos associados a sais minerais e as
mananas parecem estar envolvidos em qualquer tipo de floculacdo de leveduras

(HENRIKSSON, SZEWSYK & CONWAY, 1991; YOKOYA & OLIVA NETO, 1991).

O tratamento acido do fermento induz a dispersdo do fermento e das bacté-
rias, mas nao a total eliminacéo da floculacdo (GUERRA & ANGELIS, 1998), pois
ao retornar a dorna de fermentagéo, ocorre uma alteragéo do pH para uma faixa
de 3,8 a 4,2, com a mistura da suspenséo de leveduras com o mosto, voltando o

fermento a flocular.



Ludwig, Oliva Neto & Angelis (2001) verificaram que uma técnica simples e

econdmica como a utilizacéo de pH abaixo de 3,0, numa faixa de 2,0 a 2,5 com
floculacdo ao redor de 100%, resulta na desfloculacdo do fermento, permitindo
assim o monitoramento da populacao de bactérias indutoras da floculacéao.

A floculagéo das leveduras € um fendmeno que se caracteriza pela adesdo

entre as células formando aglomerados, finalizando na sedimentagao dos flocos
em meios onde anteriormente se encontravam em suspensao (SATO, WATARI &
SHINOTSUKA, 2001). Esse fenbmeno acontece normalmente com as leveduras
em condicdes de estresse que afetam a composicéo e morfologia da parede celular.
Alguns fatores de estresse comuns aos processos fermentativos industriais, e que
s&o promotores de floculagéo, incluem a diminuigdo da quantidade de nutrientes,
e condicbes de temperatura, pH e oxigénio ndo adequados ao crescimento
(VERSTREPEN, DERDELINCKX & VERACHTERT, 2003).

1.4.3 Leveduras selvagens

Se para o controle da contaminacao bacteriana é possivel a utilizacdo de

i agentes antimicrobianos, o mesmo ndo pode ser dito em relacdo as leveduras

selvagens ou “invasoras”. Algumas unidades industriais tém se deparado com
problemas atribuidos a presenca de leveduras contaminantes que, altamente
competitivas dentro das condigdes existentes, passam a predominar na populacéo
de células presentes. A ocorréncia dessas leveduras tem sido frequentemente
associada a ocasifes em que se verificam reducdes significativas da eficiéncia

industrial, com queda no rendimento fermentativo, maior tempo de fermentacéo
e maior formacdo de espumas pelo aumento da viscosidade (CECCATO-
. ANTONINI, 1998).

Ceccato-Antonini & Silva (2000) verificaram a eficiéncia de meios diferenciais

no isolamento de cepas de leveduras da fermentacéo alcodlica e isolaram géneros
como Candida, Brettanomyces, Trichosporon, Pichia, Dekkera, Hansenula e outros.
O género Candida tem sido comumente isolado de processos fermentativos para
producéo de etanol (CASTRO, 1995; CABRINI & GALLO, 1999), mas é a levedura
Dekkera ou Brettanomyces (fase teleomoérfica e fase anamorfica, respectivamente)
gue tem causado mais problemas no processo fermentativo. Souza-Liberal (2007)
identifica e caracteriza, por meio de métodos moleculares, a principal levedura
contaminante das plantas de produgcdo de alcool combustivel do nordeste
brasileiro como sendo Dekkera bruxellensis, responsavel pela diminuicdo na
producao de etanol.

Isso ocorre porque quando as células dessa levedura se reproduzem no

processo industrial, substituem as células de S. cerevisiae. Com isso, 0 processo



industrial se torna mais lento e a destilaria acaba por produzir menor quantidade

de etanol por dia, em comparagdo com os dias em que ndo ha esse tipo de con-

taminacdo. Dessa forma, uma fermentacdo mais lenta impde uma diminuicdo da

moagem da cana, que, por sua vez, diminui o descarregamento desta no patio da

industria, causando problemas no cronograma de colheita. Tudo isso provoca cus-

tos diretos e perda de receita diaria para a industria (AGROSOFT BRASIL, 2010).

Ensaios fermentativos realizados com uma linhagem de D. bruxellensis

(CCA059), em fermentacdes puras e mistas com S. cerevisiae, mostraram que a

levedura contaminante foi capaz de crescer em meio ao caldo de cana, indepen-
dentemente do tamanho do seu indculo inicial (10! a 103 células/mL), impactando
negativamente a fermentacéo etandlica. Tal processo causou a diminuigdo da via-

bilidade de S. cerevisiae, diminuindo o pH do meio, decréscimo na producédo de
etanol e na eficiéncia fermentativa, possivelmente devido a producdo de acido
acético a partir do acucar redutor do meio de fermentacédo. Extrapolando-se 0s

resultados obtidos em escala de laborat6rio para a escala industrial de uma des-

tilaria de médio porte, a contaminacg&o por D. bruxellensis acarretaria uma perda

de 6 a 15 milhdes de litros de alcool na safra, que deixariam de ser produzidos,
dependendo do nivel de contaminacdo (MENEGHIN, 2007).

Ceccato-Antonini & Parazzi (2000) relataram um caso de contaminagéo da

fermentagcdo por um biétipo de S. cerevisiae que apresentava colénias opacas,

enrugadas e células dispostas em aglomerados, numa destilaria paulista na safra

1997/1998. Essa levedura apresentou crescimento nas condi¢des de fermenta-

¢do e devido a sua morfologia, tendeu a permanecer na superficie das dornas,

formando uma espécie de espuma (scum) grossa, pegajosa, a qual causava ex- i
travasamento de mosto das dornas e consequentemente perda de agucar e alcool.
Além disso, apresentavam uma alteracdo na morfologia, com células alonga-

das, a qual normalmente é verificada nessa levedura em condi¢gfes de estresse
(CECCATO-ANTONINI, 2008). Como nao ha substancias inibidoras do cresci-
mento que afetem exclusivamente esse bibtipo, sem impacto sobre a levedura

do processo, estratégias como a utiliza¢do de dornas adicionais para “sangrar” o

fermento, e até mesmo o descarte de parte do fermento, tém sido utilizadas para

minimizar o impacto na fermentagéo.

Outros relatos da presenca desse biétipo de levedura na fermentacéo eta-
nélica ja foram apontados (OLIVEIRA & SILVA, 1993; CECCATO-ANTONINI &

PARAZZI, 1996).

A eliminacao de linhagens de leveduras invasoras, quando detectado prejuizo
consideravel ao processo, consiste na substituicdo do fermento contaminado por
fermento adaptado, melhoria ha assepsia das tubulacdes, controle da qualidade da
agua utilizada na diluicdo do mosto, maior eficiéncia do tratamento térmico/quimico

do caldo e controle da temperatura de fermentacdo (CECCATO-ANTONINI, 1998).



A deteccgdo das leveduras contaminantes no processo e a diferenciacao destas

i em relacéo a levedura do processo ndo sio tarefas faceis. Varios métodos tém

sido propostos, como o uso de meios de cultura diferenciais, testes fermentativos

e de assimilacdo de compostos de carbono e nitrogénio, parametros cinéticos e de

i producédo especifica, além de técnicas de biologia molecular como cariotipagem

e andlise de polimorfismos de DNA (Acido Desoxirribonucleico). A utilizacdo de
uma ou varias técnicas concomitantemente depende das condi¢des de trabalho
nas destilarias e de pessoal treinado nao s6 para executar como também para
interpretar os resultados (CECCATO-ANTONINI & PARAZZI, 2000).

1.5 Consideracdes finais

O monitoramento microbiolégico ndo pode ser esporadico e realizado so-

mente no momento em que 0s problemas se apresentam, mas deve ser constante

e a partir do inicio da safra, analisando-se o fermento de partida e os varios pontos

do processo fermentativo, como caldo, agua de diluicdo, mosto, melaco, fermento
antes e depois do tratamento acido (CECCATO-ANTONINI & PARAZZI, 2000).

Com os dados fornecidos pelo monitoramento microbiolégico, a unidade pro-

i dutora consegue prevenir os problemas advindos da contaminac&o descontrolada.
Outro fator importante é a manutencdo da temperatura de fermentacdo a niveis

inferiores a 33 °C, pois temperaturas elevadas afetam a levedura e favorecem a
multiplicacdo das bactérias (ALCOOLBRAS, 2010; AMORIM, 2010).

O monitoramento constante da operacdo compreende todas as fases do

processo, a partir da matéria-prima, passando pelo setor de extracéo, tratamento
térmico, decantacao, resfriamento e distribuicdo do mosto e, finalmente, a fermen-
tacdo (ALCOOLBRAS, 2010). O tempo decorrido entre o corte da cana até sua

moagem é um dos fatores que mais afeta a qualidade da cana e, por sua vez, o
rendimento de uma destilaria (AMORIM, 2010). A cana deve chegar isenta de

matéria organica, nova, com baixa infestacdo de broca, cuidando para que o
tempo de queima n&o ultrapasse 36 horas (ALCOOLBRAS, 2010).
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2.1 Primeiras palavras

Nesta unidade serdo apresentados os conceitos fundamentais relacionados
a morfologia, a estrutura celular, ao metabolismo, a nutricdo e a multiplicacéo de
bactérias e leveduras, visando a compreenséao e o desenvolvimento das técnicas
de monitoramento microbiolégico.

2.2 Problematizando o tema

A fermentacado alcodlica é realizada por leveduras, as quais convertem o
acUcar da cana em etanol. Mas, pelo fato de o processo ndo ser asséptico, outros
microrganismos podem contaminar o processo e causar queda no rendimento in-
dustrial. Varias técnicas e métodos tém sido propostos para 0 monitoramento dos
contaminantes durante o processo fermentativo, baseados em caracteristicas mor-
folégicas, fisioldgicas e genéticas dos microrganismos.

Todas as células microbianas apresentam estruturas basicas em comum,
tais como a membrana citoplasmatica, os ribossomos e hormalmente uma pare-
de celular. Duas categorias estruturais de células sdo reconhecidas, os procario-
tos e os eucariotos, as quais diferem quanto a organizagado do genoma.

A forma de obtencdo de energia entre 0s microrganismos pode variar, mas
as opcdes podem ser sumarizadas em trés, sendo a partir de compostos quimi-
cos organicos, de compostos quimicos inorganicos ou da energia luminosa. A
energia € utilizada para o crescimento, que é definido como o aumento do numero
de células, e, dessa forma, o conhecimento sobre como as populagdes micro-
bianas podem rapidamente se expandir € de muita utilidade no desenvolvimento
de métodos de controle do crescimento microbiano (MADIGAN, MARTINKO &
PARKER, 2004).

Para o desenvolvimento e aplicacdo das técnicas e métodos de monitora-
mento microbiolégico nas destilarias, € importante que se conheca as caracte-
risticas dos microrganismos mais importantes envolvidos no processo de fer-
mentacgao, as bactérias e as leveduras.

2.3 Caracteristicas gerais das bactérias e leveduras

2.3.1 Bactérias

A partir da analise comparativa de sequéncias de RNA ribossomal, trés
linhagens celulares filogeneticamente distintas foram identificadas, sendo duas
delas compostas somente por procariotos, enquanto a terceira € constituida



por eucariotos. Essas linhagens, designadas de dominios evolutivos, foram de-
i nominadas Bacteria, Archaea e Eukarya.

O dominio Bacteria compreende uma enorme variedade de procariotos, des-

de os causadores de doengas até as milhares de espécies ndo patogénicas. Uma
grande variedade de tipos morfoldgicos e fisioldgicos é encontrada nesse dominio.
O dominio Archaea é constituido na sua maioria por bactérias de ambientes ex-
tremos, como as metanogénicas, haldfilas e termofilas (MADIGAN, MARTINKO &
. PARKER, 2004).

Embora existam milhares de espécies bacterianas diferentes, os organis-

mos isolados apresentam uma das trés formas gerais: elipsoidal ou esférica,

cilindrica ou em bastonete e espiralada ou helicoidal (Figura 4). As bactérias

medem aproximadamente 0,5 a 1,0 um por 2,0 a 5,0 um.

O exame da célula bacteriana revela certas estruturas externas e internas a

parede celular, esquematizadas na Figura 5. As estruturas externas compreendem

os flagelos, os pelos (fimbrias) e a capsula, quando presente.

Figura 4 Tipos morfolégicos de bactérias.



A parede celular é uma formacéo rigida que da forma a célula e essa rigidez
pronunciada pode ser facilmente demonstrada submetendo bactérias de formas di-
ferentes a condigfes fisicas extremas, tais como pressdes osmoticas muito elevadas
ou muito baixas ou temperatura abaixo de zero seguidas de aquecimento. Mesmo
nessas condicdes, as células manterdo sua forma original devido a parede celular.
As paredes celulares bacterianas parecem ser indispensaveis ao crescimento das
bactérias e a sua divisao. Células cujas paredes foram removidas especificamente,
isto &, protoplastos, sdo incapazes de efetuar divisdes ou crescimento normais.

Figura 5 Representacao esquematica da organizagdo estrutural de uma célula bacteriana.

As paredes celulares de Bacteria contém um polissacarideo chamado
peptideoglicano, formado por cadeias com repeticdes alternadas de N-acetil-
glucosamina e acido N-acetilmuramico, além de um pequeno conjunto de ami-
noacidos como a L-alanina, D-alanina, acido D-glutamico e lisina, e ainda acido
diaminopimélico. As diferentes cadeias sao interligadas por meio de ligacbes
peptidicas cruzadas, que unem os residuos de acido muramico.

No entanto, ha diferencas entre as paredes celulares das bactérias. Este
€ 0 motivo pelo qual as bactérias podem reagir diferentemente a coloragéo de
Gram, permitindo a separacédo das mesmas em bactérias Gram-positivas e bacté-
rias Gram-negativas.

A coloragdo de Gram € um dos procedimentos de coloracao mais Uteis no
laboratorio de microbiologia, pois, além de permitir a diferenciagcéo das bactérias
em Gram-positivas ou negativas, possibilita também a avaliacdo da morfologia
das células. E o ponto de partida para a identificagéo das bactérias.



Em bactérias Gram-positivas, cerca de 90% da parede celular corresponde

i ao peptideoglicano, embora outro tipo de constituinte, o acido teicoico, também seja

normalmente encontrado em pequenas quantidades. Nas bactérias Gram-negativas,
apenas 10% da parede corresponde ao peptideoglicano. Além deste, tais bacté-
rias contém uma camada adicional de parede, composta por lipopolissacarideos
(LPS). A Figura 6 mostra as diferencas na constituicdo da parede das bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas.

Assim, em uma coloracao de Gram, o cristal violeta e o iodo, quando aplica-
dos, formam um complexo insoltvel no interior da célula. Em células Gram-negativas,
0 complexo é extraido pelo tratamento com alcool, enquanto em células Gram-
positivas esse complexo permanece no interior da célula. Estas, que apresentam
espessas paredes celulares com varias camadas de peptideoglicano, sao desi-
dratadas pelo alcool, resultando no fechamento dos poros da parede celular e
impedindo a remocao do complexo insolavel de cristal violeta-iodo da célula.

Em contrapartida, nas Gram-negativas, o alcool penetra rapidamente na mem-
brana externa, rica em LPS, e a fina camada de peptideoglicano é incapaz de im-
pedir a passagem desse solvente, promovendo assim a facil remog&o do complexo
cristal violeta-iodo. O contracorante safranina cora entdo as Gram-negativas de ver-
melho, enquanto as Gram-positivas permanecem roxas (MADIGAN, MARTINKO &
PARKER, 2004).

Figura 6 Parede celular de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.



Imediatamente abaixo da parede celular existe uma fina membrana, ou co-
bertura, chamada membrana citoplasmatica, as vezes também conhecida como
membrana protoplasmatica ou, simplesmente, membrana plasmatica. As forma-
¢Bes da membrana, como as intrusdes e extrusdes, desempenham papel variado
nos processos de metabolismo e de reproducao, envolvendo-se, por exemplo, ha
formacao do septo durante o processo de divisdo celular das bactérias.

O material celular, contido dentro da membrana citoplasmatica, constitui
o citoplasma, onde podem ser identificados depdésitos concentrados de certas
substancias, como volutina, acido, entre outros.

As células bacterianas ndo contém o nucleo tipico das células de animais
e vegetais superiores. O DNA esta presente na forma de uma grande molécula
de fita dupla, o cromossomo bacteriano, que se condensa formando uma massa
visivel denominada nucleoide, sem uma membrana nuclear separando o material
genético do citoplasma.

A Figura 7 mostra o processo geral de reproducdo nas bactérias, a fis-
sdo binaria. Na maioria dos procariotos, o crescimento de uma célula individual
ocorre até que esta se divida, originando duas novas células. O tempo neces-
sario para que um ciclo completo de crescimento (tempo de geragéo) ocorra é
altamente variavel, dependendo tanto de fatores nutricionais quanto genéticos.
Algumas bactérias podem apresentar um tempo de geracdo de 1 a 3 horas, en-
guanto outras podem necessitar de 24 horas.

Certos tipos de bactérias Gram-positivas tém a capacidade de produzir um
corpo oval de parede espessa (um por célula), que é uma célula altamente resisten-
te. Essas formas resistentes sdo chamadas de enddsporos ou, mais comumente,
esporos. Sao extremamente resistentes aos agentes fisicos e quimicos adversos.
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Figura 7 Processo geral da fissdo binaria em bactérias.
Fonte: adaptada deTortora, Funke & Case (2003).

A formac&o do esporo origina uma capa praticamente desidratada, conten-
do as macromoléculas essenciais e outras substancias, como o dipicolinato de
célcio e as pequenas proteinas sollveis em acido, ausentes em células vegeta-

i tivas. Os esporos podem permanecer indefinidamente em estado de dorméncia,

porém podem ser ativados facilmente pelo aquecimento por varios minutos, a
uma temperatura elevada (MADIGAN, MARTINKO & PARKER, 2004).

Para o crescimento de bactérias no laboratorio h4 uma grande variedade
de meios de cultura. Algumas bactérias podem crescer normalmente em qual-
guer meio de cultura, porém outras necessitam de meios especiais, e ha ainda
aguelas que nao sdo capazes de crescer em nenhum meio de cultura ja desen-

i volvido. Para permitir o crescimento, o meio devera conter uma fonte de energia,

uma fonte de carbono, nitrogénio, enxofre, fésforo e todos os fatores organicos
gue o organismo nédo é capaz de sintetizar. Além disso, o pH deve ser ajustado
e, em seguida, o meio deve ser esterilizado. Finalmente, a cultura deve ser incu-
bada na temperatura adequada para seu crescimento.

Em sua maioria, séo utilizados meios complexos para o crescimento das
bactérias heterotréficas, os quais sdo compostos de nutrientes como extratos
de levedura, de carne ou de plantas ou de produtos de digestéo proteica destas



ou de outras fontes. Quanto a temperatura, cada espécie bacteriana apresenta,
para seu crescimento, uma temperatura minima, maxima e étima. Os microrga-
nismos mais comumente encontrados sao os mesofilos, 0s quais apresentam a
temperatura 6tima de crescimento entre 25 e 40 °C.

Quanto ao pH, a maioria das bactérias cresce melhor quando ha variacbes
pequenas de valor, sempre perto da neutralidade, entre 6,5 e 7,5. Poucas bacté-
rias sdo capazes de crescer em pH na faixa acida, como em 4,0.

Os microrganismos capazes de utilizar o oxigénio molecular (aerébios) po-
dem produzir mais energia a partir do uso de nutrientes que 0s organismos que
nao usam o oxigénio (anaerdbios). Entre as bactérias, encontram-se os aerobios
estritos (necessitam de oxigénio), anaerébios facultativos (crescem na auséncia
e presenca de oxigénio), anaerdbios estritos (ndo toleram oxigénio) e microaero-
filos (necessitam de baixas concentracdes de oxigénio), segundo Tortora, Funke
& Case (2003).

O entendimento das condi¢c8es necessarias para o crescimento bacteriano
ajuda a determinar como o controle ou o estimulo do crescimento do microrga-
nismo pode ser feito, dependendo do objetivo do trabalho. A escolha do meio
de cultura é essencial para 0 acompanhamento microbiolégico de processos
fermentativos, como sera estudado na proxima unidade.

2.3.2 Leveduras

Leveduras sdo microrganismos cujo crescimento dominante é na forma
unicelular. A reproducdo é assexuada, por brotamento multilateral e polar ou
por fissdo, e sexuada, por meio de ascésporos. As caracteristicas morfolégicas
das leveduras determinadas por microscopia mostram formas esférica e ovoide,
pera, cilindrica e mesmo alongadas em pseudomicélio (Figura 8).

Outra caracteristica importante desses microrganismos € a composi¢cao da
parede celular, que consiste basicamente de polissacarideos de glicose, mano-
se ou N-acetilglicosamina. Os polissacarideos de glicose, compostos de 3-1,3- e
B-1,6-glucanas, sao os principais componentes da parede celular de leveduras.
Os polissacarideos de manose sédo ligados a proteinas, formando as manopro-
teinas, e localizam-se na parte externa da parede. Ja os de N-acetilglicosamina
ocorrem em pequenas quantidades, formando a quitina, com funcao primordial
na septacao e no brotamento. Observa-se que, ao contrario das plantas, a pare-
de celular das leveduras ndo € composta de celulose. Os fungos também n&o ar-
mazenam amido, e sim glicogénio, assemelhando-se, assim, mais aos animais.

A gemulacédo ou brotamento é o modo de crescimento vegetativo mais co-
mum em leveduras. Nas leveduras que se reproduzem por brotamento, a célula



parental forma uma protuberancia (broto) na sua superficie externa. A medida
i gue o broto se desenvolve, o nicleo da célula parental se divide, e um dos ni-
cleos migra para o broto. O material da parede celular é entdo sintetizado entre

0 broto e a célula parental, e o broto eventualmente se separa da célula-mae
i (TORTORA, FUNKE & CASE, 2003).

Figura 8 Morfologia das col6nias (A, B) e das células (C, D) de S. cerevisiae. As células
em C (dispersas, ovoides) formam colénias mucosas, bordos regulares, como em A,
i enquanto as células em D (pseudohifas) formam colénias rugosas, bordos irregulares,
como em B. Observar células em brotamento em C e D (setas).

Uma célula de levedura pode produzir mais de 24 células-filhas por brota-

mento. Algumas leveduras produzem brotos que ndo se separam uns dos outros;
esses brotos formam uma pequena cadeia de células chamada de pseudohifa
i (Figura 8).

A reproducdo sexual em leveduras é uma via alternativa e normalmente

ocorre em situacdes de limitado suprimento nutricional. Ocorre assim a conjuga-
cdo de células de tipo sexual oposto, originando uma célula diploide capaz de se
reproduzir por gemulagédo. Em S. cerevisiae, sob condicfes de falta de nutrien-
tes, a meiose € induzida, conduzindo a esporulacéo e finalmente a propagacao
de quatro esporos haploides, os quais segregam 2:2, ou seja, dois esporos de

mating type a e dois esporos de mating type g (Figura 9).
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Figura 9 Ciclo de vida das leveduras, mostrando células haploides de mating type a
e célula diploide a/q.

Fonte: adaptada de Pelczar, Reid & Chan (1980).

Em geral, as células de leveduras sdo maiores do que as bactérias, mas as
menores leveduras ndo sdo tdo grandes como as maiores bactérias. Tais micror-
ganismos variam consideravelmente no que se refere as suas dimensdes, com
limites de 1 a 5 um de largura e 5 a 30 um de comprimento. Cada espécie tem
uma forma caracteristica, mas, mesmo em culturas puras, ha consideraveis varia-
¢Oes de tamanho e de forma das células individuais, dependendo da idade e do
ambiente. As leveduras ndo possuem flagelos ou outros 6rgaos de locomogao.

Apresentam partes visiveis como parede celular, citoplasma, vacuolos, gl6-
bulos de gordura, granulos e nucleo (Figura 10).




Figura 10 Esquema de uma célula de levedura.

As leveduras obtém sua energia da quebra de compostos organicos, sendo
capazes de sobreviver em condi¢cdes aerobias se suplementadas com glicose,

sais de amonio, ions inorganicos e poucos fatores de crescimento.

As leveduras séo capazes também de crescimento anaerdbio facultativo. Po-
dem utilizar oxigénio ou um componente organico como aceptor final de elétrons,

sendo um atributo valioso que permite que as leveduras sobrevivam em varios

ambientes. Se € dado acesso ao oxigénio, as leveduras respiram aerobicamente
para metabolizar hidratos de carbono formando diéxido de carbono e agua; na
auséncia de oxigénio, elas fermentam os hidratos de carbono e produzem etanol e
diéxido de carbono. Essa fermentagéo € usada na fabricacéo de cerveja, de vinho
e nos processos de panificacdo. Espécies de Saccharomyces produzem etanol
nas bebidas fermentadas e diéxido de carbono para fermentar a massa de péo.

Entretanto, em Saccharomyces, a fermentacdo predomina sobre a respira-
cdo quando as concentracbes de aclcares estdo altas, mesmo sob condi¢bes
aerdbias (FERNANDES et al., 2009).

Quanto ao pH, as leveduras preferem meios acidos, com pH em torno de

4,0-4,5. Os limites de tolerancia estdo situados entre pH 2,2 e 8,0, de acordo

com as diversas espécies (PELCZAR, REID & CHAN, 1980).



Até o final dos anos 1980, a taxonomia das leveduras estava baseada nos
métodos de coloracao, formacgao da brotagcéo, producdo de urease e andlise da
morfologia da ultraestrutura da parede celular. Os testes taxonémicos classicos
baseiam-se também em testes fermentativos e de assimilacdo de uma variedade
de compostos de carbono e nitrogénio, associados as avaliacGes da forma das
células, estruturas de reproducédo e tolerancia osmotica. Esses testes conso-
mem tempo e médo de obra, ndo sendo possivel obter resultados antes de 20
dias. Além disso, nem sempre sdo fornecidos resultados inequivocos, capazes
de discriminar em nivel intraespecifico.

A classificacdo das leveduras segue trés grupos principais, de acordo com
o tipo de reproducédo sexuada que apresentam: ascomicéticas, basidiomicéticas
ou deuteromicéticas.

As ferramentas moleculares permitem a realizagdo de andlises filogenéti-
cas, de identificacdo e de tipagem das leveduras, e s&o baseadas principalmente
na amplificacdo de genes ribossomais e sequenciamento do DNA, como sera
visto mais adiante.

2.4 Consideracdes finais

A caracterizacdo e a classificacdo dos microrganismos sdo muito impor-
tantes para a determinacéo de semelhancas e diferencas entre os organismos.
Num ambiente com alta biodiversidade como o encontrado no processo de fer-
mentacgao alcodlica, em que organismos tao diversos como bactérias e leveduras
convivem, o conhecimento das caracteristicas morfolGgicas e fisiolégicas desses
microrganismos ajuda na escolha dos métodos e técnicas para o controle ou
estimulo do crescimento microbiano.
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3.1 Primeiras palavras

Nesta unidade serdo apresentados e discutidos os métodos e técnicas uti-
lizados para a avaliagdo da contaminacéo microbiana na fermentacao alcodlica.
Serd também apresentado o teste de sensibilidade a antimicrobianos utilizado
para determinar a suscetibilidade de bactérias e leveduras a agentes antimi-
crobianos, por meio da concentracao inibitéria minima (CIM, ou MIC, minimum
inhibitory concentration).

3.2 Problematizando o tema

O permanente monitoramento microbioldgico e o aperfeicoamento de seus
métodos permitem o acompanhamento da qualidade do fermento e a detecgéo
de leveduras selvagens, ou seja, a diferenciacéo entre a levedura do processo e
a levedura contaminante (selvagem), o que nem sempre é muito facil.

Os meios de cultura diferenciais ou seletivos para isolamento e quantifi-
cacao de populacdes de leveduras contaminantes baseiam-se em caracteristi-
cas fisiolégicas comuns as leveduras selvagens, mas ausentes em leveduras do
processo, iniciadoras da fermentac&o. Entre essas, destacam-se as nutricionais
(variagBes nas fontes de carbono, nitrogénio e nos fatores de crescimento) e
a resisténcia a certos compostos como antibiéticos e corantes. Entretanto, um
Unico meio nao é totalmente satisfatorio para a avaliacdo de todas as levedu-
ras presentes, sendo, portanto, necessario o emprego de varios tipos de meios
quanto se pretende detectar a maioria das leveduras presentes.

De modo geral, os meios seletivos ou diferenciais podem ser classificados
em meios para deteccdo de leveduras contaminantes ndo Saccharomyces e
meios para deteccdo de leveduras contaminantes do género Saccharomyces,
podendo citar, no primeiro caso, os meios Agar-Lisina e WLN + actidione e, no
segundo caso, o meio de Lin (Lin Wild Yeast Medium).

A determinacdo do nimero de bactérias presentes nos varios pontos do
processo industrial € importante para avaliar a eficiéncia do tratamento do caldo e
0s pontos de recontaminagao.

A utilizacdo de agentes antimicrobianos reduz os danos causados pelos
contaminantes, porém ha necessidade de determinar qual é o antimicrobiano e
a dosagem mais corretos, visando a aplicacdo racional desses produtos.

Uma populagédo de até 108 bactérias/mL ndo tem levado a indUstria a recor-
rer aos antimicrobianos, pois 0 uso continuo de antibiéticos, por exemplo, pode
levar ao desenvolvimento de linhagens resistentes, as quais se tornam cada vez
menos sensiveis a sua a¢ao, além do alto custo (CECCATO-ANTONINI, 1998).



A escolha do método de monitoramento microbiol6gico vai depender da

facilidade de implantac&o deste na unidade industrial. E muito importante o trei-
namento dos analistas/laboratoristas na realizacdo adequada das técnicas no
periodo de entressafra, além de uma supervisédo constante de especialistas du-
rante a safra. Além disso, o trabalho deve ser feito no decorrer de toda uma safra,

avaliando-se desde o fermento de partida.

3.3 Técnicas para avaliacao da viabilidade de leveduras no processo
fermentativo

3.3.1 Contagem direta a0 microscopio

Nao existe um método absoluto para determinacédo da viabilidade celular de

uma populacéo de células de levedura. Para estimar a propor¢éo de células viaveis

em uma cultura ou processo fermentativo, métodos baseados no plagueamento
i ou observacdo microscépica tém sido utilizados. Os métodos de contagem di-

reta sao rapidos e simples, exigem um minimo de equipamento, permitindo que
seja observada, simultaneamente, a morfologia celular.

Tal aspecto é extremamente importante porque a tolerancia da levedura

i ao seu produto de fermentacéo, o etanol, é bastante significante em relagdo a
i eficiéncia de producao de alcool em fermentacdes em escala industrial. Tem sido
verificado também que a presenca de alcoois superiores (n-butanol, isoamilico),

acidos graxos e seus ésteres, mesmo em baixas concentracdes, juntamente

com o etanol, agem de maneira sinergistica intoxicando a célula da levedura,

i levando-a a morte e consequentemente diminuindo a viabilidade celular.

No controle da viabilidade celular nos processos de producado de levedura

(fermento prensado) e fermentacéo alcoolica (alcool), a coloracéo das células da

levedura com azul de metileno ou eritrosina tem sido extensivamente emprega-

da, pela facilidade e rapidez de andlise.

A técnica de coloracdo com azul de metileno (LEE, ROBINSON & WONG,

1981) consiste em misturar partes iguais da suspenséo de levedura (amostra),
adequadamente diluida, e da solucdo corante (azul de metileno). As células com
alta atividade fisiol6gica ndo se colorem, enquanto as células inativas (mortas)
irdo se apresentar coloridas de azul (Figura 11). A porcentagem ou o0 numero de
células viaveis é determinado transferindo-se a amostra com o auxilio de uma

pipeta para a camara de Neubauer. Trata-se de uma lamina especial, precisa-
mente dividida em quadrados de 1 mm?de area (Figura 12); a lamina é coberta

i com uma laminula, que deixa um volume, sobre cada quadrado, de 10 cm3ou

0,1 mm?3(equivalente a 0,0001 mL ou 10 mL).



Figura 11 Determinag&o da viabilidade celular de leveduras com azul de metileno. As célu-
las coradas de azul (escuras na foto) s&o células mortas, enquanto as incolores s&o células

viaveis (aumento de 400X).

3.3.1.1 Procedimento analitico

1. Homogeneizar a amostra em agitador de tubos. Se estiver floculada,

adicionar papaina (5 mg) e deixar em repouso por 5 minutos.

2. Fazer a diluicao conveniente em um tubo de ensaio com agua destilada.

3. Apos adiluicao, transferir 1 mL para um tubo de ensaio e adicionar 1 mL

da solugéo de azul de metileno-citrato de soédio. Aguardar 5 minutos.

4. Homogeneizar a mistura em agitador de tubos.
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i Figura 12 A. Camara de Neubauer. B. O circulo indica a area aproximada coberta pelo
i aumento de 100 vezes ao microscépio (10X ocular e 10X objetiva) de uma camara de

contagem padrdo. C. Aspecto de um quadriculo integrante do quadrado médio, como

visto no aumento de 400X ao microscépio. O circulo indica um reticulo.

5. Colocar a laminula na Camara de Neubauer e com auxilio da pipeta
Pasteur transferir um pequeno volume da amostra preparada com
corante.

6. Levar ao microscoépio 6ptico e com a objetiva de 40X fazer a contagem
das células nos quadriculos de uma das seguintes formas: 5 quadri-
culos na segunda coluna e 5 quadriculos na quarta coluna (total de
10 quadriculos); ou os 4 reticulos centrais em cada um dos 25 qua-
driculos (total de 100 reticulos); ou 5 quadriculos, sendo um de cada
canto e um central. Escolher 2 limites em cada quadriculo nos quais
serdo desprezadas as células que forem encontradas em cima desses
limites. Por exemplo, contar as células que estao nos limites superior
e lateral esquerdo do quadriculo e desprezar as do limite inferior e
lateral direito.



7. Anotar o numero de células viaveis (células que ndo se colorem com
azul de metileno), de células nédo viaveis (células coloridas de azul in-
tenso) e de células viaveis em brotamento.

8. A viabilidade celular indica a porcentagem de células em atividade na
populacdo de leveduras da amostra considerada e pode ser assim
calculada:

Viabilidade (%) = (NUumero de células vivas/Numero de células vivas + células
nao viaveis) 3 100.

9. A contagem de células em brotamento indica a porcentagem de leve-
duras em atividade que estdo se multiplicando, e € assim calculada:

Brotamento (%) = (Total de células viaveis em brotamento/Total de células viaveis)
8 100

10. A populacdo de leveduras da amostra considerada € calculada da
seguinte forma:

NuUmero de células viaveis/mL = (Total de células viaveis 8 4000/Total de reticulos
contados)s 10008 Diluicdo

ou

Numero de células viaveis/mL = (Total de células viaveis nos 10 quadriculos) s
2,58 Diluicdos 10*

ou

Numero de células viaveis/mL = (Total de células viaveis nos 5 quadriculos/5) B
258 Diluicdos 104

Observacoes:
e nao pode haver formacéo de bolhas na camara de Neubauer sob a lami-
nula apods a colocacdo da amostra;

 adiluicdo é realizada para que o numero de células seja adequado para
a faixa de maior precisdo da metodologia, ou seja, devem ser contadas



entre 300 e 500 células por cdmara e ndo menos que 80 reticulos. A
diluicdo da amostra deve ser tal que se conte ao redor de 60 células por
guadriculo ou 3 células por reticulo;

 considerar a diluicado da amostra com o corante, ou seja, um fator de di-
luicdo 2 (1 parte da amostra:1 parte do corante) nos calculos. Esse fator
deve ser multiplicado pelo fator de diluicdo da amostra inicialmente em
agua destilada. Exemplo: uma diluicao na proporgéo de 1 mL da amostra
para 9 mL de 4gua destilada (fator 10) X diluicdo da amostra com corante
(fator 2) B diluig&o total: 20.

3.3.2 Diluicao seriada e plaqueamento em meios de cultura

Os métodos de contagem de coldnias em placas baseiam-se no principio de
gue cada colbnia surgida é considerada originaria de uma Unica célula viavel. O
namero de células viaveis presentes em uma suspensao € genericamente chamado
de Unidades Formadoras de Colénias (UFC), ou Colony Forming Units (CFU).

A quantificacdo de UFC necessariamente envolve o preparo, com toda a
assepsia, de uma suspensao de células, que a seguir sofre diluicbes em série, e
uma aliquota de cada diluicdo é semeada em placa. Apés a incubacao, conta-se o
namero de coldnias, sempre assumindo ser cada colbnia originaria de uma Unica
célula (Figura 13).

A semeadura em placas ou plagueamento revela o nimero de células de
leveduras capazes de se multiplicar e formar colénias em meios de cultivo apro-
priados e sob condi¢des de incubacéo adequadas. Para maior precisao da ana-
lise, somente deverdo ser contadas as placas com numero de col6nias entre 30
e 300; uma diluicdo da amostra devera ser feita antes de proceder a sua mistura
com o meio de cultura.

A vantagem da contagem padrdo em placa é que somente células viaveis

sdo contadas, permitindo o isolamento das colbnias, as quais podem ser subcul-
tivadas em culturas puras, facilitando o estudo e a identificacdo. No entanto, al-

gumas desvantagens séo apresentadas, como: nao existir um meio que permita
o crescimento de todos 0s microrganismos; € necessaria a incubacao apropria-
da para permitir o desenvolvimento das col6nias; usa-se muita vidraria e é rela-

tivamente trabalhoso; além da necessidade de muita manipulacao, o que pode

originar contagens erréneas devido a erros de diluicdo e/ou plagueamento.
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Figura 13 Esquema do procedimento da diluicao seriada e plaqueamento.
Fonte: adaptada de Madigan, Martinko & Parker (2004).

Meios seletivos tém sido desenvolvidos com o objetivo de selecionar e di-
ferenciar leveduras de processos fermentativos. Entre eles, o meio Wallerstein
Laboratory Nutrient Medium (WLN) contém um indicador de pH, o verde de bro-
mocresol, que colore diferencialmente as col6nias como resultado dos graus
variaveis de afinidade entre os microrganismos e o corante. Oliveira & Pagnocca
(1988) e Castro (1995) utilizaram o WLN para avaliagdo da diversidade de leve-
duras em usinas de acucar e alcool. No entanto, esse meio, por ndo ser seletivo,
permite o desenvolvimento de qualquer espécie de levedura.

A diferenciacdo entre a levedura alcodlica (inoculada no processo) e a le-
vedura contaminante (selvagem) nao € muito facil, e a presenca desta pode ser
detectada utilizando-se meios seletivos, isto €, 0 meio empregado deve permitir
somente o desenvolvimento da levedura contaminante. Entretanto, um Gnico meio
nao é totalmente satisfatorio para a avaliagdo de todas as leveduras presentes,
sendo, portanto, necessario o0 emprego de varios tipos de testes quando se pre-
tende detectar, se ndo todas, a maioria das leveduras contaminantes presentes.

Os meios seletivos para isolamento e quantificagdo de populacdes de le-
veduras contaminantes baseiam-se em caracteristicas fisioldgicas comuns as
leveduras selvagens, mas ausentes em linhagens utilizadas em processos fer-
mentativos para a producéo de alcool. Dentre essas caracteristicas, destacam-se as
nutricionais (variacoes nas fontes de carbono, nitrogénio e nos fatores essenciais de
crescimento) e a resisténcia a certos compostos como antibiéticos, corantes, etc.




Varios sdo os meios propostos para a deteccao de leveduras contaminan-

! tes, Saccharomyces ou ndo Saccharomyces. Entretanto, todos apresentam va-

riacdes, o que demonstra que, para conhecer melhor a presenca de leveduras
contaminantes durante o decorrer de uma safra, o uso de um sé meio diferencial
nao serd suficiente, principalmente quando se trata de leveduras contaminantes
pertencentes ao género Saccharomyces.

Linhagens de Saccharomyces ndo pertencentes a espécie cerevisiae sao
detectadas em meios com cristal violeta em suas formulagbes, como o Lin Wild

Yeast Medium (LWYM). Para diferenciar leveduras ndo Saccharomyces, o meio

i Agar Lisina é amplamente usado em processos fermentativos, por conter lisina

como Unica fonte de nitrogénio, o que impede o crescimento da maioria das es-
pécies de Saccharomyces, pois esta ndo consegue assimilar lisina como fonte
de nitrogénio.

O meio WLD (WLN + actidione) é também indicado para detecgéo de leve-

i duras selvagens ndo Saccharomyces, uma vez que essa espécie € sensivel a

concentragdes de actidione (ou cicloheximida), um antifangico.

A Tabela 1 e a Figura 14 mostram os meios de cultura de contagem geral
e seletivos utilizados no isolamento e contagem de leveduras da fermentagéo
alcodlica.

Em trabalho realizado por Ceccato-Antonini & Silva (2000), concluiu-se que
0S meios acima citados foram eficientes no isolamento de leveduras selvagens,
embora o0 meio de Lisina tenha propiciado o isolamento de Saccharomyces. A con-

tagem de col6nias no meio LWYM mostrou-se dificil, devido ao grande numero de

microcol6nias desenvolvidas, possivelmente resistentes a concentragéo de cristal

. violeta utilizada.

Tabela 1 Eficiéncia dos meios de cultura diferenciais/seletivos no isolamento de levedu-

ras da fermentacéo alcodlica.

. - Outras N&o
Meios S. cerevisiae
Saccharomyces | Saccharomyces
WLN +) (+) )
WLD -) -) )
LWYM ) ) )
Agar Lisina ~) ) +)




Figura 14 Fotos das placas inoculadas com amostra de fermento nos meios seletivos
(WLD, Agar Lisina e LWYM, sem diluic&o) e de contagem geral (WLN, diluicdo 10-29).

Tosta & Ceccato-Antonini (2005) analisaram a eficiéncia dos meios seletivos
Agar Lisina, LWYM e WLD no isolamento de leveduras selvagens por meio de testes
de taxonomia classica e de biologia molecular (PCR). Linhagens isoladas de vinho e
fermento a partir dos meios seletivos pertenceram exclusivamente a géneros néo
Saccharomyces, com bandas de DNA da regiéo ITS entre 420 e 550 bp. Linhagens
de S. cerevisiae isoladas exclusivamente de WLN apresentaram ITS acima de
800 bp, caracteristico desta e das demais espécies do grupo Saccharomyces
sensu stricto. Os meios seletivos testados permitiram a distin¢cdo entre linhagens
selvagens e do processo.

3.3.2.1 Procedimento analitico

1. Centrifugar 10 mL da amostra a 4000 rpm por 5 minutos.

2. Descartar o sobrenadante, acrescentar 4gua destilada ou solugéo sa-
lina esterilizada (NaCl 0,85%), homogeneizar e centrifugar novamente
sob as mesmas condicoes.

3. Ressuspender as células até 10 mL com agua ou solugdo salina i

esterilizada.



10.

Transferir 1 mL da amostra centrifugada para um tubo de cultura com 9 mL
de &gua ou solucgéo salina esterilizada (diluicdo 1:10 ou 101).

Homogeneizar em agitador de tubos.

Pipetar 1 mL da diluicdo anterior para outro tubo com 9 mL de agua ou
solucéo salina esterilizada e ser& obtida uma diluicdo 1:100 ou 10-2. Di-
luicbes maiores podem ser obtidas tomando-se 1 mL de cada diluicdo
sucessiva e colocando em tubos com 9 mL de 4gua ou solugéo salina,
até se atingir a diluicdo desejada.

Fazer a semeadura em placas de Petri, pipetando 1 mL e adicionando o
meio de cultivo adequado liquefeito e resfriado a uma temperatura de
45-46 °C. Agitar a placa com movimentos horizontais para distribuir as
células com uniformidade (plagueamento em profundidade ou também
chamado pour plate). Semear no minimo 2 placas para cada uma das
3 dilui¢bes escolhidas.

Como alternativa pode-se inicialmente colocar o meio de cultura nas
placas de Petri, esperar a solidificacao e, a seguir, pipetar 0,1 mL espa-
Ihando o indculo com a alga de Drigalsky (plaqueamento em superficie).
A Figura 15 mostra a metodologia utilizada para contagem em placas,
comparando as técnicas de plaqueamento em superficie e em profundi-
dade (pour plate).

Incubar a 30-32 °C por 48-72 horas.

Fazer a contagem de cada placa e para estimar o niumero de colbnias,
escolher as placas que apresentem de 30 a 300 coldnias. A contagem
de leveduras é assim calculada:

Plagueamento em profundidade:

N° UFC leveduras/mL = Média das duas placas/dilui¢cdo

Plagueamento em superficie:

N° UFC leveduras/mL = (Média das duas placas/diluicdo)s 10

A Tabela 2 traz as regras para interpretar e reportar a contagem em placas.



Observacoes:

» aescolha das diluicbes a serem plaqueadas depende da amostra consi-
derada e do nimero de leveduras que esta contém. De forma geral, para
amostras do vinho, utilizam-se as seguintes diluicdes para cada meio:
WLN, 1075, 106 e 107; WLD, Lisina e LWYM, direto (sem diluicdo), 10te
102, Para amostras de caldo ou mosto, usar as mesmas diluicdes para
WLD, Lisina e LWYM, mas para WLN, plaquear as diluicdes 103, 10+“e
10-5. Para amostras do fermento, utilizar as diluicdes de 10-5,10%e 10~
para WLN, e as mesmas diluicbes acima para 0s meios seletivos;

e a centrifugacdo da amostra antes da diluicdo seriada é extremamente
importante devido aos meios seletivos, pois ha necessidade de lavagem
das células para retirada de residuos da amostra que possam interferir
no crescimento das leveduras, levando a resultados erréneos;

» é comum o crescimento de coldnias bem pequenas, em grande quantida-
de, nas placas com Agar Lisina, constituidas de células de S. cerevisiae
que conseguiram crescer pela existéncia de reservas celulares ou de
tracos de impurezas no meio de cultura, uma vez que ndo conseguem
assimilar a lisina presente no meio como Unica fonte de nitrogénio.

(A) METODO DE POUR PLATE
1,00u 0,1 mL

(B) METODO DE ESPALHAMENTO EM PLACA

Adicéo do inéculo em
placa contendo
Adicao de inoculo em meio sdlido

placa sem meio

l Diluicao de bactérias

Adicao de agar
totalmente fundido

/‘Z’\ Espalhamento do in6culo
l Q em toda a superficie
Misturar com v

agitagdo suave @

Crescimento das colonias l
ocorre na superficie como

também dentro do agar Crescimento das colénias
apos sua incubacao somente na superficie
do meio

Figura 15 Métodos de plaqueamento em superficie e pour plate.
Fonte: adaptada de Tortora, Funke & Case (2003).



Tabela 2 Normas para interpretar e reportar a contagem em placas.

Interpretacéo Exemplo Célculo Reporte
1. Duas placas da iLica 5
mesma diluigao | DHlUi¢ao 10 e Contagem
Média aritmética .
apresentam Placa 1 =180 _ standard em placa:
entre 30 e 300 X=160 16p 10°
. Placa 2 = 140
coldnias.
2. Em uma mesma
diluicdo, uma
placa apresenta | Diluigdo 1072
entre 30 e 300 Média aritmética Contagem )
L Placa 1 =70 _ standard em placa:
colénias e a X =48 488 107
outra < 30 ou > Placa 2 = 26

300. Contar as
duas placas.

3. As placas de
2 diluicbes
consecutivas
apresentam
entre 30 e 300
colbnias. Contar

a) X Dil. 10 = 35

X Dil. 1072 = 250

b) X Dil. 10 = 38

Relagdo 1073102
35000/25000 =
se < que 2, tomar
a média

Relagdo 10731072
38000/15000 =

Contagem
standard em placa:
308 10°

Contagem
standard em placa:

as 4 placas. X Dil. 102 = 150 | S€>Qu€ 2, tomar | 15y
0 nimero maior

4.Nao tem Diluic&o 10 Contagem
colbnias nas estimada em
placas da Placal=<1 X=<1 placa:
SUSPeNsao mais | oo .05 - <1 <1p .101
concentrada.

5. Duas placas da | a) Diluicdo 1073 Média aritmética
diluicdo mais Placa 1 =180 em 1808 4 =720 Contagem
alta apresentam | 1/4 i .
alta aprese” 1605 4 = 640 estlmad? em placa:

o Z | Placa2 =160 em 68p 10

col6nias. Dividir X =680

as placas de
forma radial (2,

1/4

4, 8) e contar b) mais de 200 em Contagem
0 numero de > 200 em 8 = 1600 | estimada em placa:
. 1/8

colbnias por >16p 10°
secgdo.

6. Presenca
de colbnias R >
disseminadas Diluicao 10 Presenca
em uma area Placa 1 (metade) = | Média aritmética de colbnias
menor que 608 2 X =150 disseminadas:
a metade da 15p 10°

placa. Contar a
outra metade.

Placa 2 = 180




3.4 Técnicas para avaliacao da viabilidade de bactérias no processo
fermentativo

3.4.1 Contagem direta ao microscopio

A contagem direta ao microscopio de bactérias tem sua maior aplicabilidade
para quantificacdo de bastonetes em amostras de caldo primario e misto e vi-
nho. Para caldo clarificado e mosto em que a populacédo normalmente é inferior a
10*-10° bastonetes/mL, essa técnica apresenta menor precisdo. Maior preciséo e
reprodutibilidade sao conseguidas quando o nimero de bastonetes/mL da amos-
tra esta entre 105-10". Deve-se diluir convenientemente a amostra para que ndo

mais que 3 a 5 bastonetes sejam encontrados por campo de microscépio.

Realiza-se a coloragao das células bacterianas com azul de Nilo + azul de

metileno, de forma que as células viaveis aparecerio incolores enquanto as nio

viaveis estardo coloridas de azul (FERMENTEC, 200-?)

3.4.1.1 Procedimento analitico

1. Para amostras de caldo primario ou misto, inicialmente realizar a

homogeneizagéo.

2. Se necessario, filtrar a amostra em algodao para eliminar as impurezas

sélidas em suspensao.

3. Diluir a amostra com agua destilada (a diluicio é realizada para que o
namero de células bacterianas ndo seja maior que 3 a 5 por campo de

microscopio) se necessario.
4. Transferir 1 mL de amostra filtrada e diluida para um tubo de ensaio.

5. Transferir 1 mL da solugcéo corante (azul de Nilo + azul de metileno)
para o tubo de ensaio que contém 1 mL da amostra filtrada.

6. Homogeneizar em agitador para tubos.

7. Transferir 2 uL (laminula de 208 20 mm), ou 3 uL (laminula de 22 s

22 mm), ou 4 uL (laminula de 24 8 24 mm) da amostra corada para

uma lamina de vidro.

8. Colocar a laminula sobre a preparagéo, tomando o cuidado para ndo

formar bolhas.

9. Realizar a contagem de bastonetes ndo corados presentes em 70 cam-
pos, uniformemente distribuidos em toda a &rea da laminula, utilizando

a objetiva de imerséo (100X).



10. Se for amostra de vinho bruto que apresente floculacdo, € necessario
acrescentar papaina na amostra. Deixar em repouso por 5 minutos antes
de diluir.

11. O namero de bastonetes/mL pode ser assim calculado:

Ne¢ bastonetes/mL = FM B (1/volume amostra)s M3 D

FM = fator do microscoépio (dependera do tipo de microscépio utilizado na con-

tagem, pois para microscopios policromaticos é 15.000, enquanto para
monocromaticos é 20.000).

i M = nlmero total de bastonetes n&o corados/niimero de campos contados.

D = diluigéo final (considerar a diluicAo com o corante, de 2X, a qual deve ser

multiplicada pelo fator de diluicdo em agua destilada).

3.4.2 Diluicao seriada e plagueamento em meios de cultura

Para evitar erros de contagem de bactérias, recomenda-se 0 uso de meios

i de culturas pobres em carboidratos, para que ndo ocorra grande produgdo de

capsula e eventual aderéncia de células umas as outras. Um dos meios mais
utilizados para cultivo de bactérias é o Agar Nutriente, constituido por peptona,
extrato de carne e agar. Essa formulacdo simples fornece os nutrientes neces-
sarios para o cultivo de um grande numero de bactérias que nédo sejam muito
exigentes. O extrato de carne possui substancias sollveis em agua, incluindo

carboidratos, vitaminas, compostos organicos de nitrogénio e sais. As peptonas
séo a principal fonte de nitrogénio organico (aminoécidos e peptideos de cadeia
longa), e o 4gar é o agente de solidificacdo.

Outro meio muito utilizado para o cultivo de bactérias é o Agar Padr&o de Con-

tagem (Plate Count Agar), constituido de triptona, vitaminas do extrato de levedura
e glicose, o qual favorece o crescimento da maioria das bactérias.

3.4.2.1 Procedimento analitico

Proceder como descrito no item 1.4.1.1, porém nao ha necessidade de

centrifugar a amostra inicialmente. As diluicbes podem ser feitas diretamente a
partir da amostra.

Os meios de cultura utilizados sdo o Agar Padrdo de Contagem ou o Agar

Nutriente, em diluigdes que variam de 102a 107, dependendo da amostra (caldo

primario, misto, mosto, vinho, fermento, etc.).



3.5 Coloragao de Gram

A coloracdo de Gram é um método muito utilizado na identificagédo de bac-
térias. E um método de coloracéo diferencial que utiliza um corante primario
(cristal violeta) e um contracorante (safranina). Apés o uso do cristal violeta,
segue-se com a aplicacado de uma solucéo de lugol, a qual é chamada de mor-
dente, pois combina com o corante para formar um composto colorido insoluvel.
Apés a descolorizagdo com alcool, aplica-se o contracorante safranina.

Os organismos que resistem a descolorizacdo e retém o complexo cristal
violeta apresentam cor parpura e sdo chamados Gram-positivas. Aquelas célu-
las que descolorizam e perdem o complexo cristal violeta-iodo aceitam o corante
safranina e ficam vermelhas. Sdo as Gram-negativas.

O esquema do procedimento de coloragcdo de Gram encontra-se na Figura 16.

A maioria das células vivas, incluindo tecidos animais, € Gram-negativa. E
a caracteristica Gram-positiva que é distintiva. Algumas bactérias, leveduras e
alguns fungos fillamentosos sdo Gram-positivos.

A coloragéo de Gram néo é executada rotineiramente, mas sim quando s&o
detectados problemas de contaminacgdo. Além da determinacao da coloracdo de
Gram, essa técnica permite também que se avalie a morfologia das células (coco,
bastonete, presenca de esporos, etc.) com maior facilidade.

3.5.1 Procedimento

1. Colocar uma gota de agua sobre uma lamina de vidro, previamente
limpa com alcool para desengordurar.

2. Com a alga de platina, retirar assepticamente uma pequena porcao da
cultura de bactéria isolada e emulsiona-la na gota, a fim de obter uma sus-
penséo uniforme. Espalhar suficientemente para obter um esfregaco fino.
N&o esquecer de anotar na lamina a procedéncia do esfregaco.

3. Secar a preparacdo ao ar ou na chama do bico de gas.

4. Fixar o esfregago, passando a lamina trés vezes diretamente na
chama.

5. Antes de corar, deixar que a lamina esfrie completamente.

6. Para a coloracéo, cobrir o esfregaco com a solucéo de cristal violeta.
Aguardar 1 minuto.

7. Lavar cuidadosamente o excesso de corante com agua destilada. 53



8. Cobrir o esfregaco com solucéo de lugol. Aguardar 1 minuto.

9. Remover o corante, lavando a lamina com &gua fria.

10. Descolorir com etanol absoluto durante 10 segundos.

11. Lavar cuidadosamente com agua fria.

12. Cobrir o esfregaco com solugéo de safranina. Aguardar 1 minuto.
13. Remover o0 excesso de corante com agua fria.

14.Aguardar a preparacdo secar em temperatura ambiente, ou secar
cuidadosamente (sem esfregar) a lamina entre duas folhas de papel
absorvente.

15. Examinar ao microscépio optico utilizando a objetiva para imersao
(100X), pingando uma gota de 6leo de imersdo sobre a lamina, sem
colocar a laminula.

16. Verificar a coloracdo das bactérias, se azul-violeta (Gram-positivas) ou
vermelho (Gram-negativas).

Observagdes:

» deve-se utilizar culturas de bactérias com 18 a 24 horas de cultivo, pois
as células jovens tém maior afinidade para os corantes do que as células
velhas;

» dependendo do estagio de desenvolvimento, as bactérias podem apre-
sentar reacao de Gram variavel.



Cristal violeta (1 min)
(lavar com agua destilada)

Lugol (1 min)
(lavar com agua destilada)

'

0 seq)
(lavar com agua destilada)

\_ .]
Safranina (1 min)
(lavar com agua destilada)

Secar suavemente

Gram-negativa Gram-positiva
(colora%éo (coloragao
vermelha) azul-violeta)

Figura 16 Procedimento para coloragdo de Gram. As fotos foram tiradas em objetiva de
imersao (aumento de 1000X).

3.6 Teste de sensibilidade de bactérias a antimicrobianos

A finalidade desse teste é determinar a mais baixa concentragéo do agente
antimicrobiano (concentracao inibitéria minima ou CIM) que, sob condic¢des defi-

nidas, inibe o crescimento da bactéria a ser investigada. Os valores de CIM séo

usados para determinar a suscetibilidade da bactéria as drogas e também para
avaliar a atividade de novos agentes antimicrobianos. O teste pode ser realizado

em meio soélido, onde diferentes concentracdes da substancia antimicrobiana




sdo incorporadas no meio de cultivo, seguindo-se a aplicacdo de um namero
padrdo de células na superficie do meio de cultura. Em meio liquido, as bactérias
sao inoculadas no caldo de crescimento na presenca de concentragdes diferen-
tes do agente antimicrobiano. O crescimento é determinado apés incubacao por
um determinado periodo de tempo (16-20 horas) e o valor da CIM é verificado.

A acao dos antimicrobianos pode ser realizada por meio da leitura espectro-

fotométrica da densidade Optica (absorbancia) de uma suspensao microbiana
inoculada com ou sem o0 produto em teste. Quanto maior o desenvolvimento
bacteriano, maior serd a turbidez do meio e consequentemente maior sera a
leitura da absorbancia. Assim sendo, quanto maior for o efeito antimicrobiano do
produto testado, menor sera a turbidez e menor a leitura de absorbancia.

Alternativamente, essa avaliagdo pode ser feita por meio da variacdo da

i acidez do meio onde se desenvolvem os contaminantes. Esse método baseia-se
i no fato de que as bactérias contaminantes normalmente produzem acidos, que
i causam decréscimo no valor do pH. Assim, o tratamento que apresentar a me-

nor variagdo de acidez corresponde ao antimicrobiano mais recomendado para
: ser utilizado na fermentagdo (FERMENTEC, 200-?).

O teste pode ser realizado diretamente a partir da amostra do vinho, caldo

i ou mosto, ou ainda a partir das culturas isoladas das bactérias.

3.6.1 Procedimento analitico

3.6.1.1 Preparo do indculo

1. Coletar uma amostra de vinho bruto (dornas em final de fermentacéo)
e homogeneizar.

2. Transferir 5 mL da amostra para tubo de cultivo e adicionar papaina
(aproximadamente 5 mg).

3. Homogeneizar em agitador de tubos e aguardar 5 minutos.

4. Transferir 1 mL da amostra para tubo de ensaio contendo 15 mL de
meio de cultivo esterilizado.

5. Transferir 0,15 mL da solucdo estoque de actidione e incubar o tubo a
35 °C por aproximadamente 12 horas.

6. Adicionar papaina e homogeneizar em agitador de tubos.



3.6.1.2 Realizacao do teste

1. Transferir com pipeta 0,15 mL da solucdo estoque de actidione para
cada tubo com 15 mL do meio de cultivo esterilizado. ’

2. Transferir o volume necessério de antimicrobiano a ser testado para :
atingir a concentracdo desejada.

3. Transferir 0,15 mL do inéculo preparado e homogeneizar em agitador
de tubos.

4. Retirar uma amostra assepticamente de cada tubo e fazer a leitura (ini-
cial) da absorbancia da amostra testemunha (sem adi¢éo do antimicro-
biano, colocando o mesmo volume em agua destilada) e dos tratamen-
tos (nas varias concentracfes do antimicrobiano) no espectrofotbmetro
a 540 nm logo ap6s a homogeneizacao.

5. Transferir os tubos com as amostras testemunha e tratamentos para
estufa a 35 °C por 6 horas. Os tubos devem ser tamponados com
algodéao.

6. Retirar os tubos da estufa e homogeneizar em agitador de tubos.

7. Fazer a leitura (final) da absorbancia nos tubos testemunha e tratamen-
tos logo ap6s a homogeneizacao.

8. A eficiéncia do produto testado por essa metodologia pode ser avaliada
pela variacdo na absorbéancia (AABS) da seguinte forma: '

AABS = (ABS final - ABS inicial ) x 100

Quanto menor for a variacao da absorbancia, mais eficiente sera o produto
no controle da microbiota bacteriana presente na amostra testada.

9. Aeficiéncia pode sertambém avaliada construindo-se um grafico, como
ilustrado na Figura 17. No eixo das abscissas (X), devem ser colocadas
as concentracdes utilizadas do antimicrobiano, e no eixo das ordena- :
das (Y), os valores de absorbancia (absorbancia final — absorbancia
inicial) relativos a cada concentracdo do antimicrobiano. A concentra- '
¢do minima inibitéria (CIM) € a menor concentragdo que inibe comple-
tamente o crescimento da bactéria ou que mantém a populagdo em
nivel constante.
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Figura 17 Valores de absorbancia (OD) a 540 nm da cultura de Lactobacillus fermentum

(meio MRS, 37 °C, 24 horas) em varias concentracdes de didxido de cloro. A seta indica
a concentracdo minima inibitéria do antimicrobiano para essa bactéria.

Fonte: adaptada de Meneghin et al. (2008).

Observagdes:

» se o teste for realizado com culturas puras de bactérias, isoladas das
dornas de fermentacdo, h& necessidade de realizar o crescimento da
mesma no meio de cultura (in6culo) e transferir cerca de 10% (vol/vol)
nos frascos contendo o meio + antimicrobianos. Nao ha necessidade
de acrescentar papaina e actidione, pois esses produtos sdo utilizados
para desflocular a amostra e inibir o desenvolvimento das leveduras do
processo, respectivamente;

» é recomendavel utilizar trés repeticbes para cada tratamento e trabalhar
com as médias para cada tratamento e testemunha;

» 0 espectrofotdbmetro deve ser calibrado para zero de absorbancia com o
meio de cultura utilizado, sem inéculo e antimicrobianos;

* a cubeta do espectrofotdmetro deve ser lavada com a propria amostra a
ser lida, para evitar efeito de diluicdo quando se utiliza a lavagem com
agua destilada;

» ha vérios meios de cultura que podem ser utilizados, como o Caldo Nu-
triente, GLT e MRS (este ultimo para bactérias laticas).

3.7 Composicao dos meios de cultura e solugoes

» Solucao de azul de metileno + citrato de sédio

Pesar 0,01 g de azul de metileno, dissolver em uma pequena quantidade

i de agua destilada esterilizada, adicionar 2 g de citrato de s6dio, homogeneizar e



completar o volume para 1000 mL com agua destilada esterilizada. Armazenar

em um frasco limpo e escuro, de preferéncia.

e Solucao salina

Pesar 8,5 g de cloreto de sédio, dissolver em agua destilada, completar o

volume para 1 litro, dispensar em tubos ou frascos e esterilizar a 120 °C, 1 atm,
por 15 minutos.

e Solucao de azul de Nilo + azul de metileno

Solucado A: sulfato azul de Nilo 2% — pesar 2 g de sulfato azul de Nilo e

dissolver em 100 mL de agua destilada esterilizada.

Solucéo B: azul de metileno 0,2% — pesar 0,2 g de azul de metileno e dis-

solver em 100 mL de 4gua destilada esterilizada.

Solucao de trabalho: misturar partes iguais das solucdes A e B, deixar em

repouso por 24 horas e filtrar em papel de filtro. Essa solucdo pode ser armaze-

nada por 12 meses em frasco fechado, mas caso seja detectada contaminagéo

microbiana, ela deve ser imediatamente descartada.

e Solucao de cristal violeta

Solugédo A: pesar 2 g de cristal violeta e acrescentar 20 mL de &lcool 95%.

Solucao B: pesar 0,8 g de oxalato de amonio e dissolver em 80 mL de agua

destilada esterilizada.

Misturar as duas solu¢c@es e armazenar em frasco escuro e limpo.

* Solugéo de lugol

Dissolver 2 g de iodeto de potdssio em uma pequena por¢ao de agua es-
terilizada, adicionar 1 g de iodo e completar o volume para 300 mL de agua

destilada esterilizada. Armazenar em frasco limpo e escuro.

e Solucao de safranina

Dissolver 2,5 g de safranina em 100 mL de alcool 95%. Diluir 10 mL dessa
solucdo para 100 mL de agua destilada esterilizada. Armazenar em frasco limpo

€ escuro.

» Solucdo de actidione (cicloheximida)

Pesar 0,1 g de actidione, transferir para um baldo volumétrico de 100 mL,

dissolver em uma porcdo de agua destilada esterilizada e completar o volume

para 100 mL com agua destilada esterilizada. Conservar em geladeira por um
prazo maximo de 30 dias.



» Solucao estoque do antimicrobiano

Pesar 0,01g do antimicrobiano, transferir para um baldo volumétrico de

100 mL, acrescentar algumas gotas de alcool para solubilizar, se necessario

(verificar as recomendac@es do fabricante para a solubiliza¢éo do produto), dissol-

ver com agua destilada esterilizada e completar o volume para 100 mL. A solucdo

i deve ser preparada no dia em que sera realizado o teste ou no maximo um dia
antes e armazenar sob refrigeragédo. Apos o uso, descartar a solugdo. Essa so-
lucdo estoque tem a concentracdo de 100 ppm.

Para se testar a dosagem de 3 ppm, por exemplo, é necessario transferir

0,45 mL da solucao estoque do antimicrobiano para cada tubo contendo 15 mL do

i meio de cultivo.

* Meio de cultivo GLT

Pesar 2,5 g de extrato de levedura, 5 g de triptona, 1 g de dextrose (glicose),

dissolver totalmente e completar para 1000 mL de &gua destilada. Transferir 15 mL

para tubos de ensaio e tampar com algod&o. Esterilizar os tubos na autoclave a

121 °C, 1 atm, por 15 minutos. Para preparar o0 meio para plagueamento, acrescen-

tar 20 g de agar para 1 litro de meio antes da esterilizacéao.

« Meio Caldo Nutriente ou Agar Nutriente

Pesar 5 g de peptona, 3 g de extrato de carne, 1 g de cloreto de sédio, dissolver

totalmente e completar para 1000 mL de agua destilada. Transferir 15 mL para
tubos de ensaio e tampar com algod&o. Esterilizar os tubos na autoclave a 121 °C,
1 atm, por 15 minutos. Para preparar o meio Agar Nutriente para plagueamento,

acrescentar 20 g de agar para 1 litro de meio antes da esterilizag&o.

« Meio MRS

Pesar 10 g de peptona, 10 g de extrato de carne, 5 g de extrato de levedura,

20 g de glicose, 1 mL de Tween 80, 2 g de fosfato monoacido de potassio, 5 g

de acetato de sodio, 2 g de citrato de diaménio, 0,2 g de sulfato de magnésio,
50 mg de sulfato de manganés, dissolver totalmente, adicionar 20 g de agar e
completar o volume para 1000 mL. Esterilizar na autoclave a 121 °C, 1 atm, por

15 minutos.

» Meio Agar Padrdo de Contagem

Pesar 5 g de peptona de caseina, 2,5 g de extrato de levedura, 1 g de gli-

cose, dissolver totalmente, acrescentar 20 g de 4gar e completar o volume para
: 1000 mL. Esterilizar na autoclave a 121 °C, 1 atm, por 15 minutos.



e Meio WLN (Wallerstein Laboratory Nutrient Medium), de acordo com

Green & Gray (1950), modificado por Oliveira & Pagnocca (1988).

Pesar 4 g de extrato de levedura, 5 g de caseina hidrolisada, 50 g de glicose,

0,55 g de fosfato monopotéassico*, 0,425 g de cloreto de potassio*, 0,125 g de

cloreto de célcio di-hidratado*, 0,125 g de sulfato de magnésio hepta-hidratado*,

2,5 g de cloreto férrico hexa-hidratado*, 2,5 g de sulfato de manganés tetra-hidra-
tado*, 22 mg de verde de bromocresol*, dissolver totalmente e completar para
1000 mL de agua destilada. Acrescentar 20 g de agar, os antibiéticos ampicilina*
e acido nalidixico* na concentracdo final de 5 ppm, e esterilizar na autoclave a

121 °C, 1 atm, por 15 minutos.

Os reagentes indicados com * devem ser acrescentados na forma de solu-

¢Oes preparadas da seguinte forma:

— Solucao de fosfato monopotassico — 5,5 g/100 mL, usar 10 mL para 1000 mL

de meio.

— Solugéo de cloreto férrico hexa-hidratado — 4,25 g/100 mL, usar 10 mL

para 1000 mL de meio.

— Solucéo de cloreto de célcio di-hidratado — 1,25 g/100 mL, usar 10 mL

para 1000 mL de meio.

— Solucao de sulfato de magnésio hepta-hidratado — 1,25 g/100 mL, usar 10 mL

para 1000 mL de meio.

— Solugéo de cloreto férrico hexa-hidratado — 0,5 g/200 mL, usar 1 mL para

1000 mL de meio.

— Solucao de sulfato de manganés tetra-hidratado — 0,5 g/200 mL, usar 1 mL

para 1000 mL de meio.

— Solucéo de verde de bromocresol — 0,2 g/100 mL, dissolver em 5 ml de
alcool e completar para 100 mL com agua. Usar 10 mL para 1000 mL

de meio.

— Solugédode acido nalidixico—triturar um comprimido de 500 mg de acido nali-
dixicofarmacéuticoemumalmofariz. Dissolver em solucdo de NaOHO,05N,
completando o volume para 100 mL. Guardar em geladeira. Usar 10 mL para
cada 1000 mL de meio de formaa obter 50 ppm.Asolucdo de &cido nalidixico

€ autoclavavel, podendo ser acrescentada ao meio antes da esterilizag&o.
A solucdo desse antibiético pode ser adquirida pelo nome de Wintomylom,
na concentracao de 50 mg/mL. Utilizar 1 mL dessa soluc¢ao para 1000 mL

de meio de cultura.

— Solugéo de ampicilina — triturar um comprimido de 500 mg de ampicilina

farmacéutica em um almofariz. Dissolver em agua destilada, completando



0 volume para 100 mL. Usar 10 mL para 1000 mL de meio, de forma a
obter a concentracéo final de 50 ppm. Pode ser autoclavado.

Esse meio de cultura pode ser adquirido da Acumedia (WL Nutrient Medium,

referéncia 7488 A), devendo somente serem acrescentados os antibiéticos.

e Meio WLD, de acordo com Walters & Thiselton (1953), modificado por
Morris & Eddy (1957).

Adicionar actidione na forma de solugéo, ao meio WLN, para uma concen-

tracéo final de 5 ppm.

A solucéo de actidione deve ser assim preparada:

— Solugdo estoque — pesar 0,2 g e dissolver em 1 mL de acetona. Juntar
9 mL de &gua e esterilizar por filtracdo em membrana Millipore de poro-
sidade 0,22 u. Essa solugéo tera a concentragdo de 20 mg/mL. Guardar
em geladeira.

— Solucéo de trabalho — transferir 5 mL da solugéo A para um frasco e adi-
cionar 95 mL de 4gua destilada estéril. A solugdo de trabalho terd a con-
centracdo de 1 mg/mL. Usar 5 ml para 1000 mL de meio ja esterilizado e
fundido. Guardar a solucdo em geladeira.

« Meio de Agar Lisina, de acordo com Walters & Thiselton (1953), modifi-
cado por Morris & Eddy (1957).

Esse meio de cultura tem a seguinte composicéo: 11,7 g de Yeast Carbon

Base (YCB), 1 g de lisina, 20 g de agar, 50 mg de ampicilina e 50 mg de &cido
nalidixico; completar para 1000 mL de agua destilada.

O preparo do meio deve ser feito da seguinte maneira:

e Solucao de YCB concentrada 10 vezes — dissolver 11,7 g de YCB para
100 mL de agua destilada morna. Esterilizar em membrana Millipore de
porosidade 0,22 u. Utilizar 100 mL para 1000 mL de meio.

» Preparo do meio sélido — dissolver 20 g de agar e 1 g de lisina para 880
mL de agua destilada em banho-maria. Adicionar 10 mL de solugéo de
ampicilina e 10 mL de solucéo de &cido nalidixico, como descrito ante-
riormente, autoclavando por 10 minutos a 1 atm e 121 °C. Apés autocla-
vagem, adicionar assepticamente 100 mL da solu¢do de YCB concentra-
da 10 vezes.

* Meio Lin Wild Yeast Medium (LWYM), de acordo com Lin (1975), modifi-
cado por Longley et al. (1978).



Pesar 2 g de extrato de malte, 4 g de extrato de levedura, 2 g de peptona,
10 g de glicose, 1 g de fosfato de potassio bibasico, 0,5 g de cloreto de aménio, 6 mg
de cristal violeta*, 0,1 g da mistura fucsina-sulfito e dissolver completamente em
1000 mL de agua destilada. Acrescentar 20 g de agar e esterilizar na autoclave
a 121 °C, 1 atm, por 15 minutos. Antes de distribuir o meio de cultura nas placas,
liquefazer, resfriar a 55 °C e acrescentar os antibioticos ampicilina e acido nalidi-
Xico, na concentracao final de 50 ppm cada, no meio de cultura.

O reagente indicado com * deve ser acrescentado na forma de solucéo
preparada da seguinte forma: pesar 0,6 g de cristal violeta e dissolver em 100 mL
de agua destilada. Utilizar 1 mL dessa solucao para 1000 mL de meio de cultura.

A mistura fucsina-sulfito € composta de 1 parte, em peso, de dextrina, 4

partes de fucsina béasica e 25 partes de sulfito de sédio anidro.

3.8 Consideracdes finais

Segundo Amorim (2010), ao longo de 30 anos de Proalcool, o setor passou
por periodos criticos de queda nos precos do alcool, crises politicas e liberali-
zacao do mercado. Para enfrentar esses desafios, houve necessidade de in-
vestimento em pesquisa, capacitacdo de recursos humanos e desenvolvimento
de novas tecnologias. Para uma gestéo eficaz, é fundamental que se faca um
controle do processo industrial — analitico e microbiol6gico —, pois sem nameros
e informacdes confiaveis, ndo ha como avaliar adequadamente o desempenho
do processo, 0 que prejudica o avanco da industria.

As medicOes devem ser bem feitas, de forma a permitir a avaliagdo dos
resultados das medidas adotadas, o retorno dos investimentos e, quando neces-
sario, ajustar as condi¢des do processo, em busca de qualidade e economia.

As técnicas microbiolégicas descritas nesta unidade s&do essenciais para

subsidiar a tomada de decisbes na fabrica, exigindo, portanto, o treinamento de
pessoal para executa-las. As técnicas moleculares, que seréo discutidas na pro-
xima unidade, possibilitam a identificacéo e discriminacdo de linhagens de S. ce-

revisiae e ndo Saccharomyces de forma inequivoca, porém é de alto custo paraa

industria e, nesse sentido, a parceria entre universidade e empresa pode ajudar.
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4.1 Primeiras palavras

Durante a producéo de etanol pode ocorrer a substituicdo da levedura do
processo (S. cerevisiae) por leveduras selvagens, tanto de linhagens da prépria
espécie como de outras espécies. A identificacdo de leveduras é uma estra-
tégia para monitorar essas substituicbes sequenciais de estirpes ao longo do
processo, a fim de garantir qualidade e reprodutibilidade da fermentacéo. A iden-
tificacdo convencional de leveduras consiste em classificar leveduras por meio de
suas caracteristicas morfologicas, fisiolégicas e bioguimicas. Essa técnica pode ser
eficiente em alguns casos, porém pode acarretar erros, pois leveduras das mes-
mas espécies possuem caracteristicas semelhantes e nao ha discriminacéo in-
traespecifica. Devido a essa limitagcéo, tem-se buscado técnicas cada vez mais
precisas para a identificacdo de leveduras. As técnicas moleculares que utilizam
a analise do material genético, apesar de demandarem equipamentos e reagen-
tes caros para sua execuc¢ao, tém se mostrado mais conclusivas na identificacdo
intraespecifica, ou seja, de diferentes linhagens de S. cerevisiae. Nesta unidade,
serdo discutidos os principais métodos empregados, envolvendo as técnicas tra-
dicionais e moleculares, essenciais para a identificacdo das leveduras em nivel
de espécie e para a caracterizacao das leveduras em nivel de linhagens.

4.2 Problematizando o tema

A reproducao vegetativa de células de S. cerevisiae se da por brotacdes
multilaterais e sua fase vegetativa € predominantemente diploide. Essa levedu-
ra tem genoma relativamente pequeno, grande nimero de cromossomos, pe-
guenas sequéncias de DNA repetitivo e poucos introns (DNA néo codificante).
Cepas haploides contém aproximadamente 12-13 megabases de DNA nuclear,
distribuidas ao longo de 16 cromossomos lineares, cujos tamanhos variam de
250 a 200 Kb (QUEROL et al., 2003).

A origem da levedura S. cerevisiae é controversa, pois alguns autores pro-
pdem que essa espécie é um organismo “natural” presente em frutos de plantas,
enguanto outros argumentam que S. cerevisiae é uma espécie originada do seu
“parente” mais préximo S. paradoxus, uma espécie selvagem encontrada no
mundo todo. Esse debate é importante para postular 0 genoma original da S.
cerevisiae e suas alteracdes apos a forte pressao de selecéo aplicada desde o
primeiro uso inconsciente em processos de fermentacdo controlada. Caracteris-
ticas selecionadas por muitas geracdes tém grande influéncia sobre o genoma
de S. cerevisiae (PEREZ-ORTIN et al., 2002).



Leveduras S. cerevisiae sdo organismos altamente especializados, que tém
evoluido principalmente devido as atividades humanas para utilizar seu potencial
pleno. Esse processo de selecdo € descrito como “domesticagdo” e pode ser
responsavel pelas caracteristicas genéticas especiais que as leveduras indus-

i triais possuem.

Sendo assim, leveduras Saccharomyces cerevisiae tém sido selecionadas
para caracteristicas favoraveis para o processo de fermentacao, por exemplo,
habilidade de fermentar rapida e eficientemente em meios com elevadas con-
centracbes de acUcares, resisténcia as altas concentracdes de etanol e didxido
de enxofre e sobrevivéncia em temperaturas elevadas durante o processo (PUIG
et al., 2000).

Durante a producdo de biomassa e a fermentagdo alcodlica, as células
das leveduras estéo sujeitas as condi¢cbes extremas devido, por exemplo, ao es-

i tresse osmotico imposto pelas altas concentragdes de aglcar no mosto, ao eta-

nol produzido e ao uso de compostos antimicrobianos como diéxido de enxofre
(BAUER & PRETORIUS, 2000). Investigacdes genéticas em linhagens de leve-
duras industriais tém sugerido que estas sdo capazes de evoluir rapidamente
para condi¢Bes especiais do ambiente industrial. Uma caracteristica comum de
leveduras industriais em comparagdo com linhagens comuns de laboratérios €
a presenca de maior grau de polimorfismo cromossémico. Linhagens industriais
gue pertencem a mesma espécie sao caracterizadas com base em polimorfismos,
por meio dos padrdes cromossdmicos visualizados quando submetidos a eletrofo-
rese. A constituicdo genética de linhagens de leveduras em ambientes industriais
especificos pode refletir alteragdes cromossémicas, provocadas principalmente
por mutacdes espontaneas. Recombinacdo mitética, crossing-over e conversao

i génica podem provocar rapida adaptacdo as mudancas ambientais.

As alteracdes gendmicas que ocorrem em maior propor¢cdo em linhagens de
leveduras industriais quando comparadas com linhagens de laboratérios tendem a

ser fixadas como resultado da alta pressé@o de selecéo para as caracteristicas ge-

néticas que melhor se adéquem as condi¢des industriais (QUEROL et al., 2003).

Polimorfismos cromossémicos ou até mesmo na sequéncia de DNA tém

sido constatados e utilizados para identificar linhagens de leveduras pertencen-

tes a uma mesma espécie a fim de determinar a populacdo de leveduras ao

longo do processo de fermentagéo.

A base molecular das propriedades tecnoldgicas das leveduras ainda é
bastante desconhecida. Contudo, uma possibilidade 6bvia de adaptacdo ao am-
biente industrial da fermentacado alcodlica é dependente de padrbes especificos
de expressio de seus genomas (PEREZ-ORTIN et al., 2002). Analises compa-
rativas da expressao génica entre leveduras industriais e ndo industriais e entre



cepas industriais distintas poderiam ajudar na identificacdo de genes envolvidos
na adaptacédo ao ambiente industrial (QUEROL et al., 2003).

4.3 Técnicas utilizadas na identificacao de leveduras

4.3.1 Técnicas classicas ou tradicionais

A taxonomia classica de leveduras data do século XIX, quando Hansen, em
1896, diferenciou as culturas de leveduras com base na morfologia celular e do
ascosporo, introduzindo as seguintes caracteristicas: crescimento em meio liqui-
do, temperatura 6tima de crescimento e habilidade em fermentar determinados
acucares. Com o passar dos anos, outras caracteristicas foram incluidas, como
presenca ou auséncia de estagios sexuais, formacado de pigmentos, utilizacdo
de fontes de carbono, tolerancia a alta concentracdo de glicose, liquefacdo de
gelatina, crescimento em varias temperaturas, resisténcia a cicloheximida (acti-
dione) e estrutura da coenzima Q no sistema de elétrons.

Atualmente, a metodologia desenvolvida para a identificacdo e classificacdo
taxonémica das leveduras depende ndo s6 dos testes fisioldgicos (utilizacdo de
carboidratos, utilizacdo de compostos nitrogenados, crescimento em meio isento
de vitaminas, utilizacao e producéo de acidos, producdo de compostos amilaceos
extracelulares, hidrolise da ureia, degradacao de lipideos, producdo de éster, re-
sisténcia a actidione, entre outros), como também da determinagéo de caracteris-
ticas morfologicas, sexuais e de cultura.

Para a identificacdo das leveduras em nivel de género, a realizacao dos
testes morfoldgicos (formacéo de pseudomicélio e micélio verdadeiro, reprodu-
¢do vegetativa, formacao de enddsporos, balistésporos), sexuais (presenca ou
auséncia de ascoésporos) e de cultura (crescimento em meio sélido e liquido)
sdo fundamentais (Figura 18). Esses testes envolvem observacado microscopica,
resultando em certa subjetividade na andlise. Dessa forma, a experiéncia do
profissional é de fundamental importancia na identificacdo das leveduras.

Para a identificacdo em nivel de espécie, utilizam-se o0s testes bioquimicos
ou fisiolégicos (utilizacao de fontes de carbono e nitrogénio) e de exigéncias nu-
tricionais, que demandam tempo e uma equipe bem treinada (Figura 19).

Os procedimentos convencionais que classificam leveduras com base em
suas caracteristicas taxondémicas exigem muito trabalho e ndo séo totalmente
conclusivos. Diversas metodologias identificam leveduras de acordo com as ca-
racteristicas morfolégicas da col6nia, das células ou em funcéo das condicdes
de cultivo. Sendo assim, dados sobre a capacidade de assimilacdo de fontes de
carbono e nitrogénio, caracterizagcao bioquimica e fisioldgica séo importantes
guando séo utilizadas metodologias convencionais (MARCAL, 2005).



Para identificacdo mais precisa de leveduras, estudos bioquimicos e nutricio-
nais sdo mais relevantes que tracos morfoldgicos e sexuais, que sdo mais uteis na
i determinacéo genérica. As diferencas que as leveduras apresentam na fermen-
tacdo e assimilacdo de compostos de carbono séo critérios importantes na taxo-
{ nomia e identificacdo de leveduras, ja que estas apresentam uma variagdo na
i habilidade de fermentacdo de aglcares. Por exemplo, alguns grupos apresentam
fermentag&o vigorosa, como Kluyveromyces e Saccharomyces, enquanto outros,
i como Lipomyces e Sterigmatomyces, nao realizam fermentacao. Alguns géneros
incluindo Saccharomyces podem ser classificados pela incapacidade de assimilar
i nitrato. Assim, pela utilizacéo de meios de cultura seletivos, que contém compos-
tos especificos, é possivel identificar leveduras. Porém, essas técnicas requerem
tempo, ja que séo necessarios diversos testes e ainda assim podem-se obter con-
i clusées equivocadas quando se trata da identificacdo de linhagens de leveduras
de uma mesma espécie (WALT & YARROW, 1984).

Figura 18 Testes utilizados para a identificacéo de leveduras em nivel de género.

Auxanograma Zimograma Meios diferenciais Outras provas:
Assimilacao Fermentacao —Meio TTC — Crescimento a 37°C
fontesCeN alcodlica de — Agar molibdénio — Produgéo de
agucares — Agar azul Tripan compostos amiloides
— Meio de Nickerson — Tubo germinativo
— Meio de CGB — Resisténcia a

cicloheximida
— Fenol oxidase

Figura 19 Testes utilizados para a identificacéo de leveduras em nivel de espécie.

Para a identificac@o das leveduras, apds a realizacdo dos testes, é necessa-
i rio a utilizacdo de chaves dicotomicas, ou seja, que apresentem duas alternati-
70 vas para cada caracteristica estudada. Com o aumento do niUmero de espécies



de leveduras, as chaves tornaram-se mais complexas. As caracteristicas das
chaves devem ser claras e ndo podem dar margem para ambiguidades, pois
caracteristicas que variam entre as linhagens de uma espécie ndo podem ser
utilizadas para sua classificacao.

Uma chave pode seguir a classificagdo taxondémica e chegar primeiramen-
te ao género e depois as espécies pertencentes a esse género. Para as levedu-
ras ascomicéticas, a formacao de ascosporos € utilizada como um dos critérios
de classificacdo primarios. Ja as leveduras basidiomicéticas sdo na maior parte
isoladas na fase haploide e, se elas sdo heterotalicas, sédo identificadas como
deuteromicéticas. As caracteristicas da reproducdo vegetativa sdo utilizadas
para diferenciac@o genérica das leveduras deuteromicéticas.

As chaves podem também chegar diretamente a espécie, sem passar pri-
meiramente pelos géneros. Nesse caso, as caracteristicas da reproducéo sexua-
da nao sao requeridas e as caracteristicas fisiologicas, relevantes. A padronizacao
dos testes fisioldgicos e bioquimicos é muito importante nesse tipo de chave, de
forma que impurezas nos compostos quimicos testados e inadequacao das
condi¢des do teste podem levar a resultados errdneos e, consequentemente, a
erros de identificagcdo (PRADA & CASTRO, 1995).

As chaves de identificac&o utilizadas para as leveduras sdo as de Kreger-van
Rij (1984) e Barnett, Payne & Yarrow (1990).

Diversos métodos alternativos, como sorologia, contetdo de trealose, efei-
to inibitério de diferentes compostos quimicos, padrao eletroforético, analise de
polimorfismos de DNA, etc., tém sido utilizados com sucesso variavel na identi-
ficacéo e caracterizacéo de linhagens de leveduras.

Na Figura 20, podem-se observar, pelas fotografias, alguns resultados de
testes realizados com leveduras da fermentagé&o alcodlica.

4.3.2 Técnicas de biologia molecular

A maioria das cepas que pertencem a mesma espécie nado é identificada
por métodos microbioldgicos classicos, sendo assim, as técnicas de biologia
molecular constituem uma alternativa para identifica-las. Diversas técnicas ba-
seadas na andlise de polimorfismos moleculares (genéticos) tém sido utilizadas
com esse objetivo, como a analise do padrdo de proteinas, polimorfismos na
sequéncia do DNA, cariotipagem por meio do uso da eletroforese de campo
pulsado, analise de restricdo do DNA mitocondrial, entre outras.

Polimorfismos genéticos sdo variagdes genéticas que podem ocorrer em
sequéncias codificadoras e nao codificadoras do DNA, levando a variacbes
fenotipicas.
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A reacao de polimerizacdo em cadeia (PCR) é uma das técnicas que revo-
lucionou a biologia molecular, permitindo a amplificacéo in vitro de fragmentos
do DNA que se deseja estudar. Além da PCR, a descoberta e o isolamento de
endonucleases (enzimas) de restricdo que possuem sitios especificos também
tém auxiliado em estudos de polimorfismos de DNA.

As técnicas de biologia molecular auxiliam no monitoramento de polimorfis-
mos do DNA que podem ocorrer no genoma da levedura durante a fermentagéo.
Leveduras que tenham marcadores moleculares especificos tém sido seleciona-
das para controlar precisamente o crescimento de cepas particulares durante a
fermentacao.

Figura 20 Resultados de alguns testes realizados para a identificacdo de leveduras da
fermentacéo alcodlica. A. Teste do DBB em placa de Petri: a linhagem CCA379 é posi-
tiva, as demais sdo negativas. Linhagens basidiomicéticas séo DBB+. B. A seta mostra
um asco contendo quatro ascésporos (tétrades) em S. cerevisiae em meio Acetato (au-
mento de 400X). C. Formacéo de pseudomicélio em Corn Meal Agar por S. cerevisiae
(aumento de 400X). D. Leveduras apiculadas (brotamento bipolar) em meio Extrato de
malte (aumento de 400X). E. Células ogivais e globosas de Dekkera bruxellensis em
meio YEPD (aumento de 400X). F. Producdo de acido (presencga de halo ao redor da
colénia) por Dekkera bruxellensis em meio Carbonato de célcio em placa de Petri.



4.3.2.1 Cariotipagem por meio da eletroforese em campo pulsado

s

O termo “cari6tipo” é definido como o conjunto completo de cromosso-
mos de uma célula ou organismo e sua determinacdo tem sido considerada
um parametro importante na taxonomia de espécies. A técnica convencional,
usada principalmente para organismos eucariotos superiores, baseia-se em
observacgdes microscOpicas de preparacdes de cromossomos na mitose
ou meiose. No caso de fungos, os quais a maioria € haploide, os cromosso-
mos Sao extremamente pequenos para serem observados por microscopia.
Com o desenvolvimento da eletroforese de campo pulsado para separacao de
grandes moléculas de DNA, foi possivel a separacéo eletroforética de cromos-
somos de uma série de espécies fungicas (PIZZIRANI-KLEINER, PEREIRA &
AZEVEDO, 1998).

Segundo Magalhaes et al. (2005), a eletroforese em gel de agarose é a
técnica mais difundida para separacédo de moléculas de DNA com relacdo ao ta-
manho. A matriz formada pela agarose atua como um filtro molecular, cuja poro-
sidade é inversamente proporcional a concentracédo do gel de agarose. Durante
a eletroforese, as moléculas de DNA (apresentam carga negativa) posicionam-
se em paralelo ao campo elétrico; a dificuldade de transpor a matriz de agarose
em direcdo ao polo positivo € inversamente proporcional ao tamanho de cada
molécula. As menores migram mais rapidamente possibilitando a separacéo por
tamanho ou peso molecular. Assim, quanto maior a molécula, maior o tempo
de migracéo, possibilitando a separacédo dos fragmentos, qualquer que seja o
tamanho.

Na prética, um gel de agarose a 0,8% € apropriado para separacgéo de frag-
mentos de 0,5 até 20-30 kb, aproximadamente. Géis com maiores concentractes
(2,5 até 3%) separam fragmentos menores (80 até 500 bp); uma alternativa,
nesses casos, é o gel de poliacrilamida. Géis de agarose a 0,5% separam frag-
mentos com até 50 kb, porém, sdo bastante frageis e o tempo de corrida é
excessivamente demorado. Moléculas de DNA maiores que 50 kb séo de dificil
separacdo, mesmo com a diminuicdo da concentracdo de agarose, pois sua
mobilidade eletroforética se torna independente do tamanho do fragmento.

Na década de 1980, foi desenvolvida a técnica de eletroforese de campo
pulsado (ou pulsante), originalmente usada para a separacdo dos cromossomos
da levedura Saccharomyces cerevisiae para solucionar esse problema. Os auto-
res Schwartz & Cantor (1984) relataram que as moléculas de DNA que foram es-
tiradas pela acdo de um campo elétrico demandavam um maior ou menor tempo
para o relaxamento, e que era proporcional ao tamanho da molécula, depois de
cessada a acdo do campo de forca.



O campo pulsado (pulsed field) aplica-se a qualquer modalidade de eletrofo-
rese que utilize mais de um campo elétrico direcionado de forma alternada. Quando
ocorre troca na diregdo do campo elétrico, as moléculas de DNA sdo compelidas a
reorientacdo para se posicionarem de forma paralela ao campo de forca, antes de
migrarem para a dire¢cdo do polo positivo. Os fragmentos menores reorientam-se
com maior facilidade que os maiores, que demoram mais para se adaptar a nova
direcdo. O tempo entre as mudancas de orientagdo pelo campo elétrico é chamado

tempo de pulso (switch time). A partir de 1984, varios protocolos empiricos surgiram

com o intuito de otimizar a separacdo de grandes moléculas de DNA, ou seja, de
alto peso molecular. Os diferentes métodos resultantes podem ser agrupados em:
aqueles que alternam campos elétricos transversais (CHEF, ROFE, PACE, PHO-
GE, OFAGE, TAFE), entre os quais o CHEF é o mais difundido, e os que utilizam
alternancia de campos elétricos invertidos (FIGE, ZIFE).

De modo geral, qualquer uma dessas técnicas possibilita a separacdo de
grandes fragmentos de DNA (~600 kb) ou ainda de cromossomos inteiros. Esse tipo
de eletroforese foi, entdo, desenvolvido para vencer as limitacdes da maobilidade de
grandes moléculas de DNA.

O cariotipo eletroforético de leveduras difere quanto ao nimero, ao tama-
nho e a intensidade de bandas, permitindo assim a identificagdo de cada cepa
por seu padrdo cromossdmico. O padrao cromossdmico de cada linhagem for-
nece um padrdo anico, como se fosse uma impressao digital (Figura 21).

Linhagens de levedura, por exemplo, de uma mesma espécie, podem apre-

sentar polimorfismos cromossdémicos tanto no ndmero quanto em relacdo ao

peso molecular dos cromossomos observados ao longo de vérias geracdes ce-
lulares no processo de fermentacdo continua (LUCENA et al., 2007).

Além de permitir o monitoramento do rendimento das leveduras no proces-

i so de fermentacédo alcodlica e a selegdo das cepas visando melhor eficiéncia,

a técnica de cariotipagem ainda revelou que as leveduras introduzidas no inicio
do processo podiam ser substituidas por leveduras selvagens, permitindo o es-

tudo para verificar qual levedura é mais eficiente para o processo industrial de
i fermentacéo do alcool.

Basso et al. (1993) investigaram a utilizacdo da técnica de cariotipagem no
acompanhamento de linhagens industriais de S. cerevisiae no processo fermen-

: tativo de varias destilarias produtoras de etanol durante duas safras. Os autores
verificaram que leveduras da panificagdo ndo permaneciam no processo apés
40 dias da inoculagéo, sendo substituidas por leveduras dominantes tipicas de

cada destilaria.

A maior restricdo da cariotipagem molecular é que, apesar de ser mais in-

formativa quando comparada a técnicas que caracterizam leveduras de acordo



com caracteristicas taxonémicas, esta tem como base a avaliacdo do padréao
cromossomico, verificando apenas os polimorfismos que ocorrem Nos Cromosso-
mos, e ndo os polimorfismos génicos, como a mudanca de um nucleotideo. E
importante avaliar tais polimorfismos pelo fato de estes poderem causar mudan-
¢as, alterando assim algumas caracteristicas do organismo e, portanto, podendo
influenciar a eficacia do processo fermentativo.

Figura 21 Cariétipo eletroforético de leveduras da fermentacéo alcodlica. A. Todos 0s iso-
lados pertencem a espécie S. cerevisiae e nao ha diferenca (polimorfismos) entre as linha-
gens. B. As setas indicam as bandas polimoérficas, ou seja, que aparecem em uma linhagem
e ndo aparecem em outras, das linhagens selecionadas BG-1 (1), PE-2 (2), SA-1 (3),
CAT-1 (4) e Y-904 (5) de S. cerevisiae.

Fonte: adaptada de Andrietta, Andrietta & Stroppa (2003) e Steckelberg et al. (2007).

A cariotipagem mostrou ser eficiente na discriminacdo de linhagens ge-
neticamente relacionadas e é ainda o método de escolha para a detecg¢édo de
rearranjos cromossodmicos.

A alta frequéncia de rearranjos cromossémicos observada para os isolados
do processo industrial deve estar relacionada as condi¢cdes de estresse as quais
as ceélulas sdo continuamente submetidas (alta concentracéo de etanol, altas
temperaturas e anaerobiose). Foram observados rearranjos cromossémicos a
partir de 150 geracBes de crescimento em condicdes de laboratdrio. Nos pro-
cessos industriais, 0s rearranjos cromossdmicos devem ocorrer em um intervalo
ainda menor devido as condi¢bes adversas as quais as células sdo submetidas
ao longo do reciclo celular durante a safra.

A técnica de cariotipagem molecular pode ter sua aplicabilidade comprome-
tida para estudos de dinamica populacional em processos industriais de fermenta-
¢ao alcodlica, pois a ocorréncia de rearranjos cromossémicos pode comprometer
em certo nivel a confiabilidade dos resultados obtidos (LUCENA, 2004).



Andrietta, Andrietta & Stroppa (2003) verificaram por cariotipagem que to-

dos os isolados da fermentacdo alcodlica pertenciam a espécie S. cerevisiae,
apresentando o mesmo cariotipo eletroforético. No entanto, um dos trés tipos
morfolégicos isolados, em cada coleta, apresentou desempenho industrial dife-
rente dos demais. Os autores concluiram que ha necessidade de uma avaliagdo

i paralela e complementar, como a de desempenho fermentativo, para a diferen-
ciacéo final das linhagens de S. cerevisiae.

4.3.2.2 Reacéao de polimerizacéo em cadeia (PCR)

A reacao de polimerizacdo em cadeia, do inglés Polymerase Chain Reaction

(PCR), possibilita a multiplicacéo in vitro de fragmentos especificos de DNA. Desde
0 seu desenvolvimento por Mullis & Faloona (1987), a sua especificidade, sensibi-
lidade e rapidez possibilitaram o desenvolvimento de métodos aplicaveis em diver-
sas areas da pesquisa bioldgica envolvendo inimeras classes de organismos.

Segundo Guimardes & Sa (2002), o método requer um molde de DNA que

i contenha a regido “alvo” a ser amplificada, dois oligonucleotideos iniciadores

(primers) que flanqueiam a regido “alvo” e 0 uso de uma enzima polimerase
termoestével, como a Tag polimerase, isolada de Thermus aquaticus. Todos 0s
componentes do PCR séo misturados simultaneamente, e o procedimento con-
siste de uma sucessao de trés etapas, as quais sao determinadas por diferentes
temperaturas: a desnaturacdo do DNA molde, o anelamento dos primers e a
extensdo do DNA. No primeiro passo, a incubacao da solucdo de PCR a altas

temperaturas (90-95 °C) permite a desnaturacdo do DNA molde (fita dupla) em
duas fitas simples. O resfriamento da solu¢do para uma temperatura de anela-
mento (tipicamente 55 °C) possibilita que os primers se anelem na posi¢ao 5’
de cada fita simples do DNA molde. Para a etapa de extenséo, a temperatura é
elevada para 72 °C e os pontos de anelamento dos primers servem como pontos
iniciadores da sintese das novas fitas de DNA. O tempo de incubacéo de cada
etapa é de cerca de um a dois minutos. A sequéncia das trés etapas constitui um
ciclo de reacdo de PCR. No segundo ciclo, as fitas de DNA recém-sintetizadas
sao separadas das fitas originais por desnaturacao, e cada fita serve novamente
como molde nas etapas de anelamento e extensdo. Teoricamente, como a se-
guéncia demarcada pelos primers duplica a cada ciclo, apés 30 ciclos, um fator
tedrico de um bilhdo pode ser alcangado (Figura 22).
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Figura 22 Esquema relativo ao PCR.

Tipicamente, o PCR é efetuado por 30-40 ciclos. Como todos os compo-
nentes estao presentes na mistura desde o inicio da reacdo, o procedimento
pode ser automatizado e conduzido em um termociclador automético, progra-
mado para aquecer e resfriar as amostras por periodos especificos.

A visualizagéo dos fragmentos de DNA amplificados é feita por eletroforese
em gel de agarose, como descrito acima, sem necessidade de ser em campo
pulsado, e podem ser visualizados em transiluminador depois de corados com
brometo de etideo (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998).

Em S. cerevisiae, como na maioria das espécies de eucariontes, quatro di-
ferentes genes do DNA ribossomal (5S, 5,8S, 18S e 26S) aparecem agrupados
em blocos repetidos em dezenas de cdpias no genoma. As regides ITS1 e ITS2
representam sequéncias internas transcritas que, entretanto, ndo séo traduzidas
para as subunidades do RNA ribossomal. A regido pode ser amplificada por
meio de primers homoélogos as sequéncias finais dos genes 18S e 26S. Como
os ribossomos estdo presentes em todos 0s organismos com uma origem evo-
lucionaria comum, parte da molécula apresenta-se altamente conservada alter-
nando com regides variaveis, demonstrando baixo polimorfismo intraespecifico
e alto polimorfismo interespecifico, Figura 23 (SILVA FILHO, 2003).
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O sequenciamento dos genes ribossomais apds amplificacdo por PCR per-

mite aidentificacdo das leveduras em nivel de espécie. As sequéncias ribossomais
obtidas sdo normalmente depositadas pelos pesquisadores em bases de ban-
cos de dados de genes, como Genbank, EMBL ou DDBJ, em que s&o registra-
das com numeros de acesso Unicos e distribuidas para outras bases de dados
. correlatas.

A comparacao das sequéncias obtidas com as do banco de dados permite

gue o organismo possa ser identificado, pois os programas retornam uma lista
e h&d um alinhamento das sequéncias mais similares a sequéncia submetida,
dentro de limites predefinidos (GUIMARAES & SA, 2002).

A técnica de PCR é bastante flexivel e de facil execucdo em amostras de

diferentes origens. Tem sido utilizada com sucesso em pesquisas e na deteccao
de microrganismos em processos biotecnoldgicos, além da diagnose de doencas

! infecciosas.
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Figura 23 A. Esquema representativo do DNA ribossomal de leveduras, mostrando os
quatro diferentes genes (5S, 5,8S, 18S e 26S) e as regides ITS agrupados em blocos repe-
i tidos em dezenas de copias no genoma. B. PCR de trés linhagens de S. cerevisiae (022,
027 e 037), apresentando bandas de DNA por volta de 800-850 bp.



A andlise do comprimento aparente do produto da PCR das regifes ITS1
e ITS2 tem permitido identificar diferentes tipos de leveduras. O tamanho do
produto de amplificacdo que corresponde ao locus ITS1-5,8S-ITS2 pode ser uti-
lizado para identificagcéo rapida de leveduras. Entretanto, varias espécies apre-
sentam produtos de amplificacdo com o mesmo tamanho. Esse problema pode

ser resolvido a partir da digestdo desses fragmentos com diferentes enzimas
de restricdo, principalmente Cfol, Ddel, Haelll e Hinflll. A soma dos padrbes de
restricdo parece ser espécie-especifico e pode ser utilizada com seguranca na

identificacdo de leveduras (SILVA FILHO, 2003).

4.3.2.3 DNA Polimdrfico Amplificado ao Acaso (RAPD)

A técnica RAPD, do inglés Random amplified polymorphic DNA, é basica-
mente uma variagdo da técnica de PCR, diferenciando-se apenas por utilizar um
primer Unico, de sequéncia pequena, desenhado aleatoriamente e que podera

amplificar diferentes regiées do genoma ao acaso.

Essa técnica consiste na amplificacdo de sequéncias do genoma por meio
de primers curtos de no maximo 10 nucleotideos com sequéncias arbitréarias
qgue, em baixas temperaturas de anelamento, hibridizam em loci distribuidos
aleatoriamente no DNA. Tem sido utilizada na separacdo de espécies e linha-
gens de muitos organismos, inclusive os fungos, apresentando a vantagem de

nao haver necessidade de conhecimento especifico do genoma a ser estudado,
como no caso do PCR.

O conjunto de fragmentos de DNA amplificados (chamados RAPD) é um
tipo de “impresséao digital de DNA”, que pode ser utilizada para caracterizar um or-
ganismo individual. Um perfil da reagdo RAPD sera formado pelo conjunto dos pro-
dutos de amplificacéo e esse perfil € o que permitird que a levedura seja identi-
ficada e selecionada (LACERDA et al., 2002). Na Figura 24 pode ser observado

o perfil RAPD para linhagens de S. cerevisiae utilizando o primer OPA-11.
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Figura 24 Padréo RAPD de linhagens de leveduras S. cerevisiae isoladas da fermen-
i tacdo alcodlica, com a utilizacdo do primer OPA-11. M1 e M2 s&o marcadores de peso

molecular. As setas indicam bandas polimorficas, ou seja, que ndo aparecem em todas as

i linhagens.

Guimaraes (2005) utilizou a técnica de RAPD-PCR para conduzir um es-

i tudo de identificacdo de leveduras. Nesse estudo, foram isoladas 61 leveduras,
i 14 foram identificadas por técnicas morfolégicas e bioquimicas como sendo S.

cerevisiae e estas foram submetidas a caracterizacdo molecular, que permitiu a

i classificacdo das leveduras em trés grupos diferentes.

Gomes et al. (2000) verificaram que o método RAPD foi o mais eficiente
entre os métodos testados, mesmo entre as leveduras da industria alcooleira

i pertencentes a espécie S. cerevisiae, as quais apresentam alta similaridade.

A técnica de RAPD utilizando o primer M13 permitiu verificar a permanén-

i cia de duas linhagens selecionadas de S. cerevisiae nas dornas de fermentacéo
i para producéo de cachaca. Linhagens selvagens dessa espécie apresentaram

padr6es RAPD distintos quando comparados com as linhagens iniciadoras

(GOMES et al., 2009).

No entanto, o problema mais frequentemente associado a essa técnica é a
baixa reprodutibilidade de algumas bandas e a necessidade de varias reacdes

com diferentes primers, aumentando o tempo de ensaio (LACERDA et al., 2002).



4.3.2.4 Polimorfismo de tamanho do fragmento de restricdo do DNA mi-

tocondrial (RFLP/mtDNA)

As leveduras sao organismos que mostram uma ampla variabilidade no ta-
manho do DNA mitocondrial, de 6 a 25 um de comprimento. O uso de mtDNA
na taxonomia de leveduras apresenta muitas vantagens, tais como pequeno
tamanho, alto numero de moléculas de mtDNA por célula, e um Unico cariétipo
mitocondrial em cada isolado. Durante muito tempo, a limitacdo dessa técnica
foi a dificuldade no isolamento do mtDNA. Em 1990 foi desenvolvido um método

rapido para superar esse problema (QUEROL & BARRIO, 1990), sendo aperfei-
¢oado uma década depois por Lopez et al. (2001). O método permite a anélise

de mtDNA sem necessidade de prévio isolamento e purificagéo.

Essa técnica é baseada na diferenga no contetudo de GC entre o DNA nu-
clear (nDNA) e 0 mtDNA, sendo de 40% e 20%, respectivamente. Quando o0 DNA
total é digerido com enzimas de restricdo que somente reconhecem regibes ricas
em GC, como Mspl, Haelll e Cfol, o nDNA fica superdigerido, dando origem a
um alto nimero de fragmentos pequenos, os quais ndo sao detectados pela eletro-
forese convencional em gel de agarose. Dessa forma, somente os fragmentos

de mtDNA ser&o observados no gel, os quais serdo separados por tamanho,

constituindo padrdes espécie-especificos ou linhagem-especificos (ALCOBA-

FLOREZ et al., 2010)

Em resumo, essa técnica consiste na extracdo do DNA mitocondrial, utili-

zacao de enzima de restricdo e analise dos fragmentos por eletroforese.

Dessa forma, pode-se fazer o acompanhamento da populacdo de leveduras
devido ao polimorfismo de tamanho gerado. Tal técnica tem sido muito utilizada
no acompanhamento da dinamica de populacfes de leveduras ndo pertencen-
tes ao género Saccharomyces e de linhagens de S. cerevisiae em fermentacdes

espontaneas e inoculadas em unidades produtoras de vinho.

Trabalho de Querol et al. (1992) analisou 0 DNA mitocondrial de 14 linha-
gens de S. cerevisiae isoladas das industrias de vinho, cerveja, panificacdo e
etanol. A combinacdo dos padrdes obtidos com o uso de sete enzimas de res-
tricAo permitiu discriminar a metade das leveduras investigadas. Constanti et al.
(1997) encontraram padr@es de S. cerevisiae em 98 isolados de duas vinicolas

na Espanha, com o uso das enzimas de restricdo Hinfl e Alul. Essa técnica tem
se mostrado rapida, clara, precisa e com grande poder de discriminacdo, sendo,
portanto, amplamente aceita (GUTIERREZ et al., 2000).



Esteve-Zarzoso et al. (1999) identificaram um total de 132 espécies de

leveduras pertencentes a 25 géneros diferentes a partir do padréo de restricao,
utilizando trés endonucleases (Cfol, Haelll e Hinfl) da regido que abrange os espa-
cadores transcritos internos (ITS1 e ITS2) e do gene 5,8S rRNA.

Trabalho de Araujo et al. (2007) mostrou a aplicabilidade, exequibilidade e

eficacia do uso de RFLP/mtDNA para discriminar as linhagens de S. cerevisiae
na producdo de cachaca. E uma técnica facil de executar, rapida, confiavel e
econbmica. Com o uso dessa técnica foi possivel detectar 12 padrdes diferentes,
11 pertencentes a linhagens selvagens e uma referente a levedura da panificacdo
(Figura 25).

Os autores também mostraram que o uso combinado dessa técnica, RAPD

e PCR, revelou o alto polimorfismo genético apresentado pelas linhagens.
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Figura 25 Padrées gerados por RFLP/mtDNA utilizando a enzima de restricdo Hinfl de
97 isolados de S. cerevisiae de trés dornas de fermentagéo durante o periodo de producgao
i de cachaga.

Fonte: Araujo et al. (2007).

4.3.2.5 Microssatélites

A técnica de microssatélites, baseada em PCR, utiliza sequéncias (primers)

curtas de até seis nucleotideos repetidas em tandem (SSRs, simple sequence

repeats), e que sdo encontradas no genoma de varios organismos. Tém sido
utilizadas com muito sucesso como marcadores moleculares.



Pode ocorrer de duas maneiras, dependendo da regido a ser amplificada:
utilizacdo de primers externos aos microssatélites, o que permite avaliar o poli-
morfismo de tamanho dessas regides; utilizacdo do préprio microssatélite como
primer para a amplificacdo do DNA, permitindo analisar as sequéncias nucleoti-
dicas localizadas entre os microssatélites. Esta Ultima é chamada de ISSR, Inter

simple sequence repeats (SILVA FILHO et al., 2005).
A utilizacéo, por exemplo, do primer (GTG),, ou GTGGTGGTGGTGGTG, tem

permitido a discriminagdo de linhagens de leveduras em processos de fermentacéo
alcodlica industriais. Silva Filho et al. (2005) demonstraram a sucesséo de leveduras
ao longo do processo de fermentacdo que possibilitou a identificacdo de linhagens

de S. cerevisiae dominantes no processo. Leveduras contaminantes, ou seja,
aguelas que ndo apresentavam o padréo tipico de amplificacéo de S. cerevisiae,
foram identificadas e quantificadas por este método.

Utilizando esse mesmo primer, Basilio et al. (2005) foram capazes de dife-
renciar 29 padrdes distintos para leveduras contaminantes. Estes isolados nao
S. cerevisiae foram identificados por sequenciamento da regido 26S do DNA ri-

bossomal, e a levedura predominante foi caracterizada como Dekkera bruxellensis,

estando presente em 52% das amostras. Essa levedura foi responsavel pela
maior parte dos episddios de contaminacdo severa nas diferentes destilarias
estudadas na regido Nordeste por Basilio e colaboradores, bem como em desti-

larias da América do Norte (ABBOTT, HYNES & INGLEDEW, 2005).

A analise de dados no banco de dados do genoma de S. cerevisiae permitiu

a selecdo de microssatélites para estudar o polimorfismo de linhagens indus-

triais de S. cerevisiae, entre outras. A analise multipla de microssatélites mostrou

ser um método reprodutivel e com alto grau de polimorfismo, possibilitando uma

discriminacao bem superior aquela alcancada pelos outros métodos de tipagem
(PEREZ, GALLEGO & HIDALGO, 2001).

Avansini (2009) utilizou o primer (GTG), para diferenciar trés linhagens de
D. bruxellensis isoladas da fermentac&o alcodlica e verificou a existéncia de dois
padrdes de ISSR, um deles agrupando duas linhagens, e o outro constituido

pela terceira linhagem (Figura 26).
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Figura 26 Perfil de amplificacéo de ISSR de leveduras com o iniciador (GTG), 1,2 e 3, D.
bruxellensis; 4, S. cerevisiae “Fleischmann”; 5, S. cerevisiae PE-2; M, Marcador de peso
i molecular 100 bp. A linhagem 2 apresenta um perfil diferente das linhagens 1 e 3.

Fonte: adaptada de Avansini (2009).

4.4 Comparacao entre as técnicas de tipagem genética

Durante o processo de fermentacao alcodlica, as cepas parecem nao se

i manter geneticamente uniformes. A reorganizacdo dos seus genomas por meio,
i por exemplo, de rearranjos cromossdmicos, como translocacdes cromossdmi-

i cas, crossing-over mitético e conversdo génica, promove uma rapida adapta-

¢do ao ambiente, quando comparada com mutacdes espontaneas, que ocorrem
comparativamente em taxas mais baixas (PEREZ-ORTIN et al., 2002).

Essa reorganizacdo do genoma pode mudar algumas caracteristicas das

cepas, podendo alterar atributos importantes para a fermentacao alcodlica, tais

como capacidade de resistir a altas concentra¢des de agucar e alcool, eficiéncia
na fermentacdo de acucares, tolerancia a altas temperaturas, etc. Com isso,
é possivel influenciar diretamente na eficiéncia do processo, além de interferir
também nas caracteristicas organolépticas do produto final.

Segundo Lucena et al. (2007), uma davida que surge em relacéo a identifi-

cacao molecular de leveduras quanto a natureza dos novos padrdes gendmicos é
se estes correspondem as novas cepas adicionadas naturalmente ao processo ou

aos rearranjos cromossodmicos das células iniciais. Segundo os autores, a teoria

i mais aceita é que a origem de padrdes gendmicos distintos deve-se a polimor-
fismos que permitem que as leveduras se adaptem ao ambiente da fermentacéo.

A maioria dos eventos de rearranjos cromossémicos € provavelmente induzido por
elementos duplicados, como Ty transposons e minissatélites, espalhados por todo

i 0 genoma da levedura.



Segundo Puig et al. (2000), as leveduras vinicas sao frequentemente aneu-
ploides, com dissomias, trissomias e menos frequentemente com tetrassomias.
Essa aneuploidia pode conferir vantagens seletivas, por possivelmente aumentar
0 numero de copias de genes benéficos ou proteger as cepas contra mutacdes
deletérias ou letais. Rearranjos cromossdmicos tém sido descritos para leveduras do
vinho durante o crescimento vegetativo, devido a recombinagao entre cromossomos
homologos e entre sequéncias repetidas. A manutencéo desses polimorfismos em
uma populacdo sugere que estes podem ser resultado de um importante meca-
nismo de adaptacéo de leveduras.

Puig et al. (2000) utilizaram a técnica de cariotipagem para observar re-
combinacédo mitbtica e rearranjos cromossémicos e relacionar esses polimorfis-
mos com caracteristicas de producgédo de vinho. Lucena et al. (2007) utilizaram
a eletroforese de campo pulsado para identificar rearranjos cromossdmicos e
tentar relaciona-los com adaptagéo celular ao ambiente industrial.

Processos de fermentacdes industriais que utilizam substratos ndo esteri-
lizados sempre apresentaram problemas com relagdo a presenca de microrga-
nismos contaminantes indesejaveis. Especialmente em fermentacdes alcodlicas
para producao de vinho, cerveja, aguardente e &lcool combustivel, 0 acompanha-
mento da levedura do processo e de populacdes nativas constitui-se um elemento
decisivo para obtencédo de bons rendimentos e qualidade do produto fabricado.
Com o desenvolvimento da técnica de PCR, métodos menos laboriosos de tipa-
gem molecular foram desenvolvidos para caracterizar e identificar leveduras, no
sentido de conhecer melhor essas populagées e também propiciar respostas mais
rapidas para resolver problemas relacionados aos contaminantes microbianos.

As técnicas de tipagem genética empregadas até os dias atuais em proces-
sos industriais apresentaram variacfes com relacao a sua execuc¢ao e resolucao.
As baseadas na analise de restricdo do DNA mitocondrial, e PCR, como RAPD
e microssatélites, mostraram bons resultados na identificacdo de espécies e
discriminacao de linhagens de leveduras e bactérias. Entretanto, problemas com
reprodutibilidade foram observados principalmente com questfes relacionadas
a padronizacao da reacdo e pureza do DNA, o que, muitas vezes, dificultou a
interpretacdo dos resultados. Além disso, o tempo de andlise ainda € longo
guando se pretende empregar os resultados para monitorar processos.

A cariotipagem, apesar de ser uma técnica sensivel e muito empregada no
estudo de variabilidade genética de microrganismos, é laboriosa, cara e pode
levar a resultados controversos sobre a existéncia de novas linhagens ou linha-
gens que sofreram rearranjos cromossémicos.

A amplificagé@o da regido ITS do DNA ribossomal, por apresentar padroes
espécie-especificos, tem sido particularmente util para detectar e identificar



espécies de leveduras. Por outro lado, por sua caracteristica especifica, a uti-
lizacdo é limitada quando se trata de acompanhar linhagens de leveduras em
processos industriais.

O polimorfismo de tamanho observado pela amplificacdo de sequéncias de
microssatélites por meio de primers externos é hoje a técnica mais rapida e pre-
cisa para discriminar linhagens de leveduras em apenas oito horas de analise. No
entanto, a sequéncia a ser amplificada precisa ser conhecida, e assim a técnica s
pode ser aplicada em leveduras que ja tenham seu genoma sequenciado.

Enfim, qualquer técnica apresenta vantagens e limitacdes, fazendo-se ne-
cessaria a busca de novos marcadores que apresentem elevado nivel de dis-
criminacdo, a0 mesmo tempo que possam ser empregados como ferramentas
no acompanhamento e na selecdo de leveduras em processos de fermentagéo
alcodlica (SILVA FILHO, 2003).

4.5 Consideracoes finais

Durante muitos anos as destilarias brasileiras comecavam a safra com
leveduras de panificacdo e de laboratério. Nao havia metodologia capaz de
identificar e monitorar a permanéncia dessas leveduras no processo industrial
e tampouco um programa de selecéo eficaz. Pouco se conhecia sobre as ra-
z6es das mudancgas que ocorriam no rendimento fermentativo, e 0s prejuizos
para a industria eram grandes durante a safra. Em 1989, a Fermentec (empresa de
consultoria especializada em fermentacdo alcodlica e controle laboratorial para a
producdo de acUcar e &lcool) e a ESALQ/USP, ambas sediadas em Piracicaba-SP,
comegaram a trabalhar com uma tecnologia inovadora, a cariotipagem, que per-
mitia identificar as leveduras pelo seu DNA, como se fosse a “impresséao digital”. A
parceria com as usinas para a coleta de amostras e identificacdo das leveduras
levou a duas descobertas: da rapida substituicdo das leveduras de panificacao e
de laboratorio por leveduras selvagens; da possibilidade de monitorar e selecionar
novas leveduras mais eficientes para os processos industriais de fermentacéo
alcodlica.

Mais de 20 anos depois, ainda é a cariotipagem a técnica molecular mais uti-
lizada para caracterizacdo de leveduras da fermentac¢éo alcodlica no Brasil, em-
bora ja se tenha comecado a utilizar a analise de restricdo do DNA mitocondrial,
especialmente quando existem duvidas em relacdo a levedura selecionada.

Outras técnicas de biologia molecular, como RAPD, microssatélites e ou-

tras, tém sido mais utilizadas em pesquisas desenvolvidas em universidades e

outras instituicdes de pesquisa.
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Leveduras selecionadas






9.1 Primeiras palavras

Nesta unidade, sera discutida a importancia da selecdo de linhagens de
leveduras para a eficiente conducdo do processo fermentativo para producéo
de alcool combustivel. As caracteristicas desejadas em uma levedura do pro-
cesso, assim como as estratégias para obter essas linhagens, serdo também
abordadas.

5.2 Problematizando o tema

A producéo de alcool combustivel no Brasil possui duas peculiaridades em
relagéo a outras fermentacdes industriais: ndo ha esterilizagdo do mosto para
remocao da microbiota nativa da cana-de-acucar, e as células de leveduras sdo
continuamente recicladas ao longo da safra.

Inicialmente, a levedura escolhida para ser inoculada nas dornas é propa-
gada aerobicamente até a obtencéo de volume de massa celular suficiente para
iniciar a fermentacéo. Essa massa é reciclada e reutilizada durante toda a safra,
apos a centrifugacao do mosto fermentado. As células retornam as dornas de
fermentagéo apds tratamento &cido (FIGUEIREDO, 2008).

O estudo das caracteristicas fermentativas das linhagens selvagens isola-
das de processos industriais permitiu a selecao de cepas apropriadas a fermen-
tacdo com reciclo, da forma como é conduzida no Brasil. Caracteristicas como
alto rendimento em etanol, baixa formacéo de glicerol, ndo floculante, néo for-
madora de espuma, manutenc¢ao de alta viabilidade celular durante os reciclos e
altos conteudos de trealose, devem ser consideradas num programa de selegéo
de linhagens para a fermentagéo (BASSO et al., 2008).

Foi na década de 1990, com a utilizacdo da técnica de cariotipagem eletro-
forética para a identificacdo de leveduras (espécies e linhagens), que se iniciou
a selecdo das primeiras linhagens de S. cerevisiae com habilidade de perma-
néncia nos processos industriais.

As leveduras devem, assim, ser avaliadas sob o ponto de vista da domi-
nancia e persisténcia (permanéncia), pois além de serem capazes de dominar
o ambiente das dornas de fermentacao, ndo permitindo que contaminantes se
sobressaiam, devem resistir aos constantes fatores estressantes impostos pelo
ambiente e manter altas taxas de viabilidade celular ao longo da safra. Varias
estratégias devem ser, portanto, estudadas para atingir tais objetivos.



5.2.1 Fatores que afetam as leveduras fermentativas

As destilarias no Brasil tém utilizado tradicionalmente leveduras da pani-

ficacdo como iniciadoras da fermentacdo, por causa de seu baixo custo e dis-

ponibilidade em grandes quantidades. No entanto, estudos tém mostrado que

elas ndo conseguem competir com as leveduras selvagens que contaminam o
processo, e estas acabam por dominar as dornas de fermentacéo (BASSO et al.,
1993; SILVA FILHO et al., 2005).

A dificuldade de sobrevivéncia das leveduras de panificacdo pode estar re-

i lacionada as condi¢des estressantes impostas pela fermentac&o alcodlica, como

alta concentracao de etanol, alta temperatura, pressdo osmaética devido aos sais

e agUcares, acidez, sulfito e contaminacao bacteriana, com muitas delas agindo
! sinergisticamente (DORTA et al., 2006).

Outro fator que afeta o rendimento fermentativo é a presenca de niveis

! toxicos de aluminio e potassio, pois as condi¢es acidas do meio de fermentacio

liberam aluminio em sua forma téxica (Al**), reduzindo a viabilidade celular, os

niveis de trealose celulares e a taxa de fermentacdo, com impacto negativo

nos rendimentos em etanol. A adicdo de magnésio alivia os efeitos toxicos do
aluminio (BASSO et al., 2004). Altos niveis de potassio também exercem efeito pre-
 judicial na fermentagdo (ALVES, 1994).

5.2.2 Estudo comparativo das linhagens de leveduras utilizadas na fer-
. mentacgdo alcodlica

Basso et al. (2008) realizaram um extenso programa de selecao de linha-

gens de leveduras durante 12 anos, com a finalidade de encontrar linhagens de
S. cerevisiae adequadas para a fermentacao de substratos de cana-de-agUcar

(caldo e melaco) com reciclo celular, como é conduzido no Brasil.

Quando o estudo foi iniciado em 1993, havia poucas linhagens disponiveis

para a fermentacao (fermento de panificacdo como Fleishmann e Itaiquara, JA-1,
TA e 1Z-1904). Na safra seguinte (1994/1995), outras linhagens foram disponibili-
zadas, como a BG-1, CR-1 e SA-1, isoladas pela Copersucar, Piracicaba-SP.

Por meio da cariotipagem, foi verificado que apds cerca de 20-30 dias do

inicio da safra (do reciclo celular) a levedura da panificacdo era substituida por

linhagens selvagens. O mesmo ocorria com as linhagens 1Z-1904, TA e outras

marcas de fermento de panificacdo. Observou-se, no entanto, que as linhagens
previamente isoladas do ambiente industrial (BG-1, CR-1 e SA-1) mostravam

longa persisténcia, mantendo-se por até 180-190 dias de reciclo.



Outra linhagem de S. cerevisiae, PE-2, isolada do processo industrial pela
Fermentec apresentou também parametros fisioldgicos e tecnolégicos marcan-
tes. A Tabela 3 traz os dados comparativos entre essa linhagem selecionada e a
levedura da panificacdo quanto aos parametros fermentativos.

Ha uma pequena diferenca no rendimento em etanol (%) entre a PE-2 e a
levedura da panificacdo, o que significa um aumento de 2,1 milhdes de litros de
etanol por safra em uma destilaria de média capacidade.

Tabela 3 Parametros fisiolégicos e tecnoldgicos da linhagem selecionada PE-2 e da le-
vedura da panificacdo durante os ciclos fermentativos, utilizando caldo de cana e melago
como substratos a 33 °C e com 9,1% (vol/vol) de etanol produzido.

Linhagens
Parametro fermentativo

Lev. panificacéo PE-2
Rendimento etanol (%)* 88,1 92
Glicerol (%)* 5,4 3,38
Ganho de biomassa (%)** 5,8 8,2
Viabilidade (%)*** 48 94
Trealose (%)**** 4 9,5
Glicogénio (%)**** 9 16

Os dados referem-se a cinco ciclos fermentativos (em média), em triplicata.
* Fracdo de agucar convertido em etanol ou glicerol.

** Ganho de biomassa por ciclo fermentativo.

*** \Viabilidade celular ao final do dltimo ciclo fermentativo.

*++* Carboidrato de reserva ao final do Gltimo ciclo fermentativo.

Fonte: adaptada de Basso et al. (2008).

A mais baixa porcentagem de glicerol apresentada pela levedura seleciona-
da é um fator importante a ser considerado, pois sabe-se que o glicerol é formado
em resposta aos fatores de estresse (especialmente osmético), como indicado por
Walker (1998). A reduzida taxa de viabilidade associada a mais alta concentragao
de glicerol e niveis inferiores de glicogénio e trealose intracelulares indicam que a
levedura de panificagdo ndo consegue sobreviver nas condi¢des da fermentacao,
0 que poderia explicar o tempo curto de permanéncia nas dornas.

A trealose age como um protetor de estresse e, junto com o glicogénio,
pode ajudar a levedura a superar as condi¢des fisiolégicas adversas (WALKER,
1998). No trabalho de Basso et al. (2008), os autores ainda colocam que niveis
de trealose abaixo de 0,2% afetam a viabilidade celular, e que a capacidade das
leveduras selecionadas de manter os altos niveis de trealose durante o reciclo
celular deve contribuir para a maior tolerancia ao estresse.



As linhagens BG-1, CAT-1, CR-1 e VR-1 apresentam perfis fermentativos

muito similares ao da PE-2, conforme Basso et al. (2008).

A CAT-1 destaca-se entre as trés leveduras mais amplamente utilizadas na

producdo industrial de etanol no pais. Durante a safra 2007/2008, juntamente
com a linhagem PE-2, essa levedura foi utilizada por cerca de 150 destilarias,
gue respondem por cerca de 60% do alcool combustivel produzido no Brasil. A
resposta para as vantagens dessa nova linhagem em relacdo as demais deve-se
ao fato de a levedura CAT-1 conter genes que produzem uma quantidade maior
das vitaminas B1 (tiamina) e B6 (piridoxina) em comparacdo a outros tipos de

fermento. As vitaminas sdo essenciais para uma maior sobrevivéncia da levedura
durante o processo de fermentacdo (FERMENTEC, 2010).

A CAT-1 foi a primeira levedura para a producéo de etanol a ter o genoma

sequenciado, num trabalho conjunto entre Universidade Federal de Santa Cata-
rina, Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz/USP, Fermentec e Univer-
sidade de Stanford (EUA). O sequenciamento constitui um primeiro passo que
permitira conhecer melhor a fisiologia da levedura e as adaptacfes necessarias
para melhorar o rendimento fermentativo, mesmo nas condi¢cdes estressantes
do ambiente industrial. Além disso, o0 genoma poderé ser disponibilizado a toda
a comunidade cientifica, o que permitird desenvolver estratégias visando o me-
Ihoramento genético das leveduras industriais (ERENO, 2010).

Essa levedura é também utilizada para produzir uisque na Escécia, e alcool

a partir de cereais no Canad4a, porém no Brasil ela esta voltada exclusivamente
para a producao de alcool. Em termos praticos, a CAT-1 aumenta o rendimento
fermentativo, gera maior economia com antiespumantes (as leveduras selecio-
nadas fazem pouca espuma), e por ndo ser floculante deixa menos agucar sem
fermentar, ao contrario das leveduras selvagens (BIOTEC-AHG, 2010).

Uma vez implantadas nas destilarias, as linhagens selecionadas podem

i reduzir os custos de producdo do etanol ndo somente pelo fato de aumentar o

rendimento em etanol ou de simplificar as operagfes e 0 manejo da fermentagao,

mas também por reduzir o consumo de antiespumantes, acarretando importante

i economia.

5.2.3 Estratégias para selecao de linhagens de leveduras

Uma grande biodiversidade de leveduras é encontrada na fermentacéo in-

dustrial, no entanto, a maioria delas ndo apresenta caracteristicas de dominan-
cia ou persisténcia. Aquelas que acabam prevalecendo devem, portanto, receber
especial atencao, pois sugerem competitividade e tolerancia ao estresse.

Ainda gque expressem as caracteristicas acima, muitas delas mostram ca-

i racteristicas fermentativas indesejaveis, como excessiva formacdo de espuma,



alta taxa de sedimentacao, maior tempo de fermentagéo e alto teor de agucar
residual apds a fermentacao.

Entre as leveduras selvagens normalmente encontradas nas dornas, encon-
tram-se linhagens (normalmente S. cerevisiae) que apresentam colénias rugosas,
frequentemente associadas ao crescimento pseudo-hifal (células ndo dispersas),
e com alta taxa de sedimentacao durante a fermentacédo. Essa caracteristica afeta
a operacao de centrifugacéo, pois a maioria das unidades produtoras de etanol
opera com suspensdes de leveduras homogéneas. Ocorre aumento do tempo de
fermentacdo e alta concentracdo de acgulcar residual, impactando o rendimento em
etanol (CECCATO-ANTONINI & PARAZZI, 1996; BASSO et al., 2008).

Dessa forma, a estratégia de coletar o fermento ao final da safra para isola-
mento de linhagens, que por sobreviverem ao longo dos ciclos fermentativos tém
obviamente caracteristicas de dominéncia, persisténcia e tolerancia ao estresse,
pode resultar no isolamento de leveduras com caracteristicas fermentativas inde-
sejaveis. Essa é uma pratica frequente em muitas unidades produtoras de etanol.

E necessario realizar um programa de sele¢éo, em que caracteristicas in-
desejaveis como alta formacao de espuma, floculacao e altas concentracdes de
acucar residual sejam inicialmente verificadas nas leveduras. A seguir, testes
gue simulem a fermentacao industrial para avaliacdo de altos rendimentos em
etanol, baixa formacao de glicerol, altas viabilidades durante o reciclo celular e
altos niveis de trealose e glicogénio devem ser aplicados as linhagens selecio-
nadas inicialmente.

A estratégia de selecdo de linhagens termotolerantes, tolerantes a etanol ou
a outro fator considerado isoladamente nao resulta em linhagens com sucesso na
industria, pois, para sobreviver no ambiente de fermentagéo, a levedura deve ser
simultaneamente tolerante a muitos fatores estressantes (BASSO et al., 2008).

Recomenda-se a cariotipagem para a deteccdo e posterior isolamento de
linhagens com alta capacidade de dominéancia e persisténcia ao longo dos reci-
clos, complementando-se a selecdo com a avaliacdo do desempenho fermenta-
tivo. Assim, é o préprio processo industrial que age como pressao seletiva para
a selecéo de linhagens.

Outras estratégias tém sido também aplicadas, envolvendo o melhora-
mento genético classico e a engenharia genética. Um grupo de pesquisadores
da Universidade Federal de Santa Catarina modificou a forma como a levedura
S. cerevisiae produz a enzima invertase, responsavel por acelerar o processo de
hidrolise (quebra) dos carboidratos da sacarose, transformando-os em glicose
e frutose. Essa reacao, que ocorre do lado de fora da célula da levedura, é cha-
mada de hidrolise extracelular. Com a alterag&o da invertase por meio da modifi-
cacao do gene especifico para essa enzima, 0 aglcar passou a ser transportado



e fermentado diretamente no interior da levedura. Com a hidrélise extracelular,
outras leveduras e bactérias presentes nas dornas de fermentagéo passam a se
utilizar da glicose e da frutose. A atividade desses microrganismos pode levar a pro-
ducdo de acidos organicos que resultam em perdas na producéo de etanol. Essa
levedura geneticamente modificada sera testada em uma destilaria para avaliar
como ela se comporta nas condi¢des de fermentagéo (ERENO, 2010).

Utilizando técnicas de genética classica, pesquisadores da Universidade
Estadual Paulista (Unesp), de Araraquara, obtiveram um hibrido a partir de le-
veduras selecionadas. Para chegar a essa levedura, foram selecionadas varias
linhagens de S. cerevisiae encontradas em usinas que apresentavam caracte-
risticas como tolerancia ao calor e rapido consumo de acucar para producao de
etanol. Depois de varios testes e combinagdes, foi obtida uma levedura hibrida,
que recebeu marcadores genéticos que permitem o seu monitoramento durante
todo o processo de fermentacgé&o alcodlica.

Essa levedura também mostrou em testes de laboratério ser uma excelente
produtora de alcool e resistente a altas temperaturas, com potencial de fermen-
tacdo entre 37 °C e 38 °C com pouca mortalidade celular. E muito dificil controlar
a temperatura do processo de fermentagdo no verdo, no entanto uma elevagéo
acima de 36 °C causa um aumento da toxidez do alcool sobre as células das
leveduras, ocasionando a morte celular.

Além disso, a levedura hibrida apresentou um tempo mais curto de fer-
mentacado, pois, se pelo processo tradicional leva-se de 6 a 12 horas, ela faz
a conversao total do agucar em até trés horas. Isso representa uma vantagem
porque quanto mais longo o tempo de fermentacdo, maiores séo os efeitos dos
microrganismos contaminantes e de outros fatores agressivos do processo sobre
o fermento, como temperatura elevada e deficiéncia nutricional. A nova cepa
também resiste a quantias elevadas de etanol e a acidez em ciclos sucessivos
de fermentagéo (ERENO, 2010).

5.3 Consideracdes finais

Ha na natureza uma grande diversidade de cepas de S. cerevisiae, que
apesar de serem da mesma espécie, podem ser muito diferentes das outras
guanto ao seu genétipo e fendtipo. Por estarem em nichos ecoldgicos espe-
cificos (florestas, padarias, cervejarias, destilarias e cervejarias, por exemplo),
apresentam caracteristicas adaptadas ao seu papel ecologico.

Essa diversidade natural de S. cerevisiae possibilita a busca por linha-
gens adequadas a producdo de compostos especificos ou as aplicagdes em



fermentac6es ou outros processos biotecnolégicos. Essa busca pode ser ca-
sual ou dirigida, utilizando-se técnicas de rastreamento sistematico de linhagens
candidatas.

As leveduras S. cerevisiae sao usadas na producao de varios tipos de be-
bidas, como vinho, cerveja, saqué, champagne, cachaca, producédo de alcool
combustivel e fermento de panificagdo, porém séo linhagens bastante diferen-
tes, pois foram isoladas de populacfes selvagens de diferentes locais. Além
disso, as caracteristicas procuradas para producao de bebida fermentada, como
aromas desejaveis, nao sao as mesmas para a producédo de alcool combustivel,
por exemplo.

Uma estratégia utilizada para a obtencéo de linhagens apropriadas € a ex-
ploracéo da diversidade genética natural de S. cerevisiae, juntamente com a pres-
sdo seletiva para a evolugéo adaptativa, como a que se tem realizado na selecdo
de leveduras para a fermentagéo alcodlica para producdo de etanol combustivel.

Técnicas mais avancadas de engenharia genética e de engenharia metabo-
lica sdo estratégias complementares para o isolamento acelerado e a construgao
de cepas de S. cerevisiae que produzem biocombustiveis de alta produtividade
(FERNANDES et al., 2009).
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