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RESUMO

Referéncia;: RODRIGUES, Romaira Guedes. Diversidade microbiana cultivavel
em processo industrial de producdo de Etanol Dissertacdo (Mestrado).
Universidade de Brasilia, Brasilia, 2017.

O aumento da producado de fontes de energias alternativas oriundas de biomassas
renovaveis em especial biocombustiveis, como o etanol, em substituicdo gradual do
petréleo é visto como um importante contribuinte para o desenvolvimento de uma
sociedade industrial sustentavel e eficaz. O Brasil € o produtor de etanol mais
competitivo do mundo, com um mercado doméstico bem desenvolvido, cada vez mais
estimulado pelo crescimento das vendas de carros “flex-fuel”. A producgéo de etanol é
realizada por processo fermentativo, gracas a acado biologica das leveduras, que
convertem os agucares presentes no mosto, em etanol, gas carbbnico e compostos
secundarios. Entretanto, este processo esta sujeito a contaminacédo por leveduras
selvagens, caracterizadas por estarem presentes no processo fermentativo sem
terem sido selecionadas para a conducédo da producédo de alcool, competindo pelo
substrato e causando problemas ao processo. O objetivo desse trabalho foi estudar a
diversidade de micro-organismos contaminantes em duas etapas do processo de
producgéo do etanol. Amostras de mosto e vinho foram coletadas de duas usinas de
producao de etanol no estado de Goias. Foi realizada contagem microbiana ao longo
da safra. As colonias selecionadas foram isoladas e armazenadas em glicerol a -
80C°C. Foi realizada caracterizacao fisiolégica, ndo s6 para a identificacdo de
morfotipos que se destacaram para a producao de etanol como também para a sintese
de compostos organicos como acido acético e succinico. Foi realizada a extracdo de
DNA das amostras isoladas em meio YPD e amplificacdo por PCR das regides D1-
D2 que codifica 0 gene 28 S para levedura para identificacdo taxonémica. As
sequéncias geradas foram analisadas utilizando —se banco de dados especifico para
0 gene em questdo. As espécies de leveduras que indicaram 0s maiores hits e
destacaram-se nas amostras de mosto e vinho das usinas foram Candida tropicalis,
Pichia kudriavzevii e Saccharomyces cerevisae. O conhecimento a respeito dos micro-
organismos contaminantes permite a possibilidade de fortalecimento no programa de
monitoramento da dinamica de linhagens de leveduras no processo produtivo das
industrias, pois condi¢cdes adequadas de assepsia, de armazenamento de melaco,
limpeza das dornas e canalizagfes, e dificuldades para esterilizar grandes volumes
de mosto séo praticas que contribuem na diminuicdo do nivel de micro-organismos
contaminantes.

Palavras-chave: Etanol, contaminantes, taxonomia, levedura, Saccharomyces.



ABSTRACT

Reference: RODRIGUES, Romaira Guedes. Growing microbial diversity in industrial
ethanol production process. Dissertation (Masters). Universidade de Brasilia,
Brasilia, 2017.

Increase in production of alternative energy sources deriving from renewable biomass,
in particular biofuels like ethanol, in gradual substitution to petrol is perceived as an
important contributor for the development of a sustainable and effective industrial
society. Brazil is the most competitive ethanol producer of the world, with a well
developed domestic market, increasingly stimulated by the growth in sales of flex-fuel
cars. Ethanol production is carried out by fermentation process, thanks to the biological
action of yeasts, which convert the sugars present in the sugar cane juice into ethanol,
carbon dioxide and secondary compounds. However, this process is at risk of
contamination by wild strains, characterized by being present in the fermentative
process even though they were not selected for the alcool production, and thus
competing for substrate and causing problems to the process. The objective of this
work was to study the diversity of contaminanting microorganisms in two stages of
ethanol production process. Samples of sugar cane juice and wine were collected from
two ethanol production plants in the state of Goias. Microbial counting was carried out
throughout the harvest. The selected colonies were isolated and stored in glycerol at -
80 ° C. Physiological characterization was performed, not only for the identification of
morphotype that stood out for ethanol production, but also for the synthesis of organic
compounds such as acetic and succinic acid. DNA extraction from samples isolated in
YPD medium and amplification through PCR of the D1-D2 regions, which codes for
yeast 28S gene were performed for taxonomic Identification. The generated
sequences were analyzed using a specific database for the gene in question. The
yeast species that had the highest hits and stood out both at sugar cane juice and wine
from the distillery were Candida tropicalis, Pichia kudriavzevii and Saccharomyces
cerevisiae. Knowledge about contaminating microorganisms allows the possibility of
strengthening the monitoring program of the dynamics of yeast strains in the
production process of the industries, since adequate conditions of asepsis, storage of
molasses, cleaning pipes and difficulties for sterilizing large volumes of sugar cane
juice are habits that contribute to the reduction of contaminating microorganisms
levels.

Keywords: Ethanol, contaminants, taxonomy, yeast ,Saccharomyces
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1. INTRODUCAO

Os derivados de petréleo expressam a maior parcela da base energética
mundial. Sado fontes ndo renovaveis de energia, constituem reservas limitadas e
localizadas, predominantemente, em regides historicamente envolvidos em conflitos
politicos territoriais, fatores que resultam em irregularidades de preco, fornecimento e
distribuicdo. Além disso séo fontes energéticas responsaveis por elevada liberacdo de
gases causadores do efeito estufa na atmosfera. Em decorréncia dessas
adversidades, desenvolve-se um mercado cada vez maior de combustiveis derivados
de biomassa, para uso em motores de combustdo interna, capazes de substituir,
parcial ou totalmente, os combustiveis de origem féssil (Suhaimi et al., 2012).

O Brasil € o produtor de etanol mais competitivo do mundo, com um mercado
doméstico bem desenvolvido, cada vez mais estimulado pelo crescimento das vendas
de carros “flex-fuel”, que podem usar qualquer mistura de gasolina e etanol (lbeto et
al., 2011). A producao de etanol tem sido apoiada pelo desenvolvimento de novas
variedades de cana-de-acUcar, clima favoravel, solos férteis e tecnologias agricolas
(Leite et al., 2009). O PIB do setor sucroenérgético gerou mais de 113 bilh6es em

2015, ocupando assim um lugar de destague na economia brasileira (UNICA, 2016).

Estudos realizados pelo Ministério de Minas e Energia mostram que a demanda
pelo etanol no Brasil para o ano de 2020 € de 73,3 bilhdes de litros (Brasil, 2011). O
etanol produzido a partir da cana- de- aglcar no Brasil é altamente competitivo quando
comparado com os processos de producédo de outras culturas como exemplo, o milho
e beterraba agucareira, pois apresenta a maior porcentagem de reducdo de emissdes
de gases de efeito estufa, 0 maior balanco energético e rendimentos por hectare e

menores custos de producdo (Garoma et al., 2012).

O processo de producdo de etanol ocorre pela via fermentativa. Na
fermentacado alcéolica as leveduras convertem acgucares a élcool e CO2. Em escala
industrial a levedura Saccharomyces cerevisiae tem sido a mais utilizada. A principal
caracteristica que distingue o processo produtivo brasileiro de outros bioprocessos em
todo o mundo é a reciclagem de células da levedura. Essa caracteristica faz com que
as ceélulas de leveduras sejam constantemente submetidas a condi¢des estressantes,
como altas temperaturas, altas concentracbes de etanol, pH baixo, compostos

inibitérios de melaco, metabdlitos produzidos por micro-organismos adversos ao
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processo, excesso de sais, deficiéncia mineral e outros (Basso et al., 2008). Tais
adversidades comprometem o desempenho do processo fermentativo, pois 0 mesmo
estd sujeito a contaminacdo por bactérias, leveduras selvagens- por espécies de
Saccharomyces e ndo-Sacharomyces- devido as dificuldades na esterilizacdo dos
grandes volumes de caldo de cana de acUcar, melaco e agua (Lima, Marcondes, et
al., 2002).

Nesse contexto, uma levedura selvagem é definida como qualquer levedura
presente no processo fermentativo que nao seja aquela selecionada para a conducgao
da producdo de alcool, que atuam prejudicando a fermentacéo, causando problemas
operacionais e aumentando o tempo de fermentacdo (Gallo, et al., 2010). Portanto,
tais leveduras podem competir pelo substrato com linhagens de leveduras
selecionadas para a conducdo do processo fermentativo, causando sérias
dificuldades operacionais, desestabilizando o0 processo e comprometendo o
rendimento da fermentacéo. As espécies de leveduras selvagens sdo as mais dificeis
de controlar porgue o seu metabolismo € muito semelhante ao das cepas de leveduras
industriais, mas possuem caracteristicas inadequadas, tais como floculacao celular,
producdo excessiva de espuma, baixo rendimento de fermentacdo e fermentacéo

incompleta do agucar (Basso et al. 2008).

Embora muito conhecimento tenha sido adquirido em aspectos cientificos e
tecnologicos sobre o processo de producdo de etanol no Brasil, hA muito o que
conhecer a respeito dos micro-organismos contaminantes, pois estes, desenvolvem
diferentes estratégias de sobrevivéncia e competicdo para manterem-se em dornas

de fermentacéo de etanol comprometendo o rendimento do processo fermentativo.

Tais conhecimentos estdo diretamente relacionados e sdo importantes para as
abordagens que envolvem o processo de selecao de novas linhagens de leveduras.
Pois, a partir de metodologias como a cariotipagem do DNA nuclear e analise do DNA
mitocondrial entre outras, esta sendo possivel o monitoramento e melhor
compreensao da dinamica das linhagens de leveduras, revelando assim, linhagens
mais produtivas, o que tem permitido a criagdo de bancos de perfis genéticos de S.
cerevisiae selecionadas para a utilizagcado durante a safra em curso ou como “starter”
em safras seguintes na cadeia produtiva de destilarias brasileiras (Amorim et al.,
2015).
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Neste contexto, a proposta deste trabalho consiste no isolamento e
quantificacdo a nivel populacional dos micro-organismos contaminantes do processo
de producdo de etanol em usinas sucroalcooleiras. Seguindo-se da caracterizacao
fisiolégica e a identificacdo taxondmica de linhagens de leveduras isoladas de

processos produtivos industriais.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. A producéao de etanol no Brasil

O contexto dos estudos acerca da obtencdo de biocombustiveis no Brasil
comecou a partir de testes pioneiros realizados entre os anos de 1905 e 1925, com a
producdo de alcool combustivel. Em 1931, o governo brasileiro estabeleceu um
decreto que obriga a mistura de 5% de alcool na gasolina importada pelo pais, e sete
anos depois, o decreto n° 737 estende a obrigatoriedade da mistura de 5% de alcool
também a gasolina produzida internamente no pais. Na década de 60, a descoberta
de extensas reservas petroliferas no Oriente Médio diminui um possivel interesse
mundial por biocombustiveis. Porém com a primeira crise mundial do petréleo, em
1973, a procura por novas fontes de energia ressurge e o governo brasileiro passou a
buscar formas alternativas para reduzir a dependéncia do pais ao combustivel féssil
e amenizar os efeitos do choque na economia brasileira (Brasil, 2007).

Nesse contexto, em 1973, o preco do petroleo havia saltado de US$2,91 para
US$12,45 por barril, um aumento de 428%, incentivando o governo brasileiro a tomar
uma deciséo (Barros et al, 2007).

Em 1975, o Brasil lancou o Programa Nacional do Alcool — Proélcool, o maior
programa comercial de uso de biomassa para fins energéticos do mundo, visando ao
desenvolvimento das técnicas e aperfeicoamento dos insumos para a producéo de
alcool etilico. Na primeira etapa, de 1975 a 1979, os esforcos concentraram- se na
producdo de alcool etilico anidro para ser acrescentado a gasolina. Com o segundo
choque do petréleo em 1979, o programa foi ampliado, visando nessa fase a producao
de alcool como combustivel substituto a gasolina, sendo priorizada a producdo de
alcool hidratado.

A partir de 1982, o governo investiu no sentido de aumentar as vendas de
veiculos a alcool. Desse modo foram criados estimulos aos compradores, com maior
prazo de financiamento e taxas mais amenas de juros, porém, apesar do sucesso
técnico do Proélcool, houve muitas criticas a sua implantag&o. Tais criticas baseavam-
se no fato de que as éareas de cultivo de cana-de-agUcar aumentaram
consideravelmente, enquanto que as areas de cultivo de alimentos se mantiveram
inalteradas. Além disso, a sazonalidade, na época, foi também um grande contribuinte

negativo a continuidade do projeto. Acredita-se que o pleno sucesso do Proalcool teria
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sido alcancado se fosse compativel com uma politica energética nacional isenta de
influéncias externas que tinham no petréleo a melhor matéria-prima para producéo de
combustivel; uma politica agréaria, uma politica agricola e em contrapartida um preco
elevado do barril de petrdleo (Santin, 2006). Na década de 90 o programa continuava
em letargia, decorrente da queda e estabilizacdo do preco do petroleo e alta do prego
do acucar no mercado internacional, e também da retirada dos financiamentos e
subsidios por parte do governo que enfrentava sérios problemas fiscais e financeiros
(Fracaro, 2005).

Em 2003, o programa Prodalcool ressurgiu com forca, amparado pelo
langamento dos veiculos “flex-fuel”’, a alta do prego do petréleo e do aumento da
demanda externa oriunda da conscientizacdo ambiental, especialmente do Protocolo
de Kyoto, acordo internacional que preconiza a reducdo das emissfes de gases do
efeito estufa emitidos pelos paises industrializados visando um modelo de
desenvolvimento limpo aos paises em desenvolvimento (Godoy et al, 2005). Haja vista
gue o uso de petréleo representa 37% do consumo da energia mundial (Kundiyana et
al, 2006).

O impacto ambiental do consumo acentuado de combustiveis fésseis tornou-
se uma grande preocupacédo para a sociedade moderna, sendo estes responsaveis
por uma parcela significativa da emissdo dos principais gases que contribuem para o
aquecimento global (IPCC, 2007). Desse modo, a substituicao gradual do petréleo por
fontes de energia alternativas oriundas de biomassas renovaveis em especial para 0s
biocombustiveis, como o etanol, € vista como um importante contribuinte para o
desenvolvimento de uma sociedade industrial sustentavel e eficaz (Ragauskas et al.,

2006).

Biocombustiveis sdo combustiveis produzidos a partir da biomassa (matéria
organica), isto é, de fontes renovaveis — produtos vegetais ou compostos de origem
animal como o biodiesel. As fontes mais conhecidas no mundo sdo a cana-de-acgucar,
milho, soja, semente de girassol, madeira e celulose. A partir destas fontes é possivel
produzir biocombustiveis, como alcool, etanol e biodiesel (Brasil, 2007).

O etanol ou alcool etilico € um composto organico oxigenado, cuja férmula
quimica é C2HsOH. A producéo de etanol a partir da cana-de-agucar representa uma
importante tecnologia em larga escala capaz de produzir combustivel eficiente e viavel

economicamente, fornecendo substitutos viaveis a gasolina (Amorim et al 2011). O
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uso de etanol reduz os niveis de mondxido de carbono e as emissfes de dioxido de
carbono em relacdo aos combustiveis fosseis e foi classificado  pela Agéncia
Ambiental dos EUA como um biocombustivel avancado, uma vez que reduz as
emissOes de gases de efeito estufa até 61% quando comparado com a gasolina.

(Bergman et al., 2017).

2.2. Cana- de- acucar: a matéria-prima para a producéo de etanol.

O Brasil € o maior produtor mundial de cana- de- acUcar e o segundo maior
produtor de etanol sendo uma primeira fonte de energia renovavel e responde por
18% da matriz energética nacional (Empresa de Pesquisa Energética-EPE, 2015).
Apesar da maior producéo de etanol a partir de amido derivado do milho nos EUA, o
etanol produzido a partir da cana apresenta maior energia liquida e balanco de gases
(Cerqueira et al., 2009). A cana-de-acucar apresenta uma produtividade de biomassa
muito alta de 80 a 120 ton/ha/ano, com uma producao industrial de etanol de 8.000
litros/ha, comparado a 3.000 litros/ ha de milho. Assim, a cultura da cana-de-acucar
atraiu o interesse global como matéria-prima em diferentes paises (Bergmann et al.,
2017) (Figura 1).
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Figura 2. Matérias-primas exploradas para a producgédo de etanol (Bergmann et al., 2017).

A cana-de-acucar € uma graminea, pertencente ao género Saccharum, da

familia Poaceae das angiospermas, € mais cultivada nas regides tropicais e
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subtropicais do globo terrestre devido as condi¢des de solo e clima. Sua exploracdo
apresenta também uma contribuicdo socioecondmica para o pais, que se mantém em
destaque na exploracao dessa commaodity, em consequéncia da propriedade que essa
planta apresenta de sintetizar e armazenar significativa quantidade de sacarose em
seus tecidos de reserva. Enquanto as plantas em geral convertem menos de 1% da
luz solar em energia quimica, a cana de acucar € capaz de converter cerca de 2% da

radiacdo incidente em acucares (Nogueira; Venturini-Filho, 2005).

A é&rea a ser colhida com cana-de acucar e destinada a atividade
sucroalcooleira para a safra 2016/2017 esta estimada em 9,1 milhes de hectares, e
a producdo de 694,5 milhdes de toneladas de cana-de acucar o que significa um
aumento de 4,4% na quantidade de cana a ser moida em relacao a safra anterior, com
uma estimativa de producao de 39,8 milhfes de toneladas de agucar e 27,9 bilhdes
de litros de etanol. O aumento da producéo de cana-de-agucar resultou da expansao
das areas cultivadas para regifes sul e médio-oeste, entretanto a regido Sudeste
responde por 67% da producéo nacional (CONAB, 2016) (Figura 2).
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E Sudeste

Figura 2. Producao de cana-de-acglcar por regido. Adaptado de (CONAB, 2016).

A cana-de-acucar € uma planta semi-perene que requer rotacao de diferentes tipos
de culturas para manter a estabilidade do solo que é normalmente empregada a cada
cinco ou oito anos. Entre ciclos, as leguminosas séo plantadas com a finalidade de

reciclagem de nutrientes e adicédo de nitrogénio por fixacédo biolégica no solo. A cana-
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de-aclcar é geralmente colhida a cada dois anos a partir do mesmo canavial. A maior
parte da colheita é feita mecanicamente hoje em dia devido a investimentos do setor

e legislacdo que proibe a queima de palha (CGEE, 2008).

2.3. Producéo de etanol a partir de cana-de-agucar

A partir da colheita até a producdo de etanol, a cana-de-agucar passa por
diferentes processos, quimicos e fisicos, que permitem a sua degradacao, extracao
do caldo e fermentacao por microrganismos (Figura 3).
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Figura 3. Esquema representativo do processo de producdo de etanol (Bergmann et al.,

2017).Destaque para o mosto e vinho (vermelho).

Inicialmente, apos a colheita da safra, a cana € transportada o mais rapido
possivel para a usina, a fim de evitar degradacao da matéria organica (BNDES; CGEE,
2008). Ao chegar na industria, esta é quantificada, e aleatoriamente separada para
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determinacao da qualidade por meio de ensaios laboratoriais. Antes de seguir para o
sistema de preparo e extracdo, a cana passa por um processo de limpeza, para
remocao de impurezas (Machado et al, 2013). A extracdo do caldo se realiza sob
pressdo de rolos, montados em conjuntos, denominado, ternos de moenda, entéo, o
caldo, que contém a sacarose, é separado da fibra (bagaco). Parte do bagaco é
direcionado a alimentacao caldeiras para ser empregado como combustivel, j& que ao
ser queimado, seu calor promove a producao de vapor nas caldeiras, movimentando
as turbinas dos geradores de energia. A energia produzida é aproveitada nos
geradores para operar as maquinas utilizadas na usina e o excedente é vendido para
as empresas distribuidoras de energia elétrica (JBIC, 2006).

ApOs a extracao, o caldo passa por tratamento para a retirada de impurezas
€ peneirado e segue para a etapa de clarificacdo, a qual, utiliza compostos quimicos
como sulfato (gés sulfurico) e calagem, o pH é corrigido para 6,8 a 7,2, durante esta
etapa o caldo é aquecido a temperatura entre 102°-105°C, com a finalidade de
reducdo de micro-organismos contaminantes. A temperatura limite de 105°C é
adotada, pois quando ultrapassada, existe a possibilidade das ceras presentes no
caldo emulsificarem-se tornando dificil sua separacao. O processo de clarificacéo gera
um lodo que é utilizado como fertilizante nas lavouras de cana-de-agucar. O restante
das impurezas € removido na etapa de decantacdo, para a obtencdo de um caldo
mais limpo, com menos residuos nas colunas de destilacdo. O tempo em que caldo
permanece no decantador varia de 15 min a 4 horas, e € em funcdo do tipo de
equipamento e da carga de impurezas a remover (Chieppe, 2012) e (CGEE, 2008)

O caldo decantado pode ser enviado para o processamento de acUcar as altas
temperaturas, usadas para concentrar o caldo por evaporacdo e para cristalizar a
sacarose. Apés a producéo de acgucar, a solu¢do de acucar residual € denominada
melaco (ou mel), que contém altas quantidades de glicose (5 a 20%) e sacarose (45
a 60%). Em destilarias de cana-de-aclucar anexas, 0 melaco pode ser misturado ao
caldo de cana dando origem ao mosto, suspensao agucarada que alimenta a dorna
de fermentacgédo (CGEE, 2008).

Para a producao do etanol concentracdo de agucar no mosto € em funcao da
producdo de etanol pretendida e da concentracdo do in6culo. Usualmente 0 mosto
apresenta concentracdo de 18 a 22% de acucares. Nas fases preliminares de preparo

de in6culo sdo utilizadas concentracbes mais baixas de agucar, que favorecem o
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crescimento da levedura e reduzem o efeito da inibicdo pelo substrato (Machado,
2013, ROZA, 2008 e BNDES; CGEE, 2008).

Antes de ser adicionado as dornas, o mosto é resfriado a uma temperatura
entre 28 e 32°C, tornando o meio adequado para o processo fermentativo.
Posteriormente, este segue para as dornas de fermentacdo, onde leveduras
Saccharomyces cerevisiae sao adicionadas e toda a mistura fermenta por um periodo
de 8 a 12 horas, dando origem ao vinho. Esta solugcéo apresenta um teor alcodlico de
7-11% (v/v) e niveis de acucares residuais abaixo de 0,1% (Costa et al., 2001; Rogers,
2005) e (BNDES e CGEE, 2008).

O vinho é centrifugado para a separacao da levedura. O vinho entéo € enviado
para as colunas de destilacdo, enquanto as células de leveduras concentradas
(suspensao viscosa) recebem um tratamento com acido sulftrico (pH 2,0-2,5) com
finalidade de reducdo da contaminacdo bacteriana. Apds 2 a 3 horas, as células de
leveduras retornam aos tanques de fermentacéo para iniciar um novo ciclo. O vinho
passa para a etapa de destilacdo, onde o bioetanol é recuperado inicialmente na forma
hidratada, com aproximadamente 96°GL (porcentagem em volume), correspondentes
a cerca de 6% de a4gua em peso, deixando a vinhaca ou vinhoto como residuo,
normalmente numa proporc¢édo de 10 a 13 litros por litro de etanol hidratado produzido
(Wheals et al.; 1999, Amorim et al.; 2010) e (BNDES; CGEE, 2008).

Como exemplo de uma usina que produz tanto acucar como alcool (usina de
acucar com destilaria anexa), para cada tonelada de cana processada podem ser
produzidos 100 a 150 kg de acucar e 70 a 90L de etanol, gerando 300 kg de bagaco,
980 L de vinhoto, dentre outros residuos. O etanol hidratado pode ser estocado como
produto final ou pode ser enviado para a coluna de desidratagdo com adicdo de
ciclohexano para a producéo de bioetanol anidro, com aproximadamente 99,7°GL ou
0,4% de agua em peso (Nandy et al., 2002) e (BNDES e CGEE, 2008).

2.4. Fermentacéo etandlica

2.4.1. A levedura

As leveduras constituem um grupo de organismos eucariéticos pertencentes ao

Reino Fungi. Sdo encontradas no solo, nas superficies de vegetais, principalmente
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em flores e frutos, no trato intestinal de animais, e em liquidos agucarados
(Steckelberg, 2001). Possuem a forma esférica, ovoide, globosas ou alongadas.
Apresentam de 1 a 8 um de largura e 3 a 15 um de comprimento, variando de acordo
com idade e ambiente. As leveduras constituem o grupo mais importante de micro-
organismos comercialmente explorados e empregados na obtencdo de etanol,
especialmente em funcdo da capacidade fermentativa.

As leveduras pertencem ao dominio Eukaryota, reino Fungi, filo Ascomycota,
classe Saccharomycetes, ordem Saccharomycetales e familia Saccharomycetaceae
(Alcarde et al., 2007), sendo a levedura Saccharomyces cerevisae a mais utilizada na
producao de etanol (BAI et al, 2008) (Alcarde et al., 2007). Caracteriza-se por ser um
micro-organismo aerobio facultativo, ou seja, apresenta capacidade de desenvolver
metabolismo aerdbio oxidativo, ou fermentativo dependendo das condi¢cdes de

aerobiose ou de anaerobiose (Ravaneli, 2010).

2.4.2. A conversao dos acucares

A fermentacdo alcodlica é um processo bioquimico, no qual os micro-
organismos como a Saccharomyces cerevisiae transformam os acucares em etanol e
CO2 como produtos principais, além de glicerol, acido succinico, acidos volateis e
ésteres, como metabdlitos secundarios (Amorim et al.; 2005). Em condi¢cdes aerdbias
e em baixa concentracdo de glicose, a levedura metaboliza os carboidratos para
producdo de ATP e biomassa. Neste processo uma molécula de glicose produz cerca
de 38 ATPs e 47 g de biomassa. Sob condicbes anaerbbias, e em elevadas
concentracdes de acucares no mosto, a levedura metaboliza a molécula de glicose,
até a formacgdo de etanol e COz2, havendo produgdo de 2 moléculas de ATP por
molécula de glicose e baixa producdo de biomassa (Venturini et al., 2013).

A formacgao do etanol por Saccharomyces cerevisiae ocorre no citoplasma da
levedura pela via glicolitica, nesta via, a hexose (glicose) é oxidada a gliceraldeido-3-
fosfato e a dihidroxicetona fosfato, o gliceraldeido € convertido a piruvato que €, entao,
descarboxilado a acetaldeido, e reduzido a etanol pela enzima alcool desidrogenase
pelo uso de NADH e as duas moléculas de NAD+ formadas sao utilizadas na oxidagao
de outra molécula de glicose, mantendo assim, o equilibrio redox na célula (Ferrari,
2013) (Figura 4).
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Estima-se que 5% do acUcar metabolizado pela levedura Saccharomyces
cerevisiae sejam desviados para gerar produtos secundarios da fermentacdo como o

glicerol, sendo que os restantes 95% resultam em etanol (Walker, 1998).
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Figura 4. Formag&o de produtos da fermentag&o alcodlica.

2.4.3. Fatores que afetam a fermentacéo alcodlica

O processo de producéo de etanol combustivel fornece um ambiente que esta
longe da condigéo fisiolégica ideal para levedura de Saccharomyces cerevisiae.
Véarios fatores de estresse se alternam  durante o processo fermentativo
comprometendo as condicbes para producdo do etanol, tais como : altas
concentracbes de acucar e etanol, temperaturas elevadas, variacbes de pH e
presenca de compostos toxicos (Oliva-Neto et al., 2015).

A concentragdo de acgucar do mosto deve ser adequada a concentragdo do
inoculo (leveduras), para que ndo haja falta de células para consumir o substrato

oferecido. Elevando muito a concentracao de agucares no meio pode comprometer a
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viabilidade das células favorecendo o desenvolvimento de contaminantes com
formacao de subprodutos e resultar em fermentacdes lentas e incompletas, e como
consequéncia, menores rendimentos alcoodlicos (Angelis et al, 1992).

Concentracao de etanol pode ser intensificado pela alta temperatura e acidez
do meio causado pela variagao de pH e todos esses fatores estressantes sdo impostos
simultanea ou sequencialmente para as leveduras (Dorta, 2006). A entrada dos ions
nas células, alteram a formacdo e manutencdo da forca motriz com subsequente
diminuicdo do pH intracelular. Além de afetar a composi¢cdo da membrana, o etanol
pode inibir o crescimento e causar inativacdo enzimatica, levando a uma diminuicéo
da viabilidade celular (Basso et al., 2011). A tolerancia ao etanol é um fendtipo
complexo, sendo que mais de 250 genes parecem estar envolvidos com essa
caracteristica (Lima et al., 2001).

Temperatura elevadas: as leveduras sdo mesofilas. As temperaturas otimas
para a producao industrial de etanol situam-se na faixa de 26 a 35° C. Entretanto, a
temperatura nas destilarias pode alcancar 38° C, faixa na qual o crescimento e
desenvolvimento sdo ideais. E nesta faixa que a enzima invertase presente na
levedura, atua na reacdo de hidrélise da sacarose liberando glicose e frutose,
atingindo estabilidade (Shankar et al., 2014). Processos produtivos realizados em
altas temperaturas, podem provocar desordens na membrana, desnaturacdo de
proteinas, aumento no armazenamento de trealose, inibicdo da glicélise, resultando
em mutacao ou até mesmo na morte da levedura (Lima et al, 2001).

Variacdo de pH: um fator importante para a producdo de etanol é o pH do
mosto, que geralmente se encontra na faixa de 4,5 a 5,5, pois este influencia no
crescimento da levedura selecionada para conduzir o processo fermentativo. Porém,
o tratamento com &cido sulfarico na levedura € uma etapa importante do processo.
Este tratamento é realizado com o objetivo de reduzir a contaminacgéo bacteriana, e é
feito com pH na faixa de 2,0, podendo assim comprometer a viabilidade celular da
levedura (Oliva-Neto, 2013).

Presenca de compostos toxicos: O efeito antagonista dos acidos organicos
assim e da sintese de subprodutos em excesso no metabolismo da levedura S.
cerevisiae sdo problemas que comprometem a fermentacdo alcoodlica, e estdo

relacionados a presenca de micro-organismos contaminantes. (Amorim et al.,2011).
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Os &cidos: acético, succinico e acido lactico, apresentam propriedades inibitorias
interferindo nas func¢des de manutencao quimica das células de levedura.

O écido lactico se destaca devido a contaminacdo por bactérias lacticas que
sao muito frequentes nesse tipo de processo industrial, este € um composto organico
de formula estrutural CH3-CH (OH) -COOH. Apresenta alto valor comercial devido a
sua ampla aplicabilidade na industria quimica, pois € empregado na producdo de
plastico biodegradavel. Sua producdo pode ser realizada por sintese quimica ou
bioconverséao por fermentacao (Oliva-NETO,2013).

O acido acético é o principal &cido organico volatil cuja a formula estrutural é
CH3COZ2H, é produzido durante a fermentacdo alcodlica, sendo que o mesmo é
produzido tanto pela levedura como por bactérias contaminantes, podendo ocorrer em
concentracfes suficientes para causar efeitos toxicos a levedura Sacchoromyces.
Tais efeitos se traduzem por reducdo do crescimento da levedura e inibicdo da
fermentacdo (Whiting et al., 1994). O &cido succinico € um &cido organico
dicarboxilico que participa do metabolismo energético celular, sua producdo €
realizada também por bactérias e leveduras, sua ac¢ao sinérgica com o etanol tem
atividade antibacteriana.

O glicerol é um dos principais subprodutos obtidos durante a fermentacdo
industrial do etanol. Aproximadamente 4 a 8% de substrato sdo convertidos neste
composto, o0 que corresponde de 0,08 a 0,159 por g de etanol e esta envolvido no
metabolismo da levedura S. cerevisiae de diferentes formas. Ele pode ser utilizado
como Unica fonte de carbono sob condicdes aerbbias e pode tratar-se, por outro lado,
de um subproduto quando a glicose ou outros acgucares facilmente fermentesciveis
sao convertidos a etanol (Nevoigt et al., 1997) e (Gombert e van Maris, 2015)

Desta forma, uma redugcédo na quantidade de glicerol produzida durante a
fermentacdo pode afetar positivamente o rendimento de etanol. Estratégias como a
selecédo de estirpes que produzam baixa quantidade de glicerol podem aumentar a

producéo de etanol (Basso et al., 2015).

2.4.4. Micro-organismos contaminantes do processo de produc¢ao de etanol

Os processos fermentativos de producéo de etanol podem apresentar, altos
niveis de contaminagdo por micro-organismos, sejam eles bactérias, leveduras ou

fungos (Oliva-Neto et al, 1994). Em alguns casos a contaminagéo pode chegar a 108
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células/mL, produzindo perdas de 10.000 a 30.000 litros de etanol por dia em
destilarias que produzem milhdes de litros (Amorim et al, 2011). Os principais géneros
de bactérias contaminantes no processo produtivo sdo Lactobacillus, Bacillus e
Leuconostoc, estes ultimos, sendo menos comum devido a menor resisténcia ao teor
alcodlico do vinho (Oliva-Neto et al, 2013).

Espécies de Saccharomyces selvagens séo as leveduras contaminantes mais
abundantes no processo de fermentacdo, competindo com as linhagens industriais.
No entanto, outras espécies de leveduras contaminantes ndo-Saccharomyces se
destacam, por causarem sérios problemas para as fermentacdes, pertencem aos
géneros Dekkera, Candida e Schizosaccharomyces (Amorim et al., 2004). Uma
estratégia pode envolver o desenvolvimento de um fungicida que elimine a levedura
contaminante do processo fermentativo, em que preserve as células de leveduras S.
cerevisiae, 0 uso de Polihexametilbiguanida (PHMB) revelou em estudos de
laboratorio a inibicdo da proliferacdo de leveduras contaminantes em destilarias da
regido Nordeste (Morais et al,2008).

Liberal et al. (2007) ao estudar os micro-organismos contaminantes na cadeia
produtiva de etanol, isolaram em meio WLN 0,1% de bromocresol verde, colbnias de
leveduras de amostras de mosto e vinho de usinas de producado de alcool da regido
Nordeste do Brasil e identificaram a partir de sequenciamento da regido D1-D2, do
gene 28S do rDNA, concluiram que as principais leveduras contaminantes,
classificadas como  ndo-Saccharomyces, foram do género Dekkera,
Schizosaccharomyces e Candida. Segundo os autores Dekkera € um género comum
de leveduras contaminantes, causando uma reducao significativa do rendimento de
fermentacdo em destilarias que ndo aqueca o caldo de cana-de-acgUcar e trabalha com
concentracdes de etanol muito baixas no vinho.

Em estudo realizado com o objetivo de identificar a diversidade de leveduras
selvagens em processo de fermentacéo para a producao de vinho na regidao Sul do
Brasil, a partir da amplificacdo da regidao D1/D2 do 28S rDNA , sequenciamento e
analises de bioinformética foi identificado as seguintes espécies de leveduras:
Wickerhamomyces anomalus, Candida intermedia, Candida oleophila, Candida
pyralidae, Toruslaspora delbrueckii, @ Meyerozyma  guilliermondii,  Pichia

membranifaciens e Saccharomyces cerevisiae (Guimarées, 2016).
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2.5. Identificagcdo de micro-organismos contaminantes na producgéo de etanol

Os estudos de diversidade de micro-organismos contaminantes em processos
produtivos de etanol tem sido realizado a partir de métodos moleculares, como a
Metagenbmica, esta técnica tem sendo gradativamente utilizada, pois independe do
isolamento e cultivo dos micro- organismos para o estudo do perfil de comunidades
microbianas, esta técnica compreende a analise do genoma coletivo da microbiota
total encontrada em um determinado habitat, proporcionando informac¢des sobre a
capacidade metabdlica e funcional da comunidade microbiana (Jurkowski &
Handelsman, 2007). A identificacdo de tais micro-organismos também pode ser
realizada a partir de técnica dependente de cultivo, com plaqueamento e isolamento
em meios diferenciais. Os meios de culturas mais recomendados sdo PCA (Plate
Count Agar) no qual cresce um largo espectro de bactérias e MRS (Man, Rogosa e
Sharpe), ideal para bactérias laticas e para o plaqueamento e isolamento de leveduras
totais o meio WLN (WL Nutrient Mediun) e YPD — Yeast extract peptone — dextrose,
sdo os mais indicados (Vieira e Fernandes, 2012) e (Antonini et al., 2004).

Neste contexto, a partir do cultivo, isolamento e extragdo de DNA do micro-
organismo com o uso de protocolos especificos para esta finalidade, a reagcdo em
cadeia de polimerase-PCR, é uma ferramenta importante na etapa de identificacdo e
caracterizacdo de organismos, envolve a sintese enzimatica in vitro de milhdes de
copias de um segmento especifico de DNA, na presenca da enzima DNA polimerase.
A tecnologia de PCR tem gerado diversas classes de marcadores moleculares que
podem ser aplicados no estudo de DNA inteiro ou fragmentado, tal como o rDNA.

As sequéncias do DNA que codificam RNA ribossémico apresentam regides
altamente conservadas e outras variaveis permitindo analise de diferentes niveis
taxondmicos. Essas sequéncias apresentam-se como um agrupamento génico, no
qual se tem o0 gene 18S, o gene 5,8S e 0 gene 28S. Esses genes sao separados por
regides denominadas sequéncias internas transcritas, ITS1 e ITS2 e sdo processadas
para dar origem ao RNA ribossémico maduro. A regido 18S é mais conservada sendo
utilizada para comparacéo de organismos distantemente relacionados. A regido 28S
€ mais variavel apropriada para comparacao de género e espécies (Fungaro et al,
2000).

Para a identificacdo de leveduras, a regiao D1D2, presente no gene que

codifica o RNA ribossomal 28S, ja era utilizada antes do reconhecimento da regiao
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ITS como melhor opgéo para a identificacdo de fungos em geral (Figura 5) (Schoch et
al., 2012).

A utilizacdo de técnicas dependentes de cultivo para o estudo dos
contaminantes do processo de producdo de etanol tem o poder de demonstrar que
tipos de contaminantes estéo presentes em cada etapa do processo. O conhecimento
da comunidade microbiana contaminante pode proporcionar a possibilidade de um

melhor controle do processo de producao.

NLA1

-
NL4

Figura 5. Representacao esquematica das regides do RNA ribossdmico utilizadas para a identificagédo
de leveduras. Sdo demonstrados a regido espacadora transcrita interna (ITS) dos dominios D1-D2 da
regido do gene 28S e os locais de anelamento dos pares de primers NL1/NL4. Adaptado de
(Costa,2014)
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Caracterizar linhagens de micro-organismos isolados a partir das etapas de
mosto e vinho do processo de producdo de etanol utilizando técnica dependente de

cultivo.

3.2. Objetivos especificos

v Realizar contagem populacional de micro-organismos;

v Isolar micro-organismos das etapas de mosto e vinho do processo de
producao de etanol,

v' Quantificar os metabdlitos produzidos em micro-organismos isolados de
processos industriais de producao de etanol;

v' Identificar leveduras por técnicas moleculares;

<\

Analisar filogeneticamente as sequéncias obtidas;
v Comparar os resultados do sequenciamento avaliando a diversidade

microbiana existente nas duas unidades estudadas.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. SolucBes e meios de cultura

4.1.1. Meio TSB (Caldo soja Tripticaseina)

Peptona de caseina 17 g/L
Peptona de soja 3g/L
Glicose 2,5g/L
Cloreto de sodio 5g/L
Fosfato dipotassico 2,5g/L
Extrato de levedura 5g/L
Agar 15 g/L

pH ajustado para 7,3.
(Vieira e Fernandes, 2012)

4.1.2. Meio YPD (YEPD Broth)

Peptona 20 g/L
Extrato de levedura 10 g/L
Glicose 20 g/L
Agar 15 g/L

pH ajustado para 6,5.
(Vieira e Fernandes, 2012)

4.1.3. Meio MRS (De Man Rogosa Sharp)

Peptona animal 10 g/L
Extrato de carne 8 g/L
Extrato de levedura 5g/L
Glicose 20 g/L

Tween 80 1mL
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K2HPO4 2 g/L
CHsCOONa 5g/L
CeH1407N2 2 g/L
MgS047H20 0,2 g/L
MnSO47H20 0,05 g/L
Agar 15 g/L

pH ajustado para 5,4.
(Vieira e Fernandes, 2012)

4.1.4. M9 - Meio de cultura minimo

H2HPO4 17 g/L
KH2PO4 5 g/L
(NHA4)2S04 2,5 gL
(NHA4) Cl 1g/L
MgSOa4 7H20 20% ImL
Citrato de Sédio 1lg/L
Solucéo de elementos tracos 2mL
Extrato de levedura 4 g/L
Glicose 20 g/L

(Vieira e Fernandes, 2012)

Apoés dissolver os reagentes em agua, todos os meios de cultura foram

autoclavados a 120 °C por 15 minutos.

4.1.5. Solugao salina 0,85%

Cloreto de sodio (NaCl) 85¢g
Agua destilada 1000 ml

4.1.6. Antibiotico Clorafenicol
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O clorafenicol foi ressuspendido em etanol 70% na concentragéo de 50 mg/mL
e esterilizado em filtro de porosidade 0,22 pm. As solucdes estoques foram mantidas
em freezer -20°C e protegidas da luz. Este antibiotico foi adicionado ao meio de cultura

para semeadura de células.

4.1.7. Antimicotico Ciclohexamida

A cicloheximida foi ressuspendida em agua destilada na concentracédo de 10
mg/mL e esterilizada em filtro de porosidade 0,22 um. As solucdes estoques foram
mantidas em freezer -20°C e protegidas da luz. Este antimicético foi adicionado ao

meio de cultura para semeadura de células.

4.1.8. Fase mével e Acetonitrila 10% para analise em HPLC (Cromatografia liquida
de alta eficiéncia)

Fase movel

Acido sulfarico (H2S04) 0,005M

Acido sulfurico (H2S0a4) 0,544 mL

Ajustar volume para 2 L com agua Milli-Q

Acetonitrila 10%: 1L

Acetonitrila 100 mL
Agua Milli-Q 900 mL

4.2. Coleta de amostras

Para a analise da microbiota cultivavel, os micro-organismos foram isolados de
amostras oriundas de duas unidades industriais de producdo de etanol, Usina
ltumbiara (Latitude 18.516.716; Longitude 49.361.170) e Usina Tropical (Latitude
17.686.489; Longitude 50.114.384), ambas localizadas no estado de Goias. Foram
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realizadas 16 coletas, durante a Safra 2015, quinzenalmente, nos meses de abril a
dezembro. Foram coletados 250 ml de mosto (melaco, caldo e &gua) em etapa anterior
a fermentacdo e 250 ml de vinho (mosto e creme de levedura) em etapa apds a

fermentacdo. No momento da coleta foram aferidos valores de temperatura e pH.

4.3. Processamento das amostras

4.3.1. Isolamento e contagem de micro-organismos

Para o isolamento e selecdo de micro-organismos contaminantes foram
utilizados trés meios de cultura sélidos pré-selecionados: TSB com ciclohexamida 1
mg/L, para isolamento de bactérias, Man Rogosa e Sharpe (MRS) com ciclohexamida
1mg/L, paraisolar bactérias laticas, e YPD com clorafenicol 20 mg/L, para o cultivo de
leveduras. Foi retirado 0,1 mL de cada amostra e misturado a 0,9 mL de solucao salina
de cloreto de sddio 0,85% e diluidas em série até 10’. Para cada tipo de meio de
cultura foram utilizadas diferentes diluicbes para o plagueamento: diluicbes de 102,
10° e 10* para a selecdo em meios TSB e MRS e diluicdes de 10°, 106 e 107 para a
selecdo em meio YPD. De cada amostra, foi plaqueado 100uL nos trés tipos de meios
de cultura, em triplicata. As placas com meio de cultura TSB foram incubadas a 37 °C,
as placas com meio MRS foram incubadas a 37°C e acondicionadas em jarras de
anaerobiose e as placas com meio de cultura YPD foram incubadas a 28 °C. Todas
as placas foram incubadas por 72 horas com verificagdo de crescimento diariamente.
Apo6s o periodo de crescimento das células, foi utilizado o contador de colbnias
automatico Scan 1200 (Interscience), para realizar a contagem de micro-organismos.
O resultado obtido foi expresso em unidades formadoras de colénias (UFC/mL).

A partir de caracteristicas morfolégicas como cor, tamanho, forma e arranjo das
células, foram selecionadas de trés a oito colonias de cada tipo de amostra e em cada
meio de cultura, com aparentes diferentes morfotipos. As colbnias escolhidas foram
cultivadas para a obtencdo de cultura pura com a utlizacdo da técnica de
esgotamento. ApoOs selecdo e isolamento, as colbnias foram crescidas em meio
liquido, os mesmos meios utilizados no cultivo inicial, mas sem o uso de antibiotico e
antifingico e incubado sob agitacdo por 12 horas. Cada isolado foi identificado

considerando o nome da usina de origem, tipo de amostra, mosto ou vinho, o nimero
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do isolado, o0 meio em que foi cultivado e o niumero da coleta. Por exemplo: ITB-M-I1-
TSB-1C - colbnia 1 isolada (I11) a partir de amostras da usina Itumbiara (ITB), da fracédo
mosto (M), selecionada apds crescimento em meio TSB e proveniente da primeira
coleta (1C). ApoOs as linhagens selecionadas receberem identificacdo, foram

armazenadas em freezer -80°C com glicerol 25%.

4.4. Caracterizacdo dos micro-organismos quanto a sintese de metabdlitos por HPLC

4.4.1. Ensaio fermentativo em pequena escala

Os micro-organismos isolados em meio YPD, TSB e MRS de amostras de
mosto e vinho da primeira e ultima coleta das Usinas Itumbiara e Tropical (5 e 6) foram
analisados quanto a sua capacidade de consumo do substrato e sintese de
metabdlitos. Para isso, 0s micro-organismos foram recuperados do estoque no freezer
-80 °C e cultivados em meios de cultura soélidos, os mesmos meios utilizados no
plagueamento inicial. Apos 48h de crescimento, as colonias foram transferidas para
microplacas de 96 poc¢os de 1,1 mL com 500 uL de meio liquido YPD para as linhagens
de leveduras e meio M9 + glicose 20 g/L para as linhagens de bactérias, originalmente
isoladas em meios TSB e MRS. As microplacas foram incubadas por um periodo de
48h em temperatura de 28 °C para as linhagens de leveduras e 37°C para as
linhagens de bactérias, caracterizando assim o pré-indculo. As linhagens microbianas
foram transferidas para placas Deep well com 900 pL do mesmo meio de cultura
utilizando-se um carimbo microbioldgico e foram incubadas por 48h em estufas a 28
°C ou 37 °C. Apos o crescimento, as amostras foram centrifugadas por 5 minutos a
4.000 x g. O sobrenadante foi coletado para analise dos compostos consumidos e
formados. Todas as amostras analisadas encontravam-se numa faixa de pH entre 4,5
e 5,5. O crescimento celular foi determinado através da leitura em placas de 96 pogos

(ELISA) por OD600 em espectrofotbmetro Spectramax 3 (Molecular Devices).

4.4.2. Metabolitos de interesse

As amostras obtidas no ensaio fermentativo foram analisadas por cromatografia

liquida de alta eficiéncia (HPLC) com o objetivo de detectar o consumo de substrato
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(glicose) e formacdo de metabdlitos: glicerol, etanol e os &cidos organicos acético,
latico e succinico. Foi preparado uma solugcdo padrdo contendo concentracdes
determinadas destes metabdlitos. Para determinacdo do tempo de retencdo de cada
acido organico analisado, foram injetados padrfes puros na concentracao de 5 g/L.
Os seis compostos utilizados na solugdo padrdo, a concentragcdo e o tempo de
retencdo de cada um deles estao descritas abaixo ((Tabelal).

Tabela 1. Padr6es analisados com as respectivas concentragdes e tempo de retengéo.

Padrao Concentracdo Tempo de Retencgéo
Glicose 20 g/L 9,7 min
Acido succinico 5g/L 11,7 min
Acido latico 5g/L 12,6 min
Glicerol 5g/L 13.4 min
Acido acético 5g/L 15,1 min
Etanol 10 g/L 22,0 min

4.5. ldentificagdo das linhagens contaminantes

4.5.1. Extragdo de DNA dos micro-organismos

Para a extragdo de DNA, as colbnias de micro-organismos foram reativadas do
estoque em freezer -80°C e cultivadas em meio de cultura sélido YPD. Apds 48h de
crescimento, as células foram inoculadas em tubos falcons contendo 5 ml de meio de
cultura liquido YPD e incubadas por 24h, em temperatura de 28°C, sob agitacao. 1 ml
das culturas foram transferidos para tubos eppendorfs e centrifugados por 5 minutos
a 4.000 x g. Para a extracdo de DNA utilizou-se as instru¢des do fabricante do Kit

comercial Gentra-Qiagen.

4.5.2. Amplificagéo por PCR da regido D1/D2

A amplificacdo do DNA das regides D1/D2 do gene 28S do DNA ribossomal de

leveduras foi realizada pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR) utilizando-se os
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primers NL1 (5° GCA TAT CAA TAA GCG GAG GAA AAG 3’) e NL4 (5 GGT CCG
TGT TTC AAG ACG G 3’). A reacédo foi realizada em um termociclador com as
seguintes condi¢des: 94 °C por 5 min, 35 ciclos de 94 °C por 30 s, 52 °C por 1 minutos,
72 °C por 1 minutos e o ultimo ciclo de 72 °C por 7 minutos. Para cada reacéo de 50
pL foram utilizados aproximadamente 50 ng de DNA total, 0,20 uM de cada primer,
0,20 mM de dNTP, 2U da enzima Taqg Polimerase e 1X de tampéao da enzima e 2,5
mM de MgClz. Para confirmar a amplificagcdo, foi realizada eletroforese em gel de
agarose 1% em tampéao SB (Brody & Kern, 2004) 1X. Para analise do tamanho dos
fragmentos foi utilizado o GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo Scientific). Em
seguida, as reacOes foram purificadas seguindo o protocolo do Kit QIAGEN- PCR
Purification Kit. Para a quantificacdo do DNA utilizou-se um espectrofotometro

NanoDrop ND-1000 de acordo com as instru¢des do fabricante.

4.5.3. Sequenciamento e andlise dos dados

Para a reacdo de sequenciamento foi utilizado 5 a 20 ng de DNA, 3,2 pmol de
primer NL1 (forward) e primer NL4 (reverse) e 0,2 uM de agua ultrapura, tendo um
volume final de 7 pL. Em seguida as amostras foram enviadas para a empresa
Eurofins Ltda, a qual, procedeu ao sequenciamento pelo método Sanger.

Na analise dos dados, foi utilizado o programa Serial Cloner 2.6.1. Por meio
deste, foi montada a sequéncia consenso de cada amostra da leitura forward e reverse
e analisadas no Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) do GenBank do National
Center for Biotechnology Information (www.ncbi.nlm.nih.gov).

Para a construcdo da éarvore filogenética as sequéncias foram analisadas
utilizando os programas Bioedit para o alinhamento das sequéncias, foram utilizadas
cinco sequéncias que ndo foram selecionadas na etapa de identificagéo taxondémica
para o estudo com o melhor hit. O programa MEGAG6 foi utilizado para a criacdo da
arvore, com o método estatistico Neighbor- Joining, realizado, com teste de bootstrap
contendo 1000 repeticdes (CADETE,2009).
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5. RESULTADOS

5.1. Isolamento e contagem de micro-organismos

Com o objetivo de acompanhar a dinamica populacional de microrganismos em
usinas produtoras de etanol, amostras de mosto e vinho de duas usinas foram coletas
quinzenalmente na safra de 2015. A temperatura das amostras de mosto e vinho
coletadas nas Usinas de Itumbiara (ITB) e Tropical (TRP) em Goiés foi praticamente
constante ao longo do ano. Ja o pH apresentou variacdo, sendo ligeiramente mais alto
na TRP (Tabela 2). Posteriormente, as amostras foram processadas em laboratério e
semeadas em meio de cultura YPD, TSB e MRS para isolamento de leveduras,
bactérias e bactérias do acido latico, respectivamente.

Tabela 2. Temperatura e pH das amostras recebidas das usinas de producéo de etanol.

. Temperatura
Usina Amostra Coleta pH
T*A
Mosto 1-15 31 4,8
ltumbiara
Vinho 1-15 31 4,5
Mosto 1-16 30 55
Tropical
Vinho 1-16 33 5,0

*T.A: Temperatura ambiente

Apos crescimento dos microrganismos em placas de Petri, foi realizada a
contagem do numero de unidades formadoras de colénia (ufc) e o isolamento de
diferentes morfotipos em cada placa nos meios YPD, TSB e MRS. De forma geral, o
namero de (ufc) foi de 10 a 100 vezes maior nas amostras de vinho que na de mosto
em ambas as usinas Figuras 6, 7, 8, e 10. Na cadeia produtiva do etanol, a amostra
de mosto € o caldo agucarado, obtido ap6s a moagem da cana, diluido com agua e
melaco, que alimenta a dorna de fermentacdo e o vinho é o caldo que passou pelo
processo de fermentacdo, e seguira para a etapa de destilacdo para a producdo do
etanol.
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Na usina ITB foram coletadas 15 amostras de abril a novembro. Para as
amostras de mosto plaqueadas nos diferentes meios, ndo houve crescimento
microbiano somente na quarta amostra coletada Figura 6. A densidade microbiana
variou até 3 ordens de magnitude dependendo da amostra analisada, sendo
especialmente baixa para as amostras 12 e 14 Figura 6. Para as amostras plaqueadas
em YPD, n&o houve formacgao de cfu nas amostras 7,8 e 9, o maior valor de ufc foi de
108 células /mL nas amostras 10 e 11. Para o meio MRS, o maior ufc foi 10° ufc /mL
na amostra 1, enquanto nas amostras 4,5 e 12 néo foi observado crescimento de
células. No meio TSB a amostra 5 foi a que apresentou maior ufc com
aproximadamente 10° ufc/mL. Para este meio, também n&o se observou crescimento

microbiano nas amostras 4 e 6 Figura 6.
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Figura 6. Contagem microbiolégica nas amostras de mosto das 15 coletas da Usina ltumbiara. YPD
(em vermelho), TSB (azul) e MRS (verde).

Para as amostras de vinho coletadas na Usina ITB houve menor variagao na
contagem de ufc. De fato, houve a formacao de ufc em todas as 15 amostras nos trés
meios de cultivo analisados Figura 7. Aléem disso, houve menor variacdo de ufc
também para as contagens realizadas nos diferentes meios de cultura, a qual foi de

107 a 1010 células /mL Figura 7.
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Figura 7. Contagem microbiolégica das amostras de vinho das 15 coletas da Usina ltumbiara. YPD
(em vermelho), TSB (azul) e MRS (verde).

A contagem de micro-organismos da Usina Tropical durante a safra foi realizada
em 16 amostras. Assim, como has amostras de mosto da Usina ITB, houve grande
variacao de (ufc) nas amostras de mosto da Usina TRP Figura 8. Quando se plaqueou
as amostras 2, 5, 10, 11 e 12 em meio YPD n&o houve formacéo de cfu, e o maior
valor de crescimento foi de 10%° células /mL observado na amostra 5. Para o meio
MRS, o maior nimero de células foi observado na amostra 1 com o valor de 10°
ufc/mL, e nas amostras 4 e 15 nao foi observado crescimento de células.

No meio TSB, a amostra com o maior valor de (ufc) foi a 5 com

aproximadamente 10°, e ndo foi observado crescimento microbiano na amostra 7.
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Figura 8. Contagem microbioldgica das amostras de mosto das 16 coletas da Usina Tropical YPD (em
vermelho), TSB (azul) e MRS (verde).

Para as amostras de vinho plaqueadas em meio YPD, ndo houve crescimento
de células microbianas nas amostras 4 e 5, enquanto o maior valor de (ufc) foi de 10°
células /mL observado na amostra 11. Para o meio MRS, ndo foi observado
crescimento de células nas amostras 4 e 5, e o maior valor de (ufc) foi observado na
amostra 2 com o valor de 10°. No meio TSB, néo foi observado crescimento de células
de micro-organismos na amostra 7, e a amostra com maior (ufc) foi a 11 com

aproximadamente 10° Figura 9.
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Figura 9. Contagem microbiolégica das amostras de vinho das 16 coletas da Usina Tropical na YPD
(em vermelho), TSB (azul) e MRS (verde).

Um resumo das amostras em que ndo foi possivel deteccdo de unidades

formadoras de coldnias é apresentado na Tabela 3.
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Tabela 3: Amostras que nédo apresentaram unidade formadora de colbnia-ufc, ap6s o plaqueamento

em diferentes meios de cultura.

Usina Amostra YPD TSB MRS
Mosto 4,78e9 4e6 4,5e12
ltumbiara
Vinho - - -
Mosto 2,5,10,11e 12 7 4,7e 15
Tropical
Vinho 4e5 7 4,5,7el5

Os morfotipos foram identificados visualmente e cultivados por repicagem.

Quando possivel, foram selecionados de 3 a 8 morfotipos, coldnias de células com

caracteristicas diferentes, as quais foram armazenados em -80C. Desta forma, ao final

da Safra — 2015 o total de micro-organismos isolados de amostras de mosto e vinho

dos processos de producao de etanol foi de 516. Desse total, 261 foram isolados da

Usina Itumbiara e 255 foram isolados da Usina Tropical. O nimero de morfotipo de

cada unidade industrial nos trés meios de cultura foi semelhante, porém observou-se

um pequeno aumento no namero de isolados nas amostras de vinho em relacdo as

amostras de mosto Figura 10. O numero de isolados em cada amostra € apresentado

na Tabela 4.
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Figura 10: Niumero de morfotipos de amostras de mosto e vinho em diferentes meios de culturas das
Usinas Itumbiara e Tropical. YPD (em vermelho), TSB (azul) e MRS (verde).
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Tabela 4: Nimero de morfotipos isolados obtidos de amostras de mosto e vinho e plaqueado
nos meios YPD, TSB e MRS.

Usina Itumbiara Usina Tropical
Amostra Mosto Vinho Mosto Vinho
YP TS YP TS TS MR YP TS
D B MR5 D B MR5 YPD B 5 D B MR5

1 5 8 3 3 5 3 5 4 3 3 4 3
2 3 4 3 3 4 3 - 3 3 3 3 3
3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3
4 - - - 3 3 3 3 3 - 3 3 -
5 - 3 - 4 3 3 - 3 3 3 3 -
6 3 - - 3 3 3 3 3 3 3 3 3
7 - 3 3 4 4 3 - - - 3 - -
8 - 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3
9 - 3 3 4 3 3 3 3 3 3 3 3
10 3 3 3 3 3 3 - 3 3 4 3 3
11 3 3 - 4 3 3 - 3 3 3 3 3
12 3 3 3 3 3 3 - 3 3 4 3 3
13 3 3 3 3 4 3 3 3 3 3 3 3
14 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3
15 - - - - - - 3 3 - 3 3 3
16 5 4 3 5 3 5 5 3 4 3 3 3
TOTAL 34 46 33 51 53 47 34 46 40 50 46 39

5.2. Caracterizagéo fisiologica dos isolados

Os morfotipos das amostras de mosto e vinho das Usinas Itumbiara e Tropical
nos meios YPD, TSB e MRS das coletas 1 e 16 foram selecionados para a
caracterizacao fisiologica, em virtude do grande numero de morfotipos isolados
durante a safra, houve a necessidade de reducéo do numero de isolados para esta
etapa, assim com a caracterizacdo dos morfotipos da primeira e da ultima coleta,
houve a possibilidade de deteccdo de que as espécies da primeira coleta poderiam
também serem detectadas na ultima coleta. Para tanto, foram realizados ensaios
fermentativos em pequena escala e posterior caracterizagdo dos metabolitos
produzidos com um total de 73 isolados. Da Usina ITB foram selecionados 42 isolados,
sendo 21 da primeira coleta e 21 da ultima Tabela 5. Da Usina TRP foram
selecionados 31 isolados, sendo 18 da primeira coleta e 13 da ultima Tabela 6. Foi

possivel observar que a maioria dos morfotipos foram obtidos por isolamento em meio
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TSB e com amostras de mosto. Por outro lado, o menor nimero de morfotipos sédo

provenientes de isolamento em meio MRS com amostras de vinho.

Tabela 5. Morfotipos isolados de amostras de mosto e vinho da usina ltumbiara para a caracterizacao

fisiologica. A primeira sigla do nome do isolado refere-se a usina, seguida do tipo de amostra,

morfotipo isolado, tipo de meio de isolamento e o niUmero da coleta.

Coleta Amostra

Meio de
isolamento

Isolado

1a
Data Mosto
16.04.15

TSB

ITB-M-11-TSB-1C
ITB-M-12-TSB-1C
ITB-M-I13-TSB-1C
ITB-M-14-TSB-1C
ITB-M-15-TSB-1C
ITB-M-16-TSB-1C
ITB-M-17-TSB-1C
ITB-M-I8-TSB-1C

YPD

ITB-M-I11-YPD-1C
ITB-M-12-YPD-1C
ITB-M-I13-YPD-1C
ITB-M-14-YPD-1C

MRS

ITB-M-11-MRS-1C

1a
Data
16.04.15

Vinho

TSB

ITB-V-I1-TSB-1C
ITB-V-I12-TSB-1C
ITB-V-I3-TSB-1C
ITB-V-14-TSB-1C

YPD

ITB-V-I13-YPD-1C

MRS

ITB-V-I11-MRS-1C
ITB-V-12-MRS-1C
ITB-V-I3-MRS-1C




Tabela 5. Continuagéo.

ITB-M-11-TSB-16C
TSB ITB-M-I12-TSB-16C
ITB-M-I3-TSB-16C

162
ITB-M-11-YPD-16C

ITB-M-12-YPD-16C
ITB-M-13-YPD-16C
ITB-M-14-YPD-16C
ITB-M-11-MRS-16C
MRS ITB-M-12-MRS-16C
ITB-M-I13-MRS-16C

Data Mosto YPD
17.11.15

ITB-V-I12-TSB-16C
ITB-V-13-TSB-16C

TSB

ITB-V-I11-YPD-16C

162 ITB-V-I12-YPD-16C
YPD

ITB-V-I3-YPD-16C

Data Vinho ITB-V-14-YPD-16C

17.11.15 ITB-V-11-MRS-16C
ITB-V-12-MRS-16C

MRS ITB-V-I3-MRS-16C

ITB-V-14-MRS-16C

ITB-V-15-MRS-16C

Tabela 6. Morfotipos isolados de amostras de mosto e vinho da usina Tropical, selecionados para a
caracterizacéo fisiolégica. A primeira sigla do nome do isolado refere-se a usina, seguida do tipo de
amostra, morfotipo isolado, tipo de meio de isolamento e 0 niUmero da coleta.
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Coleta Amostra Meio de Isolado
isolamento

TRP-M-I12-TSB-1C

TSB TRP-M-I3-TSB-1C
TRP-M-14-TSB-1C

TRP-M-I1-YPD-1C

Mosto TRP-M-I2-YPD-1C
YPD TRP-M-I3-YPD-1C
TRP-M-14-YPD-1C

1a

MRS TRP-M-11-MRS-1C

Data TRP-V-11-TSB-1C

16.04.15 TRP-V-12-TSB-1C
TSB

TRP-V-I3-TSB-1C
TRP-V-14-TSB-1C
_ TRP-V-11-YPD-1C
Vinho TRP-V-I12-YPD-1C

YPD TRP-V-I3-YPD-1C
TRP-V-14-YPD-1C

VRS TRP-V-I1-MRS-1C
TRP-V-I2-MRS-1C

TSB TRP-M-12-TSB-16C

TRP-M-I1-YPD-16C
YPD TRP-M-12-YPD-16C
TRP-M-I3-YPD-16C
TRP-M-11-MRS-16C
MRS TRP-M-12-MRS-16C
TRP-M-13-MRS-16C

Mosto

162

Data
17.11.15

TRP-V-11-TSB-16C
TSB TRP-V-12-TSB-16C
TRP-V-13-TSB-16C

Vinho

YPD TRP-V-12-YPD-16C

TRP-V-11-MRS-16C

MRS TRP-V-12-MRS-16C

A analise fisiologica foi iniciada com os 25 isolados em meio YPD sendo 13
isolados da Usina ITB e 12 isolados da Usina TRP. Para tanto, estes foram crescidos
durante a noite, com agita¢do constante e posteriormente incubados por 48 h em meio
YPD contendo glicose 20 g/L. Apés esse periodo, o consumo do acucar e a formacéo

de glicerol, acido latico, acido acético e acido succinico foram mensurados. Todos 0s
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isolados consumiram toda a glicose fornecida, exceto o isolado TRP-M-12-YPD-16C

Figura 11.
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Figura 11: Consumo de glicose (g/L) pelos isolados de amostras de mosto e vinho das Usinas
ltumbiara-ITB e Tropical-TRP, coletas 1 e 16 em meio YPD apés 48h de fermentacdo a 28°C sob
agitacdo constante. A primeira sigla do nome do isolado refere-se a usina, seguida do tipo de amostra,

morfotipo isolado, tipo de meio de isolamento e o nimero da coleta.

A producéo de etanol, acido latico e acético estd ilustrada na Figura 12. Para

os isolados da Usina ITB, a producéo de etanol variou de 0 a 6,6 g/L sendo que o
maior valor foi produzido pelo isolado ITB-V-12-YPD-16C, o isolado ITB-V-I3-YPD-1C,
produziu 7,3 g/L de &cido acético, 4,3 g/L de &cido latico e 0,19 g/L de etanol. A sintese

de etanol para a Usina TRP variou de 0,14 a 6,12 g/L, o maior valor foi produzido pelo
isolado TRP-M-12-YPD-1C, o isolado TRP-M-I1-YPD-1C, produziu 6,1 g/L de é&cido

latico, e 5,3 g/L de acido acético, e ndo produziu etanol.
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Figura 12: Producédo de acido acético, acido latico e etanol (g/L) pelos isolados de amostras de mosto
e vinho das Usinas ltumbiara-ITB e Tropical-TRP, coletas 1 e 16 em meio YPD apds 48h de
fermentacdo a 28°C sob agitacdo constante. A primeira sigla do nome do isolado refere-se a usina,
seguida do tipo de amostra, morfotipo isolado, tipo de meio de isolamento e o niUmero da coleta.

A producéo de glicerol e acido succinico foi minima para todos os isolados
analisados Figura 13. A produc¢do de acido succinico pelos isolados da Usina TRP
variou de 0 a 0,55 g/L, o maior valor produzido foi observado no isolado TRP-V-I2-
YPD-1C. O maior valor produzido de glicerol foi 0,87 g/L, observado no isolado ITB-
V-11-YPD-16C.
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Figura 13: Producao de &cido succinico e glicerol (g/L) pelos isolados de amostras de mosto e vinho
das Usinas Itumbiara-ITB e Tropical-TRP, coletas 1 e 16 em meio YPD apds 48h de fermentagdo a 28C
sob agitac@o constante. A primeira sigla do nome do isolado refere-se a usina, seguida do tipo de
amostra, morfotipo isolado, tipo de meio de isolamento e 0 niUmero da coleta.

A analise fisiolégica dos isolados em meio TSB foi iniciada com os 31 isolados,
sendo 17 isolados da Usina ITB e 14 isolados da Usina TRP. Para tanto, estes foram
crescidos durante a noite e posteriormente incubados por 48 h em meio M9 contendo
20 g/L de glicose. Apos esse periodo, o consumo do agucar e a formacéo de clones
Glicerol, Acido Latico, Acido Acético e Acido Succinico foram mensurados. Todos os
isolados consumiram a glicose fornecida, exceto ITB-M-13-TSB-16C, ITB-V-14-TSB-
1C, ITB-V-I2-TSB-16C, os isolados ITB-M-I15-TSB-1C, ITB-M-16-TSB-1C e TRP-V-14-

TSB-1C, consumiram parcialmente Figura 14.
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Figurald: Consumo de glicose (g/L) pelos isolados de amostras de mosto e vinho das Usinas
ltumbiara-ITB e Tropical-TRP, coletas 1 e 16 em meio M9 com glicose 20g/L apds 48h de fermentagéo
a 28°C sob agitacao constante. A primeira sigla do nome do isolado refere-se a usina, seguida do tipo
de amostra, morfotipo isolado, tipo de meio de isolamento e o nimero da coleta.

A producédo de acido latico e etanol esta ilustrada na Figura 15 e os valores
produzidos de acido acético, glicerol e acido succinico estdo na Figura 16. O isolado
da Usina Itumbiara, ITB-M-14-TSB-IC consumiu o a¢Ucar disponivel e produziu 5,6 g/L
de etanol e apenas 0,5 g/L de glicerol e para a Usina Tropical o isolado TRP-M-14-
TSB-1C, produziu 6,0 g/L de etanol e 1,3 g/L de acido acético. O maior valor de acido
latico produzido foi 5,6 g/L pelo isolado TRP-M-I2-TSB-16C.
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Figura 15: Producéo de acido latico e etanol (g/L) pelos isolados de amostras de mosto e vinho das
Usinas Itumbiara-ITB e Tropical-TRP, coletas 1 e 16 em meio M9 com glicose 20g/L apds 48h de
fermentacdo a 28°C sob agitacdo constante. A primeira sigla do nome do isolado refere-se a usina,
seguida do tipo de amostra, morfotipo isolado, tipo de meio de isolamento e o niUmero da coleta.
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Figura 16: Producéo de &cido acético, glicerol e acido succinico (g/L) pelos isolados de amostras de
mosto e vinho das Usinas Itumbiara-ITB e Tropical-TRP, coletas 1 e 16 em meio M9+com glicose 20g/L
apos 48h de fermentagdo a 28°C sob agitagdo constante. A primeira sigla do nome do isolado refere-
se a usina, seguida do tipo de amostra, morfotipo isolado, tipo de meio de isolamento e o nimero da
coleta.

A andlise fisiolégica dos isolados em meio MRS foi iniciada com os 20 isolados,
sendo 12 isolados da Usina ITB e 8 isolados da Usina TRP, Tabelas 5 e 6. Para tanto,
estes foram crescidos durante a noite e posteriormente incubados por 48 h em meio
M9 contendo 20 g/L de glicose. Apos esse periodo, o consumo do agucar e a formacao
glicerol, &cido latico, &cido acético e acido succinico foram mensurados. Somente 09
isolados consumiram toda a glicose disponivel, os isolados ITB-V-13-MRS-1C, ITB-V-
[2-MRS-16C, TRP-V-I2-MRS-1C, TRP-V-I2-MRS-1C e TRP-V-I2-MRS-16C, néo

consumiram todo o agucar disponivel Figura 17.
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Figura 17: Consumo de glicose (g/L) pelos isolados de amostras de mosto e vinho das Usinas
ltumbiara-ITB e Tropical-TRP, coletas 1 e 16 em meio M9 com glicose 20g/L apds 48h de fermentagéo
a 28°C sob agitagéo constante. A primeira sigla do nome do isolado refere-se a usina, seguida do tipo
de amostra, morfotipo isolado, tipo de meio de isolamento e o nimero da coleta.

A producédo de acido latico e etanol esta ilustrada na Figura 18 e os valores
produzidos para acido acético, glicerol e acido succinico estao ilustrados na Figura
19. Para os isolados da Usina Itumbiara a producéo de etanol variou de 0 a 5,8 g/L. O
isolado ITB-M-11-MRS-16C consumiu a glicose disponivel e produziu 5,8 g/L de
etanol, 1,2 g/L de glicerol e ndo produziu acido latico. A producao de &cido latico para

foi minima para ambas as usinas.
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Figura 18: Producao de acido latico e etanol (g/L) pelos isolados de amostras de mosto e vinho das
Usinas ltumbiara-ITB e Tropical-TRP, coletas 1 e 16 em meio M9 com glicose 20g/L apés 48h de
fermentacdo a 28°C sob agitacdo constante. A primeira sigla do nome do isolado refere-se a usina,
seguida do tipo de amostra, morfotipo isolado, tipo de meio de isolamento e o niUmero da coleta.
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Figura 19: Producéo de acido acético, glicerol e &cido succinico (g/L) pelos isolados de amostras de
mosto e vinho das coletas 1 e 16 em meio M9 com 20g/L apds 48h de fermentacao a 28°C sob agita¢ao
constante. A primeira sigla do nome do isolado refere-se a usina, seguida do tipo de amostra, morfotipo
isolado, tipo de meio de isolamento e 0 numero da coleta.

5.3. Identificacdo taxon6mica de isolados

Vinte e cinco micro-organismos isolados em meio YPD de amostras de mosto
e vinho da primeira e ultima coleta das Usinas Itumbiara e Tropical, foram
selecionados para a etapa de identificacdo taxondmica. Estes foram escolhidos
baseando-se nos resultados de sintese de metabdlitos como a producao de etanol,
glicerol e acidos organicos detectados na etapa de caracterizacdo fisioldgica,
Tabelas?.
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Tabela 7. Isolados selecionados para a identificacdo taxonémica das amostras de mosto e vinho
isolados em meio YPD, das coletas 1 e 16 das Usinas ITB e TRP. O nome do isolado refere-se a usina,
seguida do tipo de amostra, morfotipo isolado, tipo de meio de isolamento e o nimero da coleta.

.
Usina Coleta Amostra Isolado

N —
ITB-M-11-YPD-1C

ITB-M-I2-YPD-1C
Mosto
ITB-M-I3-YPD-1C

ITB-M-14-YPD-1C

1a

Vinho ITB-V-I3-YPD-1C

ITB-M-11-YPD-16C
ITB-M-I12-YPD-16C
ITB-M-13-YPD-16C
ITB-M-14-YPD-16C

ITB
Mosto

162

ITB-V-11-YPD-16C
ITB-V-I12-YPD-16C
ITB-V-I3-YPD-16C
ITB-V-14-YPD-16C

Vinho

TRP-M-I1-YPD-1C
TRP-M-12-YPD-1C
TRP-M-I3-YPD-1C

Mosto

TRP-M-14-YPD-1C
13

TRP-V-I1-YPD-1C
Vinho TRP-V-12-YPD-1C
. TRP-V-13-YPD-1C
Tropical
TRP-V-14-YPD-1C

TRP-M-I1-YPD-16C
Mosto TRP-M-12-YPD-16C
16° TRP-M-I3-YPD-16C

Vinho TRP-V-12-YPD-16C

Como todos os isolados selecionados para esta etapa foram obtidos em meio
YPD contendo antibiético, antecipou-se que seriam leveduras. Desta forma, procedeu-
se a extracdo de DNA e realizou-se com sucesso para a PCR da regido D1-D2 do
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gene 28S do DNA ribossomal, a sequéncia obtida foi de aproximadamente 650 pares
de base (Figura 20).
L 1 2 34 56 7 8910 11 12 13

12000 pb =™

650 pb =™

Figura 20. Perfil de amplifica¢éo da regido D1/D2 do rDNA de isolados de leveduras de amostras de
mosto e vinho das usinas ITB e TRP. Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de
etideo. No primeiro pogo estdo marcador 1kb plus DNA Ladder (Invitrogen).

Apos realizacdo de amplificacdo da regido D1/D2, sequenciamento e posterior
andlises de dados de bioinformatica, as sequéncias consenso da leitura forward e
reverse de cada amostra, foram depositadas no BLAST- Basic Local Alignment
Search Tool-NCBI, e a partir de entdo foram escolhidas as espécies com o “best hit”,
vale ressaltar que nem todas as espécies escolhidas obtiveram 100% para identidade,
impossibilitando assim se fazer conclusfes a respeito da proximidade entre espécies.
Para os isolados da Usina Itumbiara de amostras de mosto, a predominancia das
espécies Saccharomyces cerevisiae (trés isolados), seguida de Pichia kudriavzevii
(dois isolados), Candida tropicalis (um isolado) e Candida quercitrusa (um isolado) e
para as amostras de vinho, o estudo demostrou a predominancia das espécies
Saccharomyces cerevisiae (dois isolados) e Candida tropicalis (dois isolados) seguida
de Pichia kudriavzevii (um isolado).

Para a Usina Tropical para as amostras de mosto demonstrou que a espécie
predominante foi Saccharomyces cerevisiae (cinco isolados), seguida de Candida
tropicalis dois isolados). Para as amostras de vinho, o estudo demonstrou a
predominéncia das espécies Candida tropicalis (trés isolados), seguida de Candida
labiduridarum (um isolado), Pichia kudriavzevii (um isolado) e Saccharomyces
cerevisiae (um isolado). Os isolados selecionados com o “best hit “das usinas, bem
como o valor de para Identidade, e 0 numero de acesso ao Gen Bank encontram-se

na (Tabela 8).Na arvore filogenética gerada a partir das sequéncias utilizadas para a



56

identificacdo taxonOomica de leveduras demonstrou a formagao de dois grupos de
leveduras, indicando a possibilidade de que os morfotipos isolados de cada grupo
pertencem a mesma classificacdo, sendo que, as sequéncias ITB-M-12-YPD-16C e

ITB-V-14-YPD-16C néo se agruparam com as sequéncias dos grupos demonstrados
_ TRP-M-I3-YPD-16C
(Figura 21).

ITB-M-14-YPD-1C
ITB-M-I12-YPD-1C
ITB-M-I13-YPD-1C
ITB-V-11-YPD-16C
TRP-V-12-YPD-1C
ITB-M-I11-YPD-16C
TRP-M-12-YPD-1C
ITB-V-I3-YPD-16C
99 | TRP-V-I3-TSB-16C
TRP-M-11-YPD-16C
TRP-M-I3-YPD-1C
TRP-V-I13-YPD-1C
ITB-V-11-YPD-16C
ITB-V-I3-YPD-1C
ITB-M-13-YPD-16C
ITB-M-12-MRS-16C
ITB-M-11-TSB-1C
TRP-M-14-YPD-1C
TRP-M-11-YPD-1C
ITB-M-11-YPD-1C
ITB-M-I12-YPD-16C
TRP-V-11-YPD-1C
TRP-V-12-TSB-1C
ITB-V-I2-YPD-16C
TRP-M-12-MRS-1C
TRP-M-12-YPD-16C
TRP-V-14-YPD-1C
TRP-V-I13-TSB-1C
ITB-V-14-YPD-16C

96

92

99

e
0.02

Figura 21. Arvore filogenética obtida pelo programa MEGA 6 por Neighbor-joining, a partir das
sequéncias daregido D1-D2 de leveduras identificadas. As sequéncias ndo selecionadas com o melhor
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hit no estudo estdo em negrito. O nome do isolado refere-se a usina, seguida do tipo de amostra,
morfotipo isolado, tipo de meio de isolamento e o nimero da coleta.

Tabela 8.Resultado da Identificacdo Taxondmica dos morfotipos isolados de amostras de mosto e vinho
das usinas Itumbiara e Tropical. O nome do isolado refere-se a usina, seguida do tipo de amostra,
morfotipo isolado, tipo de meio de isolamento e o nimero da coleta.

Identidade Numero de
Usina Isolado Melhor Hit acesso no Gene
(%) Bank
ITB-M-I1- o
YPD-1C Pichia kudriavzevii 9005 100 KX237674.1
ITB-M-12-  Saccharomyces cerevisiae
YPD-1C 11516 100 KX891350.1
ITB-M-I3-  Saccharomyces
YPD-IC  cerevisae11516 100 KX891350.1
ITB-M-14- _ o
YPD-1C Candida tropicalis 13 91 KX533470.1
ITB-M-I1- -
YPD-16C Saccharomyces cerevisiae 68 100 KM589492.1
ITB-M-12- _ .
YPD-16C Candida quercitrusa 03 KU708239.1
[tumbiara

ITB-M-I13- o
YPD-16C Pichia kudriavzevii 9005 100 KX237674.1
ITB-V-13- o
YPD-1C Pichia kudriavzevii 9005 100 KX237674.1
ITB-V-11-  Saccharomyces cerevisiae
YPD-16C 11516 100 KX891350
ITB-V-I12- _ o
YPD-16C Candida tropicalis 3775 97 JQ410338.1
ITB-V-I3-  Saccharomyces cerevisiae
YPD-16C GV5 87 KP250857.1
ITB-V-14- _ o

Candida tropicalis A20 100 AB719431.1

YPD-16C
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Tropical

TRP-M-I1-
YPD-1C

TRP-M-12-
YPD-1C

TRP-M-I3-
YPD-1C

TRP-M-4-
YPD-1C

TRP-M-I1-
YPD-16C

TRP-M-I2-
YPD-16C

TRP-M-I3-

YPD-16C

TRP-V-I1-
YPD-1C

TRP-V-12-
YPD-1C

TRP-V-I3-
YPD-1C

TRP-V-14-
YPD-1C

TRP-V-I3-
TSB-1C

TRP-V-12-
YPD-1C

Candida tropicalis 2320

Saccharomyces cerevisiae
11516

Candida tropicalis 1277

Saccharomyces

cerevisiae 9006

Saccharomyces cerevisiae
2845

Saccharomyces cerevisiae
11516

Saccharomyces cerevisiae
11516

Candida tropicalis 2320

Candida labiduridarum 10452

Pichia kudriavzevii 90095

Candida tropicalis 1277

Saccharomyces cerevisiae
11516

Candida tropicalis 1277

99

99

93

100

100

100

100

99

92

100

99

100

93

KY106851.1

KX891350.1

KR632573.1

KX237671.1

KY109405.1

KX891350.1

KX891350.1

KY106851.1

KY106543.1

KX237674.1

KY109364.1

KX891350.1

KR632573.1
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6. DISCUSSAO

O objetivo deste trabalho foi o estudo da dinamica populacional de micro-
organismos existentes no processo produtivo de etanol a partir de técnicas
dependentes de cultivo. Amostras quinzenais de mosto (caldo agucarado que alimenta
a dorna de fermentacéo) e vinho (caldo fermentado) foram obtidas por um periodo de
8 meses de duas usinas produtoras de etanol localizadas no estado de Goias. A partir
destas coletas foi possivel isolar 516 linhagens microbianas (morfotipos diferentes a
cada coleta), sendo 261 isolados da Usina Itumbiara e 255 isolados da Usina Tropical.
Este pode ser considerado um numero reduzido de isolados, uma vez que varias
leveduras do género Saccharomyces foram obtidas (Tabelas 4 e 8).

Nesse contexto, ndo existe produto ou processo que possa ser utilizado pelas
destilarias para reduzir as contaminacdes de leveduras selvagens no processo de
fermentacdo sem afetar as estirpes de leveduras selecionadas (Amorim et al, 2011).
Portanto, ndo se pode afirmar que as linhagens de Saccharomyces reveladas neste
estudo, foram as linhagens selecionadas como starters da fermentacdo ou as
contaminantes no processo produtivo das usinas em questdo. Embora a grande
maioria de estudos de micro-organismos contaminantes do processo produtivo de
etanol seja realizado usando a técnica dependente de cultivo, o uso desta técnica,
limita a possibilidade de conhecimento de grande parte da diversidade de micro-
organismos presentes nas diferentes etapas de producdo, em virtude da
impossibilidade de reproduzir em laboratério as condicbes em que esses micro-
organismos se desenvolvem ao longo da cadeia de producéo do etanol (Costa, 2014).

Na contagem de micro-organismos, assim como nas amostras de mosto da
Usina ITB, houve grande variagcdo de unidades formadoras de coldnias (UFC) nas
amostras de mosto da Usina TRP (Figuras 7 e 9). Durante a realizacdo do processo
fermentativo, o controle e o monitoramento da microbiota fermentadora sao de
fundamental importdncia para a reducdo dos problemas causados pelas
contaminagdes, além da possibilidade de se obter maiores rendimentos e eficiéncias
(Bandin, 2010). Assim, na cadeia de producéo de etanol apos a etapa de moagem, o
caldo- de- cana antes de ser fermentado passa por tratamento para retirada de
impurezas e preparo do caldo com a utilizagéo de cal, corre¢cdo de pH para 6,8 a 7,2,
este entdo é aquecimento a 105°C, seguido de etapa de decantacéo, para obtencéo

do caldo clarificado, este entdo, pode ser enviado para a fabricacdo de acucar ou



60

etanol. O residuo do fabrico de acucar € denominado melaco. O caldo preparado para
producédo de etanol € novamente aquecido a 115°C para concentracdo de agucares a
aproximadamente 18 a 20° brix, o0 mosto é um liquido acucarado que alimenta as
dornas de fermentacdo, sendo composto de caldo clarificado, melaco e agua
(Chieppe, 2012). A etapa de preparo do caldo e aquecimento pelo qual é submetido
pode contribuir na diminuigcdo do nimero de micro-organismos contaminantes. Pois 0
periodo entre o corte-carregamento-transporte e 0 processo de extracao, propiciam
condicBes favoraveis a infeccédo (Costa ,2006).

Um fator que pode explicar a auséncia de microrganismos em alguns cultivos
pode estar relacionado ao estoque das amostras apds a coleta. As amostras
recebidas para o estudo foram coletadas, acondicionadas em gelo e transportadas
por mais de 5 horas até o laboratdrio, ficando assim, suscetiveis a comprometimento
em termos de viabilidade celular. Ademais, podendo ocorrer a possibilidade de perda
de micro-organismos nestas condi¢des, pois como esta era realizada num contexto
industrial, nem sempre pode-se garantir que o funcionario da empresa fez o correto
armazenamento da amostra até sua chegada ao laboratério. Dentre as usinas
estudadas neste trabalho, a Usina Itumbiara apresentou maior valor em unidades
formadoras de colonias (UFC) nas amostras de vinho (Figura 8). Isto pode estar
relacionado com a caracteristica do processo produtivo, tendo em vista que, que a
amostra de vinho é caracterizado como —o caldo fermentado- , e as fermentacdes
industriais no Brasil sdo realizadas com alta densidade de células (8-12% p/v) e em
curtos periodos (6-12 horas) com dornas de fermentacdo com capacidade para 0,5 a
3,5 milhdes de litros cada, porém, € suscetivel a contaminagdo por leveduras
selvagens e bactérias se a assepsia ndo for executada adequadamente pois, 0s
micro-organismos provenientes da matéria- prima sao introduzidos no processo
fermentativo e competem pelo substrato com as leveduras selecionadas para
conduzir a fermentacao na usina de producéo de etanol (Amorim et al, 2011).

Embora o tratamento térmico seja um procedimento de rotina que objetiva
reduzir a carga microbiana, as dificuldades para esterilizar grandes volumes de caldo
e agua, problemas como falhas operacionais, re-contamina¢cao do mosto por meio de
trocadores de calor ou adicdo de melagco comprometido microbiologicamente podem
ter contribuido para essa ocorréncia (Amorim et al, 2015). E importante ressaltar que
a reciclagem de células, caracteristica do processo Melle Boinot embora represente

uma vantagem para a industria brasileira, porque a reutilizacdo de biomassa de
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células vivas economiza agucar e aumenta o rendimento do processo, também pode
ser considerada uma fonte de contaminacdo (Amorim, et al, 2011). ApOs 0 processo,
as leveduras usadas pela usina para conduzir a fermentacdo, com o objetivo de
reduzir o nUmero de micro-organismos contaminantes passam por tratamento com
acido sulfarico diluido em agua na proporcéo (1:1), correcdo de pH em torno de 2, a
3,0 por aproximadamente duas horas, podendo chegar até trés horas. Porém, quanto
maior o tempo em que as células de leveduras permanecerem nesta etapa menor é a
viabilidade das mesmas, pois, 0 uso excessivo do acido sulfurico pode ser prejudicial
as células de leveduras, podendo levar a um enfraguecimento na membrana celular
e ocasionar desequilibrio na bomba de prétons e comprometer o sistema enzima-
substrato, devido a variacdo de pH, na qual a célula é submetida, em do aumento do
pH quando o in6culo é misturado com o mosto na cuba de fermentacéo (Chieppe,
2012) e (Oliva- Neto et al,2013).

O uso de antibidticos também ¢é uma estratégia para o controle de
contaminantes do processo de fermentacdo alcoodlica. A auséncia de crescimento
microbiano observado em algumas amostras, (Tabela 3) é devido aos tratamentos
com antibidticos realizados no processo de reuso das Saccharomyces. Essa pratica
ocorreu com maior frequéncia na usina ITB (comunicacao oral). Porém, as datas de
uso destes compostos ndo foram obtidas para correlagdo. Portanto, os micro-
organismos contaminantes encontrados nas amostras de vinho e mosto (Figuras,
7,8,9 e 10) estdo relacionados a diferentes etapas do processo produtivo do etanol.

No trabalho de Liberal et al. (2007) os autores isolaram em meio WLN contendo
0,1% de bromocresol verde, colbnias de leveduras de amostras de mosto e vinho de
usinas de producdo de etanol da regido Nordeste do Brasil. Apés identificagdo
taxondmica a partir de sequenciamento da regido D1-D2 do gene 28S do rDNA, que
codifica concluiram que as principais leveduras contaminantes, classificadas como
nao-Saccharomyces, foram do género Dekkera, Schizosaccharomyces e Candida.
Dekkera segundo os autores € um género comum de leveduras contaminantes,
causando uma reducao significativa do rendimento de fermentacdo em destilarias que
nao agueca o suco de cana-de-acucar e trabalha com concentracdes de etanol muito
baixas no vinho. Neste trabalho, ndo selecionou o ‘melhor hif’ na etapa de
identificacdo taxon6mica leveduras do género Dekkera e Schizosaccharomyces,

somente, Candida tropicalis e Pichia kudriavzevii (Tabela 8). Isso pode estar
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relacionado com o baixo numero de leveduras identificadas (25) ou por diferencas nas
condi¢des industriais.

Os estudos sobre diversidade microbiana contaminante (Costa, 2014) ,a partir
de técnica dependente de cultivo, em amostras de 6 etapas da cadeia produtiva de
etanol, com micro-organismos cultivados em amostras de caldo de cana crua, caldo
misto, mosto e vinho, e a partir da amplificagéo da regido D1/D2 do gene 28S do rDNA
das leveduras cultivadas, e seguido de sequenciamento e analise de bioinformética,
houve a identificacdo de 30 leveduras, sendo que para as amostras de mosto houve
a predominancia dos géneros Cystobasidiaceae-ndo-classificada no estudo e
identificacdo dos géneros Ascomycota, Wickerhamomyces e Saccharomyces.

Outro ponto a destacar, em estudos sobre linhagens de leveduras selvagens
contaminantes no processo produtivo de etanol (Basilio et al,2007) e (Basso et al,
2008) a partir de técnicas moleculares independentes de cultivo com amplificacdo da
regido D1-D2 e técnicas de cariotipagem, com amostras retiradas da etapa de
fermentacdo em destilarias do Sudeste do Brasil concluiram que as linhagens de
leveduras ndo Saccharomyces, representaram de 5% do total de linhagens
identificadas no estudo e relatam que espécies de leveduras como Candida tropicalis
Dekkera bruxelensis e Pichia galeiformis , foram encontradas mais frequentemente
em destilarias que operam com concentracdes finais de etanol (6% v/v) e ndo operam
regularmente com titulos de alta producdo de etanol no setor sucroenérgético.

Ademais, o rendimento e a diminuigcdo nos custos dos processos industriais
fermentativos sédo controlados e dependem do equilibrio de véarios parametros pH,
temperatura, alguns inibidores quimicos como &cidos orgéanicos, pois o efeito
antagonista dos acidos organicos afeta sinergicamente a viabilidade da producéo de
etanol pela levedura Saccharomyces cerevisiae. Existe uma ampla classe de acidos
gue causam danos a S. cerevisiae, tais como: acido acético, butirico, acido valérico,
acido formico, acido lactico. No entanto, o acido lactico se destaca devido a
contaminacgao por bactérias lacticas que sdo muito frequentes nos processos (Oliva-
Neto et al.,2013).

Neste estudo, conforme citado anteriormente, embora o isolamento de micro-
organismos tenha ocorrido ao longo de quinze coletas para a Usina Itumbiara e
dezesseis coletas para a Usina Tropical, as etapas de caracterizacdo fisiolégica e
identificagdo taxondmica, concentraram-se somente com os isolados da primeira e

ultima coleta, de amostras de mosto e vinho, com isolados cultivados em meio YPD
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(leveduras), (Tabelas 5 e 6). Os resultados de caracterizagdo fisioldgica dos micro-
organismos isolados em meio YPD contendo glicose 20g/L, das Usinas Itumbiara e
Usina Tropical (Figuras 12,13 e 14) foi possivel observar o consumo de todo o
substrato oferecido, exceto para o isolado TRP-M-I2-YPD-16C. Na Usina Itumbiara,
o isolado ITB-V-I2-YPD-1C, consumiu o substrato e produziu 6,6 g/L de etanol e 0,36
g/L de glicerol, porém o clone da usina Tropical, TRP-V-I2-TSB-1C, consumiu o agUcar
disponivel e produziu 5,4 g/L de etanol e 1,3 g/L de glicerol (Figuras 15, 16 e 17). A
producdo de etanol na levedura, ocorre por via glicolitica, a hexose é oxidada a
gliceraldeido-3-fosfato e a dihidroxicetona fosfato, o gliceraldeido € convertido a
piruvato que é, entdo, descarboxilado a acetaldeido, e reduzido a etanol pela enzima
alcool desidrogenase pelo uso de NADH sendo que as duas moléculas de NAD+
formadas séo utilizadas na oxidacdo de outra molécula de glicose, mantendo assim,
o equilibrio redox nas células. Assim, nesta via, a diidroxicetona pode ser convertida
a gliceroldeido-3-fosfato, e posteriormente a etanol, ou alternadamente, reduzida a
glicerol (Figura 5) (Ferrari,2013). No processo fermentativo, em condi¢cdes normais, o
glicerol é liberado para o meio extracelular, porém em condicbes de estresse
osmatico, acumula-se no citoplasma celular devido ao aumento de sua sintese.
(Costa, 2006).

Foi possivel observar, que alguns isolados consumiram o substrato e
produziram etanol, o isolado ITB-V-13-YPD-1C (Figura 13), por exemplo, consumiu o
acucar disponivel e produziu 7,9 g/L de acido acético com producdo de menos de 1g
de etanol indicando para um metabolismo de oxidacdo do piruvato para a via de
producao de organicos (Figura 5). Embora os micro-organismos tenham sido isolados
em meios seletivos para leveduras (YPD), bactérias (TSB), e bactérias do acido latico
(MRS), (Figura 11), com o uso de antibiéticos e antifungicos, respectivamente, o
estudo revelou clones que consumiram o acgucar e nao produziram etanol e sim acidos
orgéanicos, como exemplo o isolado TRP-M-I1-YPD-I1C (Figura 13) produziu 6,1 g/L
de acido latico e 5,3 g/L de acido acético, possivelmente, indicando para um
metabolismo caracteristico de bactérias do acido latico. Segundo a literatura, o género
Lactobacillus — é o predominante de bactérias encontradas no processo produtivo do
etanol-, sdo divididos em dois grupos, quanto a metabolizacdo dos agucares, 0 grupo
formado por homofermentativos obrigatérios, em que as hexoses sdo convertidas
guase gue exclusivamente em &cido latico pela via glicolitica, e o grupo formado por

heterofermentativo obrigatérios, que em condicdes de anaerobiose, as hexoses sao
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convertidas em quantidades equimolares de &cido latico, etanol e/ou acido acético,
gas carbbdnico e ATP (Costa, 2014) e (Oliva-Neto, 2013). Embora este estudo nao
tenha o objetivo de identificacdo taxondémica de bactérias, 0s ensaios de
caracterizacao fisiolégica com os micro-organismos isolados de amostras de mosto e
vinho das usinas ITB e TRP, indicam a possibilidade do consumo de agucar para a
formacao de acidos organicos, metabolizados por bactérias e ndo para a producéo de
etanol, sendo necessario identificar as linhagens promissoras para a partir de entao,
iniciar nova temporada de fermentacao.

Na etapa de identificacdo taxondmica, dos micro-organismos isolados em meio
YPD, de amostras de mosto e vinho das usinas ITB e TRP, ap6s a amplificacdo da
regido D1-D2, do gene 28S do rDNA de leveduras e analises das sequéncias a partir
de bioinformatica, este estudo selecionou 25 isolados com os “melhores “hit”, com
predominancia de espécies de Saccharomyces cerevisiae (11 isolados) , Candida
tropicalis (08 isolados) Pichia kudriavzevii (04 isolados) (Tabela 8), alguns isolados,
como o clone da Usina Itumbiara, ITB-V-14-YPD-16C (Figuras 12,13 e 14), que na
etapa de caracterizacao fisiologica consumiu o acucar disponivel produzindo além de
etanol, produziu também acidos organicos , indicou para a espécie Candida tropicalis,
porém apdés a selecdo com o “melhor hit”, nem todas essas espécies , apresentaram
100% de identificacdo (Tabela 8). O estudo mostrou que apos a selecao de isolados
na identificacdo taxondmica, ndo houve diferencas quanto a espécie, para os dois
tipos de amostras, mosto e vinho, assim como nao houve diferencas entre as duas

usinas estudadas.
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7. CONCLUSAO

O estudo de caracterizagdo de micro-organismos com amostras de mosto e
vinho coletadas de processos industriais de producéo de etanol de duas usinas no
Estado de Goéias constatou a partir de técnica dependente de cultivo e identificacédo

taxdmica a presenca de micro-organismos contaminantes, possibilitando assim:

v O isolamento de 516 micro-organismos de duas etapas, mosto e
vinho do processo produtivo de etanol das Usinas Itumbiara e Usina Tropical,
localizadas em Goias;

v A contagem de unidades formadoras de colonias (UFC) das
amostras de mosto apresentou maior variacdo ao longo das coletas, e as
amostras de vinho menor variacdo duas usinas em estudo;

v Os ensaios de caracterizacdo fisiolégica para os isolados
selecionados em amostras de mosto e vinho das duas unidades industriais,
revelaram que morfotipos que consumiram o acucar disponivel e produziram
etanol, ou a mistura de etanol e glicerol, como também etanol e &cidos
organicos;

v A identificagdo taxonOmica indicou dentre 25 isolados
identificados a predominancia das espécies Saccharomyces cerevisiae,

Candida tropicalis e Pichia kudriavzevii.

Contudo, as pesquisas que versam a respeito de diversidade e caracterizagcao
de micro-organismos contaminantes na producdo do etanol sdo importantes e,
podem contribuir com novos estudos que busquem respostas sobre os efeitos dos
fatores de estresses em que a levedura S. cerevisiae € submetida no processo
fermentativo.

Como também em abordagens a respeito de selecéo de novas linhagens de
leveduras para a producdo de etanol, com intuito de fortalecimento, controle e
otimizacao do processo, na busca por melhores rendimentos e baixo custo na cadeia

produtiva do Setor Sucroalcoleiro.
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ANEXO: Sequéncias utilizadas para a identificacdo taxonémica das leveduras.

Isolado-ITB-M-11-YPD-1C
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aaaaaatttttittaattttaaaaaaaaaaaaaaaattttttttictcaataaaaaaaacaaaacccaccacacaataataattaaaaaaaaaaaaa
ataagcaaaataatcaaaacaaaaaaaaacaacaaaacacaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaataaaatataaat
aaaaaaaaaaaaattaaaaaaaaaacaaaaaaatacataaaaaattaaaaaattaaaaaaaaaaaaaaataaaaaaaaaataaacatgc
ttaaacggaggaaaagaaacTTGCCTTAGTaACGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGT
ACCTTCGGTGCCCGAGTTGTAATTTGGAGAGGGCAACTTTGGGGCCGTTCCTTGTCTATGTTCCTT
GGAACAGGACGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTGTGGCGAGGAGTGCGGTTCTTTGTAAAGTGCC
TTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATA
TTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGT
GAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGCATTTGATCAGACATGGTGTTTTGTGCCCTCTGC
TCCTTGTGGGTAGGGGAATCTCGCATTTCACTGGGCCAGCATCAGTTTTGGTGGCAGGATAAATCC
ATAGGAATGTAGCTTGCCTCGGTAAGTATTATAGCCTGTGGGAATACTGCCAGCTGGGACTGAGGA
CTGCGACGTAAGTCAAGGAtgctggcataatggttatatgccgeccgtctaaAAttttttattatatataaattatatttatttttattttatatttttt
attatatttetttttttttttttteeteteeettttttttttttttttttttgtitttgtigttttttgtittatgtgttttttttttgtitttttgtittttgtittttitttttaatat

Isolado- TRP-M-14-YPD-1C

AtaggaggaaaagaaaccaaccgggattgccttagtaacGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGG
TACCTTCGGTGCCCGAGTTGTAATTTGGAGAGGGCAACTTTGGGGCCGTTCCTTGTCTATGTTCCTT
GGAACAGGACGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTGTGGCGAGGAGTGCGGTTCTTTGTAAAGTGCC
TTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATA
TTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGT
GAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGCATTTGATCAGACATGGTGTTTTGTGCCCTCTGC
TCCTTGTGGGTAGGGGAATCTCGCATTTCACTGGGCCAGCATCAGTTTTGGTGGCAGGATAAATCC
ATAGGAATGTAGCTTGCCTCGGTAAGTATTATAGCCTGTGGGAATACTGCCAGCTGGGACTGAGGA
CTGCGACGTAAGTCAAggatgctggcataatggttatatgccgcccgtcttaggaccatccattaaaggctccttttggacctttttttttgaatt
ttcaacgtgtaaaaatttattattcgcaattcctttagttgtcctttctatttctcactccctgactgtGaw Cetcgg

Isolado-ITB-M-12-YPD-1C

KaaaccaaccgggattgccttagtaACGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGTACCTTCG
GTGCCCGAGTTGTAATTTGGAGAGGGCAACTTTGGGGCCGTTCCTTGTCTATGTTCCTTGGAACAG
GACGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTGTGGCGAGGAGTGCGGTTCTTTGTAAAGTGCCTTCGAAGA
GTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAG
AGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGT
ACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGCATTTGATCAGACATGGTGTTTTGTGCCCTCTGCTCCTTGTG
GGTAGGGGAATCTCGCATTTCACTGGGCCAGCATCAGTTTTGGTGGCAGGATAAATCCATAGGAAT
GTAGCTTGCCTCGGTAAGTATTATAGCCTGTGGGAATACTGCCAGCTGGGACTGAGGACTGCGACG
TAAGTCaaggatgctggcataatggttatatgcRT

Isolado-ITB-M-I3-YPD-16C

caaaaacRMWaagaaacaacacaaaaaaaaaaaaattttattttaattittaaaaaaaataaaaaaaaaaaaaaaaaaaacaaaaaaaa
aaaaaaaaaaaaaaaaaaagaaaaacaaaaaaacaaaacaaaaaaaaacaacaatacaataaaattigtataaaatttataatttaaatttaa
agtaaaaaaaaaaaataaaaataataaaaaaaaaaaaatCtaaagaaaaaaaaaaaaaaaacatgcacggaggaaaagaaaccaacc
gggattgccttagtaACGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGTACCTTCGGTGCCCGA
GTTGTAATTTGGAGAGGGCAACTTTGGGGCCGTTCCTTGTCTATGTTCCTTGGAACAGGACGTCATA
GAGGGTGAGAATCCCGTGTGGCGAGGAGTGCGGTTCTTTGTAAAGTGCCTTCGAAGAGTCGAGTT
GTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGAT
AGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAAT
TGTTGAAAGGGAAGGGCATTTGATCAGACATGGTGTTTTGTGCCCTCTGCTCCTTGTGGGTAGGGG
AATCTCGCATTTCACTGGGCCAGCATCAGTTTTGGTGGCAGGATAAATCCATAGGAATGTAGCTTGC
CTCGGTAAGTATTATAGCCTGTGGGAATACTGCCAGCTGGGACTGAGGACTGCGACGTAAGTCAAG
GAtgctggcataatggttatatgccgcccgtctacccacgaacaaactattttttattttgtttttatattttttatttttttttttttttttttettttttttttttttgteeteetttttt
gtgtgtgttttttgttttttttttttttttttttattttttattttttigtt
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Isolado-ITB-V-I3-YPD-1C

TTWKcatatcaatagcggaggaaaagaaaccaaccgggattgccttagtaACGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAAT
TTGAAATCTGGTACCTTCGGTGCCCGAGTTGTAATTTGGAGAGGGCAACTTTGGGGCCGTTCCTTG
TCTATGTTCCTTGGAACAGGACGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTGTGGCGAGGAGTGCGGTTCTT
TGTAAAGTGCCTTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCT
AAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTT
GAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGCATTTGATCAGACATGGTGTTTT
GTGCCCTCTGCTCCTTGTGGGTAGGGGAATCTCGCATTTCACTGGGCCAGCATCAGTTTTGGTGGC
AGGATAAATCCATAGGAATGTAGCTTGCCTCGGTAAGTATTATAGCCTGTGGGAATACTGCCAGCTG
GGACTGAGGACTGCGACGTAAGTCAAGGAT(gctggcataatggttatatgccgececgt

Isolado-TRP-V-I3-TSB-1C

tcataaRYMWAWgaaaaaaaacacaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa
aaaaaaatataaaaaaaataaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaatatttttaacggaggaaaagaaaccaaccgggattgccttagtaA
CGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGTACCTTCGGTGCCCGAGTTGTAATTTG
GAGAGGGCAACTTTGGGGCCGTTCCTTGTCTATGTTCCTTGGAACAGGACGTCATAGAGGGTGAGA
ATCCCGTGTGGCGAGGAGTGCGGTTCTTTGTAAAGTGCCTTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATG
CAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGT
ACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGG
AAGGGCATTTGATCAGACATGGTGTTTTGTGCCCTCTGCTCCTTGTGGGTAGGGGAATCTCGCATTT
CACTGGGCCAGCATCAGTTTTGGTGGCAGGATAAATCCATAGGAATGTAGCTTGCCTCGGTAAGTA
TTATAGCCTGTGGGAATACTGCCAGCTGGGACTGAGGACTGCGACGTAAGTCAAGgatgctggcataatgy
ttatatgccgcccgtctaggaacaaaattttttttttttitttttttittittitittttgtgggttttttttgggttttgtttttttgtgtgtak gtgtttgatttt

Isolado-TRP-V-I3-YPD-1C

aaaMWARaaaaataataaaaaaaaaacaaaattataaataaaaaaaaaaatataaataaaaataaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa
aaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaataaaaaaacacaaaccaactitgtctacggaggaaaagaaaccaaccgggattgecttagt
aACGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGTACCTTCGGTGCCCGAGTTGTAATTT
GGAGAGGGCAACTTTGGGGCCGTTCCTTGTCTATGTTCCTTGGAACAGGACGTCATAGAGGGTGAG
AATCCCGTGTGGCGAGGAGTGCGGTTCTTTGTAAAGTGCCTTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAAT
GCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAA
GTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAG
GGAAGGGCATTTGATCAGACATGGTGTTTTGTGCCCTCTGCTCCTTGTGGGTAGGGGAATCTCGCA
TTTCACTGGGCCAGCATCAGTTTTGGTGGCAGGATAAATCCATAGGAATGTAGCTTGCCTCGGTAA
GTATTATAGCCTGTGGGAATACTGCCAGCTGGGACTGAGGACTGCGACGTAAGTCAAGGAtgctggcat
aatggttatatgccgcccgtcacaccggaaccaaaattttttttttttttttttttttettttttittitttttttgttc K Ctetttttttttetttettetttttctitittattttttctct ettt
totgtttttttgttctitgtttcttttttittict

Isolado-TRP-V-I11-YPD-1C

ttggaaaagaaaccaacagggattgCCTTAGTAGCGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGG
CTCTTTCAGAGTCCGAGTTGTAATTTGAAGAAGGTATCTTTGGGTCTGGCTCTTGTCTATGTTTCTTG
GAACAGAACGTCACAGAGGGTGAGAATCCCGTGCGATGAGATGATCCAGGCCTATGTAAAGTTCCT
TCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATAT
TGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTG
AAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGCTTGAGATCAGACTTGGTATTTTGTATGTTACTTCT
TCGGGGGTGGCCTCTACAGTTTATCGGGCCAGCATCAGTTTGGGCGGTAGGAGAATTGCGTTGGA
ATGTGGCACGGCTTCGGTTGTGTGTTATAGCCTTCGTCGATACTGCCAGCCTAGACTGAGGACTGC
GGTTTAtacctaggatgttggcataatgatcttaaWcCKMSRYaaaa
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Isolado-TRP-M-I13-YPD-1C

KYKWYRtatcaaagcggaggaaaagaaaccaaccgggattgccttagtaacggcgagtgaAGCGGCAAAAGCTCAAATTTG
AAATCTGGTACCTTCGGTGCCCGAGTTGTAATTTGGAGAGGGCAACTTTGGGGCCGTTCCTTGTCT
ATGTTCCTTGGAACAGGACGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTGTGGCGAGGAGTGCGGTTCTTTGT
AAAGTGCCTTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAA
GCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAA
AAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGCATTTGATCAGACATGGTGTTTTGTG
CCCTCTGCTCCTTGTGGGTAGGGGAATCTCGCATTTCACTGGGCCAGCATCAGTTTTGGTGGCAGG
ATAAATCCATAGGAATGTAGCTTGCCTCGGTAAGTATTATAGCCTGTGGGAATACTGCCAGCTGGGA
CTGAGGACTGCGACGTAAgtcaaggatgctggcataatggttatatgccgceccgtcttgaaccacggaccaa

Isolado-TRP-V-12-YPD-1C

aggaaaaaaacCCTTAGTaACGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGTACCTTCGGT
GCCCGAGTTGTAATTTGGAGAGGGCAACTTTGGGGCCGTTCCTTGTCTATGTTCCTTGGAACAGGA
CGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTGTGGCGAGGAGTGCGGTTCTTTGTAAAGTGCCTTCGAAGAGT
CGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAG
ACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTAC
GTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGCATTTGATCAGACATGGTGTTTTGTGCCCTCTGCTCCTTGTGG
GTAGGGGAATCTCGCATTTCACTGGGCCAGCATCAGTTTTGGTGGCAGGATAAATCCATAGGAATG
TAGCTTGCCTCGGTAAGTATTATAGCCTGTGGGAATACTGCCAGCTGGGACTGAGGACTGCGACGT
AAGTCAaggatgctggcataatggttataGSMY

Isolado-TRP-M-11-YPD-16C

tctattttggaggaaaaacGCCYTWRKWACGGCGAGTGAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGTACCT
TCGGTGCCCGAGTTGTAATTTGGAGAGGGCAACTTTGGGGCCGTTCCTGTCTATGTTCCTTGGAAC
AGGACGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTGTGGCGAGGAGTGCGGTTCTTTGTAAAGTGCCTTCGAA
GAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCG
AGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAA
GTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGCATTTGATCAGACATGGTGTTTTGTGCCCTCTGCTCCTTG
TGGGTAGGGGAATCTCGCATTTCACTGGGCCAGCATCAGTTTTGGTGGCAGGATAAATCCATAGGA
ATGTAGCTTGCCTCGGTAAGTATTATAGCCTGTGGGAATACTGCCAGCTGGGACTGAGGACTGCGA
CGTAAGTCAAGGAtgctggcataatggttatatgccgcccgtctcaaacccggaccaaatttattagtttttgtatttttatitatgaatttaattattt
atattttttttttteeeeettttttttttttttttttttttttettetettttttatttaatattgttgtttttttttttgtetttttttWttctattcttttgttttttttettttttttt tittataattgtatttaat

Isolado-ITB-V-13-YPD-16C

WWGgCRtAAatagcggaggaaaagaaaccaaccgggattgccttagtaacggcgagtgaaGCGGCAAAAGCTCAAATTTG
AAATCTGGTACCTTCGGTGCCCGAGTTGTAATTTGGAGAGGGCAACTTTGGGGCCGTTCCTTGTCT
ATGTTCCTTGGAACAGGACGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTGTGGCGAGGAGTGCGGTTCTTTGT
AAAGTGCCTTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAA
GCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAA
AAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGCATTTGATCAGACATGGTGTTTTGTG
CCCTCTGCTCCTTGTGGGTAGGGGAATCTCGCATTTCACTGGGCCAGCATCAGTTTTGGTGGCAGG
ATAAATCCATAGGAATGTAGCTTGCCTCGGTAAGTATTATAGCCTGTGGGAATACTGCCAGCTGGGA
CTGAGGACTGCGACGTAAgtcaaggatgctggcataatggttatatgccgceccgtcttgaacggacW
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Isolado-ITB-M-12-YPD-16C

CWTATtaccatcggaggaaaagaaaccaacagggattgccttagtaACGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTT
GAAATCTGGCACTTTCAGTGTCCGAGTTGTAATTTGAAGAAGGGTAACTTTGGAGTTGGCCCTTCTA
TGTTCCTTGGAACAGGACGTCACAGAGGGTGAGAATCCCGTGCGATGAGGTGTCARTTCGTAAAGT
GCTTYAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAAT
ATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGGAA
AAAGTACGTGAAATTGTTGAAAAAGGCTTGAGATCAGATGGTATTTTGCAAGCCTATCCTTCGTGGA
GAGGTTTATTACAGCTTACCGGGCAGCATCGGTTATGGTAATAATGCATTGAATGTGCTCTTGAGTG
TTATGCCTTTGTTGATCGATCTAGACCGAGGACTGCGTCTTtgactaggatgctggcgtaatgatcttccgeccgtctga
CSMGGA

Isolado-ITB-M-I1-YPD-16C

KYYTTagaggaaaaaaaccaaccgggattgccttagtaACGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCT
GGTACCTTCGGTGCCCGAGTTGTAATTTGGAGAGGGCAACTTTGGGGCCGTTCCTTGTCTATGTTC
CTTGGAACAGGACGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTGTGGCGAGGAGTGCGGTTCTTTGTAAAGT
GCCTTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAA
ATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAG
AGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGCATTTGATCAGACATGGTGTTTTGTGCCCTC
TGCTCCTTGTGGGTAGGGGAATCTCGCATTTCACTGGGCCAGCATCAGTTTTGGTGGCAGGATAAA
TCCATAGGAATGTAGCTTGCCTCGGTAAGTATTATAGCCTGTGGGAATACTGCCAGCTGGGACTGA
GGACTGCGACGTAAGTCAAGGAtgctggcataatggttataccCt

Isolado-TRP-M-I2-YPD-16C

WWggaaaagaaaccaaccgggattgccttagtaACGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGT
ACCTTCGGTGCCCGAGTTGTAATTTGGAGAGGGCAACTTTGGGGCCGTTCCTTGTCTATGTTCCTT
GGAACAGGACGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTGTGGCGAGGAGTGCGGTTCTTTGTAAAGTGCC
TTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATA
TTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGT
GAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGCATTTGATCAGACATGGTGTTTTGTGCCCTCTGC
TCCTTGTGGGTAGGGGAATCTCGCATTTCACTGGGCCAGCATCAGTTTTGGTGGCAGGATAAATCC
ATAGGAATGTAGCTTGCCTCGGTAAGTATTATAGCCTGTGGGAATACTGCCAGCTGGGACTGAGGA
CTGCGACGTAAGTCaaggatgctggcataatggttataGMYt

Isolado-ITB-V-I11-YPD-16C

KSccaaccgggattgccttagtaacgGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGTACCTTCGGTG
CCCGAGTTGTAATTTGGAGAGGGCAACTTTGGGGCCGTTCCTTGTCTATGTTCCTTGGAACAGGAC
GTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTGTGGCGAGGAGTGCGGTTCTTTGTAAAGTGCCTTCGAAGAGTC
GAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGA
CCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACG
TGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGCATTTGATCAGACATGGTGTTTTGTGCCCTCTGCTCCTTGTGGGT
AGGGGAATCTCGCATTTCACTGGGCCAGCATCAGTTTTGGTGGCAGGATAAATCCATAGGAATGTA
GCTTGCCTCGGTAAGTATTATAGCCTGTGGGAATACTGCCAGCTGGGACTGAGGACTGCGACGTAA
GtcaaggatgctggcataatggttataTMt

Isolado-TRP-M-I3-YPD-16C

MKgaaaccaaccgggattgccttagtaACGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGTACCTTC
GGTGCCCGAGTTGTAATTTGGAGAGGGCAACTTTGGGGCCGTTCCTTGTCTATGTTCCTTGGAACA
GGACGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTGTGGCGAGGAGTGCGGTTCTTTGTAAAGTGCCTTCGAA
GAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCG
AGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAA
GTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGCATTTGATCAGACATGGTGTTTTGTGCCCTCTGCTCCTTG
TGGGTAGGGGAATCTCGCATTTCACTGGGCCAGCATCAGTTTTGGTGGCAGGATAAATCCATAGGA
ATGTAGCTTGCCTCGGTAAGTATTATAGCCTGTGGGAATACTGCCAGCTGGGACTGAGGACTGCGA
CGTAAgtcaaggatgctggcataatggttatatgccgcccCtAMt
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Isolado-ITB-V-14-YPD-16C

taatccatgggcggccgecgggggggagtggtgactacagtgggegggcececctggtagegggeegtecctcaggtggttittcgtaccceectac

aaaggtaacgcccggggtaaaacgaagTtaaccgcagtectcagtctaggetggeagtatccacaaaggctataacactcaccgaagecgtg

ccacattcctggattttctctaccgcccaactgatgctggecgataaactgaaggecacccccgaaaaagtaacaaaggaaataccaagtctgat

ctagcccttcectttcaacaatttcacgtactttttcactctcttttcaaagttcttttcatctttccatcactgtacttgttcgctatcggtctctcgccaatatttag
ctttagatggaatttaccacccacttaagctgcattcccaaacaactccactcttctaaggaactttacataggactggatcatcccatcccacgggat
tctcaccctetgtgacattctgtgccaagaaacatatacaagaggcacacccccagataccttcttcaaattacaactcggactctgaaaagcatat

atttagcttttgccttcactcgecgctctaggcgatcceggctittccaaatgcaa

Isolado-TRP-V-12-YPD-1C

ttKtGaaagaaaccaacagggattgcCTTAGTAGCGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGG
CTCTTTCAGAGTCCGAGTTGTAATTTGAAGAAGGTATCTTTGGGTCTGGCTCTTGTCTATGTTTCTTG
GAACAGAACGTCACAGAGGGTGAGAATCCCGTGCGATGAGATGATCCAGGCCTATGTAAAGTTCCT
TCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATAT
TGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTG
AAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGCTTGAGATCAGACTTGGTATTTTGTATGTTACTTCT
TCGGGGGTGGCCTCTACAGTTTATCGGGCCAGCATCAGTTTGGGCGGTAGGAGAATTGCGTTGGA
ATGTGGCACGGCTTCGGTTGTGTGTTATAGCCTTCGTCGATACTGCCAGCCTAGACTGAGGACTGC
GGTTTATACCTAGGAtgttggcataatgatcttaagccCaacaa

Isolado-TRP-V-12-YPD-16C

ttttttttttttt SKAcacagggatcgccttagtagcgGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGCTCTTT
CAGAGTCCGAGTTGTAATTTGAAGAAGGTATCTTTGGGTCTGGCTCTTGTCTATGTTTCTTGGAACA
GAACGTCACAGAGGGTGAGAATCCCGTGCGATGAGATGATCCAGGCCTATGTAAAGTTCCTTMAAG
AGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGA
GAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAG
TACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGCTTgAGATCAACTTGGTATTTYGTWTGTTACTTYTTCGGGG
GTGGCCTCTACGTTTATCGGGCCAGCATCAGTTTGGGCGGTAGGAGAAaTgCGTTGGAATGTGGCA
CGGCTTCGTTGTGTGTTATAGCCTTYGTSaGATACTGCCSCCTAGAGAGGATGCGGTWaCaatccccecta
accaa

Isolado-TRP-M-12-YPD-1C

atttaatgattaaactaaaaaatatttttccccccttgattacgggaggaaaagaaaccCgGSRKKRARSSSGCAAAAGMTCAA
ATTTGAAATMTGGTACYTTYGGaTGCCCGAGTTGTAATTTGGAGAGGGCAACTTTGGGGCCGTTCCTYGTC
TATGTTCCTTGGAACAGGAMGTCATAGAGGGTGAGAATCCCSTGTGGSGAGGAGTGCGGTTCTTTGTAA
AGTGCCTTSAAGAGTCAGTTGTTTGGGAATGCACTCTWAGTGGGTGGAAATTCCATCTAAAGCTAAATAT
TGGAAGACCATCAACAATACGTGGGAAAGATAAAAAACTTTGAAAAGAAGTGAAAAATACTGAATTTTGA
AAGGGAGGGCTTTGATTGGTGTTTTGTGCCCTYTGCTCYTTGKGGGTRGGGGAATCTCCTTTCTGGGCCCT
CGTTTTGGTGGATAATCCATAGGAATGTAGCTTGCCGGTAAGTTATGTGGAGCSCTGGGACTGAGATGCC
TACaaac
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Isolado-TRP-M-I1-YPD-1C

ttWGKKAaagaaaccaacagggattgccttagTAGCGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGG
CTCTTTCAGAGTCCGAGTTGTAATTTGAAGAAGGTATCTTTGGGTCTGGCTCTTGTCTATGTTTCTTG
GAACAGAACGTCACAGAGGGTGAGAATCCCGTGCGATGAGATGATCCAGGCCTATGTAAAGTTCCT
TCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATAT
TGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTG
AAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGCTTGAGATCAGACTTGGTATTTTGTATGTTACTTCT
TCGGGGGTGGCCTCTACAGTTTATCGGGCCAGCATCAGTTTGGGCGGTAGGAGAATTGCGTTGGA
ATGTGGCACGGCTTCGGTTGTGTGTTATAGCCTTCGTCGATACTGCCAGCCTAGACTGAGGACTGC
GGTttatacctaggatgttggcataatgatctaAgTCRCCYM

Isolado-ITB-M-14-YPD

GaaaaaaccaacagggaTTGCCTTAGTAGCGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGCT
CTTTCAGAGTCCGAGTTGTAATTTGAAGAAGGTATCTTTGGGTCTGGCTCTTGTCTATGTTTCTTGGA
ACAGAACGTCACAGAGGGTGAGAATCCCGTGCGATGAGATGATCCAGGCCTATGTAAAGTTCCTTC
GAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATTG
GCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAA
AAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGCTTGAGATCAGACTTGGTATTTTGTATGTTACTTCTTC
GGGGGTGGCCTCTACAGTTTATCGGGCCAGCATCAGTTTGGGCGGTAGGAGAATTGCGTTGGAAT
GTGGCACGGCTTCGGTTGTGTGTTATAGCCTTCGTCGATACTGCCAGCCTAGACTGAGGACTGCGG
TTTATACCTAGgatgttggcataatgatcttaagtcgcccgMt

Isolado-ITB-V-13-YPD-1C

RSGARRaaaccaaccgggattgccttagtaacggcgagtgaagCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGTACCTTC
GGTGCCCGAGTTGTAATTTGGAGAGGGCAACTTTGGGGCCGTTCCTTGTCTATGTTCCTTGGAACA
GGACGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTGTGGCGAGGAGTGCGGTTCTTTGTAAAGTGCCTTCGAA
GAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCG
AGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAA
GTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGCATTTGATCAGACATGGTGTTTTGTGCCCTCTGCTCCTTG
TGGGTAGGGGAATCTCGCATTTCACTGGGCCAGCATCAGTTTTGGTGGCAGGATAAATCCATAGGA
ATGTAGCTTGCCTCGGTAAGTATTATAGCCTGTGGGAATACTGCCAGCTGGGACTGAGGACTGCGA
CGTAAgtcaaggatgctggcataatggttatatgccgcccgtcttaaaaccgca

Isolado-TRP-V-14-YPD-1C

gaaaagaaaccaacagggattgccttagtagcgGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGCTCTTT
CAGAGTCCGAGTTGTAATTTGAAGAAGGTATCTTTGGGTCTGGCTCTTGTCTATGTTTCTTGGAACA
GAACGTCACAGAGGGTGAGAATCCCGTGCGATGAGATGATCCAGGCCTATGTAAAGTTCCTTCGAA
GAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCG
AGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAA
GTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGCTTGAGATCAGACTTGGTATTTTGTATGTTACTTCTTCGG
GGGTGGCCTCTACAGTTTATCGGGCCAGCATCAGTTTGGGCGGTAGGAGAATTGCGTTGGAATGTG
GCACGGCTTCGGTTGTGTGTTATAGCCTTCGTCGATACTGCCAGCCTAGACTGAGGACTGCGGTTT
ATacctaggatgttggcataatgatcttaagtcgcccgt
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