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CARACTERIZACAO GENETICA DE POPULACOESDE LEVEDURAS
DE DESTILARIASDE ALCOOL COMBUSTIVEL PARA
OTIMIZACAO DO PROCESSO DE FERM ENTACAO

EURIPEDES ALVES DA SILVA FILHO
RESUMO

Um total de 803 amostras de leveduras foram isoladas em intervalos de quinze diss de
amostras de mosto fermentado de quaro diferentes destilarias de dlcool combustivel no
Nordeste do Brasil: 110 isolados da destilaria Miriri, 90 da destilaria Giasa e 443 da destilaria
Japungu, todas localizadas no Estado da Paraba. Outras 160 foram da destilaria JB,
localizada no Estado de Rernambuco. Todas as leveduras foram submetides a andlise
molecular baseada em PCR através do iniciador (GTG)s que permite a amplificagédo de
sequéncias simples entre dois microssatélites no DNA. Também foram analisadas amostras de
DNA de Saccharonyces cerevisae de referéncia, de diferentes espécies de Saccharomycese
de espécies ndo pertencentes ao género Saccharomyces. Para todas as linhagens de
S.cerevisae industriais e de colegd usadas como referéncia, foram obtidos padrdes de
amplificacdo que compartiiham bandas n& encontradas em outras espécies de
Saccharomyces, nem nas especies testadas néo pertencentes ao género Saccharomyces. Isto
demonstra gque o iniciador (GTG)s pode ser usado paradiscriminar S.cerevisae de qualquer
outra espécie de levedura, 0 que sugere seu uso posterior em taxonomia molecular. Além
disso, bandas polimorficas foramidentificadas entre muitas linhagens de S. cerevisae, tanto de
referéncia quanto de isolados industriais, o que permitiu a discriminacdo de 17 linhagens
naivasde S. cerevisae, confirmadas pelo método classico de identificacdo. Em conjunto, os
resultados obtidos neste trabalho demonstraram que o iniciador (GTG)s pode ser usado no
acompanhamento de populacdes de leveduras em processos fermentaivos. Os isoledos de
perfil (GTG)s P1 e P18 apresentaram carecteristicas fermentaives e de persisténcia no
processo sendo portanto indicadas para receberem genes de interesse industrial.

Palawr as-chave: fermentacéo alcodlica, caracterizacdo genéica, Saccharomyces cerevisae
microssatélites, ISSR, (GTG)s , (GACA),.



GENETIC CARACTERIZATION OF YEASTSPOPULATIONSOF
FUEL ALCOHOL DISTILLERIESTO OTIMIZATION OF
FERM ENTATION PROCESS

EURIPEDES ALVES DA SILVA FILHO

ABSTRACT

A total of 803 yeast isolaes were obtained from quarterly oollected samples from fermented
must from four different fuel-ethanol distilleries located in Northem Brasil: 110 isolates from
Miriri distillery, 90 isolates from Giasa distillery and 443 isolates from Jgpoungu distillery, all
from State of Paraiba, and 160 isolates from JB distillery locaed a the Sate of Rernambuco.
All yeast isolates were subjected to molecular fingerprinting analysis by using the PCR-based
marker (GTG)s primer, which allow the amplification of inter simple sequence repedas
between two microsaellites in the yesst DNA. In parallel, DNA sanmples from S. cerevisae
type strains, different species of the Saccharonmyces sensu dricto and non-Saccharormyces
species were analysed. The results showed that all S. cerevisae type and industrial strains
produced anmplification pattems that shared common bands not present in other
Saccharomycesspecies, neither in the non-Saccharonmyce species tested. It wes demonstrated
that (GTG)s can be used to discriminate S. cerevisiae from any other yesst species, which
suggest it use for further molecular taxonomy. M oreover, polimorphic amplified bands were
identified among many S. cerevisiae strains, both type and industrial isolates, which allowed
the discrimination of 17 yeast strains. Taken together, the results obtained in this work
demonstrated that (GTG)s primer can be promptly used for monitoring populations in the
fermentation process. The isolates belonging to P1 and P18 (GTG)s amplification pattems
showed the best fermentative cagpcity among all isolates tested, as well as high persistence in
the fermentative process. Therefore, they are candidates for further genetic manipulaion of
industrial interest.

Key wor ds: alcoholic fermentation, genetic characterization, Saccharomyces cerevisae,
microsaellites, ISSR, (GT G)s, (GACA),.
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1. INTRODUCAO

O alcool por ser um combustivel limpo, tem na origem renovavel seu maior diferencial
ambiental, e por raxdes econdmicas e sociais como economa de divisas e geracdo de
empregos, tem estimulado sua utilizagdo como combustivel no Brasil e em vérios paises do
mundo, apresentando um enorme potencial de expansdo

A producéd mundial de dcool atualmente é da 6rdem de 35 bilhdes de litros anuais, dos
quais, 21 bilhdes (60%) destinamse ao uso como combustivel. Deste mercado, o Brasil
participa com 10,4 bilhdes de litros, sendo 4,9 bilhdes para abastecer goroximadamente 3
milhdes de veiculos movidos a alcool hidratado, e 5,5 bilhdes de litros de acool anidro
misturado agasolina como aditivo (ALCOOL..., 2003)

O alcool é produzido através da fermentac&o industrial do caldo de cana-de-aglicar e /ou
melaco por leveduras Saccharormyces cerevidae produzida para indistriade p&o, e emalguns
casos por leveduras nativas selecionadas do processo de fermentacdo alcodlica, aualmente
comercializadas pela industria de fermento Lallemand Co. Apesar de utilizarem inéculos de
partida puros para iniciar o periodo de safra, a fermentagéo ocorre sem procedimentos de
esterilizacd na maioria das unidades produtoras do pais, seja para producdo de alcool
combustivel, seja para a producéo de aguardente, 0 que favorece de forma significativa a
contaminacio desses processos por bactérias e leveduras.

A contaminacdo bacteriana pode ser resolvida com sucesso aravés do emprego do &cido
sulfarico e por eficientes bactericidas existentes no mercado, permitindo &s destilarias
atingirem bons rendimentos (SILVA-FILHO, 1993). Por outro lado, contaminagdes por
leveduras nativas de baixa cgpacidade fermentativa pertencentes ou ndo a especie
S.cerevisae, ocorrem com freqliéncia no processo fermentativo de destilarias de todo pais.
Estas contaminagdes trazem consideraveis prejuizos, por retardarem o tempo de fermentacéo,
desviarem aguicar para a producéo indesejavel de biomessa, provocando expressivas quedas
de rendimento na producdo de alcool e atrasos no cronograma de moagem, quase sempre
levando ao descarte total do fermento uma ou mais vezes no mesmo periodo de safra.

Atualmente ndo se conhece antiflngicos que possam auar de forma seletiva sobre as
leveduras indesgjaveis, nem procedimentos rgpidos e eficientes para resolver este tipo de
contaminacéo. Portanto, o descarte total do fermento e a substituicdo por outro inéculo, s&o
as opgdes disponiveis para restabelecerem as condi¢des do processo, juntamente com medidas
de melhoriana assepsia das moendas e tubulagdes, na qualidade da &uautilizada na diluicéo
do mosto e no controle da temperaura de fermentag@. Entretanto, asubstituicdo por inoculos
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constituidos por linhagens nativas de S. cerevisae isoladas do proprio processo, com
cagpacidade fermentativa comprovada, e a manutencéo dessas linhagens em alta freqliéncia na
populagéo, é hoje 0 que se goresenta cono altemativa mais viavel pararesolver problemes de
contaminacdo por leveduras de baixa capacidade fermentativa e evitar prejuizos por quedas de
rendimento naproducZo de dlcool (ANDRIETTA et al., 1995; 1997; 1999).

Para que se possa utilizar linhagens nativas de S. cerevisiae em processos fermentaivos
de producéo industrial de etanol, caracteristicas como a cgpacidade fermentativa e o poder de
dominancia na fermentacdo devem ser pré-requesitos basicos no processo de selecdo dessas
linhagens. O conhecimento da dinamica dessas populagdes na fermentacéo alcodlicaao longo
de todo periodo de safra, através da caracterizacéo de linhagens, gjudaréo na identificacéo de
leveduras nativas mais produtivas e adgptadas a0 processo. Isto permitira utiliza-las néo so
como indculos iniciais em substituicdo a0 fermento de panificacdo, mes tanbém como
linhagens hospedeiras de genes heterdlogos de interesse industrial. Desta forma, o presente
trabalho gpresenta como objetivos:

1 — Avaliar a estabilidade populacional das linhagens de S. cerevisae utilizadas como
inoculo de partida nos processos fermentativos de destilarias da Paraiba e de Pemambuco, a0
longo de todo periodo de safra, aravés de perfis genéicos obtidos pela amplificagdo com
marcadores moleculares, tendo como base perfis de linhagens de S. cerevisaede referéncig;

2 — Avaliar a dinamica de populagdes de linhagens nativas de S. cerevidae e de leveduras
pertencentes aoutras géneros e espécies, que estiverem presentes no mosto fermentado;

3 —Avaliar o perfil fermentaivo das linhagens que goresentarem maior fregiéncia e
dominancia, através de ensaios fermentativas emlaboratério utilizando culturas puras;

4 — Slecionar linhagens mais adgptadas aos processos industriais de producdo de élcool
combustivel e paraintroducéo de genes heterdlogos que possamtrazer beneficios parao setor
alcooleiro.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Fermentagdo Alcodlica

Os seres vivos necessitam de energia para realizarem suas mais diversas funcdes. A queles
gue ndo realizam fotossintese, obtém sua energia atraves do desdobramento de moléculas
organicas na presenga ou auséncia de oxigénio, como acontece comas leveduras. A principal
fonte de energia para as leveduras sé os carboidratos, que podem ser metabolizados na
presencade oxigénio pelo processo chamedo de respiracéo, neste caso a glicose é oxidada até
gés carbonico e &gua. Quando s meabolizados na auséncia de oxigénio 0 processo é
chamado de fermentacé e tem como produtos finais gés carbonico e eéanol (TORTORA,
2000).

No caso da fermentacdo de mosto de caldo de cana-de-aglicar ou deste com melaco, 0s
aclcares presentes em maior quantidade sé sacarose, glicose e frutose, que seréo
imediatamente metabolizadas pela levedura e iniciardo as reagdes aé formacéo de etanol, com
excecd da sacarose, que precisa ser hidrolisada em glicose e frutose aravés da enzima
invertase (COPERSUCAR..., 1987).

A producédo de alcool combustivel ocorre atualmente através de dois processos: o
processo descontinuo também chamado de baelada ou Melle-Boinot, na qual toda
fermentacdo se processa em dornas individuais com recuperagd® do fermento e sua
reutilizacéo em fermentagdes posteriores; e 0 processo continuo, que consiste na fermentacéo
através de varias domas interligadas nas quais a fermentacio se processa gradualmente em
varios estggios. Como na fermentacdo em batelada, 0 processo continuo também reutliza o
fermento centrifugado, neste caso, retcomando de forma continua para a doma principal,
juntamente com o mosto, realimentando o processo (COPERSUCAR...,1987).

O Brasil € hoje o maior produtor mundial de alcool com 284 usinas que fabricam o
produto, 212 das quais localizadas no Centro-ul e 72 no Norte-Nordeste. No Centro-Qul, o
maior produtor € o Estado de S&o Paulo, responsavel por dois tergos do dcool fabricado na
regif. No Norte-Nordeste o Estado de Alagoas é o maior produtor (EXPORTACA O...,2003)
Com relagéo ao Estado de Rernambuco, foram produzides 306,2 milhdes de litros na safra
2002/2003 (SINDA CUCAR..., 2003).

2.2.Linhagens|nidadoras
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Na industria alcooleira, um dos mais importantes componentes € a levedura responsavel
pela producio de etanol a partir do aglcar extraido da cana-de-aclicar. Atualmente as
principais fontes de Saccharomyces cerevisae so a levedura de panificacio prensada e
leveduras isoladas de processos industriais (STROPPA & al., 2000). Tem sido demonstrado
gue leveduras de panificagéb ndo adaptadas ao processo de fermentagdo alcodlica utilizadas
como inbaulo s2o substituidas completamente por leveduras nalivas num periodo de até 40
dias gods ainoculacdo (BASSOet al ., 1993).

2.3. Selecdo de Linhagens

O acompanhamento da dindmica de populagdes de leveduras em processos de
fermentacdo alcodlica industrial pode trazer valiosas informacfes com relacdo a selecdo de
leveduras naivas com alto potencial fermentativo. A adequacdo do processo as necessidades
fermentativas e corregdes de condutas operacionais inadequadas podem resultar em ganhos de
rendimento e produtividade (STROPPA et al., 2000). Véarios procedimentos foram utilizados
até o momento para caracterizar e identificar leveduras. O método cléssico baseado em
caracteristicas morfoldgicas, reprodutivas e bioquimicas, goesar de ser ainda bastante
utilizado é laborioso e pode ser afetado por condigbes de cultivo, fomecendo resultados
imprecisos, além de consumir bastante tempo. E, portanto inadequado a rotinade andlise em
um sistema de ocontrole de qualidade em processos industriais (BASSO et al., 1993;
BALEIRASCOUTOet a ., 1996a; BARROS LOPES et al ., 1996; GALLEGO et al ., 1998).

A selecdo baseada na capacidade fermentativa que separa as leveduras de acordo com
parametros de producéo especifica e caracteristicas de crescimento foi utilizada na
discriminacéo de leveduras naivas € no acompanhamento de populagdes de leveduras
inoculadas em unidades produtoras de etanol no Estado de S&o Paulo (ANDRIETTA et al.,
1995; 1999). Parazzi et al. (2002) também adotaram este procedimento para avaliar o
desempenho fermentaivo de novas linhagens ndivas de S. cerevidae isoladas como
contaminantes dedestilarias produtoras de alcool combustivel.

O desenvolvimento de técnicas de biologia molecular tem permitido na ultima década o
emprego de marcadores moleculares, gerando grande nuimero de estudos sobre tipagem,
identificagdo, classificagdo e eoologia de microrganismos, aumentando a resolucéo
taxondmica, principamente em nivel de linhagem (GUILLAMON et al., 1998;
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MONTROCHER et al., 1998, KURTZMAN, 1998, GARRO et al., 1999; PEREZ et al.,
2001).

2.4. MarcadoresMoleculares Utilizadospara Tipagem Genética

2.4.1. Cariotipagem

Esta ténica consiste na separacéo eleroforéica do DNA cromossdmico intacto. O
namero e o tamanho desses cromossomos podem ser determinados aravés de eletroforese em
campo pulsé&il em gel de agarose (PFGE). Tem sido largamente utilizada com sucesso na
tipagem, identificacd, acompanhamento de populagdes, e diferenciagdo em nivel
intraespecifico de leveduras de processos fermentativos industriais de producéo de vinho,
cerveja e doool combustivel (VEZINHET et al., 1990; BIDENE et al., 1992; VAUGHAN-
MARTINI et al.,1993; BASSOet al ., 1993; SCHUTZ etal., 1993; 1994 ; EGLI et al., 1998;
JESPERSEN et al., 2000; GOMESet al., 2000; SIPICZKI et al., 2001).

Basso & al.(1993) investigaram a utilizagdo da técnica no acompanhamento de
linhagens industriais de S. cerevisiae no processo fermentativo devarias destilarias produtoras
de @cool combustivel durante dois periodos de safra. Os autores verificaram que leveduras de
panificacdo empregadas normalmente como indculos de partida nd permaneciam no
processo apods 40 dias da inoculagdo, sendo substituidas por leveduras dominantes tipicas de
cada destilaria. Padrfes eletroforéticos distintos foram observeados evidenciando a diversidade
dapopulacén, mesmo assimtais leveduras, em grande parte se mostraram gengticamente mais
proximas entre si do que com o padréo da levedura de panificagdo utilizada como inéculo
inicial.

Briones & al.(1996) avaliaram atécnica de cariotipagem em 392 isolados provenientes
detresvinicolas daregido de Valdepehias na Espanha. Dos 174 perfis cariotipicos obtidos, os
autores puderam identificar 26 perfis dominantes de S. cerevisae, tendo como base uma
linhagem de referéncia.

A grande variabilidade genélica de populacfes de leveduras, observada pela
cariotipagem, tem como principal causa rearranjos cromossomicos que ocorrem por diferentes
processos de recombinacéo durante a meiose e mitose, como também por eventos de mutacéo
naural e induzida (LONGO & VEZINHET, 1993; FIERRO & MARTIN, 1999). Em
processos industriais de fermentacdo alcodlica, a alta variabilidade genética observada pela
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cariotipagem tem sido atribuida aos rearranjos cromossdomicos mitéticos evidenciados por
ensaios de estabilidade cromossdmica em laboratério (MIKLOS et al., 1997; CODON et al.,
1998; EGLI et al., 1998). O significado biolégico desses rearranjos parece estar ligado em
Muitos casos a auséncia de troca de material genético por meiose, e a reconbinacdo mitotica
temsido proposta como uma fonte de variagéo genética em fungos que néo gpresentam ciclo
sexual, ou que, por pressio de fatores abidticos goresentam a reproducéo clonal como
vantagem para a sua sobrevivéncia (FIERRO & MARTIN, 1999; NADAL ¢ al., 1999,
HAYFORD et al., 1999; PUIG et al ., 2000).

2.42. Polimorfiamo de Tamanho do Fragmento de Redricdo do DNA Mitocondrial
RFLP/ mtDNA

O polimorfismo de tamenho do fragmento de restricio do DNA mitocondrial tem sido
muito utilizado no acompanhamento da dinamica de populagdes de leveduras néo
pertencentes ao género Saccharonyces e de linhagens de Saccharomyces cerevisiae em
fermentagbes espontaness e inoculadas em unidades produtoras de vinho. Querol & al. (1992)
analisaram o DNA mitocondrial de 14 linhagens de S. cerevisiae isoladas das indUstrias de
vinho, cerveja, panificacéo e etanol. A combinagéo dos padrbes obtidos com o uso de sete
enzimas de restricdo permitiu discriminar a metade das leveduras investigadas. O emprego
das enziimas Rsal e Hinfl na andlise de restricéo do mtDNA de linhagensde S. cerevisae em
duas vinicolas, permitiu avaliar as freqiéncias de leveduras selecionadas e naivas em
fermentagbes inoculadas e esponténess, conp também, observar a substituicéo seqliencial
associada a diferentes fases da fermentagn. O método detectou aé 45 padrdes distintos de
S.cerevidae (QUEROL et al.,1992; 1994).

Congtanti et al.(1997) também investigaram populagdes de leveduras devinho através da
analise do mDNA. Os atores encontraram 18 padrfes de S. cerevisae em 98 isolados de
duas vinicolas em Terragonana Espanha, comas enzimas Hinf | e Alul.

Comparando os resultados das andlises de &cidos graxos e restricdo do mtDNA de 20
linhagens de Scerevisae de vinho, verificou-se que a ultima técnica foi mais clara, rgpida,
precisa e com grande poder de discriminagdo, sendo portanto amplamente eceita
(QUTIERREZ et al ., 2000).
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2.4.3.MarcadoresBaseados na Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) € uma téonica que resulta na amplificacéo
seletiva in vitro de uma determinadasequénciada moléculade DNA, apartir da utilizacéo da
enzima DNA polimerase termorresistente e componentes como desoxirribonucleotideos
trifosfatados (ANTPs) e oligonucleotideos denominados de iniciadores. Estes iniciadores
hibridizam com a regido complementar do DNA alvo para produzr bilhdes de copias dessa
sequéncia empoucas horas. A desnauracdo da dupla-hélice do DNA, o emparelhamento dos
iniciadores com a seguéncia alvo pela reducéo da temperatura da mistura, e a extens2o dos
iniciadores pela DNA polimerase, se processam automaticamente em um equipamento
chamado termociclador NEWTON & GRAHAM, 1997).

A técnica pode ser aplicada a qualquer situagdo que necesite da amplificacdo de regides
do DNA, e tem sido largamente empregada no melhoramento vegetal e animal, tipagens de
microrganismos de interesse médico e industrial, diagndstico de vérios tipos de canceres, e
emestudos de DNA forense, entreoutros (SAIKI & al., 1998).

2431. Pdimorfismo de Tamanho do Fragmento de Redricdo do DNA Ribossomal
RFLP/rDNA

Em S. cerevisae, como namaioria das espéecies de eucariontes, quatro diferentes genes
do rDNA (5S, 5.8S, 18S e 26S) aparecem agrupados em blocos estando repetidos em dezenas
de cdpias no genoma. A Figura 1 apresenta a arquitetura do agrupamento génico do DNA
ribossomal. As regifes ITSL e ITS2 representam sequéncia intemas transcritas que,
entretanto, nd sdo traduzidas para as subunidades do RNA ribossomal. A regido 1TS1-5.85
ITS2 pode ser amplificada através de iniciadores universais homologos as sequéncias finais
dos genes 18S e 26S. Como 0s ribossomos estéo presentes emtodos 0s organismos com una
origem evolucionaria comum, parte da nwolécula apresentase atamente conservada
altemando com regifes varidveis, demonstrando baixo polimorfismo intraespecifico e alto
polimorfismo interespecifico (WHITE et al.,1990; ESTEVE-ZARZOSO et al., 1999,
GARRO et al., 1999). O polimorfismo no comprimento dos fragmentos de restricéo (RFLP)
obtidos por corte da fita dupla de DNA, ocorre dravés do uso de enzimas de restrico. Os
fragmentos séo separados em gel de agarose e podem ser visualizados em transiluminador
depois de corados combrometo deetideo (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998)
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DNA RIBOSSOMAL

I TS5 JVvs2

ITS1 ITS2 1GS1 1GS2
- . - -

| IITS4 JV51
Vo |_+|

VARIACAO INTERESPECIFICA VARIACAO INTRAESPECIFICA

Figura 1. Agrupamento génico do DNA ribossomal com a representagdo da
regido ITS (ITS1-5.851TS2) flanqueada pelos iniciadores universais ITS4 e
ITS5 . Também a regido IGS (IGS1-551GS2) flanqueada pelos iniciadores
JV51 e JV52.

Guillamdn et al .(1998) utilizarama técnicade andlisede restri¢éo do produto de PCR da
regido ITS ( ITS1-5851TS2) do rDNA de espécies de leveduras isoladas de fermentagéo
esponténea de vinho com as enzimas Hinfl, Cfol e Haelll . Os padrdes de restricdo
encontrados foram espécie-especifico com excecdo das espécies que incluem as formes
perfeita e imperfeita. Este método temsido bastante empregado para identificar espécies de
leveduras de baixa capacidade fermentaiva durante a fase inicial da fermentacdo para
producéo de vinho.

Montrocher et al. (1998) realizaram estudos filogenéicos do grupo Saccharormmyces
senau gricto baseados no polimorfismo  das seqliéncias espacadoras do rDNA. Os autores
utilizaram 10 enzimas de restri¢éo sobre os produtos de PCR, das quais, quatro néo revelaram
qualquer polimorfismo entre as linhagens. A andlise permitiu agrupar as leveduras em dois
conjuntos: o “cerevisae’ que incluiu 16 dos 23 isolados com nivel de reassociacd com 0
DNA gendmico daespécietipo S. cerevisae CBS 1171 maior que 89%, e o grupo “bayanus’
gue incluiu os isolados com nivel de reassociagéb com o DNA nuclear da espécie tipo de S.
bayanus CBS 380 superior a 72%. As espécies S. paradoxus e S. pagorianus ndo puderam ser
separadas e foram incluidas nos conjuntos “cerevisiae” e “bayanus’ respectivamente. Mesmo
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assim, a técnica pode ser usada como uma ferramenta importante, permitindo inferir na
posicéo filogenética de leveduras altamente relacionadas.

De modo semelhante, Granchi & al.(1999) fizeram analise de restricéo daregido ITSdo
rDNA de 144 isolados de leveduras provenientes da industria do vinho, identificadas pelo
método cléssico. Os produtos de PCR foram digeridos com cinco enzimas de restricdo
produzindo padrdes espécie-especificos exceto para as Saccharomyoces £nsu stricto e formas
anamorficas e teleomorficas. Os autores observaram também que a anplificagéo a partir de
uma suspensdo mista de células de Kloeckera apiculata, S. cerevisiae e Candida stellata,
resultou em tres diferentes amplicons de tamanhos correspondentes aos esperados para
aguelas espécies. O protocolo de identificaggo de coldnias de leveduras baseado em PCR
(PYCIP), que consiste na andlise de restricdo dos amplicons da regido ITS de todas as
colbnias de uma placa com 24 horas de incubacgdo, também foi introduzido. O método tem
sido utilizado industrialmente para identificar diversas espécies de leveduras em amostras
mistas do primeiro estagio da fermentacéo do vinho.

Um total de 169 amostras de leveduras representando 128 espécies de 39 géneros
provenientes da indUstria do vinho, cerveja e alimentaos, foram analisadas por Dlauchy & al.
(1999) através darestricéo do produto deanmplificagéo do gene 18Sjunto comaregiao I TSdo
rDNA com as enzimas Haelll, M9l, Alul e Rsal . Os autores verificaram que as quatro
enzimas geraram padrdes distintos o suficiente para identificar a maioria das espécies
estudades.

Os trebalhos realizados por estes autores (GUILLAMON et al ., 1998; MONTROCHER
et al., 1998, GRANCHI etal., 1999; DLAUCHY et al., 1999) demonstraram que a utilizag&o
desses marcadores foi Uil na discriminac@o interespecifica de leveduras. O emprego da
técnica em processos da indUstria de alimentos e bebidas, permitiu a identificagéo e
acompanhamento de leveduras com maior rapidez e preciséo, quando comparada com o
método cléssico de identificacdo, 0 que possibilita as indUstriass tomarem decisdes
operacionais mais rgpidas no sentido de resolver problemas comleveduras contaminantes.

2.432. Amplificacdo Aleat6ria do DNA Polimdrfico (RAPD)

Esta técnica consiste na amplificacdo de segliéncias do genoma dravés de iniciadores
curtos de no maximo 10 nucleotideos com sequiéncias arbitrarias que em baixas temperaturas
de anelamento hibridizam em locos distribuidos aleatoriamente no DNA. Temsido utilizado
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como marcador genético na separacdo de espécies e linhagens de muitos organismos,
inclusive os fungos, apresentando a vantagem de n& haver a necessidade de conhecimento
especifico do genoma aser estudado.

Um aspecto negativo freglentemente atribuido a esta técnica é a baixa reprodutibilidade
de algumes bandas e a necessidade de varias reagbes com diferentes iniciadores, aumentando
o tempo do ensaio (KURTZMAN, 1998). Quesada & Cenis (1995) utilizaram a técnica de
RAPD para caracterizar 26 leveduras de vinho pertencentes a varias espécies aravés de 16
iniciadores do conjunto OPA, OPB, OPC e OPD. A diferenciacdo de 12 linhagens de
Scerevisae e quatro de Rhodotorula mucilaginosa s6 foi possivel combinando as
informagdes de varias reagOes, 0 que traz limitagdes para 0 seu uso ho monitoramento de
leveduras emfermentacoes.

Baleiras Couto & al. (1996a) analisaram 15 leveduras de vinho e cerveja, identificadas
pelo sistema APl 1D 32 como S. cerevisiae , a partir de dois iniciadores para regifes de
microssatélites e tres iniciadores de RAPD. Os resultados mostraram que sO com a anélise
conjunta das bandas geradas pelos tres iniciadores de RAPD é que foi possivel discriminar
seis linhagens das 15 analisadas.

A caracterizag®o de leveduras contaminantes da producéo de vinho pertencentes aos
géneros Bretanomyces e Dekkera pela técnica de RAPD, permitiu a diferenciacédo de
espécies e linhagens pertencentes a estes géneros, quando foram usados os iniciadores OPA -
02, OPA-03 e OPA-09, e problemas de reprodutibilidade foram resolvidos com o uso de
preparagbes de DNA quantificadas e de alta pureza resultando em padrfes consistentes
(MITRAKUL et al., 1999).

Marcadores de RAPD também foram utilizados para tipagem de leveduras hibridas
resultantes da fusdo de protoplastos das linhagens S. cerevisiae 12987 e S. cerevisae
ABXR.11B. O dendrograma ohtido pelas bandas geradas com os iniciadores OPB-12 e OPX-
10 demonstrou baixa similaridade entre as linhagens parentais, o que foi confirmado por
padrbes cariotipicos muito diferentes. A grande divergéncia genética observada entre as
linhagens enfatizaram a hipdtese de n&o pertencerem ao género Saccharomyces (MARTINS
etal., 1999).

Gomes et al. (2000) investigaram a eficiéncia de quatro métodos utilizados na
caracterizacéo de leveduras com 0 objetivo de estebelecer padrfes que pudessem ser
utilizados na deteccéo de leveduras contaminantes de processos fermentativos industriais. Os
autores levaram em consideracdo a eficiéncia, simplicidade, rapidez e baixo custo. Dos
métodos abordados como carictipagem, SDS-PA GE, absorcéo de corantes e RAPD, o ultimo
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se mostrou mais adequado quando se analisou 10 linhagens de S. cerevisiae provenientes da
industria de cerveja, panificacd e alcool combustivel. Todas as linhagens puderam ser
discriminadas quando se utilizou a combinagcéo de bandas geradas por sete iniciadores. A
necessidade de rigor especial foi ressaltada, comrelacéo apadronizacéo da reagfo paraquese
pudesse obter boa reprodutibilidade, como realizado por Mitrakul et al. (1999).

Também comparando a eficiéncia de técnicas de tipagem molecular como a
cariotipagem, andlise de restricdo do rDNA e RAPD, Tomai-Lehoczki et al. (2000) indicaram
gue a Ultima técnica se mostrou mais sensivel e eficaz na diferenciacéo especifica e
discriminacéo intraespecifica de leveduras de cervejarias. Segundo Brasileiro (2003) o RAPD
foi um dos mais eficientes entre quatro marcadores moleculares utilizados para caracterizar e
medir a variabilidade gené&icade 18 isolados de Fusarium solani ao nivel intraespecifico.

2.43.3. Sitio de” Splicing” do Intron

O RNA pressnte no nicleo de eucariontes é maior que o RNA mensageiro
citoplasmatico. Em 1977 ficou evidente que essa diferenca era devido a existéncia de
interrupgdes no gene, ou seja, sequéncias de DNA que sdo transcritas em RNA mensageiro,
mas ndo sdo codificantes. Estas seqliéncias denominadas de introns séo retiradas antes que o
RNA seja traduzido aravés do processo de montagem chamado “splicing” , que remove 0s
introns e reline os segmentos codificantes (exons) na mesmaordem em gque estéo presentes no
DNA (NEWTON, 1987). A grande maioria dos introns do genoma nuclear s&o sequiéncias néo
codificantes, ap contrario do genoma mitocondrial que apresenta introns que codificam
proteinas (FOURY et al ., 1998).

Sequiéncias de introns foram empregadas paradetectar polimorfismo em 13 linhagens de
S. cerevisiae isoladas da indUstria de vinho, cerveja, péo e saké. O DNA dessas leveduras foi
amplificado comos iniciadores E11, E12, LA1 e LA 2, isoladamente e em duplas. Nenhumdos
iniciadores isoladamente gerou padrdes polimorficos suficientes para discriminar todas as
linhagens analisadas, mas em conjunto permitiram a discriminacd da maioria das linhagens.
O iniciador EI1 foi o mais eficiente, e sete dentre oito linhagens de vinho puderam ser
discriminadas com o iniciador El1, podendo ser usado para monitorar a propagacéo de
leveduras no processo fermentativo (BARROS LOPES et al ., 1996). Os resultados de Pataro
et al. (2000) também demonstraram polimorfismo genético em linhagens de S. cerevidae,
guando investigavam leveduras associadas a fermentagies esponténess em tres destilarias
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produtoras de cachaga no Brasil. Os resultados obtidos da amplificagéd com o iniciador El1
mostraram ser possivel acompanhar asucesséo de linhagens de S. cerevisiae durante os ciclos
fermentativos naproducéo de cachaca.

Observaghes na seguéncia de introns do gene mitocondrial COX1 indicaram que o
namero e posicéo de introns séo variaveis entre espécies. Em leveduras, o polimorfismo
dessas sequéncias jafoi bem exenplificado em linhagens de Kluyveromyces lactis (CLA RK-
WALKER, 1992). Baseados em evidéncias na variagdo do nimero e posicdo de introns do
gene mitocondrial COX1, Lopez et al. (2003) desenvolveram um novo método para monitorar
linhagens de Scerevisiae emfermentacéo de vinho. Desenharam 12 iniciadores homblogos as
regides que flagueiam os introns desse gene em S. cerevisiae etestaramemtres linhagens de
referéncia e 13 linhagens comerciais de vinho. O maior polimorfismo foi obtido quando se
usou os iniciadores 3L, 3R, 4L e 5R em conjunto ha mesma reagdo, resultando em padrdes
especificos para cada linhagemtestada, inclusive as de referéncia. Em condigdes industriais, 0
método ndo permitiu acompanhar a sucessdo de diferentes linhagens de S. cerevisae no
decorrer da fermentacZo. Por outro lado, 0 método foi cgpaz de detectar antecipadamente se
uma linhagem previamente inoculada se estabeleceu no processo. A amplificac@o de amostras
diretamente do mosto sem a necessidade de purificacdo de DNA, apresentou-se como una
vantagem sobre outros métodos baseados em PCR e DNA mitocondrial, reduzindo o tempo
de andlise para oito horas, 0 que permite intervengdes e corregbes quando a linhagem
inoculadando se estabelece.

2434 Microssatdites

Microssatélites sBo sequéncias curtas de aé seis nuclectideos repetidas em bloco
encontradas no genoma de varios organismos. Estudos tém demonstrado que estas seqliéncias
sdo reldivamente instévels, sofrendo delecdes e adicdes de unidades de repeticdo em
S.ccerevisae, Escherichia ooli e em mamiferos (LEVINSON & GUTMAN, 1987,
HENDERSON & PETES, 1992; WEBER & WONG, 1993; FIELD & WILLS, 1998). Esta
mutabilidade resulta em polimorfismos largamente usados em mapeamentos genéticos e
estudos forenses (JEFFREYS et al.,1997). Seu significado funcional é ainda desconhecido
apesar de ter sido associado avariostipos de doengas, como 0 cancer de oolon retal associado
com a instebilidade de microssatélites em genes humanos (KOLODNER, 1999). Os estudos
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sugeremque o processo de reparacéo da cadeia de DNA durante a replicacé@o seja o principal
mecanismo de mutacdo dos microssatélites (SIA et al.,1997; KOKOSKA et al ., 1998).

A utilizag8o deste tipo de seqiiéncia como marcador molecular pode ser posto de duas
maneiras: 1) a utilizacdo de iniciadores externos aos microssaélites; e 2) a utilizacdo da
propria sequéncia microssatélite como iniciador de amplificagd4 do DNA . No segundo caso,
a sggiéncias de nucleotideos localizadas entre as microssatélites séo anplificadas, e este
método € chamado de anplificagéo de sequiéncias simples entre repetigdes de DNA (Inter
Simple Sequence Repeats — ISSR). O polimorfismo destas regides entre repetigbes mostrou
ser uma excelente ferrramenta de discriminacéo intraespecifica, tanto para isolados de
Cryptoooccus neoformans patogénicos (MEYER & MITCHELL, 1995), como para isolados
deS. cerevidae industriais (LIECKFELDT et al.,1993).

Weising et al. (1995) usaram 19 diferentes iniciadores de microssatélites representados
por di, tri e tetranucleotideos para testar a aplicabilidade em andlise genética de diferentes
genomes, e para monitorar a sensibilidade da técnica em diferentes condigdes de reag&. Os
autores concluiram que a amplificacéo de sequiéncias simples entre repeticdes constitui uma
técnica rgpida e facil paravisualizar polimorfismos ao nivel inter e intraespecifico. Como no
RAPD, os padrdes de bandas também sio afetados por parémetros conb o tipo e
concentracé do iniciador escolhido, concentracdd e pureza do DNA molde, magnésio e
temperatura de anelamento. M esmo assim, € mais reprodutivel e confiavel que o RAPD, em
funcéo da maior estringéncia de anelamento, maior tamanho do iniciador e alto grau de
homologia entre as sequiéncias usadas como iniciadores e seus sitios de ligagdo no DNA alvo,
se as segléncias estiverem proximas o suficiente para que possam ser amplificadas (MEYER
& MITCHELL, 1995).

Baleiras Couto & al.(1996b) analisaram 126 isolados de leveduras da indistria de
alimentos, identificadas pelo sistema APl ID 32. Os autores empregaram os iniciadores
(GAC); e (GTGQ)s na anplificagdo de microssatélites, paraa diferenciacdo das espécies em
questéo. O (GT G)s mostrou maior poder dediferenciagdo, gerando 28 padrdes distintos, o que
possibilitou adiferenciacéo de todos os isolados ao nivel deespécie. Destas, seis especies néo
puderam ser identificadas pelo sistema A Pl, mas tres delas apresentaram padroes semel hantes
agueles obtidos pelo (GTG)s, enquanto as outras tres goresentaram padrfes totalmente
distintos, indicando tres outras espécies que ndo estavam presentes no banco de dados do
sistema API. Os resultados mostraram também que o (GTG)s foi capaz de discriminar
linhagens de Zygosaccharomyces bailii.
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O polimorfismo do DNA de isolados clinicos pertencentes a26 espécies e linhagens de
leveduras do género Candida foi analisado aravés de amplificagbes com iniciadores de
RAPD e de microssatélites como 0 (GTG)s . Os resultados demonstraram que os dois tipos de
iniciadores empregados foram cgpazes de diferenciar todos os isolados ao nivel especifico, e
gue isolados clinicos que ndo puderam ser identificados por métodos bioquimicos de rotina
foram identificados por padrbes genéticos espécie-especificos quando comparados com o
padréo da espéciede referéncia (THANOSet al ., 1996).

Dalle et al. (2000) realizaram tipagem molecular de 48 isolados invasivos e 48 isolados
ndo invasivos de C. albicans, aravés da anplificacdo especifica de microssaélite localizado
na regido promotora do gene que codifica para o fator de elongacéo 3 (CEF3). Os autores
puderam observar que os dois grupos de isolados possuem importante polimorfismo no loco
CEF3, permitindo agrupar os 96 isolados clinicos em 17 perfis distintos. A diferenciacéd de
linhagens através da amplificacdo especifica de microssatélites, utilizando um par de
iniciadores, tem sido a técnica mais usada nos ultimos trés anos. Techera e al.(2001)
diferenciaram de forma inequivoca nove linhagens industriais empregadas na producéo de
vinho, através do polimorfismo de tamenho de tres microssatélites onde cada loco foi
amplificado com um par de iniciadores. O m&odo mostrou-se altamente reprodutivel em
razdo da especificidade dos iniciadores e da alta temperatura de anelamento, podendo ser
realizado em 14 horas.

Perez et al.(2001) compararam a aplicabilidade das técnicas de RAPD, clivagem de
sequéncias polimorficas amplificadas (CAPS) e ISSR na discriminagdo de 14 linhagens de
S.cerevisae durante a fermentac@o esponténea para a producdo devinho. O RAPD gerou 153
bandas com 7,84% de polimorfismo permitindo uma diferenciacdo intraespecifica
reprodutivel com 12 bandas polimorficas. A CA PS gerou 349 produtos com uma percentagem
de polimorfismo de 6,87%, possibilitando também uma discriminacédo a0 nivel
intraespecifico. A amplificagdd de gpenas um microssatélite identificou 11 alelos no locos
ScTAT1, suficiente para obter o mesmo nivel de discriminagdo dos outros métodos. As
técnicas goresentaram niveis de resolucéo suficientes paraseparar de forma clara as linhagens
analisadas, indicando vantagens sobre a taxonomia classica por detectarem diferencas entre
padrbes genéticos de linhagens de uma mesma espécie. Por outro lado, a rgpidez e o
polimorfismo observados diferem significativamente entre os métodos avaliados. RAPD e
CAPS envolvem 0 emprego de muitos iniciadores e enzimas resultando em maior tempo na
analise, enquanto amplificagdes especificas de ISSR revelaram alto nivel de polimorfismo,
facilidade de intempreacdo e rapidez na andlise, sendo portanto, indicado para o
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acompanhamento da diversidade genéica de espécies que predominam na fermentacdo
esponténea do vinho.

A amplificagcd de microssaélites utilizando iniciadores externos, tem permitido avaliar
o polimorfismo detamanho dessas sequiéncias. A andlise de seqliéncias no banco de dados do
genoma de S. cerevidae permitiu a selecdo de microssaélites, incluindo di e trinucleotideos,
para estudar o polimorfismo em linhagens de S. cerevisiae industriais, de laboratério e de
interesse médico (SIA at al., 1997; HANNEQUIN et al ., 2001). Os resultados indicaram que
a andlise multipla de microssatélites € um método reprodutivel e com alto grau de
polimorfismo, levando ao nivel de discriminacdo jamais alcangado pelos métodos de tipagens
ja divulgados, podendo ser usado como ferrramenta segura, rapida, eficiente e de f&cil
interpretacéo na tipificacio, identificacéo e diferenciagéd genéica de linhagens no
acompanhamento de populagdes industriais (PEREZ et al ., 2001; HANNEQUIN et al ., 2001).

2.5. Consideragbes

Processos de fermentacOes industriais que utilizam substratos néo esterilizados sempre
apresentaram problemes com relacd a presenca de microrganismos contaminantes
indesgjaveis. Especialmente em fermentagbes alcodlicas para producéo de vinho, cerveja,
aguardente e alcool combustivel, 0 acompanhamento da levedurade processo ede populagdes
nativas constitui-se em um elemento decisivo paraobtencdo de bons rendimentos e qualidade
do produto fabricado. Com o aparecimento da técnicade PCR, métodos menos laboriosos de
tipagem molecular foram desenvolvidos para caracterizar e identificar leveduras, no sentido
de conhecer melhor essas populagbes e também proporcionar respostas mais rapidas para
resolver problemess relacionados aos contaminantes microbianos.

As témicas de tipagem genética empregades até agora em processos industriais,
apresentaram variagdes com relacéo a sua resolucdo e execucdn. Aquelas baseadas em
impressdo digital do DNA, queutilizaramenzimas de restricdo como o DNA mitocondrial, e
PCR como RAPD, INTRON e ISSR, mostraram bons resultados na identificaco de espécies
e discrimnagd de linhagens de leveduras e bectérias. Entretanto, problemes de
reprodutibilidade foram observadas principalmente por questdes relacionadas a padronizacéo
da reacdo e pureza do DNA, o que nmuitas vezes dificultou a interpretacdo dos resultados.
Além do disso, 0 tempo de andlise ainda € longo quando se pretende empregar os resultados
para monitorar processos. A cariotipagem, apesar de ser uma técnica sensivel e muito
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empregada no estudo de variabilidade genéica de microrganismos, € laboriosa, cara e
portanto inadequada para processos industriais. Enquanto que, a anplificacdo da regido ITS
do DNA ribossomal, por gopresentar padrdes espécie-especificos, temsido particularmente Uitil
para detectar e identificar espécies de leveduras e de bactérias contaminantes em industrias
de alimentos. Por outro lado, por sua carecteristica especifica, a utilizagéo € limitada quando
se traade acompanhar linhagens de leveduras em processos industriais.

O polimorfismo de tamenho observado pela amplificacéo de seguéncias de
microssatélites e introns araveés de iniciadores externos, éhojeatécnica mais rpida e precisa
para discriminar linhagens de leveduras em apenas oito horas de andlise. Por outro lado, a
sequéncia a ser amplificada precisaser conhecida, desta forma, a técnicaso pode ser gplicada
emleveduras gue ja tenhamseu genomasequenciado.

Como todas as técnicas disponiveis apresentam vantagens e limitacdes, se faz necessario
a busca de novos marcadores que apresentem elevado nivel de discriminacdo, a0 mesmo
tempo que possam ser empregados como ferramentas no acompanhamento e selecdo de
leveduras em processos de fermentacdo alcodlica.
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3.MATERIAL E METODOS

3.1.MeosdeCultura

3.1.1.Wallerdein Laboratories Nutrient Agar - WLN (p/ 1L)

Glicose (Nuclear)........oooovveeiiiiie i, 50,09
Extrato de Levedura (Biobrés)...........cc........ 4,09
Caseina (hidroliseenzimética) Sigma.......... 509
KH, PO, (Reagen) « ......cccvvviviiininnnnnn, 0,559
KC (Reagen) * ... e e 0439
CaCl,. 6H,0 (Reagen) * .....cccoveeveveveennenes 0139
MgSO, . 7TH,O (Reagen) * ......ccoeveeuennn. 0,13¢g
FeCl;. 6H,O (Reagen) * .....ccocvvvvenene. 0,0025¢
MnSO;,. 4H,0 (Reagen) * 0,0025g
Verde de Bromocresol (Reagen)................ 0,0229g
Agar-agar (Agar Brasileiro) .........cccc. ... 2009
Acido nalidiXiCo * .......occvveerre e e 0,050¢
AmPICilina™ ..o e e 0,050 g

pH 5,5 gjustado comHCl 1IN

* componentes adicionados na formade solucdes previamente preparadas.
M eio preparado de acordo com Oliveira e Silva (1994).

3.12. Extrato de Levedura, Peptona e Dextrose - YPD (p/ 1L)

Extrato de levedura(Biobrés).................... 100g
Peptona (DifCo) ......vvviiiiiieiieie e 2009
Gicose (Nuclear)......oocovvveii i 20,09

3.1.3.Meo Definido para Cresa mento (p/ 1L)

Sacarose (Nuclear) .......ooevvveie i 2009
(NH,),SO,4 (Reagen)......oeevvneviviee i, 750
KH,PO, (Reagen). ... et e e 1449



Caracteri zagZ0 genédtica de populagdes de | eveduras em destilai as... SILVA FILHO, EA A4

MgSO, . 7H,O (REAGEN).........coeere e 059
Soluco de elementos tragos ..........cccceen e 20mL
SolugdD de VItamiNgs ........ccveveeeee cevenene e 1,0 mL
pH 6,5

3.14.Meo Definido para Fermentacdo (p/ 1L)

Sacarose (Reagen).......oeevvvveeenveniennnnnn. 12009
(NH,),SO,4 (Reagen).......covveeevveneennee. 509
KH,PO, (Reagen)......ccovvevecevereet s e 3049
MgSO, . 7TH,O (Reagen)......cccovveveevrerer e 059
Soluco de elementos tragos ..........cccevevee v 1,0mL
SolugdD de VItamings .........ccceeeee ceeere e 1,0 mL
pH 55

# Todos os meios e solugdes tiveram seus volumes gjustados para 1000ml com agua destilada
e foramautoclavados a 121°C por 15 minutos.

3.2. Solugdese Tampdes

3.2.1. Solucéo de Elementos Tragos (p/ 1L)

EDTA (Sigma) (Reagen)......cccccvvveveveeeene 15049
ZNnS0O,. TH,O (Reagen).......coceceeveceees cvvrenen e 459
MnCl,. 2H,O  (Reagen)......ccoveveveeevrerireenae 0,849
CoCl,. 6H,O (Reagen) ..oooeovvvee v e .03g
CuS0O,. 5H,0O (Reagen)......cccceeeeeveverececeene .03g
Na;Mo Oy. 2H,0 (Reagen).......ccoveeeeer ceereen 0449
CaCl,. 6H,0 (Reagen)......ccevevecevecee v e 4,5¢g
FeSO,. 7TH,O (Reagen).......cceeeeeevevecee ceireen 3049
H3BO; (Reagen).......cocoveee vevevere e e e 109

Kl (REAGEN)... ..o e e s e 0lg
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3.22. Solugdo deVitaminas (p/ 1L)

D-biotina (SIgMa)......c.ccceverescrrere v e 0,059
Pantotenato de calcio (SIgma) .........ccceeeee e 109
Acido nicotinico (SIgMa) .......oeeveeeeeerreee s 1,09
Mio-inositol (SIgMA)......ccveeceeeeee v e 2509
Cloreto de tiamina (SIgma).........cccevecerereee e 1,09
Cloreto de piridoxal (SIgma).......cccceceeverercenene 109
A cido p-aminobenzoico (Sigma)..................... 029

A solucdo de vitaminas foi esterilizada por filtragéo em membrana com diametro de poro de

0,2mm.

3.23. lugdode Lise

TrissHCl 1M pH 8,0 (Gbco).... ......... 2,0mL

EDTA 05M pHB80 (Gbco) ............ 0,5 mL

SDS 10% (SIgMB)...ceverceeeeeee verereen sererenea 1,0 mL
NaCl 0,5M (Reagen)......ccocooereeverererevennen 0,5mL
Aguadestiladaesterilizada. .............coccoee .. 6,0 mL

3.24. Tampao TrigEDTA (TE)pH 8,0

Tris.Cl (pH 8,0) (SIgMA)......cceeevererere e e 10mM
EDTA (pH 8,0) (SIgma)......ceeeeree v e 1mM

3.25. Tampéo TrisBorato (TBE) 5X (p/ 1L)

Trisbase (SIgMA).....cccceee vererere e e e 5,09
Acido borico (GDD)......c.owweer ceveeeer e e, 2759
EDTA 05M pHB80 (Gbco).........c.un..... 20,0 mL

O volume foi conpletado com agua destilada para 1000mL
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3.26.Midura dedNTPs (0l ucdo de trabal ho)

dATP 10 nL
dTTP 10 nL
dGTP 10mL
dCTP 10mL
Aguadestiladaesterilizada 460 ni.

3.2.7. Solucdo de Ad do Denitrossalicilico (p/500mL)

Solucdo A

5,09 deADNS dissolvidos em 100 mL de NaOH 2N a 70°C

Solucdo B

150,0 g de tartarato de sddio e potéssio dissolvidos em 100 mL de aguadestilada

As solugbes foram transferidas para um baléo de 500 mL e o volume foi completado com
aguadestilada gpds esfriamento dasolucéo.

O meio YPD foi preparado de acordo com Techera € al. (2001). Os meios definido de
crescimento e de fermentag&, bem como as solugdes de vitaminas e de elementos tragos
foram preparadas segundo Verduyn e al. (1992). As outras solugfes e tampdes foram
preparados segundo Sambrook et al. (1989).

3.3. Amodras de Leveduras para Tedesdos | niciadores

Para testar a capacidade de discriminagéo interespecifica e intraespecificados iniciadores
para regides de microssaeélites (GTG)s e (GACA)s foram utilizadas as espécies listadas na
Tabelal
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Tabela 1. Lista e origem das espécies de leveduras utilizadas para testes
de discriminagdo interespecifica e intraespecifica com os microssaeélites

(GTGs e (GACA),

Espécies Origem/A cesso
Brettanomyces inter medi us URM - 2713
Candida diversa URM - 4081
C. parapsilosis URM - 729
C. valida URM - 2639
Dekkera intermedia URM - 2688
Hansenula anomala URM - 2631
Kluyveromyces polysporus URM - 1283
Pichia membranaefaciens URM - 863
Torula utilis * URM - 115
Torulopsis pulcherrima * URM - 1061
Rhodotor ula minuta URM - 1147
Saccharonmyces cerevisae URM - 1460
S chevaliri URM - 2624
S diastaticus URM - 2716
S oleaceus URM - 1820
S oleaginosus URM - 1337
S pastorianus URM - 512
S bayanus NRRL -Y-12624
S cariocanus NRRL -Y-27337
S kudriavzevii NRRL -Y-27339
S mikatae NRRL -Y-27341
S calbergensis CLIB - 176
S monacensis CLIB - 180
S cerevisae IAUR - [A-1238
S cerevisae IAUR - [A-1211
S cerevisae IAUR - [A-1255
S cerevisae IAUR - 1A-1194
S cerevisae IAUR - IA-1236
S cerevisae IZSP - 1Z-1904
S cerevisae Fle schmann
S cerevisae ltaquara
S cerevisae Zani-Floc
S cerevisae Lad D
S cerevisae ATCC - 9763
S cerevisae KS14-B
S cerevisae STL20-1

37
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§ IAUR — (Instituto de Antibiéticos da Universidade do Recife-PE, Brasil) -
Departamento de Antibiético da Universidade Federal de Pernambuco — UFPE, Brasil

§ Colegéo de Culturas daMicoteca URM — Departamento de Micologiada Universidade

Federal de Pemambuco — UFPE, Brasil .

NRLL — Cult. Collect. Ferment. Sect. Northen Utiliz. Res. Branch— USA

CLIB — Collectionde Luvuresd’Intéré& Biotechnologique

|ZSP — Instituto Zimotécnico de Séo Paulo — USP, Brasil

ATCC-American Type Culture Collection —Washington, USA

w w w w

*  Nomes auais
Pichia jadinii (Wickerham) Kurtzmann
Metschnikowia pul cherrinma J.I. Pitt & M W. Miller

As culturas foram mantidas sob 6leo mineral emmeio W LN sem corante.

3.4. Coleta e Plaqueamento do Mosto de Cana-de-Acucar

A's amostras para o acompanhamento das populagdes de leveduras foram obtides atraves
de colgas de 100 mL de mosto fermentado na dorna de Ultimo estégio do processo de
fermentacdo continua, com intervalos de 15 dias entre as coletas durante todo o periodo da
safra 2000/2001, intervalos de oito dias na safra 2001/2002, e intervalos de 30 dias na safra
2002/2003, na destilaria Jgpungu, localizada no municipio de Santa Rita, Estado da Paraiba.
Para as destilarias Miriri, Gasa e JB, o intervalo foi de 15 dias para 0 periodo de safra
2002/2003. O mosto coletado foi diluido em solucio salina 0,85% até 1:10°, e 0,1mL das
diluicdes 1:10° e 1:10° foram plaqueados em duplicata por espalhamento na superficie do
meio WLN adicionado de 50mg.L™" de ampicilina e de 50mg.L™"* de &cido nalidixico, para
inibicdo do crescimento bacteriano, de forma a se obter aproximadamente 100 colonias de
levdures por placa. Na safra 2001/2002 as amostras de mosto fermentado foram diluidas até
1:10" para se obter places com 10 a 15 colénias de leveduras. A incubacZo foi realizada a
30°C por see diss. Todo trabalho de plagueamento foi realizado nos laboratérios de
microbiologiadas destilarias estudadas.
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3.5. Contagem, | solamento e Purificagdo das Col6nias

ApGs incubacdo, foram selecionadas placas com aproximadamente 100 col6nias que
apresentassem boadistribuicdo comrelacdo ao crescimento. As colbnias foram caracterizadas
morfologicamente quanto a0 bordo, superficie, consisténcia, tamanho e cor. ApGs definicdo
dos morfotipos, as frequiéncias foram calculadas pelas percentagens com relacéo ao total de
colbnias daguela placa. O isolamento das levedurss foi realizado aravés de amostragem dos
representantes de cada morfotipo. Nas safras seguintes a safra 2000/2001, em todas as
destilarias, 0 plagueamento foi gjustado de forma a seobter 10 a 15 col6nias de leveduras por
placa, e todas as colbnias foram coletadas para extracdo de DNA e tipagem genética
independente dos morfotipos presentes. Amostras das colénias foram suspendidas em 1mL
de salina 0,85% e semeadas por estriss em meioWLN por no minimo duas vezes para
confirmagd da pureza das culturas. As culturas puras foram mantides em tubo com meio
WLN sem corante, sob 6leo mineral esterilizado.

3.6. Extracdo do DNA Nudear

Os isolados foram inoculados em meio YPD liquido e incubados a 30°C por 16 horas a
150rpm. Amostras de 1,0mL de cada cultura foram transferidas para microtubos de 1,5mL e
centrifugados por tres minutos a 5.900g. O sobrenadante foi descartado e 600 de solucéo
de lise foram adicionadaos, seguido de incubacdo a 65°C por 30 minutos com agitag&o por
inversdo a cada cinco minutos. Igual volume de fenol/cloroférmio (24:1) foi adicionado e
apos breve agitacéo as suspensdes foram centrifugadas a 15.400g por 10 minutos. Foram
transferidos 500nL. da fase superior para microtubos novos de 1,5mL e 500m. de
cloroformio/acool isoamilico (1:1) foram adicionados. As amostras foram centrifugadas mais
uma vez por igual periodo e rotacéo, e 400nL da fase superior foram transferidos para
microtubos novos de 1,5mL. A estes tubos foram adicionados 800nk de etanol absoluto
gelado, permanecendo por duas horas a —20°C para precipitacgdo do DNA. Apds a
precipitacd, o DNA foi coletado por centrifugagéo a 15.400g por 10 minutos, lavado em
etanol a 70% por duss vezes, secado em estufa a 37°C por 30 minutos e em seguida
ressuspendido em Tampéo TE pH 8,0 (TRIS 10mM/EDTA 1mM) mentido a —20°C. A
guantificacdo foi realizada por espectrofotometria utilizando-se conprimento de onda de



Caacterizagdo genéicade populages de | eveduras em destilari as...

SILVA FILHO, EA 40

260nm apds diluicdo das amostras de 1:200. Para o cdlculo da concentracéo de DNA
utilizou-searelagdo 1 DO = 50ng/mL (SAMBROOK &t al.1989).

3.7. Amplificagdo do DNA Nuclear

As amostras de DNA foram amplificadas por PCR utilizando iniciadores descritos na
Tabela2.

Tabela 2. Iniciadores usados para amplificar seguimentos de DNA de anostras de leveduras
isoladas de mosto fermentado de destilarias produtoras de @cool cormbustivel

MARCADOR
INICIADOR SEQUENCIA MOLECULAR REFERENCIA
(GTO)s GT GGT GGTGGTGGT G ISSR Lieckfeldt et al. (1993)
(GACA), GACAGACAGACAGACA ISSR Meyer & Mitchel (1995)
ITSA TCCTCCGCTTATTGATATGC  IDNA
ITS5

White & al. (1990)

GGAAGTAAAAGICGTAACAA Whiteet al. (1990)

rDNA

3.7.1.Microssatélites (GTG)s e (GACA),

A reacdo de amplificacéo de sequiéncias simples entre repetigdes (ISSR) por PCR com
os iniciadores (GTG)s e (GA CA),foramrealizadas em 25mL de volume final utilizando-seum
termociclador HIBA 1D, de acordo como protocolo da Tabela 3.
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Tabela 3. Protocolo de reacdo para anplificacdo de ISSR por PCR com os iniciadores
(GTGse (GACA),

Componentes Concentracao Volume na Concentracéo
estoque reacao (m.) final

Aguadestilada 9,75

Tampéo PCR 10X 2,50 1X

BSA (soro abuminabovina)  0,25ng/n 2,50 0,025ng/ N

MisturadedNTP 2,0mM 2,50 0,2mM

Iniciador 1,0pmol/nL 5,00 0,2pmoles/m.

MgCl, 50mM 1,50 3,0mM

Taq Polimerase 5U/m 0,25 0,05U/mL

DNA 50,0ng/mL 1,00 2,0ng/ni

A amplificacédo para (GTG)s foi programada para um ciclo de desnaturacdo de cinco
minutos a 94°C seguido de 40 ciclos de desnaturacéo a 94°C por 15 segundos, anelamento a
55°C por 45 segundos, extensdo a 72°C por 90 segundos, e extenséo final a 72°C por seis
minutos. Para o iniciador (GACA), foi utilizado a mesma programecéo alterando a
temperatura de anelamento para 45°C. Os produtos de anplificagdo foram separados por
eletroforese em gel de agarose 1,3% submetidos a 7,5 volts/cm por 150 minutos em tampéo
TBE 0,5X, corados em bromgto de etideo, visualizados em transiluminador ultravioleta e
fotografados em sistema Polaroid.

3.72. Regido 1 TSdo DNA ribosomal

A reacdo de anplificacdo daregido ITS do DNA ribossomal por PCR foi realizadaem
25mL de volume final utilizando os iniciadores IT$4 e ITS5, em termociclador HIBAID de
acordo com o protocolo da Tabela 4. A anplificagéo foi programeda para um ciclo de
desnaturacéo inicial de seis minutos a 94°C, seguido de 35 ciclos para desnaturacéo a 94°C
por 20 segundos, anelamento a 55°C por 20 segundos, extenséo a 72°C por 60segundos, com
extensdo final a 72°C por cinco minutos. Os produtos de amplificaggo foram separados por
eletroforese, nas mesmas condigdes descritas nasecéo anterior.
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Tabela 4. Protocolo de reacéo para amplificacéo da regido ITSdo rDNA com os iniciadores

ITSAelTS5

Componentes Concentragcéo Volume na Concentracéo
estoque reacdo (nL) final
Aguadestilada 13,35
Tampéo PCR 10X 2,5 1X
BSA 0,25ng/m. 25 0,025ny/n
MisturadedNTPRs 2,0mM 25 0,2mM
Iniciador ITS4 12,5pmoles/nL 10 0,5pmoles/m
Iniciador ITS5 12 5pmoles/ni 10 0,5pmoles//nL
MgCl, 50,0mM 0,75 3,0mmoles/nL
Taq Polimerase 5U/nL 0,40 0,05U/mL
DNA 50ng/ni 1,0 2,0ng/nL

3.8. Ensaio Fermentativo dos16 perfis (GTG)s da Destilaria Japungu — Safra 2000/2001

A's aulturas foram pré-inoculadas em 10 mL de meio definido de crescimento contidos
em tubos de cultura de 15x150mm e incubadas por 16 horas a 30°C. Em seguida foram
transferidas para frascos de Erlenmeyer de 500 mL contendo 90 mL de meio definido de
crescimento com 2% de sacarose e incubadas por 24 horas a 30°C. Ao final da incubacéo as
culturas foram diluidas 100 vezes para leitura da densidade dptica (DO) em 600 nandbmetros.
As células foram coletadas por centrifigacdo a 2800g por cinco minutos em temperaura
ambiente, com posterior lavagem em salina 0,85% esterilizada. Em seguida as células foram
resssuspendidas em meio de fermentagdd com 12% de sacarose emvolume calculado para se
obter uma DO de 120 e transferidas para tubos de cultura de 20x180mm. A fermentacéo
ocorreu a 33°C em banho agitado até que o °brix se repetisse e a producéo de CO, estivesse
encerrada, confirmando o final da aividade fermentaiva. Foram realizadas medidas de DO
no inicio e final da fermentacdo diluindo-se as amostras 100 vezes. Durante a fermentagéo
foramobservadas a producéo de CO,, a leitura de °brix e tempo de fermentacéo. Ao final da
fermentacdo o volume fermentado foi centrifugado a 2800g por cinco minutos a 4°C e 0
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sobrenadante transferido para tubos de cultura de 15x150mm com tampas de rosca e mantido
a 4°C paraposterior determinacdo do teor alcodlico, glicerol e agiicares redutores totais.

3.8.1. Determnacao de Glicerol

A concentragéo de glicerol do sobrenadante apds ensaio fermentaivo foi determinada
pelo método enzimético aravésde “kit” GPO-PAP (LABORLAB, Brasil) para deerminacéo
de trigliceridens em amostras clinicas. Foi preparada uma curva de calibrac@o de glicerol na
concentracéo de 2g/L. comdiluigdesde 1,6g/L , 1,2g/L , 0,8g/L € 0,4g/L . Para 10 n. de cada
diluicdo foi adicionado 1mL do reagente enzimético. O branco foi congtituido de 10nL de
agua destilada mais 1mL do redivo enzimatico. As amostras foram colocadas em banho-
maria a 37°C por 10 minutos e a DO lida em comprimento de onda de 505 nandmetros como
recomendado pelo fabricante. A concentragdo deglicerol emg/L foi obtida multiplicando-se a
DO peladiluicdo da amostra (quando houve) e pelo faor dacurvade calibracéo.

3.82. Deerminacdo do Brix e Agucares Redutores Totais (ART)

A determinagdo do °Brix foi realizada utilizando-se o refrabmetro e a concentragéo do
acucar inicial e final das fermentagdes foi realizada pelo méodo do &cido denitrosalisilico
(ADNYS). Foi preparada uma curva de calibragdo com uma solugéo aquosa de glicose na
concentracéo de 29/L comdiluicdes de 0,5g/L, 1,0g/L, 1,5¢9/L e 2,0g/L. Foi utilizado 1mL da
amostrado meio fermentado adicionando-se 100ni. de HCL 1M. A pos agitagéo a amostra foi
aguecida a 100°C por 10 minutos para hidrélise da sacarose e em seguida foi adicionado
100m_. de NaOH 1M e 1mL de reativo ADNS. Apds aguecimento a 100°C por cinco minutos
o volume foi completado para 10mL com agua destilada go6s o resfriamento e a DO lidaem
comprimento de onda de 540nm. O valor do actcar em g/L foi obtido multiplicando-se o
valor da leitura de DO pela diluicdo e pelo faor da curva de calibragdo. O controle foi
preparado com 1ml de dguadestilada nas mesmas condigdes.
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3.83. Determinacdo do Teor Alcodlico

O contelido de dcool nes amostras de mosto fermentado foi determinado por
cromatografia gasosa em equipamento CG-37 no laboratorio de controle de qualidade da
destilaria Jgpungu. Ap6s calibracéo do equipamento, 5m do mosto fermentado centrifugado

foi injetado para andlisedo teor alcodlico.

3.9. Identificacéo das L evedurasda Destilaria Japungu — Safra 2000/2001

A identificac@o das leveduras representantes dos 16 perfis (GTG)s da destilaria Japungu
isoladas nasafra 2000/2001 foi realizada pelo méodo classico no Departamento de Micologia
daUFPE

3.10. AndlisssEstatigicas

Os dados obtidos das anmplificagbes com os marcadores (GTG)s e (GACA), foram
analisados pelo programa Numerical Taxonomy System of Multivariate Programs — NTSYS
PC 2.1 (ROHLF, 1998, BUSSAB & al. 1990). Os dados foram introduzidos na forma de
variaveis binarias, nas quais o nimero 1 (Uum) significa a presenca da banda e o nimero 0
(zero) a auséncia da banda. A partir das bandas no gel, o programa construiu uma matriz de
similaridade utilizando o coeficiente similaridade de Jacard (J) calculado de acordo com a

formula:
Onde:
1= A= numero de concordancias positivas (variaveis presentes);
- (P—D) P= numero total de variaveis:

D= numero de concordancias negativas (variaveis ausentes)

A partir da meriz de similaridade foi gerado um dendrograma pelo método de
agrupamento UPGMA  (Unweighted Pair Group M ethod With Arithmetical Average).

Os resultados das andlises fermentativas representam a media aritimética de 3 ensaios
fermentativos consecutivos para cada isolado.
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4. RESULTADOS
4.1. Caracterizacdo Morfologica dasColonias

A Figura 2 ilustra 23 diferentes tipos de colbnias encontradas e utilizadas na definicéo
dos morfotipos. Colbnias rugosas com bordo irregular, levemente convexas, e com diametro
maior que 4 mm, apresentaram grande variacéo de tonalidades em razdo da absorcéo do
corante presente no meio. As colbnias lisas goresentaram diametro variando entre 2e 5 mm,
bordo circular, consisténcia butirosa, elevacdo convexa ou conica. Variagbes de tonalidades
comrelagdo ao corante tambeém foi observado, facilitando adiscriminagdo dos morfotipos.
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Figura 2. Tipos morfologicos de colbnias de leveduras incubadas em meio
WLN por sete dias a 30°C, provenientes de amostras de mosto fermentado de
destilarias produtoras de alcool combustivel da Paraiba e Pemambuco.
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4.2. Amplificacio do DNA das Levedurasde Colecdo

A Figura 3 mostra os perfis das regibes de sequiéncias simples inter-repetidas (ISSR) de
11 espécies de leveduras de colegbes pertencentes a 10 géneros, obtidos goos amplificacéo
com o iniciador (GTG)s. O DNA de todas as espécies foram amplificados gpresentando
padrbes que variaram de nove a 19 fragmentos com peso molecular entre 450 e 3100 pares de
bases (pb). O elevado polimorfismo observado permitiu que todas fossem discriminadas por
padrbes espécie-especificos.

O iniciador (GT G)s tambémfoi analisado quanto a capacidade para diferenciar espécies
deummesmo género e linhagens de uma mesma especie. A Figura 4 ilustra os perfis obtidos
da amplificacdo de oito diferentes espécies de leveduras de colecéo pertencentes ab género
Saccharomyces. A anplificagdo gerou perfis com padrdo variando de nove bandas para
Skudriavzevii (pista 7) a 17 bandas para S. bayanus (pista 2), permitindo discriminacéo de
todas as espécies analisadas.

A Figura 5 gpresenta os perfis obtidos da amplificagc@ de 15 linhagens de S. cerevisiae
entre leveduras de colegéo e industriais, cinco diferentes espécies do género Saccharonyces
sendo uma delas com duas linhagens e uma espécie néo pertencente a este género. Das 15
linhagens de S. cerevisae, 11 foram discrimnadas dravés de bandas polimorficas. As
linhagens 1A-1238 e 1Z-1904 (pistas 3 e 8) goresentaram 0 mesmo padréo de bandss, o
mesmo acontecendo para ITAIQUARA e ATCC 9763 (pistas 10 e 13), e para as linhagens
de laboraorio KS14-B e STL20-1 (pistas 14 e 15). A linhagem 1A-1194 goresentou perfil
com padrdo totalmente distinto daguele observado na espécie S. cerevisae. Das cinco
espécies do género Saccharomyces analisadas nesta amplificacdo, gpenas S. chevaliere e
S.padorianus goresentaram perfis com padrdo de bandas distinto do padréo tipico encontrado

emsS. cerevisae.
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Figura 3. Perfis daamplificacio de ISSR de 11 espéecies de leveduras de
colecédo como iniciador (GTG)s. Na pista M marcador de peso molecular
de 100pb; nas pistes de 1. Pichia membranaefaciens 2. Hansenula
anonela 3: Dekkera intermedia 4: Saccharomyces cerevisiae 5: Candida
valida 6: C. parapsloss 7: Brettanomyces intermedius 8: Kluyveromyces
polysporus 9: Metschnikowia pulcherrima 10: Pichia jadinii 11
Rhodotorula minuta

47
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Figura 4. Perfis da anplificacéo de ISSR de 8 diferentes espécies do
género Saccharomyces com o iniciador (GTG)s. Nas pistas (M2100):

marcador de pelo nolecular de 100pb. Pistes 1. Saccharonyces
paradoxus, 2: S. bayanus, 3: S. calbergens's, 4
cariocanus, 6: S. mikatae, 7: S. kudriavzevii,

S. monacensis, 5: S.
8: S. cerevisiae
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Figura 5. Perfis da amplificagd de ISSR com o iniciador
(GTG)s de 15 linhagens de S. cerevisiae e 6 espéecies de
Saccharomyces. 5A - pistaM , marcador de peso molecular de
100pb, epistas de 1. S cerevisiae 1460 (a), 2: 1460 (b), 3: 1A-
1238, 4: 1A-1211, 5: 1A-1255, 6: 1A-1194, 7: IA-1236, 8: |Z-
1904, 9: Fleischmann, 10: Itaiquara, 11: Zani-Floc, 5B — pista
M, marcador de peso molecular de 100pb, e pistas 12: S.
cerevisiae ATCC 9763, 13: S. cerevisiae LACI D, 14: S.
cerevisiae KS-14B, 15. S. cerevisiee STL20-1, 16 S
chevalieri, 17: Candida diversa, 18: S. diastdicus (a), 19: S.
disstaticus (b), 20: S .oleaginosus, 21: S. oleaceus, 22: S.
pastorianus
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4.3. Tipagemdas Levedurasda Destilaria Japungu — Safra 2000/2001

Em razdo dos melhores resultados encontrados para discrimnar linhagens de
S.cerevisae, 0 iniciador (GTG)s de ISSR foi adotado como marcador molecular para
acompanhar populagdes desta espécie em domas de fermentagdo para producdo de alcool
combustivel. No periodo de 211 dias de safras, 213 colonias isoladas do mosto fermentado
foram amplificadas pelo (GTG)s e agrupados em 16 tipos de perfis genéicos (Figura 6). Os
perfis encontrados goresentaram padréo de bandas que variou de 450 pb a 3100 pb como no
perfil P14. As bandas de 650, 980, 1020, 1080, 1120, 1350, 1450, 1500, 2200 e 3100 pb
apresentaramse como um conjunto de bandas monomorficas, caracterizando o perfil tipico
da espécieS. cerevisiae. A bandade 750 pb foi aunica daregiéo inferior dos perfis entre as
bandas de 650 e 980 que goresentou polimorfismo com amplificacdo consistente. O maior
polimorfismo foi encontrado na regido superior dos perfis entre as bandas de 2200 e 3100 pb.
A presenca ou auséncia de bandas neste intervalo, juntamente com a presenga ou auséncia da
banda de 750 pb permitiram discriminar linhagens de S. cerevisiae. O isolado de perfil P21
foi o Unico que goresentou padréo distinto, compartilhando com os demais perfis apenas tres
bandas das 15 gpresentadas.

Representantes dos 16 perfis gerados pela amplificagcéo com iniciador (GTG)s foram
agrupados pelo método UPGMA utilizando o coeficiente de similaridade de Jacard. O
dendrograma obtido apresentado na Figura 7 mostra o grau de similaridade entre eles. Todos
os perfis, com excecéo do P22, puderam ser agrupados com 78% de similaridade. Onze
perfis foram reunidos em dois grandes grupos com 85% de similaridade: o grupo A
representado pelos perfis P1, P1A, P3, P6, P18, P19, e o grupo B representado pelos perfis
P4, PAA , P20, P5, e P15. Os isolados P15A e 18A foramreunidos emumgrupo com 92% de
similaridade. O perfil P18A e a linhagem Scerevisae 1A-1238 de referéncia apresentaram
100% de similaridade. Gs perfis P22 e P14 apresentaram maior distancia genéica com
62% e 70% de similaridade respectivamente. O perfil P21 apresentou a menor relagéo
genéicaentre os perfis agrupados com apenas 8% de similaridade.

Os mesmos representantes dos 16 perfis genéticos caracterizados pelo (GTG)s foram
amplificados com o inciador (GACA), para amplificacéo de ISSR. A anplificacdo gerou
perfis de nove a 14 bandas com peso molecular variando entre 300 e 2800pb (Figura 8). Os
perfis gerados também foram agrupados pelo método UPGMA, utilizando o coeficiente de
similaridade de Jacard. O dendrograma obtido indicou o grau de similaridade entre os
isolados (Figura 9). A amplificacdo com o (GACA), mostrou maior percentual de
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similaridade e consequentemente menor variagéo genéica, discriminando gpenas setedos 16
perfis isolados e caracterizados pelo (GTG)s Os perfis foram reunidos em dois grupos:
grupo A representado pelos perfis P1, P18, P1A, P4A, P5, P15, P19, P18A, P14, E P20 com
92 % de similaridade, e 0 grupo B representado pelos perfis P3, P6,P4,P15A com 88 % de
similaridade. O perfil P22 apresentou-se isolado, relacionando-se como grupo A emnivel de
78% de similaridade. Os grupos A e B relacionaram-se ao nivel de 62% de simlaridade. O
perfil P21 mostrou-se gendticamente distante, com gpenas 4% de similaridade.

O fragmento da regido ITS (ITS1-5.851TS2) do rDNA de S. cerevisiae anplificado
pelos iniciadores ITSA e ITS5, ja foi seqlenciado revelando um tamanho de 880 pb
(GUILLAMON et al., 1998). Os representantes dos 16 perfis foram amplificados com estes
iniciadores para verificar se os isolados caracterizados pelo (GTG)s como S. caevisae de
fato apresentavam a banda de 880 pb. Com excecdo do isolado 181-P21 que gpresentou
banda de 450pb (Figura 10A), em todas as amostras de DNA foi confirmada a banda tipica
de 880 pb. Os isolados das safras 2001/2002 e 2002/2003 também foram submetidos a
mesma amplificacdo para confirmacédo do fragmento de 880pb. Na Figura 10B, os perfis P5,
P6, e P18 representam os isolados predominantes da safra 2001/2002 detectados a partir de
10% na populacdo, na qual observa-se que todos goresentaram o mesmo fragmento de
amplificacdo da linhagem de referéncia. Os isolados da safra 2002/2003 estéo representados
pelos perfis P1, P18, P24, e perfis de leveduras selvagens do tipo S, S2, S3, $4, combandas
de 520 pb.

4.4. ldentificacdo das Leveduras Representantes dos 16 Perfis (GTG)s da Destilaria
Japungu — Safra 2000/2001

Estes isolados foram enviados para identificagédo no Departamento de Micologia da
UFPE e confirmados como S. carevisae ou sua fase assexuada Candida robuda, com
excecép do isolado 181-P21 que foi identificado como Brettanomyces anonalus, fase
assexuadade Dekkera anomala.
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Figura 6. Hetroferograma dos 16 perfis (GTG)s das leveduras isoladas do
fermentado dadestilaria Jgpungu nasafra 2000/2001
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Figura 7. Dendrograma dos 16 perfis obtidos da amplificacdo de ISSR com o
iniciador (GTG)s das leveduras isoladas do mosto fermentado da destilaria Jgpungu
na safra 20002001, através do metodo de agrupamento UPGMA, utilizando o
coeficiente de similaridade de Jacard. A direita estéo representados os isolados dos
diferentes perfis deamplificacéo
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Figura 8. Perfis da amplificacdo de ISSR com o iniciador
(GACA), das levedurss representantes dos 16 perfis
caracterizados pelo iniciador (GTG)s. Pistas (M-100):marcador
de peso molecular de 100 pares de base. Pistas 1 e 20 - isolado
261(7) amplificado pelo (GTG)s usado como marcador; (A)
pistas 2. P1, 3: P1A, 4. P3, 5 P4, 6:P4A 7:1A1238, 8: P5,
9: P6, 10: P14, (B) pistas 11: P15, 12: P15A, 13: P18, 14:
P18A, 15: P19, 16: P20, 17: P21, 18:P22, 19: IA1238
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iniciador (GACA), das leveduras representantes dos 16 perfis (GTG)s, obtido através
do método de agrupamento UPGMA, utilizando o coeficiente de similaridade de
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Figura 10. Amplificagdd da regido ITS do rDNA das leveduras representante dos
perfis (GTG)s, isoladas do mosto fermentado da destilaria Jgpungu. (A) safra
2000/2001; (B) safras 2001/2002 e 2002/2003
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4.5. FregUéndas dos Perfis (GTG)s das Leveduras da Dedilaria Japungu — Safra
2000/2001

Ass frequiéncias das leveduras representadas pelos perfis (GTG)s no periodo de 211 dias
da safra 2000/2001 sdo goresentadas na Tabela 5. A Figura 11 ilustra graficamente as
freqiéncias dos perfis em cada coleta ao longo do periodo. A linhagem de partida
S.cerevisae 1A-1238, quetem perfil P18A, goresentou 100% de frequiéncia na 12 coleta do
inicio dasafra. Entretanto, gpds 15 dias de fermentagdo néo foi mais detectadasua presenca,
regparecendo gpenas na 14° coleta, com 196 dias. Os perfis P3, P14, P15A, P20 e P21
apareceram apenas uma vez em todo periodo, nas coletas 2, 7, 9 e 10, com frequéncias de
522, 43,87, 77 e7,1%, respectivamente (Tabela 5). Os perfis P1 e P4 foram os mais
freqUientes, gparecendo em 14 das 15 ooletas realizadas com 93,3%. O perfil P1 apareceu
dominando em oito das 15 coletas (53,3%), enquanto o perfil P4 dominou em 4 das 15
coleas (26,6%).

Na Figura 12 observa-se a frequiéncia de cadaperfil emtodo periodo dasafra 2000/2001.
Os tres perfis mais freglientes em nenhum momento dasafra foram utilizados como indculos,
mas se estabeleceram espontaneamente. Apesar de se observar grande diversidade de perfis
nas populagdes de leveduras, 13 dos 16 perfis tiveram freqiiéncias aaixo de 10% , indicando
gue afermentagdo foi dominadapor um nimero pequeno de linhagens.

4.6. Ensaio Fermentativo dosRepresentantesdos 16 Perfis (GTG)

Foram realizados ensaios fermentaivos em labora6rio com os representantes dos 16
perfis utilizados natipagem pelo (GTG)s . Apds afermentacéo de 120 gramas de sacarose por
litro, com 10% de células em volume umido, foram analisados para cada isolado, o agucar
residual, producéo de etanol, glicerol, rendimento, eficiéncia e tenpo de fermentagcéo. O
tempo de fermentacgo variou de duas a quatro horas, e 0 aglcar residual foi menor que 1g/L
para todos, comexcecdo dos isolados correspondentes aos perfis P21 e P22, que encerrarama
fermentacdo com 50,3 e 46,3 gramas por litro respectivamente, resultando em baixos
rendimentos. A maioria dos isolados apresentaram elevados rendimentos com eficiéncias de
fermentacdo acima de 90% (Tabela 6).
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Tabela 5. Freqliéncia dos perfis (GTG)s das leveduras isoladas do mosto fermentado da
destilaria Japungu nasafra 2000/2001

dias P1 P1A P3 P4 P4A P5

1

15

29

44

60

75

90

105

120

134

148

165

181

196

211

ND ND ND ND ND ND
26,1 ND 52,2 13,1 ND 4,3
30 10 ND 30 ND ND
625 ND ND 25 ND ND
125 25 ND 37,5 ND ND
42,8 28,6 ND 14,3 ND 143
17,4 8,7 ND 21,7 43 ND
30 20 ND 20 ND 20
385 7,7 ND 154 ND 30,7
72 ND ND 57,2 ND ND
20 33,3 ND 33,3 ND ND
45 5 ND 10 ND 25
235 59 ND 17,5 59 11,8
43,7 ND ND 6,3 6,3 ND

47,3 ND ND 53 15,7 53

P6 P14 P15 P15A P18 P18AP19P20P21 P22

ND
4,3
20
ND
25
ND
13,1
ND
ND
7,1
ND
5
5,9
6.3

ND
ND
ND
ND
ND
ND
4,3
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND

ND
ND
ND
ND
ND
ND
8,7
10
ND
7,1
ND
ND
11,8
18,6

ND
ND
ND
ND
ND
ND
8,7
ND
ND
ND
ND
ND
ND

ND

53 ND ND ND

ND
ND
10
12,5
ND
ND
13,1
ND
ND
7,2
ND

11,8
6.3

21,1

100
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
6.3

ND

ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
5
5,9
6,2

ND

ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
7,7
ND
ND
ND
ND
ND

ND

ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
7,1
ND
ND
ND
ND

ND

ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
7,1
13,4
ND
ND
ND

ND

* Osvalores representam o percentual de cadaperfil em relagéo ab numero total de isolados

analisados em cada coleta.

ND —

nao detectado.
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Destilaria JAPUNGU - Safra 2000/2001
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Figura 11. Distribuicdo da populacéo de leveduras isoladas do mosto fermentado da
destilaria Jgpungu em 15 coletas no periodo de safra 2000/2001 , de acordo com os perfis
obtidos pelaamplificacéo de regides de microssatélites (ISSR) como iniciador (GTG)s
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Destilaria JAPUNGU - Perfis (GTG)5
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Figural2. Fregliéncia de cada perfil (GTG)s das leveduras isoladas do mosto fermentado
emtodo periodo dasafra 2000/2001 na destilaria Jgoungu
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Tabela 6. Ensaio fermentativo das leveduras representantes dos 16 perfis (GTG)s , isoladas da
destilaria JA PUNGU nasafra 2000/2001

parametro perfil / isolado
Pl P1A P3 P4 P4A P5 P6 P14 P15 P15A P18 P18A P19 P20 P21 P22

261(1) 93(1) 16(3) 18(2) 246(4) 151 68(1) 113(2) 113(3) 113(5) 261(9) 114(2) 261(8) 163(3) 181 185(3)

TFERM.(h) 33 4 3 4 4 4 3 3 4 3 3 3 2 2 4 3
Al (g/L) 120 120 120 120 120 120 120 120 120 120 120 120 120 120 120 120
AF (g/L) 0,3 06 0,6 05 05 06 04 03 04 05 03 03 03 04 50,3463

ETOH (g/L) 59 58 54 57 60 55 54 56 59 56 56 55 61 60 30 33

REND
(g etanol/g sac) 0,49 0,490,450,48 0,50 0,460,45 0,47 0,49 0,47 0,47 0,46 0,51 0,50 0,25 0,28

EMT (%) 96 96 88 94 98 90 88 92 96 92 92 90 100 98 49 55

GLICEROL(gL) 59 7.8 7,4 68 65 8578 58 59 5 73 62 68 78 19 29

T. FERM (h) = tempo de fermentagd emhoras
Al (g/L) = aglcar inicial emgramas por litro

AF (g/L) = agucar final emgrames por litro
ETOH (g/L) = etanol emgrames por litro

REND (g.etanol/g.sac) = rendimento em gramade etanol por grama de sacarose
EMT = eficiéncia do maximo tedrico

* Os resultados representam a média aritiméticade 3 ensaios fermentativos consecutivos para
cadaisolado.
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4.7. Tipagem e Frequéndas dos Perfis (GTG)s das Leveduras da Dedilaria Japungu —
Safra 2001/2002

A safra 2001/2002 foi iniciada a partir de uma culturapura com perfil P18, que gpareceu
comfrequénciade 21,1% no mosto fermentado da Ultima coleadasafraanterior (Tabela ) .
No periodo de 134 dias da safra 2001/2002, o DNA de 150 colbnias isoladas do mosto
fermentado foi anmplificado pelo (GTG)s e agrupadas em tres perfis : P5, P6 e P18 (Figura
13). O perfil P5 esteve presente em duas das 15 coletas realizadas no periodo (13,3% de
aparecimento) com fregiiéncias de 10 e 20% respectivamente. O perfil P6 apareceu gpenas
uma vez goresentando freqiiéncia de 10%. A distribuicdo das freqléncies destes perfis,
ilustrada no grafico das Figuras 14 e 15 indica a predominancia do perfil P18 em todo
periodo de safra. Este fato se deve a praica de inje¢do de fermento no processo (Tabela 7),
gue nesta safra foi de 416.666 litros mensais, com o0 objetivo de menter a freqliéncia da
levedura de processo sempre alta, o que também depende diretamente das caracteristicas da
leveduraque estdsendo usada.
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Figura13. Eletroferograma dos perfis (GT G)s das
leveduras isoladas do mosto fermentado da
destilaria Japungu na safra 2001/2002, detectadas

napopulacdo apartir de 10% de fregliéncia
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Destilaria JAPUNGU - Safra 2001/2002
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Figura 14. Distribuicdo da populacd de leveduras isoladas do mosto fermentado da
destilaria Jgpungu em 15 coletas no periodo de safra 2001/2002, de acordo com os perfis
obtidos pela amplificagéo de regides de microssatélites (ISSR) como iniciador (GTG)s ,

detectadas apartir de 10% de freqliéncia
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Figura 15. Freguéncia de cada perfil (GTG)s das levedurss isoladas do mosto
fermentado emtodo periodo dasafra 2001/2002 na destilaria Japungu, detectadas a partir

de 10%de fregléncia
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4.8. Tipagem e Frequiéncias dos Perfis (GTG)s das Leveduras da Dedilaria Japungu —
Safra 2002/2003

A safra 2002/2003 foi iniciada a partir de culturas puras com perfil P18 isoladas no final
das safras 2000/2001 e 2001/2002. No periodo de 213 dias, 0 DNA de 80 coldnias isoladas
do mosto fermentado foi amplificado como (GT G)s e identificadas como perfis P1, P18, P24
e selvagens S1, S2, S3 e H4 (Figura 16). As freqiéncias desses perfis em cada coleta estéo
ilustradas na Figura 17 e foram detectadas a partir de 10% de freqiiéncia na populacéo.
Observa-se que a levedura de partida P18 apareceu dominando em seis das oito coletas do
periodo. Nestasafra foraminjetados no processo 187.500 litros mensais desta cultura (Tebela
7). Na 5* coleta, com 124 dias de safra, 40% das leveduras do processo goresentaram perfis
do tipo selvagens. Na coleta seguinte, com 153 dias de safra, a freqiéncia de leveduras
selvagens subiu para 80%, a freqliéncia das leveduras do tipo P18 caiu para 10%, e o perfil
P1 foi detectado com freqiiéncia de 10%. Problemas no processo advindos do elevado nivel
de leveduras selvagens na populacéo acarretou o descarte total do fermento e a troca por
outro indculo de leveduras do tipo P18 utilizadas no inicio da safra. Na coleta seguinte, com
186 dias, os perfis P18 e P1 gpareceram dominando com 40% de freqiiéncia cada um,
enquanto 20% da populacéo era composta por um perfil novo do tipo S. cerevisiae
catalogado como P24, que so apareceu nesta coleta. Na Ultima coleta dasafra, os perfis P18 e
P1 dominavam o processo com 70% e 30% de freqliéncias respectivamente (Figura 17). A
freqléncia média de cada perfil em todo periodo de safra esta representada na Figura 18.
Pela primeira vez foram detectadas leveduras selvagens emniveis que levaram a substituico
total do fermento por outro inbculo com a mesma levedurade processo.
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Figura 16. Hetroferograma dos perfis (GTG)s das leveduras isoladas do
mosto fermentado da destilaria Jgoungu na safra 2002/2003, detectadas na
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Destilaria JAPUNGU - Safra 2002/2003
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Figura 17. Distribuicdo da populacdd de leveduras isoladas do mosto fermentado da
destilaria Japungu em oito coletas no periodo de safra 2002/2003, de acordo com 0s
perfis obtidos pela anplificagéo de regides de microssaélites (ISSR) com o iniciador
(GT G)s, detectadas a partir de 10% de freqUéncia
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Figura 18. Freqiéncia de cada perfil (GTG)s

das leveduras isoladas do mosto

fermentado em todo periodo da safra 2002/2003 na destilaria Japungu, detectadas a

partir de 10% de fregliéncia.
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4.9. Tipagem e Freguéncias dos Perfis (GTG)s das Leveduras da Dedilaria Miriri — Safra
2002/2003

A safra foi inciada a partir de cultura pura com perfil P18 adquirida da Destilaria
Japungu. No periodo de 152 dias dasafra 2002/2003, 110 colénias foram isoladas do mosto
fermentado eamplificadas como (GTG)s e identificadas como perfis P1, P1A, P4, P6, P18 e
leveduras selvagens com perfis do tipo S1, S3 e S5 (Figura 19). As freqiiéncias destes perfis
estdo ilustradas na Figura 21. Os perfis P18 e P1 estiveram presentes em todas as coleas. A
levedura de partida P18 apresentou na 12 coletaapenas 10% de freqiiéncia, mas dominou em
cinco das 11 coleas do periodo (45,5% de dominancia) aé 104 dias de safra. O perfil P1
dominou as tres ultimas ooleas, indicando ser uma levedura com caracteristices naurais de
persisténcia e dominancia, goesar da injecd de 600.000 litros mensais da levedura de
processo P18 (Figura 7). A fregliéncia média de cada perfil na safra esta ilustrada na Figura
22. Os representantes dos perfis detectados foram submetidos a amplificagdo com os
iniciadores da regido ITS para confirmacéo dos perfis do tipo S. cerevidae e do tipo
selvagem (S) juntamente com a linhagem de referéncia S. cerevisiae IA-1238 (Figura 20).
Os perfis P1, P1A, P4, P6, P18, do tipo S. cerevisiae goresentaram bandas alinhadas com a
bandade 880 pb da linhagem de referéncia. Os perfis S1 e S3 goresentaram bandas de 520 pb
e perfis polimorficos para algumes bandas com relacd a0 (GTG)s 0 que pode indicar
discriminacéo de linhagens, enquanto o perfil S5 apresentou banda de 650 pb indicando se
tratar de outra espécie ( Figura 20).

4.10. Tipagem e Frequéndas dos Perfis (GTG)s das Leveduras da Destilaria Giasa — Safra
2002/2003

A safra foi iniciada a partir da linhagem comercial PE-2 que possui perfil (GT G)s P1A,
adquirida da Lallemand Co., na forma de fermento seco. No periodo de 121 dias da safra
2002/2003 foramreali zadas nove coletas quinzenais, das quais 90 colbnias isoladas do mosto
fermentado foram amplificadas com o iniciador (GTG)s e identificadas como perfis P1, P1A,
P4, P5, P6, P15 P15A, P18, e perfil selvagem do tipo S3 (Figura 23). A Figura 25 mostra
frequéncias dos perfis em cada coleta. Observase que a levedura de partida PE-2 esteve
presente em seis das nove coletas (66,6%), dominando com 100% de freqiiéncia @€o 16° dia
de safra, mes ndo ultrgpassando  30% a partir da 3 coleta. Os perfis P18 e P15A sO
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apareceram uma vez cada um, com 61 e A4 dias de safra, respectivamente. O perfil P6
também esteve presente com 66,6% de freqliéncia de gparecimento dominando as tres
Ultimas coletas. Os perfis P5 e P1 estiveram sempre presentes apartir da 32 colea, entretanto,
SO dominaram emuma coleta ao longo do periodo de safra. O perfil P15 apareceu em quatro
coleas e o perfil P4 em cinco coletas, ambos néo ultrgpassando 20% de fregliéncia entre os
perfis das coletas emque estiveram presentes. A Figura 26 ilustra a frequiéncia de cada perfil
em todo periodo de safra. Todos os perfis do tipo S. cerevisiae goresentaram bandas de
880pb na mesma posicéo da linhagem de referéncia S. cerevisae |1A-1238 gpds amplificacéo
da regido ITSdo rDNA, e banda de 520pb para a levedura selvagem com perfil do tipo S3
(Figura 24).
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Figura 19. Hetroferograma dos perfis (GTG)s das leveduras isoladas do
mosto fermentado da destilaria Miriri na safra 2002/2003, detectadas na
populagéo apartir de 10% de fregUéncia
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Figura 20. Amplificagcd da regiéo ITS do rDNA das leveduras representantes dos
perfis (GTG)s, isoladas do mosto fermentado da destilaria Miriri nasafra 2002/2003
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Destilaria MIRIRI - Safra 2002/2003
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Figura2l. Distribui¢céo da populagéo de leveduras isoladas do mosto fermentado da
destilaria Miriri, em 11 coletas no periodo de safra 2002/2003, de acordo com os
perfis obtidos pela amplificacdo de regides de microssaélites (ISSR) com o iniciador

(GT G)s, detectadas apartir de 10% de fregiéncia
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Figura 22. Freguénciade cadaperfil (GTG)s das leveduras isoladas do mosto fermentado
em todo periodo da safra 2002/2003 na destilaria Miriri, detectadas a partir de 10% de

frequiéncia
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Figura 23. Hetroferograma dos perfis (GTG)s das leveduras isoladas do mosto
fermentado da destilaria Giasa na safra 2002/2003, detectadas na populacéo a

partir de 10% de fregliéncia
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Figura 24. Anplificacéo da regiéo ITS do rDNA das leveduras representantes

dos perfis (GTG)s, isoladas do mosto fermentado da destilaria Giasa na safra
2002/2003
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Destilaria GIASA - Safra 2002/2003
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Figura 25. Distribuicdo da populagdo de leveduras isoladas do mosto fermentado da
destilaria Giasa em nove coletas no periodo de safra 2002/2003, de acordo com os perfis
obtidos pela amplificag&o de regides de microssatélites (ISSR) com o iniciador (GTGQ)s,
detectadas apartir de 10% de fregliéncia
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Figura 26. Fregléncia de cada perfil (GTG)s, das leveduras isoladas do mosto
fermentado, em todo periodo da safra 2002/2003 na destilaria Gasa, detectadas a partir

de 10%de fregléncia
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4.11. Tipagem e Freguéncia dos Perfis (GTG)s das Leveduras da Dedilaria JB — Safra
2002/2003

A safra foi iniciada a partir da linhagem de panificagd Fleischmann na forma de
fermento seco adquirida diretamente do produtor. No periodo de 216 dias dasafra 2002/2003
realizou-se 16 coldas de mosto fermentado, das quais 160 coldnias foram isoladss,
amplificadas com o iniciador (GTG)s e identificadas como perfis P1, P1A, P4, PS5, P6, P15,
P18, P18A, S1, S3, 4, S6, S7 e S8 (Figura 27). As fregliéncias dos perfis em cada coleta
encontram-se na Figura 29. A partir do 13° dia de fermentagéo, a levedura de partida
Fleischmann de perfil P6 foi gradativamente substituida por leveduras selvagens com perfis
(GTG)s dos tipos S1, S3 e S7, até 60 dias do inicio dasafra, 0 que levou a 12 injegéo de
30.000 litros de fermento PE-2 obtido de outra destilaria. Como pode ser observado na
Figura 29, as leveduras selvagens que dominaram nas cooletas dois, tres e quatro,
regpareceram na 62 colga e dominaram aé o 105° dia, quando foi realizado o primeiro
descarte total do fermento e preparado outro in6culo com a levedura Fleischmann.
Decorridos 25 dias da 12 troca de fermento, as leveduras selvagens ja dividiam a
predominancia com os perfis P6 e P18 com 30% de freqliéncia, tendo sido neste momento
realizada a 22 troca de fermento, dravés do indculo de 90.000 litros de fermento
Fleischmann de perfil tipo P6, que juntamente com o perfil P18 dominaram a partir da 112
colga (Figura 29). Dos nove tipos de perfis encontrades, quatro goareceram gpenas umavez
em todo periodo, com frequiéncias variando de 10% a 20%. Os perfis do tipo selvagem
estiveram presentes em nove das 16 coletas realizadas, com freqiiéncia de goarecimento de
56,3%, e dominando em cinco das 16 coletas (31,3%). A Figura 30 ilustra a freqiéncia de
cadaperfil emtodo periodo de safra.

Os perfis do tipo S. cerevisiae tiveram abanda de 880pb confirmada pela amplificagéo
daregido ITSdo rDNA, e as leveduras selvagens apresentaram cinco padrdes distintos parao
(GT Q)5 , mas goresentando 0 mesmo fragmento ITS de 520 pb paraocs perfis S1, S3, 4, S6
e S7, e de 650 pb parao perfil S8 (Figura 28).
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Figura 27. Hetroferograma dos perfis (GTGQ)s das leveduras isoladas do mosto
fermentado da destilaria JB na safra 2002/2003, detectadas na populagéo a partir de 10%
de freqiéncia
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Figura 28. Anplificagddo da regido ITS do rDNA das levedures

representantes dos perfis (GT Q)5 isoladas do mosto fermentado da
destilaria JB nasafra 2002/2003
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Destilaria JB - Safra 2002-2003
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Figura 29. Distribuicgo da populacdo de leveduras isoladas do mosto fermentado da
destilaria JB em 16 coletas no periodo da safra 2002/2003, de acordo com os perfis
obtidos pela anplificacdo de regides de microssatélites (ISSR) com o iniciador

(GT G)s, detectadas apartir de 10% de fregUéncia
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Figura 30. Freqiéncia de cada perfil (GTG)s das leveduras isoladas do mosto
fermentado em todo periodo da safra 2002/2003 na destilaria JB, detectadas a partir

de 10%de fregléncia
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4.12. Comparacdo Entre as Dedtilarias com Rd agdo a Alguns Dadosdo Procesn

A Tabela 7 ilustraa comparacéo de alguns dados do processo obtidos dos boletins de
safra entre as destilarias estudadas. Foram acompanhadas tres safras seguidas na destilaria
Japungu e uma safra nas destilarias Miriri, Giasa e JB correspondente a0 periodo de safra
2002/2003. Observando-se o teor alocodlico das quatro destilarias na safra 2002/2003,
verificase que Gasa gpresentou valor de 7% e JB 19,5% menores em relagéo as destilarias
Miriri e Japungu, que gpresentaram o mesmo teor alcodlico de 6,9%. O rendimento em litros
por tonelada de cana (L/TC) na tltima safrafoi muito proximo entre as destilarias Jgpungu e
Miriri, comdiferencade 1,4 L/TC amais para Jgpungu. Por outro lado, as destilarias Gasae
JB apresentaram diferencas de rendimento bastante expressiva de menos 7,9% e 13,1 %
respectivamente, quando comparado agquele da destilaria Jgpungu na mesma safra. Para uma
producéo diaria de 500 mil litros, isto significa 39,5 mil litros a menos para Giasa e 65,5 mil
litros para JB. Os valores de injecéo de fermento da Tabela 7 mostram que as destilarias
Gasa e JB utilizaram os menores volumes da levedura inbculo no procedimento de injetar
fermento no processo. Por outro lado, foram agquelas que mais empregaram antibidticos para
controle de infecgZo bacteriana no periodo. Com relacdo a origem da cana moida, apenas a
destilaria Miriri apresentou 100% de cana de fomecedor, enquanto a participacdo de cana de
fornecedor nas outras destilarias variou de 36,9% para a destilaria JB a 45,5% para a
destilaria Japungu, nasafra 2002/2003.
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Tabela 7. Valores médios de alguns parametros acompanhados nos processos das destilarias

ART ACM TALC. AMF V.CEL REND. LFERM T.FERM ANTIB. ASULF. C.FORN P.PLUV.

DESTIL._SAFRA (%) (g/L) (%) (g (%) (UTC) (U (X) (kg) (kg) (%) (mm)
e
JAPUNGU 2000/01 10,78 0,73 661 272 709 823 388888 0 15,4 33.654 582 1321

JAPUNGU 2001/02 11,26 0,72 6,89 2,61 796 875 416.666 0 21,2 25130 ST 428

JAPUNGU 2002/03 11,16 0,72 6,91 2,65 795 83,6 187.500 1 20,4 27.600 455 102,9
MIRIRI 200203 10,11 0,84 6,90 2,52 846 82,2 600.000 1 18,70 3.0 100,00 69,30
GIASA 200203 144 0,69 6,42 2,14 90,9 77 26.600 1 36,5 22.610 49,6 34,3

JB 2002/03 10,69 1,56 5,56 2,55 78,6 70,5 16.125 2 46,1 39.800 36,9 80,8

estudadas no periodo de 2000 a 2003

DESTIL. = dedtilaria ART (%) = agUcaresredutorestotais

ACM (g/L) = acidez do caldo miso em gramallitro

T. ALC (%) =teor alcodlico AMF (g/L) = acidez do mosto fermentado em grama/litro

V. CEL (%) = viabilidade cel ular REND (L/T C) = rendimento em litro/tonelada de cana

I. FERM (L) =injecdo de fermento em litro T. FERM (L). =trocade fermento

ANTIB (kg)_ = antibidtico A. SULF = &cido sulfurico

C.FORN (%) = canade fornecedor P. PLUV (mm) = precipitag& pluviométricaem mm

# Estes dados foram obtidos dos boletins de processo das destilarias acompanhades.
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5. DISCUSSAO

5.1 —Caracterizagcdo Morfologica das Col 6nias

A determinacdo das caradteristices macroscdpicas das colonias com relacdo ao
diametro, cor, superficie, bordo e textura € uma praticanecessariana identificacdo classicade
microrganismos, e teve um papel importante na definicdo dos morfotipos como um recurso
auxiliar na selecdo prelimnar das leveduras presentes em amostras de mosto fermentado
colgadas nas tres safras consecutivas na destilaria Jgpungu e na safra 2002/2003 nas
destilarias Miriri, Gasa e JB.

O emprego do meio Wallerstein Laboraory Nutrient Medium (Green & Gray,1950)
foi adotado por apresentar em sua composicao 0 corante verde de bromocresol, que pode ser
ou ndo absorvido pelas células, resultando em colénias com varias tonalidades de verde em
funcéo da afinidade da célula pelo corante. A coloracdo, juntamente com as outras
caracteristicas macroscopicas, permitiu selecionar 23 morfotipos em amostras de mosto
fermentado e mosto de alimentaco provenientes das coletas da 12 safra da destilaria Jgpungu
(Figura 2). A definicéo destes morfotipos foi mais importante na primeira fase do trabalho,
durante o isolamento das leveduras na safra 2000/2001, quando foi necessario verificar a
freqiénciade cada mortipo na populagéo antes de se fazer uma amostragem para isolamento,
purificac@ e tipagem genética das leveduras presentes nas placas. Nas safras seguintes este
procedimento tomou-se secundario, uma vez que todas as coldnias das placas foram
colgadas para tipagem genética, indiferentemente das caracteristicas macroscopicas. A
Figura 2A ilustra 12 morfotipos isolados de mosto fermentado e identificados como perfis do
tipo Saccharomyces cerevisae, enquanto a Figura 2B ilustra 11 morfotipos isolados do
mosto fermentado, mas que ndo gpresentaram perfistipicos da espécie S.cerevidae. Green &
Gray (1950) demonstraram que a adicdo de 2,0ng/ml de actidione (ciclohexamida) ao meio
WLN foi suficiente parainibir alevedura de processo Saccharomyces cerevisae, permitindo
0 crescimento de outros microrganismos néo afetados por esta concentragcéo. Desde entéo, o
WLN tem sido bestante utilizado como meio de rotina no controle de qualidade
microbiolOogicaem cervejarias e destilarias de alcool combustivel.

Silva Filho (1993) utilizou o meio WLN adicionado dos antibidticos ampicilina e &ido
nalidixico na concentracd final de 50 mg/ml para quantificar leveduras totais, e WLN com
actidione na concentracdo final de 5ny/ml para quantificar leveduras selvagens resistentes a

esta concentragdo em amostras de mosto fermentado, mosto de alimentacdo e fermento
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tratado provenientes de uma unidade produtora de &lcool combustivel no Estado de
Pernambuco. Os resultados mostraram que 0 meio foi adequado para a quantificacdo de
leveduras, especialmente comrelacéo ao monitoramento de leveduras selvagens no processo.
Oliveira e Silva (1994) também utilizaram 0 meio WLN com antibidticos e actidione nas
mesmes condi¢Oes descritas por Silva Filho (1993) para contagem de leveduras totais e para
detectar leveduras selvagens resistentes a 5ng/mL de actidione. Os autores analisaram
amostras de mosto de alimentagdo, mosto fermentado, fermento tratado, vinho delevurado e
espuma de vinho, emvérias unidades industriais produtoras de alcool combustivel no Estado
de S0 Paulo, com o objetivo de caracterizar, quantificar e identificar leveduras
contaminantes de processo industriais para producdo de alcool combustivel. Os resultados
mostraram que 0 emprego do meio WLN ndo so permitiu a quantificacdo de leveduras totais,
como tanmbém a identificacéo de tres biotipos caracteristicos: 0 biotipo 1 representado por
colbnias lisas, conicas e com bordo ciraular, tipico da levedura de processo; o biotipo 2
representado por coldnias de superficie aspera (rugosa), bordos irregulares e crescimento
rapido, formedas por cadeias multicelulares ramificadas; e biotipo 3 representado por
colénias normalmente menores que as outras, e sO detectaveis a partir de 72 horas de
incubacdo. Estes resultados esté de acordo com aqueles encontrados neste trabalho, como
pode ser observado na Figura 2A, similares aos biotipos 1 e 2 e Figura 2B, similares a0
biotipo 3. As leveduras selvagens detectadas nas destilarias estudadas realmente sO
apareceramno meio WLN go6s 72 horas de incubacdo, como verificado por Oliveirae Silva
(1994). O meio WLN adicionado de antibidticos e actidione tem sido empregado com
freqiéncia em nmuitas destilarias produtoras de &cool combustivel no nordeste para
monitorar leveduras selvagens resistentes aeste antifungico.

5.2. Anplificacdo do DNA deL eveduras de Colegdo

O DNA de leveduras de 11 espécies pertencentes a nove géneros foram anmplificados
como iniciador (GT G)s e apresentaram perfis distintos para cadauma das espéecies indicando
0 poder de discriminacéo interespecifica do iniciador (Figura 3). O mesmo procedimento
realizado para oito espécies do género Saccharomyces deronstrou que o (GT G)s também
tem capacidade para distinguir espécies dentro de um conjunto geneticamente mais
relacionado, como observado na Figura 4. Baleiras Couto et al.(1996b) realizaram
acompanhamento de leveduras presentes na cadeia produtiva da indistria de maioneses e
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saladas durante 14 meses, e isolaram 127 leveduras preliminarmente identificadas pelo “kit”
API ID 32 como espécies pertencentes aos géneros Zygosaccharomyces, Candida, Pichia e
Cryptococcus. Gs iniciadores testados (GAC)s e (GT Q)5 geraram 21 e 28 perfis distintos
respectivamente, para as especies identificadas pelo “kit” API. O (GTG); foi ainda cgpaz de
discriminar seis isolados que néo puderam ser identificados pelo sistema API. Destes, tres
foram linhagens de Z. bailii, enquanto os outros tres isolados goresentaram perfis totalmente
distintos do resto das espécies encontradas, sugerindo a presenca de tres outras espécies que
né&o estavam presentes no banco de dados do sistema API. Os autores concluiram que o
(GT G)s apresentou alto nivel de discriminagdo interespecifico e intraespecifico, confirmando
0s resultados de Baleiras Couto et al.(1996a) obtidos com 15 linhagens de S. cerevisiae
isoladas de vinho e cerveja. Neste Ultimo trabalho, os autores utilizaram tres iniciadores de
RAPD (24, 28 e OPA 11), restricdo do fragmento ITS com as enzimas Tagl e Msel e os
microssatélites (GAC)s e (GT G§)s, confirmando mais uma vez a superioridade deste Gltimo
marcador nadiscriminaco intraespecifica.

Linhagens de S. cerevidae industriais e de cole;éo juntamente com outras especies de
Saccharomyces e a espécie Candida diversa, foram anplificadas pelo (GTG)s para
confirmagd da sua capacidade de discriminacdo intraespecifica (Figura 5A e 5B). Das 15
linhagens testadas, 11 (73,3%) foramdiscriminadas pela goresentacdo de padrdes distintos, e
a6 espécies Saccharonyces diastaticus, S. oleaginosus e S. oleaceus goresentaram padrdes
tipicos de S. cerevisiae, indicando tratar-se da mesma espécie, como observado por Barnett e
al. (1990). A linhagem IA-1194 ndo € uma levedura S. cerevisiae, uma vez que goresentou
perfil com padréo de bandas totalmente distinto daquele encontrado para estaespécie.

Baleiras Couto e al. (1996a) conseguiram discriminar 13 de 15 linhagens de S.
cerevisiae provenientes de vinho e cerveja, combinando os padrfes obtidos com iniciadores
de RAPD e (GTGQ)s, 0 que equivale a 86,6% do total de linhagens estudadas. Por outro lado,
com o (GTG)s os adttores conseguiram discrimnar goenas seis isolados dentre os 15
analisados, o0 que corresponde a 40%. Entretanto, os perfis obtidos por Baleiras Couto
al.(1996a, 1996b) ndo puderam ser repetidos neste trabalho, quando realizados nas mesmas
condicdes de andlise. A dificuldade de reproducéo dos perfis também aconteceu com relacéo
aos resultados de Lieckfeldt et al. (1993), quando utilizou o (GTG)s para analisar
polimorfismo em 23 linhagens de S. cerevisiae isoladas da indUstria devinho, cerveja, pdo e
alcool. Estas observactes fizeram com que, no presente trabalho, a reacéo de amplificacéo
fosse otimzada principalmente pela adicd de soroabumina bovina (BSA) e pela
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padronizacdo da concentracd de DNA em 50ng/nmL para reagdes de 25ni, resultando em
perfis com padrfes debandas mais ricos e definidos.

A amplificagdo de seqiiéncias com iniciadores simples, tanto para microssatélites como
para agquelas distribuidas aleaoriamente no genoma (RAPD), necessitam de reagdes muito
bem atimi zadas, principalmente comrelagdo a combinacéo das concentragdes iniciador/ DNA
molde, megnésio e tenperaura de anelamento. Estes faores apresentam consideravel
influéncia na qualidade do padrdo de bandas. A ndo padronizacdo desses parametros pode
resultar em anplificagcd de bandas inespecificas, em funcdo de anelamentos imprecisos
durante os primeiros ciclos da amplificagéo. Essas ligagdes inespecificas entre iniciador e 0
DNA molde tendem a desgparecer aé certo ponto com o aumento da temperaura de
anelamento e pela adicdo de formamida ou espermidina para aumentar a especificidade da
amplificacdo (WEISINGet al ., 1995).

5.3. Tipagem e Frequéndas dos Perfis (GTG)s das Leveduras da Dedilaria Japungu —
Safra 2000/2001

Em raz&o da vantagem sobre outros iniciadores de microssatélites e de RAPD, pela sua
maior especificidade e poder de discriminagéo intraespecifica relatada na literaura e
confirmada em testes preliminares, o (GTG)s foi o iniciador escolhido para anmplificar as
regifes de microssatélites do DNA das leveduras isoladas do mosto fermentado durante o
estudo de populagbes nadestilaria Japungu, nos periodos de safra de 2000/2001, 2001/2002 e
2002/2003, e nas destilarias Miriri, Giasa e JB no periodo de safra 2002/2003. As tres
primeiras destilarias estdo localizadas no Estado da Paraiba e a ultima no Estado de
Pernambuco com produgdes emtomo de 500 mil litros por dia. O procedimento inicialmente
adotado com relacdo ao plagueamento foi o de utilizar diluigbes que resultassem em placas
com gproximadamente 100 col6nias. A caracterizagéo prévia da morfologia das colonias foi
necessaria para a definicdo dos morfotipos, e para deerminacgo de sua fregiéncia na
populagdo. Inicialmente houve a necessidade de saber se morfotipos idénticos apresentavam
o mesmo perfil genéico, ou se poderiam apresentar perfis diferentes, ou no caso inverso, se
morfotipos diferentes poderiam apresentar 0 mesmo perfil genéico. Apos as andlises das
tipagens, verificou-se que a definicéo de morfotipos na maioria dos casos, levou facilmentea
uma discriminacdo interespecifica favorecida pelo corante presente no meio WLN,
confirmada pelos diferentes perfis (GTG)s obtidos para cada morfotipo. Entretanto,
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caracteristicas sutis observadas entre coldnias, nem sempre gjudaram na discriminagdo entre
linhagens, como pbde ser constatado pela diferenca entre as fregquiéncias dos morfotipos (néo
apresentadas) e dos seus respectivos perfis (GTG)s. Outra caracteristica desse procedimento
foi o elevado numero de isolados, em razdo da amostragem de varios representantes de
determinado morfotipo, quando este gpareceu com freqiéncia alta em determinado
plagueamento, além do fao de que as colbnias de cada coleta foram amostradas de forma
independente da anterior, mesmo que os morfotipos ja tivessem sido determinados. Desta
forma, ao final da safra 2000/2001, 213 colbnias foram isoladas, purificadas, tipadas e
agrupadas em 16 perfis distintos pelo (GTG)s, a partir das quais as bandas de 650, 980, 1020,
1080, 1120, 1350, 1450, 1500, 2200 e 3100 pb foram identificadas como o conjunto de
bandas monomorficas que caracteriza o perfil tipico da espécie S. cerevisiae (Figura 6).

A similaridade entre estes perfis, aravés do método de agrupamento UPGMA tilizando
o coeficiente de Jacard foi de 78% para 13 dos 16 perfis encontrados (Figura 7). Torriani &
al. (1999) estudaram a relacédo genéica de 20 isolados de vinho com espécies de
Saccharomyces do snsu stricto, e encontraram 13 isolados identificados como S. cerevisiae
reunidos em dois grupos com 72% e 77/% de similaridade pelo mé&odo de agrupamento
UPGMA aravés datipagemcomos iniciadores (GTG)s, M13 e 1283.

A Figura 8 ilustra os perfis obtidos com o iniciador (GACA), paracs representantes
dos 16 perfis (GTG)s, Como pode ser observado, a amplificacdo gerou bom namero de
bandas, mas com nivel de polimorfismo inferior, discriminando gpenas sete dos 16 perfis
(43,7%) identificados pelo (GTG)s. O agrupamento desses perfis pelo método UPGMA
utilizando o coeficiente de Jacard indicou elevada similaridade entre eles, revelando menor
poder de discriminacdo ao nivel intraespecifico (Figura 9).

Meyer e Mitchell (1995) analisaram o polimorfismo de DNA em 27 isolados clinicos
de Cryptococcus neoformans atraves de ISSR incluindo microssatélites di, tri e
tetranucleotideos, e também constaaram a superioridade do (GTG)s com relagdo ao
(GACA), nadiscriminagéo intraespecifica, ja observadanos resultados de Lieckfeldt e al.
(1993). Estes autores demonstraram ainda, por meio de subcultivos semenais e re-
amplificacbes mensais por um periodo superior a dois ancs, que os padrdes obtidos sfo
estaveis in vitro desde que se mantenham constantes todas as condigdes inicialmente
padronizadas, inclusive a marcada DNA polimerase e o termociclador.

Os representantes dos 16 perfis (GTG)s foram aindasubmetidos a amplificacd com os
iniciadores ITS4 e I TS5 para confirmacéo do tamanho daregido ITS do rDNA . Com excecéo
do isolado 181, representante do perfil P21, todos goresentaram bandas de 880pb tipica da



Caracteri zagZ0 genédtica de populagdes de | eveduras em destilai as... SILVA FILHO, EA 88

espécie S. cerevigae (Figura 10A). A amplificagcédo do DNA de leveduras S. cerevisae de
colecdes como (GTG)s gerou um padréo minimo de bandas caracterizando um perfil tipico
para esta espécie. Este perfil tipico juntamente com a informacéo da banda de 880pb obtida
da amplificacdo da regiéo ITS permitiu identificar 15 isolados dos 16 representantes dos
perfis como pertencentes a espécie S. cerevisae, com excegao do isolado 181 de perfil P21,
indicando tratar-se de outra espécie. Valente e al. (1996) anplificaram a regido ITS de
variss especies de Saccharomyces inclusive as do senau stricio e encontraram para S.
cerevisiae um fragmento com 860pb, enquanto Guillamon et al . (1998) e Granchi & al.
(1999) trabalhando com leveduras isoladas de vinho registraram fragmentos de 880pb para a
regido ITS. A diferenca com relagd ao tamanho do fragmento decorre da estimativa
aproxi mada baseada no marcador de peso molecular utilizado. Em todos os casos, os valores
foram sempre comparados com os fragmentos amplificados de uma levedura S. cerevisae de
referéncia.

As fregliéncias dos perfis (GT Q)5 representando as populagbes de leveduras isoladas
nestasafra est?o ilustradas na Figura 11. Como jadiscutido anteriormente, o grande nimero
de perfis detectados foi em parte resultado do procedimento de amostragem adotado,
evidenciando uma grande diversidade de perfis do tipo S. cerevisae, mes com baixas
freqUéncias de gparecimento nas coletas e no periodo. Apenas os perfis P1 e P4 estiveram
presentes em 14 das 15 coletas realizadas, com 93,3% de gparecimento, seguidos dos perfis
P1A e P6, presentes em 9 das 15 coletas, com 60% de aparecimento. Com relagéo a
dominancia desses perfis por coleta, o perfil P1foi o mais frequente, dominando emnovedas
15 coletas.

A levedura S. cerevidae I1A-1238 utilizada como fermento de partida, so foi detectada
nal2e 142 coletas com 100% e 6,3% de frequiéncia respectivamente, sendo substituidapelas
leveduras natives em 13 das 15 coletas do periodo. Apesar das injeces de 388 mil litros
mensais (Tabela 7), o fermento IA-1238 n&o gpresentou nenhuma capacidade de se instalar
no processo, ap ocontrario da levedura naiva de perfil P1, que registrou as melhores
freqUéncias de gparecimento edominéncia (Figura 11), carecteristicas competitivas altamente
desgjaveis na fermentagdo. Juntamente com o bom desempenho fermentaivo e boa
velocidade de fermentacdo (Tabela 6), esta linhagem pode tomar-se uma excelente candidata
paraser utilizada como indaulo.

Com excecéo dos representantes dos perfis P21 e P22, todas as leveduras apresentaram
bom desempenho fermentativo em laboratorio, comtempos de fermentagc&o de duas a quaro
horas. Entretanto, nenhuma gpresentou cgpacidade de permanecer no Processo, COMo
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observado para a representante do perfil P1. Esta cgpacidade compeiitiva deve estar ligada a
caracteristicas como resisténcia a temperaura e teor alcodlico mais elevados, maior
velocidade de consumo de substrato, faor “killer”, entre outros, que devem ser investigados
para selecionar leveduras candidatas a linhagens industriais, inclusive para recepcéo de
genes heterdlogos.

Stroppa et al. (2000) realizaram trabalhos de acompanhamento de populagdes de
leveduras em duas destilarias do Estado de S2o Paulo: uma delas utilizou como indculo uma
levedura isolada do proprio processo, enquanto a outra utilizou fermento de panificacéo
prensado. Os autores adotaram a cgpacidade fermentativa como sistema de classificagéo
designado por Andrietta e al. (1999), que separa as leveduras de acordo com a associagéo de
parametros de producio especifica e caracteristicas cinéticas gpos a defini¢éo de morfotipos
de amostras crescidas em meio WLN com antibi6ticos, em concentragio superior a 10°
UFC/mL. Verifica-se que os autores também utilizaram as caracteristicas morfolégicas
proporcionadas pelo meio diferencial WLN, mas neste caso determinaram as fregliéncias dos
morfotipos a0 longo do periodo de safra, baseando-se nos morfotipos das coletas anteriores e
néo de forma independente em cada coleta. Isto significa, por exemplo, que os morfotipos
caracterizados na coleta 1 foram utilizados como referéncia nas coleas seguintes, o que
implica na discriminagéd morfoldgica de diferentes espécies, mes, também de linhagens de
S.cerevisae. Este critério pode trazer resultados equivocados com relacéo as frequiéncias dos
morfotipas, principalmente com relagcéo a discriminacdo de linhagens, uma vez que a
tipagem de coléniss com morfologias diferentes pode agoresentar o mesmo  perfil
eletroforéico, e que coléniss com morfologias semelhantes podem apresentar perfis
eletrofordicos distintos, como  constaado neste trabalho com o uso do microssatélite
(GTQ)s. Mesmo assim, os resultados demonstraram maior estabilidade microbiologica na
destilaria que utilizou indculo isolado do proprio processo, onde as leveduras isoladas foram
reunides em um mesmo grupo ocom relacd ao critério cagpacidade fermentativa,
diferentemente daguela que utilizou fermento prensado, onde houve grande oscilagéo nos
grupos dominantes ao longo dasafra.

5.4. Tipagem e Freqléndas dos Perfis (GTG)s das Leveduras da Dedilaria Japungu —
Safra 2001/2002

O processo fermentativo da safra 2001/2002 foi iniciado com uma levedura de perfil
(GT Q)5 caracterizado como P18 e denominado JP1-P18, por ter sido a primeira levedura
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isolada na destilaria Japungu a ser utilizada como linhagem inéculo na safra seguinte. Este
isolado esteve presente em oito das 15 coletas da safra 2000/2001 com 53,3% de
aparecimento, e goenas na ultima coleta gpresentou frequiéncia superior a 20% (Figura 11).
Esta levedura foi selecionada do ultimo plagueamento daguela safra baseendo-se gpenas no
critério morfologico das coldnias predominantes, o que devido a grande semelhanca dos
morfotipos entre linhagens, implicou na selegéo da linhagem de perfil P18 no lugar da
linhagem de perfil P1 que dominou 53,3% das coletas e naquele momento gpresentava 47,3%
de fregléncia (Tabela 5). Mesmo assim, a levedura de perfil P18 utilizada como inéculo
(isolada da safra anterior no laboratorio da destilaria, equivocadamente conp predominante
no lugar da levedura de perfil P1) apresentou excelente cgpecidade para se instalar no
processo, com dominancia emtodas as coletas, e 97,4% de frequéncia no periodo de safra
(Figuras 14 e 15). Estes resultados estéo de acordo com os divulgados por Andrietta e al.
(1995), que ndo recomendam a utilzacdo de linhagens que néo foram isoladas do proprio
processo, mesmo que esta gpresente potencial fermentativo excelente. Isto porque existe a
tendéncia de que a linhagem introduzida seja substituida pela linhagem nativa adgptada ao
processo. Qutra carecteristica relevante desta safra foi a inje¢éo de de 416,6 mil litros
mensais de fermento de partida com perfil do tipo P18 (Tabela 7). Apesar de ser goenas
6,7% superior, equivalente a 27,9 mil litros de fermento mensais comrelag@ asafra anterior,
a diferenca esta na injecd de uma linhagem selecionada do proprio processo com
caracteristicas de predominancia, ao contrario da linhagem [A-1238 de perfil P18A
introduzida na safra anterior que néo se goresentou competitiva, gparecendo goenas na 12 e
142 coletas, sendo portanto suplantada pelas linhagens nativas de S. cerevisae (Figura 11).

Outras duas linhagens com perfis genéicos (GTG)s do tipo P5 e P6 também foram
detectados a partir de 10% de freqiiéncia, entretanto, ndo se goresentaram competitivas com
relacéo a linhagemindculo de perfil P18. A Tabela 7 mostra também que o rendimento de
87,5 litros de alcool por tonelada de cana foi 6,1% maior que o da safra anterior, 0 que
representa 5,3 litros por tonelada, equivalente a 2,7 milhdes de litros de alcool a mais numa
safra de 510,9 mil toneladas de cana.

5.5. Tipagem e Freqléndas dos Perfis (GTG)s das Leveduras da Dedilaria Japungu —
Safra 2002/2003

A safra 2002/2003 também foi iniciada com a linhagem de perfil P18 em razio do seu
bom desempenho na safra anterior. Entretanto, apesar de dominar em seis das oito coletas
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(75%), leveduras selvagens de perfil (GTG)s distinto dos perfis encontrados para S.
cerevisiae se instalaram no processo a partir da 5 coleta com 124 dias de safra, gparecendo
com 80% de fregliéncia na 62 coleta com 153 dias, provocando a substituicdo do fermento
devido a0 baixo desempenho fermentaivo. A injecéo de 187,5 mil litros mensais de fermento
foi menos do que a metade do volume utilizado na safra anterior, como pode ser observado
na Tabela 7, contribuindo de forma decisiva para queda do rendimento de 3,9%, apesar dese
apresentarem as mesmes médias anuais de ART eteor alcodlico.

As leveduras selvagens com baixa capacidade de fermentacéo estdo sempre presentes
no processo fermentaivo em concentragbes que néo trazem problemes de operacéo e
conseqlientemente de rendimento. Dentre estas, podemos destacar espécies dos géneros
Candida, Torulopds, Pichia, Trichogporon, Hansennula, Brettanomyces, |ssatchenkia,
Rhodotorula, Schizosaccharomyces, Kloedkera, Cryptococcus e Dekkera (OLIVEIRA, 1994;
CABRINI & GALLO 1999; CECCATO-ANTONINI & SILVA 2000; ALENCAR, 2001). A
instalagéo dessas leveduras no processo se faz de forma progressiva, quando a populacéo da
levedura de processo cai por ndo goresentar cgpecidade de competir, ou por motivos
operacionais como por exemplo: perdas excessivas de fermento pela centrifuga em razéo de
desgastes e regulagem dos bicos, traamento acido frequentes com valores de pH nmuito
baixos por longo periodo para controle de bactérias, e principalmente, pela ndo manutencéo
de injegdes constantes da levedura inbaulo isolada do proprio processo, levando a troca de
fermento como aconteceu nestasafra.

Apés a troca de fermento o perfil P18 voltou a dominar nas duas Ultimas coletas,
porque se trata de uma levedura ja adgptada ao processo. A levedura de perfil P1 observada
na safra 2000/2001 com elevada freqiiéncia de aparecimento, foi detectada nas ultimas tres
coldas, e a levedura de perfil P24 catalogado pela primeira vez apresentou 20% de
frequiéncia com 186 dias de safra. O fato de se reinocular uma levedura adgptada realmente
trouxe vantagem ao restabelecimento do processo, como preconizado por Andrietta ¢ al.
(1995), 0 que pode ser observado pela comparacéo entre a troca de fermento na safra
2002/2003 ilustrada nas ooleas sete e oito da Figura 17. Verificou-se que a linhagem
adaptada de perfil P18 voltou adominar, a0 contrério do que aconteceu com as injegdes da
linhagem 1A-1238 de perfil 18A realizadas na safra 2000/2001, que ndo foram suficientes
para 0 seu estabelecimento no processo, ndo sendo detectada mesmo em niveis de deteccéo
abaixo de 10% na populacdo (Figura 11).
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5.6. Tipagem e Frequéndas dos Peafis (GTG)s dasLevedurasda Dedilaria Miriri — Safra
2002/2003

A destilaria Miriri iniciou o processo com a levedura JP1-P18 adquirida da destilaria
Japungu. Como pode ser observado na Figura 21, este perfil esteve presente em todas as
colgas a0 longo do periodo, mes ndo goresentou a mesma dominancia encontrada na
destilaria Japungu nas safra 2001/2002 e 2002/2003. Outras leveduras com menor freqiiéncia
de aparecimento foram encontradas ao longo do periodo. Este € o caso daguelas com perfil
do tipo P4, que foi um dos perfis que mais apareceram na destilaria Jgpungu na safra
2000/2001, inclusive dominando em algumes coletas (Figura 11), e do perfil do tipo P6, que
apareceu emseis das 11 coletas, emalgumes delas dominando o processo como ilustrado na
Figura 21. A presenca de leveduras selvagens de baixa capacidade fermentativa com perfil
distinto dagueles observados para S. cerevidae trouxe problemes operacionais nos
primeiros 15 dias de safra e pode ser detectada na 22 coleta com freguéncia de 10% na
populacdo (Figuras 21), concentragdo suficiente para se optar pelo descarte do fermento
naguele momento. A pos o reindculo com a levedura JP1- P18 e injegdes mensais de 400 mil
litros de fermento (Tabela 7) néo se detectou mais levedures selvagens que néo fossem
Saccharomyces cerevidae, confirmando os resultados obtidos por Andrietta & al. (1997)
guando utilizaram injecdes macicas de linhagens adgptadas para reinocular processos que
haviam sido dominados por leveduras selvagens de baixa capacidade fermentativa.
Entretanto, gpesar das injegdes de fermento se goroxi marem em volume daguelas praticadas
na destilaria Jgpungu na safra 2001/2002, n&o se observou a mesma dominancia e nem o
mesmo rendimento obtidos. A Tabela 7 mostra que o rendimento da destilaria Miriri se
aproximou mais dos rendimentos das safras 2000/2001 e 2002/2003 da destilaria Jgpungu, e
foi bastante superior aos rendimentos das destilarias Giasa e JB, que utilizaram 0s menores
volumes nainjecéo de fermento. A levedura de perfil P1 encontrada emtodo periodo de safra
e dominando as tres Ultimes coletas, demonstrou ser uma linhagem com caracteristicas de
permanéncia no processo como ja observado para a destilaria Japungu e portanto, forte
candidaa a linhagem iniciadora em safras seguintes, sejJa como linhagem isolada ou em
conjunto com outras que goresentem caracteristicas desgjaveis. A diferencano desempenho
da linhagem de perfil P18 com relagdo a frequéncia e dominancia, observada entre as
destilarias Jgpungu nas safras 2001/2002 e 2002/2003, e Miriri 2002/2003, pode ser
decorrente da melhor adaptacéo desta levedura ao processo da destilaria Japungu, o que
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sinaliza na direcéo de que cada destilaria precisa trabalhar com linhagens adaptadas isoladas
do proprio processo, como ja recomendado por Andrietta e al . (1995; 1997).

5.7. Tipagem e Frequéncias dos Perfis (GTG)s das Levedurasda Dedilaria Gasa — Safra
2002/2003

A Destilaria Giasa iniciou 0 processo com alinhagem PE-2 produzida e comercializada
pela Lallemand Co., gpresentando perfil (GTG)s do tipo P1A. Como pode ser observado na
Figura 25, esta linhagem dominou o processo nos primeiros 31 dias de safra, mes esteve
presente com freqiiéncia de gpenas 20% na £, 62 e 8 coletas. O processo fermentativo desta
destilaria foi compartilhado com outros perfis, que em algumes coletas goresentaram-se
dominando a populagéo, como no caso do perfil do tipo P5 na 5 coleta e P6 nas tres Ultimes
coletas. O perfil P18 que apareceu gpenas na 52 coletacom freqiiéncia de 20% por ocasiéo da
Unica injecéo de fermento importado da Destilaria Jgpungu, néo se instalou, reforgando a
necessidade da pratica de injecd continua de fermento para que uma linhagem alcance a
concentracdo necessaria paradominar 0 processo.

Estadestilaria, apesar de trabalhar com médias de ART e viabilidade celular mais altes
do que as outras e média de acidez no mosto fermentado abaixo de 3,0 g/L, apresentou
rendimento medio significativamente inferior & destilarias Jgpungu e Miriri (Tabela 7). A
falta de dominéncia desta linhagem ao longo do periodo pode estar ligada a vérios faores,
como a falta de adgptacdo as caracteristicas como variedades de canas cultivadas naguela
regido, competicd com as linhagens de S. cerevisiae nativas e condi¢Oes operacionais do
Jprocesso como assepsia, tratamento acido e principalmente apréicade injegdo de fermento.

A injecédo madiade gpenas 26,6 mil litros mensais de fermento (Tebela 7) ao longo da
safra pode ter sido a principal razdo para a néo predominancia da PE-2, acarretando o
descarte eatrocade fermento no Ultimo més de safra, em fungéo dos problemss operacionais
provocados pela tomeda do processo por leveduras selvagens de perfil distinto daqueles
observados para as linhagens de S. cerevisiae. Isto pode ter contribuido para um rendimento
médio abaixo dagueles observados para as destilarias Jgpungu e Miriri que adotaram a
injecdo de fermento como uma prética necessdria para se alcancar rendimentos mais
elevados.

A reinoculacdo foi realizada aravés de fermento com perfil do tipo P1 importado da
Usina Estivas pertencente a0 mesmo grupo industrial, permanecendo no processo aeé o final
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da safra. E interessante assinalar que o perfil P1 esteve presente em sete das nove coletas
realizadas no periodo, com 77,7% de aparecimento, porém dominando goenas na 42 coleta
com 44 dias de safra, 0 que mostra ser um perfil bastante freqlente como ja observado para
& destilarias Jgpungu e Miriri, mas que precisaria ser injetado para que atingisse uma
concentragéo adequada para dominar 0 processo. O descarte do fermento com baixa
cagpacidade fermentativa e o reindculo com o fermento adagptado do tipo P1 proveniente da
Usina Estivas, reforgou as recomendacOes de Andrietta et al. (1997) com relagéo ao sucesso
dasubstituicdo, utilizando sempre umfermento adaptado de umadestilaria mais proxima.

5.8. Tipagem e Frequéncias dos Perfis (GTG)s das Leveduras da Dedilaria JB — Safra
2002/2003

A destilaria JB iniciou o processo fermentativo coma levedurade panificagéo produzida
pela Fleischmann SA, de perfil (GTG)s do tipo P6. A Figura 29 denpnstra a substituicéo
guase total dessa levedura a partir da 22 coleta com 13 dias de safra, onde a fregiiéncia da
mesma caiu para 10% na populacdo, tendo inicio a instalacdo de leveduras selvagens de
forma crescente como pode ser observado na 3? e 42 coletas. Na 52 coleta, com 60 dias de
safra foi inoculado 30 mil litros de fermento PE-2 importado de outra destilaria, para tentar
impedir 0 avango das leveduras selvagens com perfil (GT G)sdo tipo S3, S6 e S7 (Figura 27)
de baixa cgpacidade fermentaiva que ja causavam transtornos operacionais ao processo, o
gue no momento foi conseguido juntamente com outras leveduras de perfis do tipo
S.cerevisae P1,P4, e P5 (Figura 29).

A tentativa de restabelecer as condigdes fermentativas do processo sem uma continua
injecéo de fermento aravés de uma linhagem de boa capacidade de fermentacéo adgptada a0
processo, néo foi bem sucadida. Isto porque houve o regparecimento desses contaminantes na
62 coleta, dominando o periodo de 75 a 105 dias, através de uma levedura selvagem com
perfil (GTG)sdo tipo S8, que resultou no descarte do fermento no final dedezembro e inicio
de janeiro, e nova partida do processo a partir de 60 mil litros de fermento Fleischmann.
Juntamente como perfil P18, estas linhagens restabeleceram as condigbes de fermentaco até
o final dasafra.

Estes resultados mais uma vez demonstraram a necessidade de néo goenas injetar
fermento, mes em volume suficiente para manter a populacéo da levedura escolhida numa
freqiiéncia que néo permita a instalac@ de leveduras contaminantes indesejaveis. Andrieita
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et al. (1997) recomendaram este procedimento baseando-se nos resultados que demonstraram
a cgpacidade que as leveduras selvagens indesejaveis goresentaram de retomarem,
dominando o processo rapidamente, logo gp6s umatrocaou injecdo de fermento emvolumes
inadequados. Segundos estes autores, problemas deste tipo s6 foram resolvidos quando o
volume de fermento injetado foi de goroximadamente 23% da messa total de fermento em
Processo.

A Figura 28 ilustrando a tipagem das levedurss isoladas pela amplificacdo da regiéo
ITS do rDNA, mostrou que os perfis do tipo S. cerevisiae foram confirmados pela
amplificacdo da banda de 880pb, enquanto seis perfis (GTG)s para leveduras selvagens
diferentes de Saccharomyces foram representadas por fragmentos de tamanhos distintos,
sendo um com gproximadamente 520pb para os perfis S1, S3, $4, S6, S7, provavelmente
linhagens da mesma especie, e 0 outro com aproximadamente 650pb para o perfil S8,
demonstrando a diversidade de leveduras selvagens indesgjaveis que foram detectadas ao
nivel minimo de 10% no processo fermentativo. A Tabela 7 demonstraque adestilaria JB foi
aque menas utilizou injecdo de fermento, e a que mais goresentou problemas com leveduras
selvagens de baixa capacidade fermentativa, acarreando expressivas quedas de rendimento
como pode ser observado quando se compara o0 seu rendimento médio com o das outras
destilarias. Comparando com o menor rendimento madio de 82,3 L/TC obtido na destilaria
Japungu nasafra 2000/2001, a diferenca foi de 11,8 L/TC o que podesignificar 5,85 milhdes
de litros dedlcool a menos, emuma safrade 500 mil toneladas de cana.
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6. CONCLUSOES

§ A amplificac@o de seqiiéncias simples entre repeticdes (ISSR) com o iniciador (GTG)5
gerou perfis com polimorfismo no padréo de bandas que permitiu a discriminagéo de
espécies de leveduras contaminantes diferentes de Saccharomyces, e de linhagens nativas
de S. cerevisae em amostras de mosto fermentado coletadas em doma de fermentacéo
industrial;

§ A caracterizacé genética dos isolados de leveduras do mosto fermentado evidenciou
linhagens natives de S. cerevisiae com frequéncias variaveis a0 longo do periodo de
safra, mais adaptadas a0 processo com maior persisténcia edominancia, além dapresenca
de leveduras contaminantes indesgjaveis;

§ As linhagens nativas de S. cereviSae adgptadas precisam estar presentes em altas
concentragies para se estabelecerem no processo, sendo necessario, injegdes constantes
dessa emtodo periodo desafra;

§ Leveduras utilizadas como indculo de partida isoladas como dominantes em safras
anteriores goresentaram maior cgpacidade de se instalar e dominar o processo do que as
deorigemcomercial que foramintroduzdas,

§ As destilariss com maiores médias de rendimento em etanol foram aguelas com
maiores médias de volume de injecéo de fermento e menor incidéncia de leveduras
contaminantes de baixa capacidade fermentativa;

§ As leveduras isoladas com perfil do tipo S. cerevisae, com excecdo do perfil P22,
foram boas fermentadoras em ensaios de labora6rio nas condicdes de temperatura,
concentracéo de células e de aglicares, semelhantes agquelas encontradas nas dornes;

§ O (GTG)s mostrou-se eficiente como marcador molecular no acompanhamento de
populagdes em fermentagdes industriais, podendo ser utilizado como ferramenta no
controle microbioldgico do processo, no acompanhamento de leveduras inoculadas e na
selecéo de leveduras nativas commaior poder dedominancia.
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§ Leveduras de perfis (GTG)s do tipo P1 e P18 goresentaram caracteristicas de
freqiéncia, dominancia e bom desempenho fermentativo, sendo portanto linhagens
adequadas para serem utilizadas como indculo em processos fermentaivos industriais
para producdo de alcool combustivel, como também para receberem genes de interesse
industrial.
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