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RESUMO

O termo biocombustivel refere-se aos biocombustiveis solidos, liquidos ou gasosos que sao
produzidos predominantemente por matérias-primas. Atualmente, dois tipos de combustiveis
sdo utilizados para o transporte a nivel global, o bioetanol e o biodiesel. Destacando-se o
bioetanol, sendo este 0 mais consumido mundialmente. A producdo desse biocombustivel a
partir da cana-de-agucar no Brasil e milho nos Estados Unidos apresenta um mercado maduro
com os dois paises liderando a producdo mundial. Contudo as destilarias de todo mundo que
produzem etanol a partir dessas matérias primas ou outros cereais tem presenciado diminuigdo
no rendimento industrial, e uma das causas € a presenca de contaminantes bacterianos. Os
episodios de contaminacdo sdo normalmente causados por bactérias laticas (LAB), devido a
sua capacidade de adaptacdo as condicBes adversas impostas pelo processo industrial. Além
disso, o aumento da populacdo de espécies de leveduras contaminantes, podem também
contribuir para a reducdo da producdo de etanol. O presente trabalho avaliou a possivel
relagdo ecoldgica entre a levedura comercialmente utilizada para o processo fermentativo das
destilarias de etanol a S. cerevisiae e dois microrganismos freqlilentemente encontrados no
processo: a levedura Dekkera bruxellensis e a bactéria Lactobacillus vini. Os resultados
mostraram que o elevado teor de etanol no meio produzido por S. cerevisiae, pode controlar a
populacdo de bactérias, enquanto que a diminuicdo deste metabolito causada pelo aumento de
contagem de células de D. bruxellensis poderia favorecer o crescimento bacteriano. Além
disso, o elevado numero de células bacterianas promoveu o aumento na producdo de acido
organico que reduz o crescimento de levedura. No entanto, este fenbmeno pareceu dependente
do pH do meio. Por fim, foi realizado um estudo acerca do metabolismo de carboidratos de L.
vini em meio sintético similar ao Manga Rosa Shape, com o objetivo de analisar a velocidade
especifica de L.vini e a sua biomassa final, tendo sido demonstrado uma alta biomassa
guando celobiose, glicose, frutose e sacarose foram utilizados em relacdo a lactose e maltose,
quando citrato de amonio estava presente no meio. Contudo a velocidade especifica de
crescimento de L.vini e sua biomassa variaram para os diferentes carboidratos com a mudanca
de citrato de aménio para sulfato de amoénio, nitrato de sodio ou glutamato. A velocidade
especifica de crescimento e a biomassa de L.vini também foram analisadas em caldo e melaco
da cana de acucar com Brix 12, adicionados ou ndo de suplementos nutricionais como
peptona, extrato de levedura, extrato de carne, citrato de amonia, Tween 80 e vitaminas, assim
como com lisado celular de S.cerevisiae, interessantemente L.vini cresceu em caldo porém
ndo em melago quando adicionados do lisado de S.cerevisiae. Dessa forma, estamos
apresentando um dos principais aspectos ecologicos da relacdo entre leveduras e bactérias que
tem um enorme significado para o processo de producéo de etanol.

Palavras chave: Lactobacillus vini, cana-de-agucar, contaminagdo bacteriana, bioetanol,
fermentacao.



ABSTRACT

The biofuel term refers to solid, liquid, or gaseous biofuels that are made predominantly of
raw materials. Currently, two fuels are used to transport the global level, bioethanol and
biodiesel. Highlighting bioethanol, which is the most consumed worldwide. The production of
this biofuel from sugar cane in Brazil and corn in the United States has a mature market with
more advanced technology. However distilleries worldwide that produce ethanol from these
raw materials or other cereals has witnessed decline in industrial output, and one reason is the
presence of bacterial contaminants. The episodes of contamination are normally caused by
Lactic Acid Bacteria (LAB) due to their adaptability to the rough conditions imposed by the
industrial process. Furthermore, the increase in the population of contaminating yeast species
may also contribute to the reduction of ethanol production. This study evaluated the possible
ecological relationship between the yeast commercially used for the fermentation of ethanol
distilleries S. cerevisiae and two microorganisms frequently found in the process: the yeast
Dekkera bruxellensis and the bacterium Lactobacillus vini. The results showed that high
ethanol content in the medium produced by S. cerevisiae can control bacterial population,
while the decrease of this metabolite caused by the raising of D. bruxellensis cell count could
stimulate bacterial growth. Furthermore, the high number of bacterial cell promoted the
increase in organic acid production that reduces yeast growth. However, this phenomenon
seemed dependent on the medium pH. Finally, a study was conducted on the L.vini
carbohydrate metabolism in synthetic medium, in order to analyze the specific growth rate
and biomass of L.vini, it has been demonstrated high biomass while cellobiose, glucose,
fructose and sucrose were used in connection with the lactose and maltose, while ammonium
citrate was present in the medium. However, the specific growth rate and biomass of L.vini
varied for different carbohydrates with a change in ammonium citrate to ammonium sulfate,
sodium nitrate or glutamate. The specific growth rate and biomass of L.vini were also
analyzed in broth and molasses from sugar cane with Brix 12, with or without nutritional
supplements as peptone, yeast extract, meat extract, ammonium citrate, Tween 80 and
vitamins, as well as with cell lysate of S. cerevisiae, interestingly L.vini grown in broth but
not in molasses when added lysate of S. cerevisiae. Thus, we are presenting one of the major
ecological aspects of the relationship between yeasts and bacteria that has an enormous
significance to ethanol production process.

Keywords: Lactobacillus vini, sugarcane , bacterial contamination , bioethanol, fermentation.
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1 INTRODUCAO

O etanol é o biocombustivel mais consumido no mundo, sendo o Brasil o primeiro
pais que introduziu esse combustivel renovavel em sua matriz energética. Uma grande
indUstria surgiu a partir dessa iniciativa pioneira e hoje o pais possui 0 processo mais
economicamente viavel para produgdo desse biocombustivel. Durante décadas, o pais foi o
principal produtor, mas recentemente foi superado pelos Estados Unidos. Os dois paises
respondem por cerca de 70% da producdo de etanol mundial (RFA, 2011). No entanto, o
Brasil ainda é o maior exportador de etanol (BASSO et al., 2011).

No Brasil, o etanol € produzido a partir da fermentacdo do caldo de cana de agucar ou
melaco de cana de acgucar, por células da levedura Saccaromyces cerevisiae em condicdes de
anaerobiose. Na industria, o caldo da cana € oriundo da moagem da cana-de-actcar. O mesmo
passa por um processo de tratamento para retencdo das impurezas grosseiras, preservacado de
nutrientes, eliminacéo de particulas coloidais e redugdo de contaminantes microbianos. Com o
tratamento do caldo, ocorre a correcdo dos seus agucares totais e sua relacdo com sélidos
sollveis, acidez e pH. Este passa entdo a ser denominado de mosto (o liquido fermentavel), o
qual sera depositado nas dornas para dar inicio ao processo fermentativo industrial.

Apesar do tratamento da cana-de-agUcar, 0 mosto € nao asséptico permitindo varios
contaminantes (microrganismos que influenciam o rendimento e produtividade do etanol) no
processo fermentativo, dentre eles estdo as leveduras ndo selecionadas para producdo de
alcool assim como as bactérias.

As leveduras da fermentacdo alcodlica competem pelo substrato com bactérias que
normalmente habitam as dornas. Um processo de fermentacdo considerado sadio trabalha com
niveis de bactérias nunca maiores que 10° células/mL. A procedéncia dessas ¢ a mesma das
leveduras nativas, isto é, a matéria prima. As fontes de contaminacgdo incluem: a cana-de-
acucar, as praticas agricolas, industrializacdo, extracédo, equipamentos (STUPIELLO, 1993).
Entretanto a presenca dessas no processo, diferindo das leveduras nativas, nunca é benéfica
para a fermentacdo (ANDRIETTA et al., 2006).

Em nossos estudos prévios, o padrdo populacional de bactérias lacticas envolvidas em
episédios de contaminacdo bacteriana do processo industrial de producdo de alcool
combustivel em destilarias no nordeste do Brasil, foi analisado através das técnicas
moleculares ARDRA e pelo sequenciamento dos genes pheS e 16S. Os resultados mostraram
gue o0s principais contaminantes bacterianos do processo sdo os lactobacilos. A analise da
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dindmica da populagdo bacteriana nestas destilarias, principalmente a safra 2007 / 2008,
sugere que algumas bactérias surgem no processo, contudo ndo conseguem se manter, cComo
por exemplo, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus ferintoshensis e Lactobacillus brevis.
Outras, contudo surgem e se mantéem, ainda que modificando a sua frequéncia, como
Lactobacillus vini e Lactobacillus fermentum. A deteccdo da presenca da bactéria
Lactobacillus vini em alta propor¢éo no processo representa um dado muito relevante, ja que
este € o primeiro trabalho que relata essa bactéria em processos fermentativos para producgédo
de alcool combustivel no Brasil (LUCENA, 2010).

E possivel que a presenca de certas espécies bacterianas sejam responsaveis pela
instalacdo de eventos de contaminagdo por vérias espécies de leveduras que ja foram
detectadas no ambiente industrial (BASILIO et al., 2008), com especial atencio para Dekkera
bruxellensis que foi identificada como a principal levedura contaminante das destilarias de
alcool do Nordeste do Brasil (DE SOUZA-LIBERAL et al., 2007).

Estudos recentes tem mostrado um possivel consorcio entre Dekkera
bruxellensis/Lactobacillus vini (PASSOTH et al., 2007). Esse consércio pode ser prejudicial a
levedura S. cerevisiae utilizada nas usinas, uma vez que tem sido aceito, que os lactobacillus
sp. causam inibicdo a mesma e limita a producdo de etanol, basicamente pela producéo de
acido latico e acético ou através da competicdo por nutrientes (NAREDRANATH et al.,1997;
NAREDRANATH et al., 2003; BECKNER et al., 2011). Em nossos estudos prévios
observamos que a presenca dos contaminantes (L. vini / D. bruxellensis) ndo afetou a
viabilidade de S. cerevisiae em condi¢bes fermentativas estaveis. Ja no consorcio L. vini / D.
bruxellensis houve um aumento na atividade fermentativa desta levedura, em relagdo a cultura
pura de Dekkera bruxellensis (DE SOUZA et al., 2012; PEREIRA et al., 2011).

No presente trabalho serdo abordados os metabdlitos produzidos pelas leveduras S.
cerevisiae e D. bruxellensis além de L. vini e a possivel interagdo entre esses microrganismos.
Os aspectos fisiologicos de L. vini também serdo avaliados em meios industriais e sintéticos a
fim de esclarecer o perfil nutritivo dessa bactéria e a prevaléncia ao fim das dornas de

fermentacéo.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Considerac0es sobre Bioetanol e sua principal matéria-prima

A biomassa corresponde a 10 por cento da demanda energética primaria mundial
(Figura 1). Num ambiente de crescente demanda por energia sustentavel, clima mundial
ameacado por mudangas antropicas, fornecimento de petroleo limitado e instabilidade politica
de paises produtores, a utilizacdo da biomassa como matéria-prima tem grande potencial de
responder ao suprimento de uma civilizacdo energicamente dependente. Em termos
energéticos, a biomassa representa um recurso derivado de organismos vivos. Logo 0s
vegetais tém grande importancia ja que seus carboidratos ricos energeticamente podem ser
eficientemente convertidos por microrganismos em biocombustiveis (ANTONI et al., 2007;
IBRAHIM et al., 2014), os quais podem ser classificados de acordo a tecnologia de producéo

em primeira, segunda, terceira e quarta geracdo (Tabela 1) (DEMIRBAS, 2011).

Figura 1. Diagrama representativo da demanda energética mundial referente ao ano de 2011. *Outros

inclui geotérmica, solar, edlica, etc.

¥ Hidrica Outros

1%

B Nuclear
B Biocombustive __ °%
is/residuos

10%

2011

Fonte: www.iea.org (Agéncia Internacional de Energia, 2011).

Tabela 1. Classificacdo dos biocombustiveis baseada na tecnologia de geracao.
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Geracao de Matérias-primas Exemplos

Biocombustivel

Primeira Geracao Aclcar, amido, 6leo Bioetanol, 04leo vegetal,

vegetal ou gordura animal  biodiesel, biosingas, biogas

Segunda Geragéo Culturas ndo alimentares, Bioetanol, bio-6leo, bio-
palha de trigo, madeira, DMF, biohidrogénio, bio-

residuos solidos, milho Fisher-Tropsh-diesel
Terceira Geragéo Alga Oleo vegetal, biodiesel
Quarta Geracéo Oleo vegetal, biodiesel Biogasolina

Fonte: DEMIRBAS, 2011.

Dentre 0s biocombustiveis, o etanol é o mais consumido no mundo. O Brasil, foi o
primeiro pais a introduzir esse combustivel renovavel em sua matriz energética. Uma grande
indUstria surgiu dessa iniciativa pioneira, € hoje dettm o processo mais economicamente
viavel para producdo de bioetanol (BASSO et al., 2011).

O etanol combustivel pode ser obtido de uma ampla variedade de matérias-primas
renovaveis, que podem ser classificadas em trés tipos: (i) a sacarose contida nas matérias
primas (ex: agucares na cana, sorgo doce e beterraba) (ii) materiais com amido (trigo, milho e
cereais), e (iii) biomassa lignocelulésica (madeira, palha e gramineas). A viabilidade da
materia-prima para o bioetanol pode variar consideravelmente de estacdo para estacdo, e
depende ainda de sua localizagdo geogréfica (BALAT et al., 2008).

A principal matéria prima para producgéo do etanol combustivel € a cana-de-agtcar na
forma de mosto de caldo de cana ou melago, aléem da biomassa de amido. No Brasil,
aproximadamente 79 por cento do etanol é produzido do caldo de cana e o restante do melago
de cana (FUKUDA et al., 2009; WILKIE et al., 2000). A cana-de-agucar é uma cultura

importante no pais ocupando oito milhdes de hectares com a producdo de 600 milhGes de
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toneladas por ano, tornando o Brasil o maior produtor de mundial de cana de acucar (BASSO
etal., 2011).

Como uma espécie fotossintética do tipo C-4 a cana-de-agUcar apresenta uma elevada
produtividade de biomassa, variando no valor entre 60-120 ton/ha.ano, com uma producéo de
etanol industrial de 8000 litros/ha, mais elevado quando comparado com 3000 litros/ha a
partir do milho (BASSO et al., 2011). A cana-de-agUcar contém entre 12 a 17% de agUcares
totais (90% sacarose e 10% glicose mais frutose) em base Umida de peso com 68-72% de

umidade. A média da eficiéncia da extracdo de aglUcar por esmagamento (ou difusdo) € de

aproximadamente 95%-97% (WHEALS et al., 1999).
A composicdo mineral de substratos de cana-de-aclcar variam amplamente,

dependendo da variedade da cana-de-acUcar e maturidade, solo, clima e processamento da
cana-de-acgucar (Tabela 2) (BASSO et al., 2011).

Tabela 2. Faixas da composi¢do mineral da cana-de-acUcar e niveis recomendados para fermentacao

das leveduras.Concentracéo do elemento”.

Nutriente Faixa de concentracédo* Nivel 6timo*
(mg/L) (mg/L)
Nitrogénio (NH4 e R-NH>) 70-350 100-300
Fosforo 20-200 50-250
Potassio 300-12,000 700-1,300
Magnésio 80-3,900 100-200
Enxofre 80-3,900 Tao baixo quanto possivel
Calcio 150-2,000 Tao baixo quanto possivel
Zinco 0,45-9 1-5
Cobre 0,20-8 1-5
Manganés 2-8 1-5
Aluminio™ 2-500 <10 (em substrato de
mosto)

Fonte: BASSO et al., 2011.
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Na indlstria a cana-de-aglcar passa por um processo de moagem, onde se retira o
caldo, 0 mesmo passa por um processo de tratamento e passa a ser denominado mosto, o qual

segue para as dornas onde iniciara o processo fermentativo.

2.2 O processo de fermentacdo do mosto da cana-de-agucar

O processo de fermentacdo industrial para producdo de alcool combustivel ocorre
através de dois métodos: a) em batelada (75% das destilarias) no qual toda fermentacdo se
processa em dornas individuais com recuperacdo do fermento e sua reutilizagdo em
fermentacdes posteriores; b) o método continuo que consiste na fermentacdo através de
dornas interligadas nas quais a fermentacdo ocorre gradualmente em varios estagios
(WHEALS et al.,1999; BASSO et al., 2011). Nesse processo também ocorre a reutilizacdo do
fermento. Até 90-95% das células de levedura séo recicladas resultando em alta densidade
celular dentro do fermentador [10-14% (base em peso Umido/v)]. O reuso celular reduz a
necessidade da propagacéo intensiva da levedura e menos agucar é desviado para biomassa.
Normalmente a temperatura é mantida entre 32°C a 35°C, no entanto devido ao curto tempo
de fermentacdo o arrefecimento nem sempre é suficiente para remocdo do calor, e a
temperatura pode alcancar até 40°C, especialmente no verdo (LIMA et al 2001; AMORIM et
al., 2004; ANDRIETTA et al., 2002, WHEALS et al., 1999).

Geralmente, a fermentacao inicia por adi¢cdo no mosto da cana (preparado pela mistura
do suco da cana e melaco em qualquer proporcao), que contém 12 a 22% (w/w) de acucares
redutores totais (ART) da suspensdo da levedura. Esta suspensdo representa cerca de 25 a
30% do volume total da fermentac&o, e é realizada em tanques de 300 a 3000 m®. O tempo de
alimentacdo dura normalmente de 4 a 6h e a fermentacdo é finalizada dentro de 6 a 10 h
(BASSO et al., 2011). Com a adicdo do fermento (levedura S. cerevisiae responsavel pela
assimilacdo de agUcar e sua conversao a etanol e CO3), ocorre a etapa fermentativa, que pode
ser dividida em trés fases: pré-fermentagdo, fermentacdo principal e a pos-fermentagdo. A
fase de pré-fermentagdo inicia-se com a adi¢do do mosto ao levedo. Quando o indculo é
pequeno, esta fase caracteriza-se pela multiplicacdo das leveduras, com consequente consumo
de acUcares e lenta producdo de alcool. A fermentacdo principal caracteriza-se pela intensa
producdo de alcool resultando em titulos de etanol de 8 a 12% (v/v) e liberagdo de COy,
aumento da temperatura, a qual deve ser controlada por resfriamento; progressivo aumento de
espumas e elevacdo da acidez do mosto. A fermentacdo principal cessa quando diminui a

liberacdo de gas e, consequentemente, a turbuléncia caracteristica do mosto. Na pos-
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fermentacdo verifica-se a diminuicdo da temperatura do vinho, elevacdo da acidez e a
diminuicdo da atividade de fermentacdo da levedura pela acdo do acimulo de determinadas
substancias, do esgotamento dos carboidratos e das toxinas dos contaminantes (EMBRAPA,
2010). Quando a fermentacdo cessa as celulas de levedura sdo separadas por centrifugacéo.
Depois da centrifugacdo o vinho segue para destilagéo para recuperagdo do etanol. Depois de
destilar um liquido chamado vinhaga que é produzido na proporgdo de 10-15 litros por litro de
etanol, e € entregue nas lavouras de cana para uso como agua de irrigacdo e fertilizantes
(adicionando ao solo potéassio, calcio, magnésio, outros micronutrientes e matéria organica)
(BASSO et al., 2011).

Figura 2. Esquema simplificado do processo de Batelada-Alimentada (Melle Boinot).
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Fonte: www.ebah.com.br

Como essa industria continua a crescer, os produtores de bioetanol estdo aplicando
inovacOes tecnoldgicas para reduzir o consumo de energia e 0s custos de producdo, e
aumentar a eficiéncia utilizando a melhor tecnologia avaliada (DIEN et al., 2003; SCHELL et
al.,2007). Contudo, apesar desse avanco tecnoldgico no processo, a contamina¢do microbiana
permanece um dos maiores desafios econdmicos nas operacOes de fermentacdo de etanol em
larga escala. O crescimento microbiano € favorecido durante a producgéo de etanol industrial
devido a condicdes ndo assépticas (CONNOLY, 1999; NGANG et al., 1990).

2.3 Contaminagdo microbiana do processo fermentativo

A planta de cana-de-agucar, como todo organismo vivo, encerra uma microbiota

caracteristica distribuida tanto no sistema vascular como em sua camada periférica



20

(ALQUATI, 1990). A presenca macica de micro-organismos tem origem no campo, estes
adentram nos colmos atraves da ocorréncia de infestacdo de pragas, danos provocados nos
colmos pelas operacbes de corte/carregamento/transporte, facilitando assim a infeccdo. O
corte da cana contribui significativamente neste contexto, sendo que o corte manual deixa
menor area exposta para penetragcdo de micro-organismos enquanto que o corte mecanizado
aumenta esta area (MUTTON, 2003). As canas saudaveis podem conter de 10 a 10°
bactérias/g e 10! a 10° bolores e leveduras/g (GALLO, 1989). Esta microbiota é levada
juntamente com o caldo bruto no momento de sua obtencéo através da moagem das plantas. O
namero total de bactérias presentes no caldo bruto de cana-de-acUcar pode ser aumentado
sensivelmente tanto por periodos prolongados entre o corte e a moagem da planta como por
insipiente assepsia na moenda, filtros, bombas e tubulagcdes que entram em contato direto com
o referido material, necessitando muitas vezes do emprego de antissépticos para o controle da
carga bacteriana (MUTTON, 2003).

A contaminacdo microbiana ocasiona perdas de rendimento potencial e producdo de
acidos organicos indesejados (MUTHAIYAN, 2011). As bactérias e leveduras contaminantes
competem com a S. cerevisiae por micro e macro nutrientes e produzem compostos inibitdrios
como &cido acético e latico. Esses &cidos tem causado aumento no tempo de fase lag,
diminuicdo na proporcéo de crescimento, reduzido rendimento em biomassa, e até levado a
morte de S. cerevisiae em determinados meios (MAKANJUOLA et al., 1992; THOMAS et
al., 2002; ABBOTT et al., 2004; GRAVES et al., 2006; NARENDRANATH et al., 2001,
THOMAS et al., 2001). A diminuicdo na propor¢cdo de producdo do etanol e reducdo no
rendimento em etanol, resultante da producdo de acido latico durante a fermentagdo ou &cido
acetico no meio, tem sido reportado (ABBOTT et al.,, 2004; GRAVES et al., 2006;
NARENDRANATH et al, 2001). Graves e colaboradores (2006, 2007) demonstraram que em
puré de milho o sinergismo do &cido acético e o &cido latico diminuiram a proporcéo de
sintese de etanol e a sua quantidade final produzida pela levedura. A concentracdo requerida
para a mistura dos acidos inibirem a producdo de etanol € menor do que a concentracéo
inibitdria de cada acido individual se eles estdo presentes em puré de milho. Além do mais o
efeito inibitério desses acidos em puré de milho é aumentado pela temperatura elevada
(GRAVES et al., 2006, 2007).
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2.4 Bactérias contaminantes do processo fermentativo

Uma variedade de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas tem sido isolada da
fermentacdo de etanol combustivel, incluindo espécies de Pediococcus, Enterococcus,
Acetobacter, Gluconobacter e Clostridium (LUSHIA; HEIST, 2005; SKINNER,;
LEATHERS, 2004). No entanto a maioria dos microbios ofensivos sdo espécies de
Lactobacillus, cujo rapido crescimento e tolerancia a alcool e baixo pH permite-lhes competir
eficazmente com as leveduras (MAKANJUOLA; SPRINGHAM, 1984; SKINNER,;
LEATHERS, 2004).

No Brasil, atualmente o segundo maior produtor mundial de etanol, Gallo (1989)
trabalhou baseado na taxonomia numérica, em um extenso levantamento da microbiota
predominante de amostras de todo o ambiente fermentativo. Os resultados obtidos revelaram
que 98,52% das bactérias isoladas eram pertencentes ao grupo das Gram positivas. O género
Lactobacillus foi o mais frequente (59,75%) entre eles: L. fermentum, L. helveticus, L.
plantarum, L. animalis, L. buchneri, L. acidophilus, L. vitulinus, L. viridences, L.
amylophilus, L. agilis, L. reuteri, L. delbrueckii, L. murinus, L. coryniformis, L. sake. Entre 0s
isolados pertencentes ao género Bacillus, que representaram 26,58% do total de isolados
foram isolados: B.coagulans, B. stearothermophilus, B. megaterium, B. brevis, B. lentus e B.
pasteurii.

Em um estudo de uma planta de etanol industrial na Coreia, onde tapioca era utilizada
como substrato foi observado que Lactobacillus foram os Gnicos contaminantes a sobreviver
no final da fermentac&o, apos o processamento da tapioca, alcangando niveis de 108 unidades
formadoras de col6nias por mililitro (CFU ml?t) (CHANG et al.,1995). Em outro estudo
Skinner e Leathers (2004) monitoraram trés fermentacGes a base de milho. Em uma delas, o
nivel de contaminagdo bacteriana alcangou 10° CFU ml?* com 44-60% da populacio total
constituida por Lactobacillus sp. predominando L. delbrueckii.

Em estudos prévios do nosso grupo de pesquisa, foram retiradas amostras de quatro
destilarias na safra 2007 e 2008 e um total de 489 bactérias laticas (LAB) foram obtidas. A
abundancia de LAB nos tanques de fermentagdo variou entre 6:0 x 10° e 89x 10® CFU ml™.
As analises das técnicas moleculares ARDRA e 0 sequenciamento dos genes pheS e 16S
indicaram que a maioria dos LAB isolados pertenceram ao género Lactobacillus. A anélise da
dindmica populacional bacteriana sugere que algumas bactérias surgem no processo, contudo
ndo conseguem se manter, como por exemplo, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus

ferintoshensis e Lactobacillus brevis. Outras, contudo surgem e se mantém, ainda que
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modificando a sua frequéncia, como Lactobacillus vini e Lactobacillus fermentum. Essas
ultimas detectadas em meio com etanol acima de 10%. A deteccdo da presenca da bactéria
Lactobacillus vini em alta propor¢do no processo representa um dado muito relevante, ja que
este € o primeiro trabalho que relata essa bactéria em processos fermentativos para producao
de alcool combustivel no Brasil (LUCENA et al., 2010).

2.5 A contaminante Lactobacillus vini

A espécie Lactobacillus vini foi descrita ha poucos anos, e constitui o grupo de
bactérias Gram-positivas, mdveis, facultativamente anaerdbias, que ndo exibem atividade
catalase e tém habilidade de utilizar aclcares pentose (ribose e/ou L-arabinose), embora elas
sejam homofermentativas para producdo exclusiva de &cido latico como produto final. O
crescimento ocorre de 25-45°C, mas ndo a 15°C ou menos. Acidos citrico e maélico s&o
utilizados, além disso, assimilam L-arabinose, D-glicose,D-frutose, D-manose, N-
acetilglicosamina, amigdalina, salicina, celobiose, maltose, sacarose, trealose ¢ B-gentiobiose.
Porém ndo assimilam glicerol, eritritol, D-arabinose, D-xilose, L-xilose, D-adonitol, L-
sorbose, dulcitol, inositol, manitol, metil-p-D-xilosideo, metil a-D-glicosideo, lactose,
melibiose, inulina, melezitose, D-rafinose, amido, glicogénio, xilitol, D-turanose, D-lixose, D-
fucose, L-fucose, D-arabitol, L-arabitol, gluconato, 2- Ketogluconato ou 5-Ketogluconato
(RODAS et al., 2006).

Essa bactéria tem sido isolada de varias usinas produtoras de etanol na Suécia e Brasil.
Portanto existe uma demanda para entender sua interacdo com as leveduras (LUCENA et al.,
2010; PASSOTH et al., 2007). As usinas de etanol envolvidas fermentaram em modo
continuo, com reciclo celular, com limitacdo de aglUcar e concentracbes de etanol acima de
100 g/L. Nas usinas da Suécia baixo pH (3.6) e temperatura de 36°C tem sido documentado
(PASSOTH et al., 2007). Na maioria dos casos L. vini esta associada com Dekkera
bruxellensis. A D. bruxellensis é uma levedura ndo convencional que compete com a S.
cerevisiae em diversas usinas produtoras de etanol (LUCENA et al., 2010; PASSOTH et al.,
2007).

Tiukova e colaboradores (2014) investigaram o impacto de L. vini sobre o crescimento
de D. bruxellensis e S. cerevisiae por cocultivagdo. Em ambas coculturas com S. cerevisiae e
D. bruxellensis o nimero de CFU de L. vini alcangcou o mesmo nivel de 7.1 x 107 + 2 x 10°
cfu/mL, que foi apenas 70 % do namero de células correspondente a cultura pura. A producéo

de lactato foi significativamente reduzida em 10% — 20% em ambas coculturas, assim como o
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nimero de células viaveis de D. bruxellensis foi maior que o de S. cerevisiae (5 x 107
cfu/mL contra 4.5 x 10" cfu/mL). Contudo, a concentragdo final de etanol em nas coculturas
de L. vini e D. bruxellensis foi menor (5.3 g/L £ 0.2) que nas coculturas de L. vini e S.
cerevisiae (6.0 g/L £ 0.2). Nesse estudo também foi observado que as células de L. vini
apresentaram floculacdo nos meios testados proporcional ao aumento da concentracdo de
etanol. Possivelmente, a formacdo de flocos pode reduzir a exposicdo da superficie celular ao
etanol e assim ajudar a bactéria a sobreviver em condicdes estressantes de etanol.
Interessantemente L. vini formou agregado celular com as leveduras quando cultivada em
cocultura. Tendo sido observado uma maior interagdo entre L. vini-S. cerevisiae que em L.
vini-D. bruxellensis no teste com manose (TIUKOVA et al., 2014). A anexacdo de LAB a
células de leveduras é atribuida a proteinas de manose das bactérias (FURUKAWA et al.,
2011). Assim a frequente coocorréncia de D. bruxellensis pode ser devido ao fato de que D.
bruxellensis € menos envolvida na floculacdo e assim menos impactada pela L. vini.
(TIUKOVA et al, 2014). Contudo os autores afirmaram que os resultados né&o
providenciaram uma explicacdo Obvia para coexisténcia entre L. vini-D. bruxellensis. Além
disso, ainda ndo existe prova sobre se e como L. vini influencia a competicdo entre D.

bruxellensis e S. cerevisiae.

2.6 Leveduras selvagens contaminantes do processo fermentativo

Leveduras selvagens, com excegdo de S. cerevisiae, que ndo sdo intencionalmente
adicionadas no fermentador podem causar problemas para o processo de fermentacdo (DE
SOUZA-LIBERAL et al.,, 2007; HEIST, 2009). Essas leveduras tem sido um problema
constante em fermentacgdes de bebidas ao longo da histdria para os cervejeiros e produtores de
vinho em particular (CAMPBELL, 1987). Tradicionalmente elas tém sido dificeis de
distinguir de culturas de leveduras baseadas na morfologia e fisiologia, mas avangos recentes
em técnicas moleculares tem tornado possivel detectar e distinguir a maioria das potenciais
leveduras selvagens (DE SOUZA-LIBERAL et al., 2005, 2007; GUILLAMON et al., 1998;
HIERRO et al., 2004). As leveduras selvagens podem ser divididas em ndo-Sacharomyces e
leveduras selvagens de Sacharomyces (BACK, 1987). No primeiro grupo encontram-se
géneros como Brettanomyces, Candida, Debaromyces, Hanseniospora, Hansenula,
Kloeckera, Pichia, Rhodotorula e Torulopsis (CAMPBELL, 1987).

Apesar da importancia econdémica do bioetanol ha poucos trabalhos que descrevem a

comunidade de leveduras associadas a cana-de-agucar. Na fermentacdo para producdo de
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etanol combustivel a definico de um microrganismo contaminante leva em conta
principalmente seu efeito sobre a produtividade e rendimento em etanol (DE SOUZA-
LIBERAL et al., 2007). Sherata (1960) foi o primeiro a reportar a identificacdo de 14 espécies
de leveduras na cana-de-agucar e seu caldo, pertencente aos géneros Candida, Endomyces,
Hansenula, Pichia, Saccharomycodes, Shizosaccharomyces, Kloeckera e Torulopsis. Mais
tarde, espécies de Debaromyces, Rhodotorula e Cryptococcus foram também reportados para
esse substrato (DE AZEREDO et al., 1998). Nos ultimos anos, outras espécies de leveduras
pertencentes a diversos géneros, tais como Candida, Hanseniaspora, Kloekera,
Kluyveromyces, Schizosaccharomyces e Pichia tém sido isoladas nesses substratos (GUERRA
et al., 2001; SCHWAN et al., 2001; GOMES et al., 2002; OLASUPO et al., 2003). Estes
organismos sao mais propensos a causar problemas em plantas de etanol que utilizam o
processo continuo, mas eles também tém sido isolados de processo em batelada (HEIST,
2009). Basilio et al (2008) descreveram o isolamento e identificacdo de 24 espécies de
leveduras coletadas de destilarias de bioetanol no Nordeste do Brasil que utilizava caldo ou
melaco de cana para fermentacdo de etanol. Eles relataram que Dekkera bruxellensis,
Candida tropicalis, Pichia galeiformes, e linhagens de C. intermedia estavam associadas com
contaminacdes aguda nos fermentadores. Com especial atencdo para D. bruxellensis
identificada como a principal contaminante das destilarias de alcool do Nordeste do Brasil
(DE SOUZA-LIBERAL et al., 2007), assim como uma das principais contaminantes nos
processos de fermentacdo nos USA e Canada (ABBOTT et al.,, 2005) e na Europa (DE
MINIAC, 1989; CIANNI et al., 2003).

Ao contrario do que ocorre com a contaminagdo bacteriana durante a fermentacéo, que
pode ser controlada pelo tratamento com antibiotico ou acido sulfdrico, ndo existe atualmente
tratamento com antibidtico para inibir as leveduras selvagens. O tratamento envolve a
completa mudanca da populacéo de leveduras do fermentador. O dano econémico causado
pela contaminagdo com leveduras pode somente ser superado pela rapida deteccdo da
contaminacdo, seguida da injecdo das leveduras desejadas (DE SOUZA-LIBERAL et al.,
2005, 2007).

2.7 A levedura contaminante Dekkera bruxellensis

A levedura Dekkera bruxellensis (anamorfo Brettanomyces bruxellensis) pertence a
familia Saccharomycetacea e é considerado um parente distante de Saccharomyces cerevisiae,

ambos os géneros fazendo parte do grupo dos hemiascomicetos e que divergiram ha cerca de
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200 milhdes de anos. Os primeiros relatos desta levedura estdo associados a sua presenca em
cervejarias inglesas sendo a elas atribuidas certas caracteristicas aromaticas resultantes da
fermentacdo secundaria (CLAUSSEN, 1904). Em 1940, o género Brettanomyces foi
estabelecido e mais tarde, em 1964, foi criado o género Dekkera ap0s a observacdo de
formacdo de ascdsporos em algumas linhagens de Brettanomyces (VAN DER WALT, 1964).
A levedura D. bruxellensis é capaz de assimilar uma grande variedade de fontes de carbono
como 0s monossacarideos glicose, frutose e galactose, e dissacarideos, como sacarose,
maltose, celobiose e trealose (CONTERNO et al., 2006). A capacidade de assimilar outras
fontes de carbono como a lactose, arabinose e rafinose parece ser uma caracteristica linhagem
especifica e ndo atribuida a espécie como um todo (LEITE, 2012). Galafassi e colaboradores
(2011) analisaram cerca de 50 linhagens pertencentes ao género Dekkera/ Brettanomyces
guanto ao seu potencial fermentativo relativo a fontes de carbono, e encontraram linhagens de
D. bruxellensis capazes de assimilar celobiose e amido, mas néo xilose e arabinose.

Isolados dessa levedura foram descritos como responsdveis por eventos de
contaminacdo em destilarias do nordeste do Brasil (BASILIO et al., 2008), em especial a
linhagem GDB248 (DE SOUZA-LIBERAL et al., 2007). Esta linhagem tem sido utilizada
como linhagem-padrdo da fermentacdo alcodlica industrial, para analises genéticas e
fisiologicas em funcgdo de sua adaptabilidade ao processo industrial.

Apesar de D. bruxellensis estar relacionada como contaminante dos processos
fermentativos de etanol combustivel (DE SOUZA-LIBERAL et al., 2007; BASILIO et al.,
2008), os dados tem mostrado rendimento de etanol préximos a S. cerevisiae (DE SOUZA-
LIBERAL et al., 2007; DE BARROS PITA et al., 2011) tendo sido proposto um possivel
consorcio entre D. bruxellensis e L. vini para producao de etanol (PASSOTH et al., 2007). No
entanto, essa levedura possui uma fermentagéo mais lenta que S .cerevisiae, e dependendo do
processo pode acarretar atraso na producéo industrial (DE SOUZA-LIBERAL et al., 2007).

A parte de sua capacidade de produzir etanol, a D. bruxellensis partilha vérias
caracteristicas com S. cerevisiae. Dentre estas, ambas s&o tolerantes a etanol, sdo
microrganismos anaerobicos facultativos, sdo classificados como Crabtree positivas que diz
respeito & preferéncia ao metabolismo fermentativo em altas concentracGes de glicose em
presenca de oxigénio (WOOLFIT et al., 2007). Além do mais sdo petite positiva, ou seja,
podem se propagar sem 0 DNA mitocondrial (ROZPEDOWSKA et al., 2011). Ainda em
relagdo a S. cerevisiae, a D. bruxellensis tem mostrado maior adaptacdo ao ambiente

industrial e isto pode estar ligado a algum fator limitante de crescimento em competicdo com
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células de S. cerevisiae. Se a D. bruxellensis é capaz de assimilar ou metabolizar um nutriente
mais eficientemente que S. cerevisiae, sua taxa de crescimento pode ser maior nessa condi¢ao
(PITA, 2009). Outra possibilidade pode estar ligada a maior tolerancia a pH baixo e elevada
resisténcia a etanol (ROZPEDOWSKA et al., 2011).

Outra caracteristica marcante de D. bruxellensis é a capacidade de produzir acido
acético em aerobiose. Em leveduras o acido acético pode ser produzido a partir da oxidacao
do acetaldeido, gerado pela descarboxilacdo do piruvato (POSTMA et al., 1989; FREER,
2002; BLOMQVIST et al., 2010). Este acido poderia inibir a S. cerevisiae, em meio
fermentativo, porém ndo se observa sua producdo em condicGes limitantes de oxigénio em
ensaios em frasco (PEREIRA et al., 2011), e na industria (PHOWCHINDA et al., 1995;
ABBOTT et al., 2005; BLOMQVIST et al., 2010).

2.8 A linhagem de inicio Saccharomyces cerevisiae

Desde a Antiguidade, Saccharomyces cerevisiae vem sendo utilizada em processos
fermentativos diversos, como na panificacdo, cervejaria e fabricacdo de vinho e, seu uso foi
possivel desde entdo, devido a sua capacidade de converter rapidamente aglcares em etanol,
4cidos organicos e gas carbonico. E também muito importante como organismo modelo para
estudos bioldgicos (OSTERGARD et al., 2000), quer em estudos fisioldgicos (efeitos de
diversos tipos de stresse — osmdtico, oxidativo, etanol, e acidos fracos), quer na area de
Biologia Celular e Molecular, sendo o microrganismo eucaridtico mais estudado e aquele cujo
genoma eucarioto foi o primeiro a ser sequenciado (WILLIAMS, 1996).

A espécie Saccharomyces cerevisiae pertence ao Super Reino Eukaryota, Reino Fungi,
Filo Ascomycota, Classe Saccharomycetes, Ordem Saccharomycetales, Familia
Saccharomycetaceae e Geénero Saccharomyces (ALEXOPOULOS, 1996). A familia
Saccharomycetaceae inclui leveduras que sdo predominantemente unicelulares e podem
produzir pseudomicélio, possuem reproducdo assexuada primariamente por brotamento
multilateral e produzem ascasporos livres a partir de ascos que se originam tanto de um zigoto
como partenogeneticamente de uma célula somatica (ALEXOPOULQS, 1996). O asco é um
tipo especial de esporangio no qual se desenvolvem os produtos da meiose, 0S ascOSporos
(WALKER et al., 1998). Esta é umas das poucas espécies de leveduras que podem crescer sob

condicGes anaerdbias estritas. Contudo requer oxigénio para sintese de ergosterol e &cido
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Em relacdo ao metabolismo de acucar, dois tipos de metabolismo podem ser
identificados em S. cerevisiae: a respiracao e a fermentacéo alcodlica. O ambiente da levedura
determina o balanco entre esses dois modos, e 0 oxigénio tem um papel importante. Outros
parametros também tém relevancia no balanco entre os dois modos como a concentracao de
acucar, a proporcao de crescimento especifico e a linhagem da levedura. Como mencionado
anteriormente a alta concentracdo de glicose em presenca de oxigénio leva ao metabolismo
fermentativo (Efeito Crabtree). E mesmo sob completa condicdo aerdbica, um metabolismo
misto (respirofermentativo) pode ser observado quando a concentracdo de glicose é maior que
um certo limiar (ImM) (POSTMA et al., 1989; VERDUYN et al., 1984; JANSEN, 2004). A
glicose € a fonte preferida de carbono e energia de S..cerevisiae, mas outros aglcares podem
ser assimilados como 0s monossacarideos frutose, manose e galactose, assim como 0s
dissacarideos maltose e sacarose (JANSEN, 2004).

A formacéo de etanol em Saccharomyces e em outras leveduras ocorre a partir da via
Embden-Meyerhorf-Parnas, ou via glicolitica. O carboidrato € oxidado a gliceraldeido-3-
fosfato e a diidroxiacetona fosfato. O gliceraldeido-3-fosfato € convertido a piruvato o qual é
descarboxilado a acetaldeido. Na reacdo subsequente o acetaldeido é reduzido a etanol pela
enzima alcool desidrogenase a custa de NADH™. Os dois NAD* formados sdo utilizados na
oxidacdo de outra molécula de carboidrato, mantendo-se assim o equilibrio redox (reducéo-
oxidagdo) na célula (WALKER, 1998). A diidroxicetona pode ser convertida a gliceraldeido-

3-fosfato e posteriormente a etanol, ou alternativamente, reduzida a glicerol (Figura 3).
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Glicose
Etanol
Galactose —, Glicose 6-fosfato
2 NAD* @
IMADH + 2H:
Frutose e manose ———— Frytose 6-fosfato Acetaldeido
Frutose 1,6-bifosfato Piruvato
‘ 2 WAL+
/ \ INADH + 2H2
Diidroxiacetona fosfato Gliceraldeido 3-fosfato
MADH + Hr
g =

MLADH

> Glicerol 3-fosfato

Glicerol

Figura 3: Mapa do metabolismo central mostrando a producéo de etanol e de glicerol a partir dos
carboidratos em S.cerevisiae (Fonte: WALKER, 1998.)

No processo completamente anaerébio 1 g de glicose renderia teoricamente 0,51 g de
etanol e 0,49 g de CO. Entretanto devido a producdo de biomassa, o rendimento de 0,46 g de
etanol e de 0,44 g de CO: a partir de 1 g de glicose é mais realistico.

Devido sua capacidade em metabolizar sacarose, tanto por meio da sua hidrolise
extracelular como intracelular (BADOTTI et al., 2006, 2008), a S. cerevisiae tem sido
utilizada como cepa de inicio nas destilarias de alcool no Brasil, uma vez que esse agucar é o
principal constituinte do caldo e melago de cana-de-agucar. Em algumas dessas destilarias a
dindmica das leveduras durante a fermentacdo industrial tem sido monitorada com base em
técnicas moleculares, como a cariotipagem e PCR-fingerprint. Em um desses monitoramentos
Da Silva e colaboradores (2005b) observaram que cepas indigenas de S. cerevisiae
(contaminantes) foram capazes de substituir as cepas comerciais de S. cerevisiae durante o
processo de reciclo. Usando o PCR-figerprint associado a analises fisiologicas foi possivel
isolar a cepa indigena (JP1) para ser utilizada como cepa de inicio para as destilarias no
Nordeste. Esta cepa é altamente dominante, com alto rendimento etanolico (> 90%) alem de
exibir tolerancia a um pH &cido, altos niveis de etanol e altas temperaturas (DA SILVA et al.,
2005a).
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3 OBJETIVOS

Objetivo Geral

Avaliar a fisiologia de L. vini e a sua interacdo ecoldgica com as leveduras produtoras de

etanol D. bruxellensis e S. cerevisiae na fermentagéo alcodlica industrial.

Objetivos Especificos

1. Avaliar o efeito dos metabolitos das leveduras sobre L. vini assim como a influéncia de L.
vini sobre a velocidade especifica de crescimento em S.cerevisiae e D.bruxellensis e observar
o perfil de tolerancia dos microrganismos em variadas concentragdes de &cidos organicos ou

etanol.

2. Avaliar o requerimento nutricional de L. vini em caldo e melaco de cana-de-agucar e em

diferentes fontes de carbono e nitrogénio.
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Resumo

O presente trabalho avaliou a possivel relacdo ecoldgica entre a Saccharomyces cerevisiae e
dois microrganismos frequentemente presentes na indudstria alcooleira — a levedura Dekkera
bruxellensis e a bactéria Lactobacillus vini. Para analisar essa relacéo, as leveduras foram
cultivadas em meios industriais e de laboratério. Os sobrenadantes foram coletados e
utilizados para diluir o meio MRS concentrado. As células bacterianas foram entéo cultivadas
neste meio misto. Uma experiéncia semelhante foi realizada com sobrenadante bacteriano
num meio de levedura. Os resultados mostraram que a quantidade de etanol nos
sobrenadantes das culturas das leveduras afetou o crescimento bacteriano. Contudo uma vez
que D.bruxellensis produziu metade da concentracdo de etanol produzido por S.cerevisiae, a
L.vini obteve uma maior velocidade especifica de crescimento no sobrenadante de
D.bruxellensis. Adicionalmente, os acidos organicos produzidos pelas células bacterianas
quando crescidas por 24h inibiram o crescimento de D.bruxellensis e diminuiu o crescimento
especifico de S.cerevisiae, quando o pH do meio ao qual as leveduras foram submetidas foi 4.
No teste de tolerancia das leveduras a acido latico, a S.cerevisiae apresentou menor fase lag
em relacdo a D.bruxellensis num pH inicial de 4. A partir destes resultados, concluimos que a
diminuicdo do etanol que pode ocorrer nas dornas de fermentagdo devido ao aumento da
populacdo de D. bruxellensis,pode acarretar o crescimento das células bacterianas, que por
sua vez inibe o crescimento da D.bruxellensis pela produgédo de &cidos e pela diminuicdo do
pH do meio. Assim, que a populagdo de D. bruxellensis é reduzida a levedura S. cerevisiae
pode retomar o crescimento, controlando a populacgdo bacteriana devido ao etanol produzido.
Esta interacdo pode ser um dos principais fatores ecoldgicos na relacdo entre leveduras e
bactérias e € de enorme significado para o processo de producao de etanol.

Palavras-chave: Acido acético, contaminacio bacteriana, bioetanol, &cido latico, cana-de-
acucar.
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Introducéo

A industria brasileira de etanol usa caldo de cana e/ou melago de aglcar como
substratos para a fermentagdo por Saccharomyces cerevisiae, e este processo é realizado sob
sepsia para todo o periodo da safra, isso faz com que a contaminagdo microbiana seja um
problema constante na fermentacdo do etanol (Skinner; Leathers 2004; Lucena et al., 2010;
Beckner et al., 2011; De Souza et al., 2012). O processo de fermentacdo para producdo de
etanol é suscetivel a contaminacgdo por bactérias lacticas (LAB) que florescem neste ambiente
devido & sua elevada tolerancia ao etanol e pH baixo , pelo menos, quando comparado com
outras espécies de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Tem sido mostrado que a
bactéria Lactobacillus fermentum heterofermentativa € prejudicial para S. cerevisiae, porque
ela produz &cido lactico (Thomas et al., 2001). Para além de qualquer efeito nocivo que as
celulas bacterianas podem ter sobre a levedura de fermentagdo, a instalagdo de uma estirpe
bacteriana particular também poderia contribuir para instalacdo de linhagens de leveduras
selvagens, como Dekkera bruxellensis. Passoth e colaboradores (2007) relataram a primeira
associacao de D. bruxellensis e Lactobacillus vini numa planta produtora de etanol na Suécia.
Num estudo paralelo, mostramos que D. bruxellensis € a principal levedura contaminante nas
destilarias no Nordeste do Brasil (De Souza Liberal et al., 2007; Basilio et al., 2008).

A associacdo entre esses dois microrganismos surgiu novamente quando foi observado
que destilarias suscetiveis a contaminacdo com D. bruxellensis também tiveram altas
contagens de L. vini durante a temporada de colheita (Lucena et al.,2010). Recentemente,
Tiukova e colaboradores (2014) mostraram que a interacdo célula-a-célula envolvendo
residuos de manose na superficie celular entre D. bruxellensis e L. vini, é observada em co-
culturas, o que pode ter implicacdes significativas para a dindmica da populagcdo microbiana
durante o processo. Assim, isso levanta a questdo de uma possivel simbiose entre estes
microrganismos no ambiente industrial. Experimentos com fermentacGes mistas de levedura-
bactérias foram realizadas para explorar a interacdo entre L. vini e D. bruxellensis (De Souza
et al., 2012). Os resultados mostraram que sob condigdes de fermentagcdo com alta densidade
celular e elevado teor de agucar e quase nenhum oxigénio a presenca de L. vini ndo afetou a
capacidade fermentativa de S. cerevisiae e D. bruxellensis (De Souza et al. 2012).

Lactobacillus vini foi classificada primeiramente como homofermentativa devido a
producdo Unica de DL- &cido latico a partir de pentoses (Rhodas et al., 2006), que em
principio, esta em conformidade com o trabalho de Basso e colaboradores (2014) e poderia

explicar os resultados de culturas mistas (De Souza et al. 2012) uma vez que a producéo de
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um Unico acido orgénico ndo causa efeito sinergistico como na presenca de dois &cidos
organicos, 0 que poderia levar uma queda na producgéo de etanol pelas leveduras (Graves et
al.,2006,2007). No entanto, duas questdes que permanecem sem solucdo necessitam ser
abordadas para uma melhor compreensdo desta interacdo de levedura-bactéria. Em primeiro
lugar, a condi¢cdo homo ou heterofermentativa de L. vini ndo parece ser ainda bem definida;
os fatores ecoldgicos que explicam em parte o coincidente aparecimento/desaparecimento de
L. vini e D. bruxellensis no processo industrial ndo estdo claros. A competicdo por nutrientes
essenciais € pensado levar o efeito das bactérias laticas sobre a levedura, mas ha alguns
metabolitos produzidos pelas bactérias laticas que sdo conhecidos por inibir o crescimento das
leveduras diminuindo a producdo de etanol tais como acido acético, &cido lactico, diacetil,
reuterina e acidos graxos (Bayrock e Ingledew 2004; Beckner et al., 2011).

O presente estudo avaliou o efeito dos metabolitos produzidos durante o crescimento
ou a fermentacdo de D. bruxellensis e S. cerevisiae sobre a velocidade especifica de
crescimento de L.vini assim como os metabdlitos produzidos pelo crescimento de L.vini na
velocidade especifica de crescimento das leveduras. Os resultados mostraram que 0s acidos
organicos e o etanol sdo elementos chave da interacdo ecoldgica entre estes microrganismos ja
que atuam em sinergia com as mudancas nas condicdes fisico-quimicas do processo, tais
como varia¢dao no pH. Assim, poderia ser estabelecida uma alternancia ciclica na populagéo
microbiana, dependendo das propriedades fisico-quimicas do processo industrial.

Materiais e Métodos

A linhagem industrial bacteriana L. vini JP789 (Lucena et al., 2010) e as leveduras
industriais S. cerevisiae JP1 e D. bruxellensis GDB248 foram usadas para o experimento (De
Souza et al., 2011; Pereira et al., 2011). As células de bactérias e leveduras foram mantidas
em meio MRS e YPD, respectivamente, contendo 20 g/L de agar. Meio sintético (SM) foi
composta de YNB completo (Difco) a 6,7 g/L suplementado com glicose a 20 g/L quando
usado para o crescimento celular (GSM) ou a 120 g/L , quando utilizado para a fermentacao
de células (SMF). O caldo de cana, fornecido pela destilaria Miriri Agroindustrial (Santa Rita
, PB), foi centrifugado a 5000 rpm por cinco minutos para remover a suspensao de solidos,
diluido com &gua destilada a concentracdo de acUcares totais para 20 g/L para o0s
experimentos de crescimento celular (SCJ - L) ou 100 g¢/L para 0s experimentos de
fermentacdo (SCJ - F). As células de leveduras foram cultivadas em frascos de 100 mL

contendo 20 mL de meio SMG durante 24 h a 32°C com agitacdo a 120 rpm. As células
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bacterianas foram cultivadas crescidas em frascos de 100 mL contendo 20 mL de meio MRS

por 24 horas a 32°C com agita¢do a 120 rpm..

Experimentos de Crescimento

Trés diferentes condi¢cdes de cultivo foram utilizadas para avaliar a influéncia dos
metabolitos da levedura no crescimento bacteriano, como descrito a seguir.
i) limitacdo de oxigénio (0 rpm) e baixa concentragdo de glicose: as células de levedura foram
inoculadas em meio SMG ou SCJ - G para concentracédo inicial de D.O. (600 nm) de 0.1 e
cultivadas a 32°C por 18 h (S. cerevisiae) ou 24 h (D. bruxellensis) sem agitacéo;
ii) crescimento aerado em baixa concentracdo de glicose: as culturas como acima foram
incubadas sob agitacao orbital a 120 rpm;
iii) limitacdo de oxigénio e alta concentracdo de glicose (fermentacgdo): as células de leveduras
foram inoculadas em meio SMF ou SCJ -F para uma concentracdo de D.O. (600 nm) de 10 e
cultivadas a 32°C por 8 h (S. cerevisiae) ou 16 h (D. bruxellensis) sem agitacao.
Ao fim de todas os cultivos, as culturas de leveduras foram centrifugadas a 5000 rpm durante
cinco minutos a temperatura ambiente e os sobrenadantes foram recolhidos, esterilizados em
filtro 0,22 um e armazenados até a sua utilizacdo. Aliquotas foram retiradas para medicdes de
metabolitos. O MRS concentrado duas vezes diluiu-se com o sobrenadante esterilizado por
filtracdo das culturas das leveduras. As células bacterianas foram utilizadas para inocular em
meio misto a uma concentracdo de D.O (600nm) de 0,1 e cultivada a 32°C na presenca (120
rpm) ou auséncia (O rpm) de agitacdo. As amostras foram coletadas periodicamente para
medicOes de absorcao e as taxas de crescimento especifico (i) foram calculadas a partir da
inclinacdo da fase de crescimento exponencial. Os resultados representam a média de trés
repeticdes (+ Desvio Padréo). Na avaliacdo da influéncia de metabdlitos bacterianos sobre o
crescimento da levedura, as células de L. vini foram utilizadas para serem inoculadas em meio
MRS e cultivadas a 32°C na presenga (120 rpm) ou na auséncia (0 rpm) de agitacdo durante
24 h . No final dos cultivos, as culturas bacterianas foram centrifugadas a 5000 rpm durante
cinco minutos a temperatura ambiente e os sobrenadantes foram recolhidos, esterilizados em
filtros de 0,22 um e armazenado até a sua utilizacao. Aliquotas foram retiradas para medicdes
de metabdlitos. O meio SMG dez vezes concentrado, diluiu-se co o sobrenadante esterilizado
por filtracdo de culturas bacterianas. A glicose foi ajustada a 20 g/L. As células de levedura
foram utilizadas para inocular em meio misto para uma concentracéo inicial de D.O. 0,1 e

cultivada a 30°C sob agitacao orbital a 120 rpm. As amostras foram coletadas periodicamente
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para medidas de absorbancia e a velocidade especifica de crescimento (u) foi calculada a
partir da inclinacdo da fase de crescimento exponencial. Os resultados representam a média de
trés repeticdes (x Desvio Padrao).

Crescimento microbiano na presenca de metabdlitos inibitorios

Experimentos de crescimento de bactérias ou leveduras foram realizados em meio
MRS ou SMG, respectivamente, na presenca de diferentes concentracdes de etanol, acido
lactico e/ ou acido acético adicionado ao meio. Sempre que necessario, o0 pH do meio foi
ajustado com 4acido sulfdrico para valores indicados nas Figuras. As células microbianas na
fase de crescimento exponencial foram diluidas em MRS fresco ou meio SMG (com ou sem
estresse) para concentracdo inicial de D.O. (600nm) de 0.1 em placas de microtitulacdo
estereis, para um volume final de 200 pL cultivado em aparelho Synergy HT microincubator
(BioTek, Swissland) a 30°C. As leituras de absorbancia foram tomadas a cada dez minutos.
As taxas especificas de crescimento (u)foram calculadas com acima e mostrados como
valores absolutos ou como uma porcentagem de inibicdo do crescimento microbiano: [ p (h1)

na presenca de inibidor / p (h ~1) na auséncia de inibidor]x100.

Analise dos metabolitos

Acucares, etanol, glicerol, acido latico e acido acético foram determinados por HPLC
(Waters Co., USA) acoplado com uma coluna de troca idnica HPX-87H (Biorad, EUA)

aquecida a 60 ° C. O &cido sulfarico a5 mM foi usado como a fase movel a 0,6 mL min™,

Resultados

O efeito de metabolitos das leveduras sobre o crescimento de L. vini foi avaliado
através da mistura dos sobrenadantes de culturas da levedura com meio MRS. Foram
utilizados dois tipos de culturas de levedura. O primeiro consistiu no crescimento das
leveduras em baixa densidade celular em meio sintético ou caldo de cana contendo baixos
teores de sacarose e incubadas durante 18 h a S.cerevisiae e 24 h D.bruxellensis com ou sem
agitacdo (Tabela 1).

Os rendimentos de etanol em culturas de crescimento de S. cerevisiae estavam na faixa

de 0,41 g/g (£ 0,02), em ambos os meios. Por outro lado, os resultados da cultura de
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crescimento de D. bruxellensis variou de 0,1 g/g (x 0,02) no caldo de cana para 0,04 g/g de
etanol (+ 0,008) em meio sintético de glicose, independentemente da agitacdo. O segundo tipo
de cultura envolveu a alta densidade celular das leveduras em alto teor de acucar em caldo e
no meio sintético sob condicdes estaticas (Tabela 1). Nesta condicdo, o rendimento de etanol
foi de 0,42 g/g (£ 0,02) para S. cerevisiae e 0,22 g/g (£ 0,02) para D. bruxellensis. O glicerol
foi produzido apenas por S. cerevisiae, geralmente sob condi¢Oes de fermentacdo (Tabela 1).
Nenhum &cido acético foi detectado em todos os meios testados, e apenas uma pequena
quantidade foi produzida por D. bruxellensis cultivada em caldo de cana, sob agitacdo. O pH
do meio manteve-se acima de 5,0 em todas as condi¢es testadas (Tabela 1). Com estas
caracteristicas, o sobrenadante das culturas de levedura foi misturado com meio MRS e
utilizado para o crescimento bacteriano (Tabela 1).

Com estas caracteristicas, o sobrenadante das culturas de leveduras foi misturado com
meio MRS e usado para crescimento bacteriano (tabela 1). A taxa de crescimento bacteriano
foi calculada como 0,44 h ! (+ 0,02), quando MRS foi misturado com o sobrenadante de S.
cerevisiae cultivadas em SMG , enquanto este valor foi reduzido para 0,38 h™* (+ 0,01), com
sobrenadante de cultivos caldo de cana . Esta reducdo foi menor para o sobrenadante D.
bruxellensis em ambos os meios de crescimento e de fermentacéo. O etanol foi 0 metabolito
mais significativo com atividade biocida produzido por S. cerevisiae quando comparado com
D. bruxellensis e pode ser responsavel pelo crescimento bacteriano reduzido (Tabela 1).
Assim, testou-se a influéncia da sua adicdo exdgena ao meio sobre o crescimento bacteriano
(Figura 1). Praticamente nenhum efeito sobre a cinética do crescimento bacteriano foi
observado quando o etanol foi adicionado na gama encontrada no sobrenadante de D.
bruxellensis (Tabela 1; Figura 1). A taxa de crescimento de bactérias foi reduzida em 50 %
quando a concentrac¢do de etanol no meio foi de 6 % (v/v) (Figura 1) na gama encontrada no
sobrenadante de S. cerevisiae (Tabela 1) ou em processos industriais (De Souza Barros et al.,
2012; . Pereira et al., 2012).
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Tabela 1. Efeito dos metabdlitos produzidos por Saccharomyces cerevisiae e Dekkera bruxellensis sobre o crescimento da bactéria Lactobacillus

vini.
Paramentros de cultivo das leveduras Metabolitos no sobrenadante da cultura de levedura (g/L) Crescimento de L. vini (h™Y) no
meio misturado®
Leveduras Condicéo Agitacdo  Meéio? Sacarose Glicose Frutose  Etanol  Glicerol Ac. pH 0 rpm 120 rpm
Acético
S. cerevisiae Crescimento Orpm  SMG 0.00 0.00 0.00 8.00 1.3 0.00 571 0.47£0.033
SCJ 0.00 1.45 4.00 8.00 0.5 0.00 570 0.42+0.014
120rpm  SMG 0.00 0.00 0.00 7.50 1.1 0.00 5.67 n.d.c 0.44 £0.021
SCJ 1.85 2.50 4.50 5.00 0.5 0.00 5.67 0.39 £0.000
Fermentacao 0 rpm SMF 0.00 1.50 0.00 48.7 2.8 0.00 548 0.42+0.014 0.40 £0.006
SCJ 1.00 0.60 10.0 44.0 2.4 0.00 555 0.39+0.014 0.37£0.016
D. bruxellensis  Crescimento Orpm  SMG 0.00 7.45 0.00 0.60 0.0 0.00 577 0.48 £0.014
SCJ 1.00 4.80 8.90 1.25 0.0 0.00 577 0.44 £0.006
120rpm  SMG 0.00 3.70 0.00 0.60 0.0 0.00 5.75 n.d. 0.46 £0.014
SCJ 7.50 4.00 4.50 1.35 0.0 0.25 5.58 n.d. 0.42 £0.001
Fermentacéo 0 rpm SMF 0.00 36.90 1.60 20.7 0.1 0.00 544 0.44 +0.014 0.42 +0.010
SCJ 20.6 6.00 2.60 21.6 0.1 0.00 550 0.42+0.000 0.39+0.018

4SMG: meio sintético para crescimento da levedura; SMF: meio sintético para fermentagdo da levedura; SCJ: caldo da cana-de-agUcar

b 2x estéril MRS com filtro estéril de 0.22 um foi diluido a 1x com sobrenadante das culturas das leveduras.

¢ ndo determinado
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Figura 1. Efeito de diferentes concentracdes de etanol adicionado ao meio MRS sobre
crescimento de Lactobacillus vini.

Além disso, testou-se o efeito dos metabolitos produzidos por L. vini sobre o
crescimento das leveduras. O sobrenadante dos diferentes periodos de crescimento
bacteriano foi misturado com meio SMG concentrado e estes substratos mistos foram
utilizados para o crescimento da levedura (Tabela 2). Quase nenhum efeito foi
observado no crescimento da levedura, mesmo quando a quantidade de acido organico
obtido a partir do crescimento bacteriano excedeu 12 g/L nos meios mistos (Tabela
2).No entanto, a taxa de crescimento de S. cerevisiae foi reduzida em 46% e o
crescimento de D. bruxellensis foi inibido quando esta alta concentracdo de &cido
organico coincidiu com a queda no pH do meio a 4 (Tabela 2). Este problema foi
superado com o ajuste do pH do meio para cinco com KOH, o que permitiu taxas
normais de crescimento para ambas as leveduras ser re-estabelecido (Tabela 2). Uma
vez que os valores de pKa para acidos latico e acético sdo 3.86 e 4.76, respectivamente,
o efeito de diferentes concentracfes de cada acido organico foi testado ao ajustar o meio
SMG para pH 4. Assim, tornaram-se protonado e prejudiciais. O &cido acético

adicionado a concentragdes acima 0,5 g/L inibiu completamente o crescimento tanto de
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S. cerevisiae quanto de D. bruxellensis (Figura 2a). As leveduras foram mais tolerantes
ao &cido latico com concentragdes de 0,7 e 1,0 g/L que reduziu o crescimento de S.
cerevisiae e de D. bruxellensis para 80% e 50%, respectivamente. No entanto, o seu
crescimento foi completamente inibido quando acido lactico foi adicionado a 1,5 g/L
(Figura 2b).

Tabela 2. Efeito dos metabolitos produzidos por Lactobacillus vini cultivada em meio
MRS sobre o crescimento das leveduras Saccharomyces cerevisiae e Dekkera
bruxellensis

Crescimento de L. vini Composicdo do sobrenadanete da Crescimento da levedura em SM?

em MRS cultura bacteriana (g/L)
Agitacdo  Tempo da Glicose Acido latico Acido S. cerevisiae D. bruxellensis
(rpm) amostra AcéticoP pH i (hh i (hh
(h)

0 0 19.50 0.00 5.60 596 0.32+0.00 0.12 +0.00
6 15.56 5.40 7.00 525 0.33+0.02 0.13+0.01

24 22.06¢ 17.92 7.88 4.00 0.18+0.02 0.00
24° 20.20¢ 19.20 7.70 540 0.30+0.01 0.13+0.00
120 0 19.60 0.00 5.40 596 0.38+0.00 0.12 £0.00
6 10.30 3.92 571 550 0.36 +0.00 0.16 +0.00

24 21.30¢ 15.25 6.60 400 0.28+0.01 0.00
24° 21.00¢ 16.42 7.00 5.45 0.33+0.00 0.16 +0.00

40 meio SM 10x estéril foi diluido a 1x com o sobrenadante das culturas de L. vini

filtrados em membrana de 0.22 pum.
b Concentracdo inicial de acetato em meio MRS foi de 5 g/L.

¢ 0 pH do sobrenadante foi elevado a 5.5 com KOH e esterilizado com filtro.
d sobrenadante do crescimento de L.vini (24 h) adicionado de 20 g/L de glicose.
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Figura 2. Efeito das diferentes concentracGes de a) acido acético e b) acido latico
adicionado ao meio com glicose sobre o crescimento de Saccharomyces cerevisiae (o) e
Dekkera bruxellensis(A) em meio com pH 4.

Em seguida, a influéncia do pH no meio sobre a cinética de crescimento das leveduras
foi determinado utilizando uma concentracdo de &cido lactico e acido acético com um
efeito de morte (Figura 3). O pH do meio foi ajustado com &acido sulfirico que é
semelhante ao que é utilizado pelas destilarias. Inicialmente ndo houve diferenca na taxa
de crescimento entre 0 meio ajustado a pH 5 (0,01 mM H *) e pH 3,5 (1 mM de HY),
assim a possibilidade de interferéncia no crescimento da levedura através da presenca de
acido sulfurico no meio foi rejeitada (Figura 3a e 3e). Em meio de pH 4, a presenca de
acido latico estendeu a fase lag da cultura de leveduras para mais de 18h, o que sugere
gue, mesmo a este pH , o teor de acido latico protonado € suficiente para inibir o
crescimento de células transitoriamente (Figura 3b e 3f). Diminuindo o pH do meio
abaixo do pKa ampliou ainda mais a fase de laténcia de S. cerevisiae e D. bruxellensis
inibiu o crescimento (Figura 3b e 3f). Um quadro semelhante foi observado quando
acido acético foi adicionado ao pH do meio ajustado para 4,5, ligeiramente abaixo do
seu pKa de 4,76, e estendido a fase de retardamento de mais de 12 h (Figura 3c e 3g).
No meio de pH 4, as células de leveduras levaram um longo tempo para se adaptar e
retomar o crescimento (Figura 3c e 3g). Por fim, o crescimento da levedura foi
completamente inibida quando ambos 0s acidos estavam presentes no meio ajustado a
um pH 4,0 (Figura 3d e 3h), como foi observado no sobrenadante de culturas
bacterianas (Tabela 2).
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Figura 3. Cinética do crescimento de Saccharomyces cerevisiae (painéis superiores) e Dekkera bruxellensis (painéis inferiores) em meio YPD
contendo 2% (w/v) de &cido latico (painéis b e f), 0,8 % (w/v) acido acético (painéis ¢ e g) e uma mistura de ambos acidos (painéis d e h). O pH
do meio foi ajustado com &cido sulfurico para diferentes valores iniciais. Os simbolos foram coloridos de acordo e discriminados nos painéis (a)

e (d).
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Discussao

Neste trabalho nés mostramos que a taxa de crescimento L. vini em meio MRS
foi reduzida em 50% quando o etanol foi acrescentado ao meio na concentracéo de 6%
(v/v). Esta é a concentracdo media de etanol observada nos processos industriais no
Brasil, quando o caldo de cana é utilizado como um substrato (Pereira et al., 2012). Em
varios processos, quando bem operados, pode chegar a 8% (v/v) ou até raramente a 10%
(v/v) nos processos de fermentacdo para alto teor alcodlico. Existem alguns relatos que
fornecem provas que bactérias laticas sdo tolerantes e podem crescer na presenca de
etanol a 16% (Gold et al., 1992). Na descri¢do do genoma L. vini foi reportado que esta
bactéria pode tolerar até 10% (v/v) de etanol (Lucena et al., 2012). O termo tolerancia é
geralmente usado para definir se deve ou ndo um microrganismo crescer ou permanecer
viavel na presenca de um agente fisico ou quimico. No caso deste trabalho, que tém
demonstrado que, apesar da tolerancia das células bacterianas para o inibidor, a taxa de
crescimento caiu e isso pode afetar a capacidade das bactérias em competir com S.
cerevisiae no ambiente industrial.

As células bacterianas restantes podem crescer novamente uma vez que ha um
declinio na concentracdo de etanol. O que é que leva a diminuicdo de etanol no
processo? As médias de rendimentos industriais sdo frequentemente calculadas como
0,45 g/g (89% de eficiéncia maxima) e podem ser reduzidas para 0,39 g/g quando a
populacdo de D. bruxellensis supera e iguala a de S. cerevisiae (De Souza et al., 2012).
Assumindo uma média de 120 g de sacarose/L no caldo de cana diluido, isto representa
uma queda de 5,5% para 4,6%, em termos do contetdo em etanol e trabalho em favor do
crescimento bacteriano se a populacdo de D. bruxellensis aumenta ainda mais ou
permanece a um nivel elevado por um longo tempo. Na concentracdo de 4,6% de etanol
apenas o crescimento bacteriano apresentou alguma inibicdo, reduzido em 20% em
relacdo ao meio sem etanol (Figura 1). Pode ser visto a partir dos dados da Tabela 1 que
0 crescimento bacteriano n&o foi afetado pelo sobrenadante de D. bruxellensis tal qual
observado quando se utilizou o sobrenadante de S. cerevisiae. Assim, 0 aumento na
contagem de células L. vini no processo industrial no Brasil descrito por Lucena e

colaboradores (2010) e alta contagem desta bactéria encontrada em uma destilaria na
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Suécia (Passoth et al., 2007; Tiukova et al., 2014). Poderia ser o resultado de uma queda
na concentracdo de etanol no mosto causado por um aumento na populacdo de D.
bruxellensis.

Uma vez que a populacdo de células L. vini é deixada a crescer e ainda
dominar a populacdo bacteriana no processo industrial (Lucena et al., 2010) como
resultado de uma reducdo na quantidade de etanol, este microrganismo pode ter um
efeito adverso sobre o crescimento e fisiologia das leveduras. O &cido latico, e acido
acético a um menor grau, é o principal produto do metabolismo de espécies de bactérias
laticas (Beckner et al., 2011). Tem sido demonstrado que os acidos acético e lactico
inibem o crescimento de S. cerevisiae, mas esta inibi¢do é uma funcdo do pH do meio, a
capacidade de tamponamento do meio e a quantidade total de &cido organico adicionado
(Thomas et al., 2002). Os valores de pKa dos acidos latico e acético séo 3,86 e 4,76,
respectivamente, o que significa que abaixo destes valores de pH, os acidos tornam-se
protonados e podem entrar nas células de levedura por difusdo (Neelekantam et al.,
2005). Assim, grande parte das moléculas de acido acético e uma parte de acido latico
sdo protonados no pH 4. Uma vez no interior das células, e em um pH de 6,8 citosélico,
os &cidos se dissociam e os prétons sdo expulsos por bombas H* e os anions sdo
removidos por bombas de extrusdao como Pdr12p (Schnurer e Magnusson 2005; Beckner
et al., 2011). Ambos 0s mecanismos necessitam de energia e aumentar a exigéncia de
ATP para manutengdo, deixando menos ATP para o crescimento celular (Pampulha e
Loureiro-Dias, 2000).

Além disso, a acidificacdo citoplasmatica poderia ter outros efeitos deletérios
sobre os sistemas biolégicos (Holyoak et al., 1996; Pampulha e Loureiro-Dias , 2000).
Assim, a magnitude de inibicdo do crescimento de S. cerevisiae é uma funcdo da
concentracdo total dos &cidos organicos na forma protonada no meio (Thomas et al.,
2002).

Inicialmente, mostrou-se que o uso de acido sulfurico para ajustar o pH do
meio ndo afetou o crescimento de leveduras, uma vez que ambas as estirpes cresceram a
pH 3.5 (semelhante ao pH 5) se nenhum &cido organico fraco estava presente (Figura
3ae). Melo e colaboradores (2010) mostraram que a linhagem S. cerevisiae JP1 pode

crescer com interferéncia minima no meio YPD ajustada para pH 2 com acido sulfarico.
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Existe também uma indicacdo de que D. bruxellensis é tolerante a ambientes &cidos
(Skinner e Leathers, 2004).

O é&cido latico comeca a produzir efeito inibidor docrescimento das leveduras
quando o pH do meio atinge o valor 4 (Figura 3b e 3f), que é um pouco maior do que
seu valor pKa de 3,86. Isto sugere que, mesmo neste pH, a quantidade de &cido latico
protonada é suficiente para inibir o crescimento de células transientemente. Este
fendmeno tem sido observado por outros autores (Abbott et al., 2004; Graves et al.,
2006; Narendranath et al., 2001a; Pampulha e Loureiro-Dias, 2000; Thomas et al.,
2001). Reduzir o pH do meio abaixo do pKa ampliou ainda mais a fase de laténcia de S.
cerevisiae inibiu o crescimento de D.bruxellensis (Figura 3bf). Thomas e colaboradores
(2002) relataram a estimulacdo do crescimento de S. cerevisiae na presenca de acido
latico a um pH 4,5, enquanto Abbot e colaboradores (2004) mostraram que S. cerevisiae
cresce melhor do que D. bruxellensis em puré de milho contendo acido lactico, bem
como sob o estresse de acido acético. Nés confirmamos esse resultado, mostrando que S.
cerevisiae ainda pode crescer a pH 3,5, mas ndo D. bruxellensis em 2% de &cido latico
no meio YPD (Figura 3bf) o qual também tem um efeito tamponante devido ao extrato
de levedura similar ao liquor de milho (Thomas et al.,2001).

Uma reducédo significativa no crescimento das leveduras foi observada se o
acido acético foi adicionado ao meio previamente ajustado para pH 4,5 (Figura 3c e 3g),
ligeiramente inferior ao seu pKa de 4,76 como relatado anteriormente (Abbott et al.,
2004; Graves et al., 2006; Narendranath et al., 2001a; Pampulha e Loureiro - Dias de
2000; Thomas et al., 2001). E ndo foi observado qualquer crescimento para ambas as
leveduras do pH de 3.5 na presenca de acido acético (Figura 3c e 3g). Finalmente, o
efeito sinérgico dos acidos acético e latico foi avaliado, uma vez que podem ser
produzidos pelo metabolismo de fermentacdo de L. vini (Tabela 2) e também por D.
bruxellensis (De Souza Barros et al., 2012; Leite et al., 2012; Pereira et al., 2014). A
presenca de ambos os acidos organicos foram reportados reduzir a concentracdo de
células viaveis de leveduras na fermentacdo em batelada de caldo de cana, enquanto as
celulas remanescentes iniciaram o0 crescimento novamente ap0s a remocdo dos
inibidores (Pereira et al., 2012). O crescimento das leveduras foi completamente inibido

quando ambos os acidos estavam presentes no meio o qual tinha um pH ajustado para



52

4,0 (Figura 3d e 3h), da mesma maneira como foi observado no sobrenadante de 24 h da
cultura bacteriana para D. bruxellensis (Tabela 2). Assim, a alta contagem da populacgéo
bacteriana no processo, acarretard maior producdo de seus acidos organicos atuando nas
células de levedura.

Durante o processo de fermentacdo, o pH no mosto diminui para 3,5 quando o
caldo de cana € utilizado como um substrato, mas se mantém acima de 4,5 em melaco
devido as propriedades tamponante dos seus componentes (Pereira et al., 2014). Em
vista disso, a atividade inibidora dos éacidos organicos produzidos por L. vini é mais
significativo na inddstria com caldo de cana. Sabe-se que as taxas de producéo de etanol
especifico caem como resultado da acdo do &cido acético sobre as linhagens de
leveduras industriais (Garay -Arroyo et al., 2004). O &cido latico e acético atuando
sinergicamente reduzem a sintese de etanol e a quantidade final de etanol produzido por
S. cerevisiae, e este efeito inibitdrio pode ser desencadeado pelo aumento na temperatura
(Graves et al., 2007). Os resultados deste trabalho sugerem que os acidos organicos
produzidos pelas bactérias presentes no processo de fermentacdo pode afetar o
crescimento da S. cerevisiae. Ao mesmo tempo, a producdo desses acidos deve manter o
crescimento da populacdo de D. bruxellensis sob controle. Este pressuposto estad de
acordo com o recente artigo que mostra que as bactérias heterofermentativas sdo mais
prejudiciais as leveduras do que células homofermentativas (Basso et al., 2014). Apesar
de L. vini ser considerada homofermentativa (Rodas et al 2006) foi observada uma
pequena producdo de acido acético quando as culturas atingiram alta densidade celular
(tabela 2). Se o efeito destes acidos organicos é diminuido, por exemplo, aumentando-se
0 pH do meio, a populacdo de S. cerevisiae vai aumentar a producdo de etanol suficiente
para manter a populacdo de L. vini sob controle. Esta dependéncia do pH do meio pode
explicar a falta de influéncia negativa de L. vini sobre a capacidade fermentativa de S.
cerevisiae que relataram anteriormente (De Souza et al. 2012). Por outro lado, se
qualquer alteracdo no processo de fermentacdo permite o crescimento de D.
bruxellensis, poderia levar a uma queda na producdo de etanol reduzindo a pressédo
seletiva sobre as células de L. vini, e levar a um aumento da sua populacdo e a

associacdo observada destes dois microrganismos (Lucena et al., 2010). Isto resulta na
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producdo de acido latico e acido acético, o que ird inicialmente afetar D. bruxellensis e
depois de S. cerevisiae, e assim, reiniciar o ciclo ecoldgico.

Assim, embora a explicagdo para a interacdo ecoldgica entre 0s
microrganismos ndo seja simples, e ndo pode ser reduzida de forma simplista a dois ou
trés componentes do ambiente industrial, os resultados deste trabalho, pelo menos,
mostra uma caracteristica relevante desta interacdo. Os experimentos que devem levar
em conta outras variaveis, e assim, proporcionar uma visdo completa da ecologia

microbiana no processo de etanol combustivel industrial.
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Influéncia da suplementacgéo do caldo e melago no crescimento de L.vini
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Resumo

A contaminacdo microbiana € um problema em qualquer sistema de fermentacdo
alcoolica industrial. Esses contaminantes podem reduzir a produtividade etanolica da
fermentadora Saccharommyces cerevisiae levando a prejuizos na inddstria. Nas
destilarias de etanol no Brasil e Suécia tem se observado a prevaléncia de uma bactéria
latica resistindo a niveis altos de etanol, recentemente descrita como Lactobacillus vini.
Esclarecer a prevaléncia dessa bactéria nas dornas de fermentacdo pode auxiliar a um
controle maior do processo. Nas dornas de fermentacdo além dos aspectos fisicos
envolvidos como pH e temperatura, o aspecto nutricional é importante para o
crescimento populacional da microbiota. Neste trabalho avaliamos o crescimento de L.
vini nos meios industriais de caldo e melaco de cana-de-aglcar com e sem
suplementacdo nutricional. Inicialmente foi observado que esta bactéria apresenta maior
producdo de biomassa em caldo do que em melaco. Houve um aumento na biomassa
bacteriana quando estes meios foram suplementados com peptona (10 g/L), indicando a
deficiéncia em nitrogénio destes meios. Aumento ainda maior foi observado quando foi
utilizado extrato de levedura (5 g/L), indicando a caréncia de vitaminas nestes meios..
Em funcéo deste Gltimo resultado, adicionamos o lisado celular de S. cerevisiae ao caldo
de cana e ao melago. Isto possibilitou o aumento na populagdo de L. vini nos meios
industriais aos niveis observados quando se utilizou a suplementacdo com extrato de
levedura comercial. Estes resultados indicam que a morte das celulas de levedura
durante os reciclos do processo fermentativo industrial pode contribuir para 0 aumento
populacional de L. vini naquele ambiente.

palavras chave: Lactobacillus vini, caldo de cana-de-acUcar,melaco de cana-de-
acucar,contaminacao microbiana.
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Introducgéo

O etanol combustivel é produzido no Brasil a partir dos agucares provenientes da
cana-de-acUcar, diretamente a partir da fermentacéo do caldo ou a partir do melago que é
0 subproduto da producdo de agUcar comercial. Apesar da utilizacdo cada vez mais
frequente de linhagens comerciais de Saccharomyces cerevisiae, 0 processo apresenta
muitos microrganismos contaminantes, principalmente bactérias laticas, que podem
competir por nutrientes essenciais e produzir acidos organicos prejudicando o
rendimento e produtividade etandlica de S. cerevisiae (Beckner et al., 2011; Lucena et
al., 2010; Skinner e Leathers, 2004). Dentre as bactérias laticas, a espécie Lactobacillus
vini tem sido encontrada em processos industriais tanto no Brasil, por vezes em
episodios associados com o aparecimento da levedura contaminante Dekkera
bruxellensis (Passoth et al 2007; Lucena et al 2010). A relacdo entre esses
microrganismos ainda nao estd bem estabelecida, mas existem evidéncias de que a
presenca de L. vini ndo parece afetar a capacidade fermentativa de S. cerevisiae (De
Barros Souza et al 2012). Por outro lado, dados recentes de nossos estudos revelam que
a producdo de &cidos organicos por L. vini afeta o crescimento das leveduras de S.
cerevisiae (dados ndo publicados). Isto sim prejudicaria o processo industrial na medida
em gue a presenca de L. vini poderia inibir a reposi¢cdo da populacdo de S. cerevisiae ao
longo dos reciclos industriais Fatores fisico-quimicos e nutricionais influenciam a
dindmica populacional dos microrganismos nas destilarias de etanol, dos quais
destacam-se temperatura, pH do meio, presenca de compostos inibitérios, potencial
redox gerado por moléculas oxidante ou redutoras e a , macro e micronutrientes e a
disponilibilidade de fatores de crescimento (Hayek e Ibrahim, 2013). Caldo e melaco de
cana apresentam em sua constituicdo um alto teor de aguUcar, principalmente a sacarose,
que corresponde de 70 a 91% das substancias solidas soltveis. O caldo conserva todos
0s nutrientes da cana, porém apresenta algumas deficiéncias nutricionais como o baixo

nivel proteico e de fatores de crescimento, mas contém quantidades de minerais (3% a
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5% como cinzas) tais como ferro, calcio, zinco, manganés, cobre, potassio, fosforo e
magnésio, adequados ao crescimento microbiano, além de ceras e graxas (0,05 a
0,015%). O melaco ainda apresenta esses minerais em excesso e compostos organicos
que podem inibibir o crescimento microbiano como furfurais. E nesse cenario
nutricional que os microrganismos devem se desenvolver e por vezes se suplantarem nas
contagens celulares, o que suscita a capacidade de crescimento nas limitacdes
apresentadas.

Em geral, as bactérias lacticas sdo consideradas microrganismos fastidiosos, pois
requerem que diferentes substratos estejam disponiveis no meio de cultura para seu
desenvolvimento. E a despeito do fato de que L. vini pode atingir altas concentracdes
celulares no ambiente da fermentacédo alcoolica industrial (Passoth et al 2007; Lucena et
al 2010), nossos resultados recentes mostram a sua baixa capacidade de crescimento nos
meios industriais (dados ndo publicados). Contudo, o crescimento celular foi restaurado
quando o caldo de cana foi diluido para sua concentracdo de uso na industria com meio
de cultura comercial MRS (dados ndo publicados). Este meio contem diferentes fontes
de nitrogénio fornecidas pela peptona e pelos extrato de carne e extrato de levedura que
pode chegar a 22 g/L, além de polisorbato 80 que serve para producdo de acido oleico,
conhecido como estimulante do crescimento de bactérias laticas (Zacharof et al., 20009;
Li et al.,2011), minerais que tem um efeito especial para atividade enzimética (Foucad et
al., 1997) e vitaminas, principalmente do complexo B, presentes no extrato de levedura,
entre elas &cido pantoténico, riboflavina e a niacina que séo essenciais para maioria das
cepas das bactérias laticas (Letort e Juillard, 2001; Foucad et al., 1997). Com base nos
dados industrais e de laboratorio descritos, este trabalho teve como objetivo avaliar o
efeito da suplementacdo dos meios industriais sobre a taxa especifica de crescimento de
Lactobacillus vini afin de identificar os fatores que promovem esse crescimento celular

no meio industrial e a sua relagdo ecoldgica com D.bruxellensis e S.cerevisiae.

Materiais e Métodos

Linhagem e meio utilizado
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A linhagem industrial bacteriana L. vini JP 789 (Lucena et al., 2010) foi utilizada
para 0 experimento e mantida em meio MRS contendo 20 g I'* de agar. O caldo e melago
de cana foram fornecidos pela Destilaria Miriri Agroindustrial (Santa Rita, PB). O caldo
foi centrifugado a 5000 rpm por cinco minutos para remover a suspensdo de solidos,
diluida com agua destilada até o acucar total de 100 g/L para o crescimento celular ou
para a fermentacdo. A suplementacdo do caldo ou melago foi realizada com peptona 10
g IY, extrato de levedura 5 g I%, extrato de carne 10 g I}, polisorbato 80 10 g I, citrato
de amonia 5 g It ou um mistura de vitaminas (D-biotina 0,05 g I, 4c.pantoténico 1 g I,
ac.nicotinico 1 g 1Y, mio-inositol 25g I, Tiamina hidroclorito 1g I, Piridoxal
hidroclorito 1g I, ac. p-aminobenzéico 0,20g I1). Alternativamente, o extrato celular da
biomassa de S. cerevisiae foi utilizado para suplementar o caldo ou melago de cana. Para
isso, as células de levedura da linhagem JP1 foram cultivadas em meio YPD até a fase
estacionaria e coletadas por centrifugacdo. A biomassa Umida foi lisada pela adicédo de
nitrogénio liquido e pérolas de vidro (475-600 um de didmetro) seguido de agitacdo em
vortex. O lisado foi misturado com um pouco do meio industrial, a mistura filtrada em
membrana de 0.22 pm, e em seguida adicionado ao restante do meio industrial
previamente esterilizado. A adicdo do lisado celular foi feito de forma que mimetizasse a

mistura de células intactas de levedurs ao meio industrial para a concentragéo de 5 g I,

Crescimento de L. vini

As células de L. vini foram cultivadas em meio MRS por 16 h e usadas para
inocular os meios industriais de caldo de cana ou melaco, com e sem a adi¢do dos
suplementos, para a D.O. (600nm) inicial de 0,1 no volume total de 1 ml. Os cultivos de
L. vini foram realizados em placas do tipo FlowerPlates seladas com filme permeavel em
equipamento Biolector NA® (m2p-labs, Alemanha) a 32°C com umidade constante de
85% e velocidade de 800 rpm (equivalente a 250 rpm de incubadoras tipo shaker
orbital). Os cultivos foram realizados em anaerobiose com injecdo de nitrogénio a 0,5
vvm. As leituras em laser de variacdo de solidos em suspensdo foram realizadas a cada
20 minutos e os valores de dispersdo da luz foram transformados em densidade Optica a

partir do fator de calibracdo definido no laboratério para suspenséo de células de L. vini.
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Resultados e Discussao

O perfil do crescimento de L. vini foi analisado medindo a variacdo da densidade
Optica em diferentes meios de caldo e melaco de cana-de-agucar com e sem suplemento
nutricional, comparando-0 com 0 crescimento obtido no meio MRS. Nos meios
industriais o crescimento celular foi muito pequeno no caso do caldo de cana (Figura
1A) ou nenhum como no caso do melaco (Figura 1B). O pH inicial do caldo de cana e
do melaco foram determinados como 5.25 e 5.20, respectivamente, 0 que mostra que
esta auséncia de crescimento de L. vini ndo se deveu a acidez do meio. As bactérias
laticas sdo conhecidas como bactérias fastidiosas por ndo crescerem em meio mineral
simples (Hebert et al., 2004). Isto indica que, apesar de ricos em fontes de carbono e
minerais (De Souza Barros et al., 2014), esses meios sdo desprovidos de nutrientes
requeridos por essas bactérias. A concentracdo de nitrogénio assimilavel varia entre
amostras de caldo de cana de diferentes origens ou dependendo do periodo no qual a
cana foi colhida (De Souza Barros et al 2014), o que limita o crescimento microbiano.
Sabe-se que as bactérias laticas tém capacidade limitada de sintetizar aminoacidos a
partir de recursos de nitrogénio inorganico (Whright e Axelsson, 2011). Além disso,
peptideos parecem ser essenciais para a estimulacdo do crescimento dessas bactérias
(Letort e Julliard 2001; Tiukova et al., 2014). Desse modo, tanto o caldo como o melaco
foram suplementados com peptona. Esta suplementacdo promoveu crescimento celular
nos dois meios, porém na metade da velocidade especifica de crescimento (0.12 ht)
daquela observada para o meio MRS (0.24 h'). A biomassa final alcancada com a
suplementacdo também foi metade daquela obtida com o meio MRS (Figura 2A e 2B).
Isto mostra que L. vini também requer fontes organicas de nitrogénio para crescimento.
Resultados similares também foram alcangados com o uso de extrato de levedura
comercial, utilizado como fonte de vitaminas e outros fatores de crescimento (Figura 1A
e 1B). A suplementacdo apenas com extrato de carne sé foi capaz de induzir o
crescimento bacteriano no meio de caldo de cana (Figura 4A e 4B). A mesma D.O. final

de crescimento bacteriano foi observado quando o pH do caldo ou melago
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suplementados foi ajustado para 6.7, na faixa daquele observado para 0 meio MRS (pH
6.4).

A mistura da fonte suplementar de nitrogénio na forma de peptona e da fonte de
vitaminas suplementar, tanto na forma de extrato de levedura como na forma de uma
mistura polivitaminica, ndo gerou efeito sinergistico em relacdo ao crescimento celular
em meios com apenas um dos suplementos (Figura 2A e 2B). A mistura de extrato de
carne com peptona gerou menor biomassa de L. vini em relacdo a mistura de extrato de
levedura com peptona, tanto em caldo quanto em melagco (Figura 4A e 4B). A
importancia do extrato de levedura para o crescimento de Lactobacilos tem sido relatada
na literatura. A substituicdo de metade da quantidade de extrato de levedura por extrato
de malte ou de carne levou reducdo na producdo da biomassa de L.sakei em relacdo ao
meio contendo apenas extrato de levedura (Aasen et al., 2000); j& a mistura de extrato de
carne com caseina ou gluten ndo foi tdo eficiente para o crescimento de L. fermentum
como o extrato de levedura sozinho (Calderon et al., 2001). E possivel que essas fontes
de nitrogénio ainda ndo representem uma composicao balanceada de aminoacidos que é
requerida para propiciar crescimento bacteriano adequado (Lechiancole et al., 2002). No
meio de melago a suplementacdo com peptona e extrato de levedura foi mais eficaz que
peptona e a solucdo polivitaminica (Figura 2B). Portanto, outros requerimentos
nutricionais sdo necessarios.

Tiukova et al (2014) mostraram que o extrato de levedura poderia ser substituido
por uma mistura de ergosterol e Tween 80. Tween 80 (polisorbato) € incorporado pelas
células para producdo de é&cido oleico que € incorporado a membrana celular,
aumentando a fluidez da membrana e protegendo as células de fatores de estresse
ambiental como variagdo de pH e temperatura e presenca de oxigénio (Li et al.,2011).
Neste trabalho o extrato de levedura foi substituido pela suplementacdo nutricional que
incluia peptona, Tween 80 e solugdo polivitaminica, mas ainda assim a presenca de
extrato de levedura se mostrou mais importante para o crescimento tanto em caldo como
em melago (Figura 3A e 3B). A adigéo de todos os suplementos nutricionais no caldo ou
no melaco ndo foi capaz de elevar o crescimento celular ao nivel daquele observado no
meio MRS.
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Embora ndo tenha havido complementacdo do crescimento celular no nivel
observado para 0 meio de cultura MRS, a presenca de apenas extrato de levedura foi
capaz de aumentar a producdo de biomassa em mais de duas vezes em relacdo ao caldo
de cana. Isto significa que a morte das células de leveduras e a liberacdo do contetdo
intracelular no meio industrial poderia induzir o crescimento microbiano, contribuindo
para a instalacdo dos episddios de contaminacdo bacteriana do processo de fermentacéo
nas destilarias de etanol. A biomassa de S. cerevisiae nas destilarias de etanol no Brasil é
mantida em torno de 100 g de células/L, com recuperacdo de 90 a 95% das ceélulas
durante os reciclos (Lima et al., 2001; Basso et al., 2011). Além disso, a morte celular de
S.cerevisiae que pode ser ocasionada pela competicdo por nutrientes ou a presenca de
acidos orgéanicos pode levar a morte e lise celular. Para testar essa hipétese, o caldo de
cana foi suplementado com o lisado de S. cerevisiae de forma a representar o contetdo
intracelular de 5% da biomassa inicial que é adicionado nas dornas de fermentacdo. Com
isso, foi observada que a cultura de L.vini cresceu com este lisado celular (Figura 5) .
Por outro lado, o crescimento celular foi muito menor ou quase nenhum em melaco
(Figura 5), mesmo na presenca do lisado ou do extrato comercial de levedura. Isto
poderia explicar o fato de L. vini ndo ter sido detectado em destilarias de alcool que
utilizam esse substrato de fermentacdo (Lucena et al., 2010). A partir desses dados o
presente trabalho pode contribuir para o entendimento das bases do crescimento celular
e da instalacdo de episddios de contaminacdo dos processos industriais de producdo de

etanol por L. vini e possivelmente por outras bactérias lacticas.
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Figura 1A. Curvas de crescimento de Lactobacillus vini nos meios MRS (curva azul),
caldo de cana (curva vermelha) e caldo de cana suplementado com extrato de levedura
(curva verde).
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Figura 1B. Curvas de crescimento de Lactobacillus vini nos meios MRS (curva azul),
melacgo (curva vermelha) e melago suplementado com extrato de levedura (curva verde).
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Figura 2A. Curvas de crescimento de Lactobacillus vini nos meios MRS (curva azul
claro), caldo de cana (curva laranja) e caldo de cana suplementado com extrato de
levedura (curva verde), peptona (curva roxa), peptona e vitaminas (curva azul escuro) e

extrato de levedura e peptona (curva vermelha).
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Figura 2B. Curvas de crescimento de Lactobaciluis vini nos meios MRS (curva azul
claro), melaco (curva laranja) e melaco com extrato de levedura (curva verde), com
extrato de levedura e peptona (curva vermelha), com peptona e vitamina (curva azul

escuro) e com peptona (curva roxa).



66

4 N
10 3A
7.5
—&— Caldo+SORB+VIT+PEP
. —— Caldo+SORB+PEP
o]
> —@— Caldo+SORB+VIT
—aA— Caldo+EL
2.5 ==MRS
=0-—Caldo
0
L 0 5 10 rempo (h) 15 20 25 )
Figura 3A. Curvas de crescimento de Lactobacillus vini nos meios MRS (curva azul
claro), caldo de cana (curva laranja) e caldo com polisorbato, vitamina e peptona (curva
roxa), polisorbato e peptona (curva vermelha), polisorbato e vitamina (curva azul
petroleo) e extrato de levedura (curva verde).
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Figura 3B. Curvas de crescimento de Lactobacillus vini nos meios MRS (curva azul
claro), melago (laranja) e melaco com polisorbato, peptona e vitamina (curva roxa),
polisorbato e peptona (curva vermelha), polisorbato e vitamina (curva azul) e extrato de

levedura (curva verde).
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Figura 4A. Curvas de crescimento de Lactobacillus vini nos meios MRS (curva azul
claro), caldo de cana (curva laranja) e caldo de cana com extrato de carne (curva verde),
extrato de carne e peptona (curva vermelha), peptona e vitamina (2x) (curva azul
petroleo) e peptona (curva roxa).
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Figura 4B. Curvas de crescimento de Lactobacillus vini nos meios MRS (curva azul
claro), melaco (curva laranja) e melago com extrato de carne (curva verde), extrato de
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carne e peptona (curva vermelha), peptona e vitamina (curva azul escuro) e peptona
(curva roxa).
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Figura 5. Curvas de crescimento de Lactobacillus vini em caldo de cana ou melago
suplementados com lisado de Saccharomyces cerevisiae.
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Resumo

A producdo de etanol combustivel em destilarias do nordeste brasileiro apresenta
constantemente o seu rendimento em etanol comprometido pela presenca de bactérias, como a
Lactobacillus vini. Esta espécie foi recentemente identificada na producdo de vinho e etanol.
Este trabalho teve como objetivo avaliar a assimilacdo de diversos aglcares presentes nos
diferentes substratos industriais nos quais esta bactéria esta presente. A linhagem industrial L.
vini JP 7.8.9, isolada de destilarias do Nordeste brasileiro, foi utilizada como modelo de estudo.
Os ensaios de assimilacdo foram realizados utilizando o kit API 50 CHL, o que resultou em um
perfil de assimilacdo de aglicares muito semelhante ao da linhagem tipo. Entretanto, a
variabilidade fenotipica intraespecifica observada nao permitiu a identificagdo de fatores que
sugerissem adaptacdo a quaisquer dos tipos de substratos industriais, mas sugere a possibilidade
de que estas variagdes sejam produto de uma diversidade gendmica causada pela presenca de
elementos moveis identificados recentemente no sequenciamento de seu genoma. Ensaios de
crescimento em anaerobiose em que houve variacdo das fontes de carbono e de nitrogénio
mostraram que celobiose é um dissacarideo facilmente metabolizado por esta espécie, fato que
deve estar associado a presenca de varios genes que codificam a enzima B-glicosidase e de
transportadores do tipo PTS-celobiose em seu genoma. O presente estudo abre, portanto,
importante perspectiva para o inicio da elucidagdo das caracteristicas bioquimicas desta bactéria,
ainda pouco conhecido, 0 que permite compreender como este microrganismo consegue se
manter no processo de producdo de etanol como contaminante, bem como, abre a perspectiva do
emprego de L. vini na producao de metabolitos de alto valor agregado, como o acido lactico,

possibilitando ainda o melhoramento de suas habilidades industriais.

Palavras-chave: Lactobacillus vini, assimilacdo de aglcar, metabolismo, celobiose, citrato,

fermentacéo, lactato

Introducio
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No Brasil, a cana-de-agicar é processada na grande maioria das destilarias de etanol sem
prévio tratamento (Andrietta et al., 2007). Estas condigdes assépticas dos substratos do processo
(caldo de cana e/ou melago) possibilitam uma série de contaminagdes por microrganismos
indesejdveis, podendo ameagar a estabilidade da populacdo de Saccharomyces cerevisiae do
processo e interferir no rendimento e produtividade da fermentagdo, gerando significativas
quedas na producdo de etanol (Skinner e Leathers 2004; Andrietta et al., 2007; Lucena et al.,
2010; Beckner et al., 2011). As bactérias laticas (LAB) sdo os contaminantes bacterianos mais
comumente encontrados na de produgdo de etanol (Beckner ef al., 2011). Dentre estas, o género
Lactobacillus sp. geralmente ¢ predominante (Lucena ef al., 2010; Beckner ef al., 2011), e isso
se deve por estarem bem adaptados para a sobrevivéncia sob alta tolerancia a etanol, baixo pH e
condi¢des de baixa concentracdo de oxigénio, encontrados durante a fermentagdo industrial

(Beckner et al., 2011).

Dentre a populacao de bactérias consideradas contaminantes do processo industrial, a espécie
Lactobacillus vini tem sido frequentemente encontrada nas usinas do nordeste brasileiro (Lucena
et al., 2010). Essa espécie foi descrita recentemente, tendo sido encontrada em vinicolas da
Espanha (Rodas et al., 2005) e em destilarias de produgdo de etanol na Suécia (Passoth et al.,
2007). Esta ¢ uma bactéria gram-positiva e de acordo com a linhagem descrita ¢é
homofermentativa para pentoses e tem a capacidade de fermentar diversos agucares como: L-
arabinose, D-glicose, D-frutose, D-manose, Celobiose, Sacarose, Maltose, Trealose ¢ outros
(Rodas et al., 2006). As linhagens Lactobacillus vini LMG 23202 (Rodas et al. 2006) ¢ a JP7.8.9
(Lucena et al., 2010) foram sequenciadas e as analises genéticas identificaram a presenca de
genes envolvidos no metabolismo da celobiose, genes que codificam para a B-glucosidase (EC
3.2.1.21) (Lucena et al., 2012). Isto abre uma importante perspectiva para o uso industrial desta

bactéria que ja esta plenamente adaptada aquele ambiente.

Portanto, compreender a fisiologia, pouco conhecida de L. vini JP7.8.9, permite a elucidagdo
das caracteristicas bioquimicas deste microrganismo. Esse estudo abre a perspectiva do emprego
de L. vini na producao de metabolitos de alto valor agregado, como o acido lactico, investigando

quais os nutrientes sdo preferivelmente assimilados.

Material e Métodos
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Microrganismos e condi¢oes de crescimento

As linhagens industriais Lactobacillus plantarum 6A, isolada da destilaria Miriri, Santa Rita,
PB (dados ndo publicados) e L. vini JP7.8.9 isolada da destilaria Japungu, Santa Rita, PB
(Lucena et al., 2010) foram cultivadas em meio MRS liquido (10 g/l peptona, 10g/l extrato de
carne, 10 g/l extrato de levedura, 20 g/l glicose, 5 g/l acetato de sodio, 1 g/l Tween 80, 2 g/l
KyHPOy, 2g/1 Citrato de amoénio, 0.1 g/l MgS0O4.7H»0, 0.05 g/l MnSO4.4H»O e pH ajustado

para 6.2 a 25 °C), da Himedia Laboratérios (Mumbai, India) e mantidas a 37 °C por 24 horas,

em condicdes estaticas (De Souza et al., 2012).

Teste API 50 CHL

A capacidade de assimilagdo dos carboidratos foi determinada utilizando o teste API 50
CHL, um sistema normalizado composto por 50 testes bioquimicos para o estudo do
metabolismo de carboidratos por microrganismos (Bio Merieux, Franga), que contém meios
especificos para a identificagdo de espécies de Lactobacillus e géneros relacionados. O teste foi
preparado de acordo com as instrugdes do fabricante (Biomerieux, Marcy 1 'Etoile, Franga). O
sistema foi entdo incubado a uma temperatura de 37°C durante 48h em anaerobiose ¢ as
amostras foram analisadas com rela¢do a assimila¢do dos carboidratos de acordo com a mudanca
de cor, gerada pela diferenca do pH do meio. As espécies foram identificadas através da

avalia¢do com software de identificagdo apiweb™.

Analise de assimilacio dos actlicares e diferentes fontes de carbono e nitrogénio, e

velocidade de crescimento celular

Para os ensaios de variagdo de fonte de carbono e nitrogénio, o meio MRS foi reproduzido

em laboratorio a partir de seus componentes, segundo o fabricante (Himedia Laboratories),
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alterando-se os tipos de agticar a serem testados (glicose, frutose, sacarose, celobiose, maltose e
lactose) na concentragdo de 20 g L. Trés fontes de nitrogénio foram testados na composigdo,
além do citrato de amonio, que ja faz parte da composicdo do meio comercial: sulfato de
amonio, nitrato de sodio e glutamato de sodio na concentragdo de 2 g L. Para os ensaios de
assimilacdo e cinética de crescimento celular, as células pré-cultivadas em meio MRS e
utilizadas para inocular os meios MRS-especificos para concentragdo inicial de D.O.(600nm) de
0,1 em volume total de 1 mL em placas do tipo FlowerPlates (mp2Lab, Alemanha). As placas
foram seladas com filme permeavel e as células foram cultivadas em microfermentador
Biolector NA® (m2p-labs, Alemanha) a 37°C com humidade constante de 85% e velocidade de
800 rpm (equivalente a 250 rpm de incubadoras tipo shaker orbital). Os cultivos foram
realizados em anaerobiose com injecdo de nitrogénio ultrapuro a 0,5 vvm. As leituras em laser
de variagdo de solidos em suspensdo foram realizadas a cada 20 minutos ¢ os valores de light
scattering foram transformados em densidade Optica a partir do fator de calibracdo definido no

laboratdrio para suspensdo de células de L. vini.

Ensaios de fermentacao

As células de bactérias cultivadas em meio MRS foram coletadas e re-suspensas para
concentracdo celular inicial de 10% (m/v) nos diferentes meios MRS contendo glicose ou
sacarose. As fermentagdes foram conduzidas em sistema de batelada simples sem agitacdo
durante 8 horas a 33°C (De Barros Pita ef al., 2011, Pereira et al., 2011, De Souza et al., 2012).
As amostras coletadas foram centrifugadas e o sobrenadante reservado para analise de consumo
dos agucares e produgdo de metabolitos conforme protocolo descrito abaixo. Todas as
fermentagdes foram realizadas em triplicatas, e os resultados obtidos foram representados como

médias simples (+ desvio padrio).

Analise metabolica

As amostras coletadas ao longo das incubagdes foram centrifugadas para coleta do
sobrenadante para determinacdo da concentragdo do acgucar residual e dos metabolitos

produzidos, por cromatografia liquida de alta pressio (HPLC) em equipamento Agilent
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Technologies 1200 Series com a coluna modelo HPX87H (BioRad) em fase movel de acido
sulftrico a 5 mM, a 45°C. A identificacdo dos metabolitos foi feita por comparacao dos tempos
de retengdo com solugdes-padrdo e a concentracdo de cada metabdlito foi determinada por
integracao de picos do cromatograma e relagdo da area de cada pico com o fator de calibracao de
cada solu¢do-padrdo, através da metodologia de Zhao et a/ (2009) adaptada por De Souza et al.,

2012.

Resultados e Discussoes

Teste API 50 CHL

O teste API 50 CHL (bioMérrieux) ¢ fundamentalmente utilizado para identificacdo de
espécies de bactérias laticas a partir de um painel com 49 diferentes fontes de carboidratos. Esse
teste foi realizado sob as condigdes de 37°C durante 48 horas gerando um perfil de assimilacdo

de carbonos pela linhagem industrial L. vini JP7.8.9 (Tabela 1).

O perfil dos agucares fermentaveis pela linhagem de L. vini JP7.8.9, gerado através do teste
API 50 CHL (Tabela 1), apresentou diferengas em cerca de 22% das 49 fontes de carbono
testadas, em comparacdo com a linhagem tipo, Mont* (Rodas et al., 2006). Essas diferencas
foram encontradas na assimilagdo por L. vini JP7.8.9 de galactose, dulcitol, inositol, manitol, a-
metil manosido, arbutina, melibiose, melezitose, D-rafinose, turanose e gluconato. Comparando
outras linhagens de L. vini também ¢ possivel observar diferengas no perfil de assimilacao. Por
exemplo, a galactose € o manosido que ndo sdo assimilados pela linhagem Mont* sdo
assimilados pela linhagem 116, enquanto a linhagem 154 é capaz de assimilar o manosido. A
arbutina ¢ assimilada tanto pela linhagem industrial (JP7.8.9) quanto pela linhagem 154,
enquanto que ribose ¢é assimilada pelas linhagens JP7.8.9 e Mont* e as linhagens 116 e 154 ndo
sdo capazes de assimilar (Rodas et al.,, 2006). A linhagem industrial Lactobacillus plantarum
6A também foi submetida ao API 50 CHL (Tabela 1). Essa linhagem, assim como a L. vini
JP7.8.9, foi isolada em uma destilaria de alcool carburante no nordeste brasileiro. Em
comparacdo com a linhagem tipo de L. plantarum foi observado apenas uma diferenca na

assimilagdo de sorbitol, na qual a linhagem industrial se mostrou capaz de assimilar enquanto a
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linhagem tipo ndo assimila este composto.

Essas diferencas observadas no resultado do API 50 CHL entre linhagens de uma mesma
espécie podem ser explicadas pela grande heterogeneidade existente no grupo dos Lactobacillus,
gue engloba espécies com grande variedade fenotipicas, bioquimicas e fisioldgicas (Axelsson,
2004). Esta heterogeneidade é refletida, por exemplo, na variedade do conteldo GC, que pode
apresentar variacdes entre 32 e 35 mol%, duas vezes mais do que o hormalmente aceitavel para
um unico género (Schleifer e Stackebrandt, 1983). A adaptacdo ao ambiente também pode
explicar estas diferencas. Estudos que compararam os genomas de linhagems de L. lactis
provenientes de dois ambientes que diferem bastante em sua composi¢ao quimica, a industria de
laticinios e brotos de feijdo, demonstraram que a linhagem proveniente do ambiente vegetal
apresenta muitas caracteristicas adicionais relacionadas com a adaptacdo de crescimento para
substratos derivados da parede celular das plantas, possuindo um maior ndmero de genes
envolvidos no transporte e metabolismo de carboidratos, o que resultou em um aumento na
capacidade de assimilagdo de diversos agucares (Siezen et al., 2008). No caso de L. vini, nota-se
a grande variedade existente entre as trés linhagens comparadas, a linhagem de etanol
combustivel e as duas linhagens de vinho. Mesmo entre as duas linhagens isoladas de vinho é
possivel notar essa variabilidade fenotipica. Entretanto, os dados de assimilacdo pelo teste
API50 CHL ndo revelaram tracos especificos para os dois substratos, mostrando que ha um
componente gerador de variabilidade que é independente do substrato. E possivel que isto esteja
relacionado a presenca de elementos méveis, tais como integrons, transposons ou fagos. Neste
sentido, verifica-se a presenca de elementos pro-fagos no genoma de L. vini (Lucena et al. 2012).
A insercdo e excisdo desses elementos poderia gerar a variabilidade genética que se reflete na

variabilidade fenotipica observada.
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Tabela 1. Comparacéo fenotipica entre espécies de Lactobacillus com relagédo a assimilagdo de diferentes fontes de carbono.

Linhagem de Lactobacillus

Fonte de carbono L. vini JP 7.8.9 L. vini Mont 47* L. vini 116* L. vini 154* L. plantarumt** L. plantarum 6A
Glicerol - - - - - -
Eritritol - - - - - -
D-Arabinose - - - - - -
L-Arabinose + + + + + +
Ribose + + - - + +
D-Xilose - - - - - -
L-Xilose - - - - - -
D-Adonitol - - - - - -
B-Metil Xilosido - - - - - -
D-Galactose + - + - + +
Glicose + + + + + +
Frutose + + + + + +
D-Manose + + + + + +

L-Sorbose - - - - - -



Rhamnose

Dulcitol

Inositol

D-Manitol
D-Sorbitol
a-Metil-Manosido
Metil a-D-Glicosido
N-Acetil Glicosamina
Amigdalina
Arbutina

Esculina

Salicina

Celobiose

Maltose

Lactose

Melibiose
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Sacarose
Trealose
Inulina
Melezitose
D-Rafinose
Amido
Glicogénio
Xilitol
B-Gentiobiose
D-Turanose
D-Lixose
D-Tagatose
D-Fucose
L-Fucose
D-Arabitol

L-Arabitol
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Gluconato + - - -
2-ceto-gluconato - - -

5-ceto-gluconato - - - - -

81

+, a linhagem consegue assimilar; -, a linhagem ndo foi capaz de assimilar.
+ Linhagem tipo
* Rodas et al 2006

**Lactobacillus plantarum subsp. plantarum (ATCC® 14917™) (Manual API Teste 50 CHL, Biomerieux, Marcy 1 'Etoile, Franga)
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Crescimento celular em diferentes fontes de carbono

Para a avaliacdo da cinética de crescimento, as células de L. vini JP7.8.9 foram
inoculadas em meio MRS reconstituido variando a fonte de carbono. Esses experimentos foram
realizados em anaerobiose, ja que o crescimento desta bactéria em aerobiose é muito lento (dado
ndo mostrado). Foram avaliados os agucares presentes no mosto de fermentacdo de cana de
acUcar (sacarose e seus produtos de hidrélise glicose e frutose) e dissacarideos de importancia
industrial (celobiose da hidrolise da celulose, lactose dos produtos lacteos e maltose do mosto

de cevada). O meio com glicose foi utilizado como referencia.

No intervalo de 24 horas foi observado um baixo crescimento da bactéria no meio contendo
lactose como fonte de carbono (Figura 1). O resultado mostra uma extensa fase lag de adaptacéo
ao meio seguida de uma curta fase exponencial de crescimento e uma fase de crescimento lento.
A lactose é um dissacarideo formado por uma glicose e uma galactose. Sua metabolizagdo é
iniciada com a quebra da ligagdo B-1,4 pela enzima B-galactosidase. Os mondmeros resultantes
sdo degradados, a glicose diretamente pela via glicolitica e a galactose sendo metabolizada pela
via da tagaturose 6-fosfato, ou alternativamente pela via de Leloir (Monedero et al 2007). Os
dados da Tabela 1 mostram que a linhagem JP7.8.9 ndo apresenta deficiéncia na assimilacéo de
nenhum desses dois mondmeros. Portanto, pode-se presumir que o acumulo de glicose
resultante da hidrolise da lactose deva exercer efeito de repressao catabolica sobre o operon lac
produzido pela ligagdo da proteina repressora semelhante a CcpA/P-Ser-HPr como acontece em
L. casei (Monedero et al 2007). A maltose foi capaz de promover o crescimento celular lento,
também apds uma extensa fase lag de adaptacdo (Figura 1). Este é um dissacarideo com duas
moléculas de glicose em ligacdo a-1,4-glicosidica. Sua hidrélise gera apenas glicose, 0 que
poderia gerar um efeito de repressao catabédlica ja que o operon mal também é reprimido por
CcpA/P-Ser-HPr (Monedero et al 2007). E possivel também que no meio com maltose, esse
baixo crescimento, provavelmente, é devido a necessidade do gasto de energia (ATP) para o
transporte desse agUcar para o interior da célula permeases dependentes de ATP, como ocorre
em Lactococcus lactis (Law et al., 1995). Ja a sacarose e a celobiose permitiram crescimento
celular com a mesma eficiéncia da glicose e da frutose (Figura 1; tabela 2). Sacarose é um
dissacarideo formado por uma molécula de glicose e uma molécula de frutose com ligacdo o-
1,2-frutofuranosideo, enquanto que celobiose é um dissacarideo formado por duas moléculas de
glicose unidas por ligacdo 3-1,4-glicosidica. Seguindo a l6gica acima, é possivel sugerir que ndo
h& em L. vini 0 mecanismo de repressdo catabolica sobre o metabolismo tanto da sacarose como

da celobiose.
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Figura 1. Cinética do crescimento anaerdbio a 37°C da bactéria Lactobacillus vini JP7.8.9 em meios
MRS-especificos com diferentes fontes de carbono. Gli: glicose; Fru: frutose; Sac: sacarose; Cel:
celobiose; Mal: maltose; Lac: lactose. O meio MRS reconstituido continha citrato de aménio como fonte
de nitrogénio.

Até o momento, a caracterizacdo do transporte de glicose em L. vini nao foi reportada, mas o
transporte de glicose em Lactococcus lactis, uma bactéria filogeneticamente relacionada com L.
vini, foi recentemente elucidado: L. lactis possui dois sistemas de transporte do tipo PTS
(manose-PTS, PTSMan e celobiose-PTS, PTSCel) e um sistema de transporte ativo secundario
(GlcU) (Castro et al., 2009). A bactéria L. vini JP7.8.9 contém no seu genoma operons do
metabolismo de celobiose e grande quantidade de genes que codificam para [-glicosidases,
além de sistemas especificos celobiose-PTS (Lucena et al., 2012), o que deve propiciar o
melhor crescimento de L. vini JP7.8.9 em meio contendo celobiose. O sistema de transporte
PTS ¢é tido como o principal translocador de glicose em muitas bactérias do filo Firmicutes ao
qual pertence a familia Lactobacillaceae (Jahreis et al., 2008). Assim sendo, é valido assumir
que em L. vini a celobiose ¢é transportada e concomitantemente fosforilada pelo sistema

celobiose-PTS.

Crescimento celular em diferentes fontes de nitrogénio
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A cinética do crescimento anaerdbio de L. vini em diferentes fontes de carbono foi também
avaliada em quatro tipos de fontes de nitrogénio: nitrogénio amoniacal suprido na forma dos
sais de citrato (forma base do meio MRS comercial) ou de sulfato (forma base da maioria dos
meios de cultura mineral de laboratério), nitrato como segunda fonte mineral de nitrogénio
encontrado no caldo de cana, e glutamato como fonte orgénica de nitrogénio presente em outros
substratos industriais. De forma geral, o crescimento bacteriano foi menor nas trés ultimas
condicbes (Figura 2) do que foi observado quando o0 meio continha citrato de amoénio (Figura 1).
Portanto, ha indicagdo de que o amdnio na forma de sal de citrato se constitui numa fonte de
nitrogénio mais assimilavel pelas células. Isto ndo tem relagdo com o possivel uso do citrato
como fonte secundéria de carbono, ja que o crescimento celular ndo é observado quando este é

oferecido como fonte priméria, em meio contendo o sal, mas sem agucar (dados ndo mostrados).

A maior diferenga entre 0 meio contendo citrato de amonio e aqueles com outras fontes de
nitrogénio é a menor fase lag apresentada no primeiro meio independente do tipo de agucar
utilizado. Em muitas espécies de LAB, o citrato é metabolizado concomitantemente com o0s
acucares fermentéaveis (Smid e Kleerebezem, 2014). O citrato geralmente é usado como aceptor
de elétrons durante o co-metabolismo de aglcares fermentaveis. Entretanto, ele nao é
precisamente um aceptor direto de elétrons, mas sim o precursor de uma molécula com esse
potencial. Por exemplo, esta molécula por sofrer duas reacGes de descarboxilacdo para gerar
oxalacetato e depois piruvato, e esta Ultima atuar como receptor de elétron na produgdo de
lactato (Zaunmuller et al., 2006). Com isto, o balango energético € mantido pela reoxidacéo do
NADH gerado durante a assimilagdo dos agucares. Em L. lactis, a utilizagdo de citrato resulta
em uma vantagem de crescimento que é evidente quando o meio possui valores de pH baixos
(Garcia-Quintans et al., 1998; Magni et al., 1999; Martin et al., 2004). Nestas condic¢des, a
presenca de citrato proporciona uma utilizagdo eficiente de glicose e também auxilia para que as
células possam resistir as elevadas concentragdes de lactato gerado como um subproduto
metabolico. Este efeito de desintoxicag@o tem sido atribuida a eficiéncia do sistema antiporte
citrato/lactato catalisada por CITP (Magni et al., 1999), o que aumenta a sua atividade durante o
co-metabolismo de glicose e de citrato (Garcia-Quintans et al., 1998; Magni et al., 1999). Isso
pode justificar o melhor desempenho de L. vini no meio com citrato de amonio, uma vez que L.

lactis e L. vini sdo filogeneticamente proximas.

Algumas culturas de lactobacilos podem reduzir nitrato a nitrito e nitrito para 6xido nitrico
em anaerobiose (Wolf & Hammes, 1988), usando-os como fonte de energia ou aceptores de
elétrons (Klander & Weiss, 1986). Algumas culturas de L. plantarum sdo hébeis para reduzir

nitrato sob condicdo limitada de glicose no meio e pH com valor igual ou maior que 6,0
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(Klander & Weiss, 1986). Embora tenha havido crescimento de L. vini JP7.8.9 no meio
contendo nitrato de sodio, ndo foi possivel se identificar no seu genoma os genes que codificam
as proteinas da via de assimilacdo de nitrato, como a enzima nitrato redutase (Lucena et al.,
2010).

Nesse contexto vale destacar que o crescimento celular em meio contendo lactose foi muito
mais pronunciado quando se utilizou sulfato de amonio (Figura 2a), sendo bastante superior
aquele observado quando o aménio foi utilizado na forma de sal de citrato (Figura 1).
Assumindo que a glicose liberada pela hidrolise da lactose exerga um efeito de repressdo
catabdlica sobre o operon lac, como descrito acima, pode-se supor que essa repressao deve ser
potencializada na medida em que o balango energético da célula seja mantido pela presenca do

citrato no meio.

Ensaios de fermentagdo foram realizados em meios contendo citrato de amonio e glicose ou
sacarose na concentragdo de 12% (m/v) cada (Figura 3). Ao longo de oito horas de fermentagéo
a velocidade média de consumo de glicose (-¢S) foi calculada em -3,3 g h'! que resultou na
produgdo de lactato como unico metabolito de fermentagdo (Figura 3a). De acordo com Sun et
al. (2004) esta bactéria pode ser classificada como homofermentadora obrigatoria para glicose,
0 que corrobora com a classificagdo proposta por Rodas et al. (2006) que descreveu a espécie
como homofermentadora para pentoses e hexoses, produzindo exclusivamente o lactato como

produto final.
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Figura 2. Cinética do crescimento anaerdbio a 37°C da bactéria Lactobacillus vini JP7.8.9 em meios
MRS-especificos com diferentes fontes de carbono Gli: glicose (A); Cel: celobiose (B); Fru: frutose (C);
Lac: lactose (D); Sac: sacarose (E); Mal: maltose (F), contendo citrato de aménio, sulfato de aménio,
nitrato de sddio ou glutamato como fonte de nitrogénio. O meio contendo glicose e citrato de aménio foi
usado como referéncia.

Ensaios de fermentacio

Ensaios de fermentagdo foram realizados em meios contendo citrato de amonio e glicose ou
sacarose na concentragdo de 12% (m/v) cada (Figura 3). Ao longo de oito horas de fermentagéo
a velocidade média de consumo de glicose (-¢S) foi calculada em -3,3 g/L./h que resultou na
produgdo de lactato como Unico metabolito de fermentagdo (Figura 3a). De acordo com Sun et
al. (2004)esta bactéria pode ser classificada como homofermentadora obrigatoria para glicose, o

que corrobora com a classificagdo proposta por Rodas et al. (2006) que descreveu a espécie
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como homofermentadora para pentoses e hexoses, produzindo exclusivamente o lactato como

produto final.

Entretanto, a produgdo de lactato ndo foi uniforme ao longo do ensaio de fermentacao,
apresentando uma elevada taxa de produgio de 2,1 g h! nas primeiras duas horas. Nesse ponto o
rendimento foi calculado em 0,42 g g'!. Em seguida observou-se uma fase de produ¢ido uma
ordem de grandeza mais lenta de 0,28 g h!, com rendimento de conversdo de 0,078 g g'. No
final do periodo de fermentagdo o rendimento de produg¢do de lactato foi calculado em 0,21 g g!
na base da glicose consumida. Este rendimento foi semelhante (0,29 g g!) aquele observado

para o consumo de sacarose como fonte de carbono (Figura 3b).
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Figura 3. Cinética da fermentacdo de glicose (A) e de sacarose (B) pelas células de L. vini
JP7.8.9 em meio MRS reconstituido contendo citrato de amonio.

Concluséo

A bactéria industrial Lactobacillus vini JP7.8.9 apresenta particularidades no perfil de
assimilacdo de agucares em relacdo a outras linhagens desta espécie isoladas da fermentagdo de
vinho, embora este perfil ndo possa ser relacionado ao meio industrial da qual essas linhagens
foram isoladas. Uma caracteristica interessante ¢ o fato de esta bactéria ser capaz de assimilar
celobiose com muita eficiéncia em anaerobiose, como se pode observar no perfil de crescimento

celular. Isto pode indicar um bom potencial desta bactéria de produzir produtos de interesse
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comercial a partir de hidrolisados de celulose. Como o metabolismo desta espécie foi
classificado como homofermentativo, a produgdo de etanol deve ser descartada. Entretanto,
pode-se pensar no aprimoramento da produgdo de lactato ou mesmo na produgdo da propria
biomassa de células para uso como probidticos. Um fato importante a ser explorado é o efeito
do citrato sobre o metabolismo celular, notadamente sobre a eficiéncia de transporte e
assimilacdo de acucares, fatores importantes para o aprimoramento do uso deste microrganismo

em processos industriais.
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