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Introducio

As leveduras sdo microrganismos eucariotos ¢ unicelulares que pertencem ao reino dos fungos. Apesar das
diversas aplicagdes biotecnoldgicas, a competéncia em degradar compostos organicos produzindo etanol ¢ CO, em um
processo denominado de fermentagdo, é o que faz este microrganismo se destacar no campo industrial (TADESSE et
al., 2019).

E conhecida uma grande diversidade de espécies de leveduras, mas sdo as do género Saccharomyces as que
dominam a fermentagdo industrial para producdo de bioetanol ¢ de bebidas como vinho, cachaga ¢ cerveja
(WENDLAND, 2014). Todavia, a produgdo de bebidas fermentadas fornece a esse microrganismo um ambiente hostil
para seu desenvolvimento por meio de combinacdes de estresses, como osmotico, alta concentra¢do de etanol,
mudangas na temperatura e estresse acido (LEGRAS et al., 2018), que somados a reutilizacdo das células por varias
vezes contribui para a redug@o da eficiéncia das mesmas na fermentag@o.

A necessidade de ter células que tolerem tais variagdes demonstra ser de suma importancia para a industria, e a
domesticagdo ¢ uma ferramenta capaz de superar esses estresses. Gallone e colaboradores (2018) citam em estudo a
capacidade de leveduras em fermentar maltrotriose como uma caracteristica de domesticagdo, sendo este um agtcar
encontrado em poucas propor¢des no meio ambiente, mas em alta quantidade no ambiente de fabricagdo de cerveja. Os
autores explicam que a domesticagdo ¢ a selegdo humana e reproducdo de espécies selvagens obtendo variantes destas
que, possuindo caracteristicas aprimoradas ¢ vantajosas, prosperem em ambiente ndo natural.

Mediante a isso, leveduras domesticadas permitem um processo fermentativo mais eficiente para a industria, por
meio da adaptag@o aos estresses impostos no decorrer do processo. Portanto, o objetivo desse trabalho foi domesticar
linhagens isoladas de dorna de fermentagdo de cachaga, expondo-as a testes de tolerancia a diferentes concentra¢des de
glicose, etanol e a variagdes de temperatura.

Material e Métodos

Este estudo foi realizado no Laboratério de Ecologia de Microrganismos e Microbiologia Ambiental (LEMMA) da
Universidade Estadual de Montes Claros (UNIMONTES), com linhagens de leveduras coletadas a partir de dornas de
fermentacdo etanodlica em mosto de cana-de-agucar, em 4 fabricas localizadas no municipio de Salinas-MG. Foi obtido
um total de 76 amostras, no qual foram incubadas a 25 °C por sete dias em meio YP suplementado com 15% de
sacarose (p/v) e 0,1% de ampicilina (50pg/ml). Passado o periodo de incubagdo, as leveduras foram separadas por
diferencas macro e micromorfolédgicas e depois isoladas.

A. Teste de tolerdncia a glicose

Dos 76 isolados, 30 foram escolhidos aleatoriamente para serem testados quanto a habilidade de fermentar em
meio com diferentes concentragdoes de glicose, e para isso foi realizado pré-cultivo por 48h das células, seguindo
método de Djelal et al (2006). Apds, as amostras padronizadas a uma absorbancia 0,1 (D.Og,m) foram inoculadas em
meio YPD liquido a 25 °C durante 24 e 48h, sendo testadas nas concentragdes 3, 6, 10 e 15% (p/v). Foram incluidos
controles em todos os testes. Analisou-se taxa de crescimento por meio da contagem de Unidades Formadoras de
Colénias (UFCs) e foi determinada a quantidade de Alcool por Volume (ABV - Alcohol by Volume).
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B. Teste de tolerancia a etanol

Os 10 indculos que obtiveram melhores resultados no teste anterior foram avaliados quando a capacidade de
tolerar diferentes concentragdes de etanol a 30 °C. O experimento foi realizado de acordo com Belloch et al (2008), com
modificacdes. Assim sendo, as amostras para este teste foram ajustadas a uma absorbancia de 0,3 (D.O600nm), de
maneira que 3 repeticdes de tubos com 8.5 mL; 8,25 mL; 8,0 mL e 7,8 mL de meio liquido YEPD foram anteriormente
preparados e assim foram acrescentados 1 mL de inoculo juntamente com os respectivos volumes de 0,5 mL, 0,75 mL,
I mL e 1,2 mL de etanol, correspondendo dessa forma simultaneamente as concentracdes de 5%, 7,5%, 10% e 12% de
etanol. Foi verificada a tolerdncia das células em cada concentragdo, apds 48h de incubacdo a 30°C, por meio de
UFCs/ml. Controles de 9 ml de meio YEPD + inoculo foram incluidos neste teste.

C. Teste de termotolerdncia

Quatro isolados, foram escolhidos entre os dez anteriores, para serem testados quanto a tolerancia a quatro
diferentes temperaturas sendo realizado de acordo com a metodologia de Mertens e colaboradores (2015), com
modificagdes. De forma que, apds repique ¢ incubagdo em meio YEPD liquido das amostras a 25°C durante 24h, estas
foram ajustadas a uma absorbancia de 0,3 (D.Ogy.m). Depois, alocadas no agitador orbital estatico, as amostras foram
submetidas as temperaturas de 30, 35, 40 e 45°C, respectivamente, de tal maneira que ao passar de 24h a temperatura
foi mudada para o proximo grau da sequéncia. Foi feita contagem em cdmera de Neubauer e de UFCs para avaliagdo de
tolerancia das células. Os controles foram mantidos a 25°C.

Resultados e Discussao

Inicialmente, foi verificado a adaptacdo das células em ambiente com as concentra¢des de 3, 6, 10 e 15% de glicose,
de tal forma que a partir de 30 isolados, 10 se destacaram mediante resultados de UFCs por demonstrarem maior
tolerdncia em meio com maior concentragdo de glicose (15%), porém, analisados o periodo de 48h a 96h foi visto que a
média das 10 amostras diminuiu com o tempo. As células desencadeiam uma série de respostas para superar esse
estresse até se tornarem ajustadas ao ambiente estressante. Neste estudo, a amostra da levedura 21, mostrou aumento
consideravel de colonias em 96h no meio com maior concentragdo de glicose (15%), podendo ter ocorrido adaptagdo
das células ao meio (Fig. 1A). Em contraste, as demais amostras ndo demonstraram tal acomodagdo na contagem de
UFCs no entanto, ao determinar a quantidade de Alcool por Volume (ABV - Alcohol by Volume) notou-se que as
amostras de leveduras 11, 23, 24, 28 assim como a levedura 21, apresentaram maiores valores de ABV (Fig.1B).

Esses dados demonstram, exceto pelo isolado 21, que apesar das amostras terem obtido valores menores de UFCs na
maior concentragdo de glicose deste estudo, as células que resistiram ao estresse, ou seja, ndo sofreram lise celular, se
ajustaram ao meio ¢ consumiram a glicose alcangando os maiores valores de ABV comparado as outras cinco (5)
amostras restantes de um total de dez.

As dez amostras foram em seguida avaliadas também quanto a tolerancia ao etanol nas concentrag¢des de 5%, 7,5%,
10% e 12%, de modo que cinco amostras se distinguiram das outras por terem maiores UFCs em 12% de etanol, sendo
as linhagens 05, 23, 11, 24 e 21 (Fig. 1C). Porém, a levedura 23 apesar de queda de viabilidade a 7,5%, mostrou maior
nimero de colonias as 48h em 12% de etanol, sendo esta a que melhor se adaptou a este estresse. Ma & Liu (2010),
explicam que diversos genes envolvidos na composi¢do da membrana, na biossintese de determinados aminoacidos
como a prolina e o triptofano, na fung@o peroxissomica, além de varios outros genes; estdo associados a tolerancia das
células de leveduras ao etanol.

Mediante aos resultados do teste de tolerancia a glicose e etanol, os isolados 11, 21, 23 ¢ 24 foram escolhidos e
seguiram para o teste de termotolerancia. A tolerdncia pelas células a temperaturas elevadas ¢ também de interesse
industrial, isso porque processos fermentativos para produgdo de alguns tipos de bebidas acontecem em temperatura
acima daquela que as células estdo acostumadas na natureza. Perante o exposto, os quatro isolados foram submetidos a
30, 35, 40 e 45°C. Em analise de UFCs (Fig. 1D), as linhagens 11 e 23 mostraram melhor crescimento a 35°C, com
valores respectivos de 3,03e+07 e 4,393e+07; diferente da linhagem 24 que teve melhor crescimento a 40°C
(9,633e+006), sendo ainda a que melhor se adaptou a esta temperatura. Ja a amostra 21, foi a que demonstrou menor
tolerancia ao aumento de temperatura, visto a queda gradual do niimero de colonias chegando a 0 a 45°C.

Em estudo, em que uma cepa de Saccharomyces cerevisiae foi testada quanto a resposta a choque térmico, quando
exposta a 45°C, as leveduras de brotamento da linhagem tornaram-se dormentes e a 46°C observou-se perda do
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conteudo citoplasmatico (MUNNA; HUMAYUN; NOOR, 2015), partindo disso, sugere-se que o mesmo possa ter
ocorrido com as células das demais 4 linhagens expostas a 45°C neste estudo. Todavia, apesar da notavel perda de
viabilidade das células em 45°C, o isolado 23 ainda apresentou coldnias nesta temperatura (6,667e+04), mostrando
adaptag@o a variagdo da temperatura.

Conclusiao/Conclusées/Consideracoes finais

O presente estudo demonstrou haver tolerdncia de 4 linhagens de leveduras a trés condigdes estressantes
caracteristicas no processo fermentativo industrial, sendo de alta concentragdo de glicose (substrato), etanol (produto) e
variagdes de temperatura. Nesse aspecto, a linhagem 21 mostrou melhores resultados em glicose a 15%, visto que esta
ndo so consumiu a glicose quase toda, mas também teve crescimento de colonias consideravel. Contudo, a linhagem 23
se sobressaiu das demais linhagens tanto em teste de tolerancia etandlica e no teste de termotolerancia, mostrando-se
como uma possibilidade de uso na industria, de forma que esta suportaria as condigdes desfavoraveis do ambiente
industrial.

Este estudo confirma a importancia de leveduras que sejam resistentes a processos estressantes, visto que isso
interfere no rendimento destas leveduras e mostra a necessidade de estudos que expliquem os processos fisiologicos e
bioquimicos os quais tornaram tais linhagens mais adaptadas, sendo assim, domesticadas ao ambiente antropico.
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Figura 1. A - Analise de Unidades Formadoras de Colonias (UFCs) de 10 amostras em teste de tolerancia a glicose nas concentragdes de 3,6, 10 e
15% e controle 1%. B - Andlise de varidncia de contrates das espécies, para Alcool por Volume (ABV) em teste de tolerdncia & glicose nas
concentragdes de 3,6, 10 e 15% e controle 1% no tempo de 24, 48, 72 e 96h; com corregdo da densidade em temperatura da estufa (25°C). C - Analise
de UFCs de amostras em teste de etanol nas concentragdes de 5%, 7,5%, 10% e 12% e controle 0%, em 24 e 48h. D - Analise de UFCs de 4 amostras
(11, 21, 23 e 24) em teste de termotolerancia nas temperaturas de 30, 35, 40 e 45°C, sendo o controle de 25°C.



