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RESUMO

O processo de fabricagdo de cerveja depende da eficiente fermentagéo
de maltose e maltotriose por leveduras. Para a fermentagdo desses
carboidratos, ja foi descrito para Saccharomyce cerevisiae a necessidade
de transportar o a-glicosideo para dentro das células (pelas permeases
AGT1, MALx1 ou MPH2/MPH3) onde sdo hidrolisadas por maltases
(MALx2) ou isomaltases (IMA1-IMAS). Esses genes podem fazer parte
de cinco loci MAL néo ligados que podem também abrigar um regulador
MAL (gene MALX3) que ativa a transcricdo das proteinas permeases e
hidroliticas. Com a grande expansao desse setor, aumenta-se cada vez
mais a demanda por produtos inovadores e de qualidade superior. Dessa
forma, a utilizacdo de leveduras ndo convencionais permite a obtencdo
de caracteristicas organolépticas diferenciadas no produto final. No
presente trabalho, avaliou-se o consumo de a-glicosideos e a producdo
de etanol pela levedura Spathaspora arborariae UFMG-HM19.1A",
isolada de madeira em decomposi¢do no Brasil, visando identificar
genes de interesse para aplicacdo em outras linhagens assim como a
aplicacdo da propria Sp. arborariae no processo de producdo de cerveja.
Ensaios de crescimento em condigdes microaerébicas em meio YNB +
2% de cada carboidrato revelaram que a Sp. arborariae foi capaz de
assimilar maltose (1max=0,19 h'l), maltotriose (Umax=0,26 h'l), sacarose
(msx=0,26 h™), trealose (tma=0,1 h™), a-metil glicosideo (ms=0,07 h
1) e rafinose (pmsx=0,08 h™), e fermentar maltose (1,65 g/L), maltotriose
(3,59 g/L), sacarose (3,01 g/L), a-metil glicosideo (2,81 g/L) e trealose
(2,86 g/L). O cultivo em frascos de 250 mL com 50 mL de meio YP +
2% dos carboidratos sob condi¢Bes aerdbias e 160 rpm de agitagdo
revelou que nessas condicBGes a levedura consegue fermentar maltose
(3,27 g¢/L), maltotriose (2,24 g/L) e sacarose (0,85 g/L). Os ensaios
enzimaticos mostraram que células cultivadas em meio YP + 2% de
maltose, a-metil glicosideo ou sacarose mostraram capacidade de
hidrolise para maltose, maltotriose, dentre outros a-glicosideos
indicando a presenca de possiveis a-glicosidases. Ferramentas de
bioinformatica (BLASTp, EXPASy, TMpred e MEGAY) foram usadas
para identificar uma suposta permease (ORF T1, com 44% de
homologia com a permease MAL31) com o motivo PESP e as doze
regibes transmembranas caracteristicas, conservadas na maioria dos
transportadores de carboidrato. Uma sequéncia que codifica uma o-
glicosidase putativa (ORF M1, com 50% de homologia com a
isomaltase IMA1) foi encontrada proxima a T1, e a regido intergénica de



1,8 Kb possui duas caixas TATA, duas caixas GC e trés sitios de ligacdo
para o regulador MAL, como descrito na literatura para S. cerevisiae.
Paralelamente a isso, foi testada a aplicabilidade da Sp. arborariae no
processo de producdo de cerveja. Testes preliminares mostram a
aplicabilidade dessa linhagem para a producédo de cervejas de baixo até
alto teor alcodlico. Essa linhagem apresentou desempenho satisfatorio
com relagdo a producdo de H,S e capacidade de floculagdo. Ensaios
preliminares indiciam sensibilidade dessa linhagem ao fator Killer K4.
Analisados em conjunto, os resultados obtidos nesse trabalho sugerem a
aplicacdo da S. arborariae no processo de produgdo de cervejas.
Entretanto mais estudos se fazem necessérios com relacdo aos critérios
de seguranga e aplicacdo dessa espécie em processos alimenticios.

Palavras-chave: maltose, maltotriose, cerveja, fator Killer, floculacéo.



ABSTRACT

The brewing process depends on the efficient fermentation of maltose
and maltotriose by yeast. For the fermentation of these carbohydrates, it
has been described for Saccharomyces cerevisiae the needed to transport
the a-glucoside into the cells (by the permeases AGT1, MALx1 or
MPH2/MPH3) where they are hydrolyzed by maltases (MALx2) or
isomaltases (IMA1-IMA5). These genes may form part of five non-
bound loci MAL that may also harbor an MAL regulator (MALX3 gene)
that activates the transcription of permeases and hydrolytics. With the
great expansion of this sector, the demand for innovative products of
superior quality is increasing. Thus, the use of non-conventional yeasts
allows the obtaining of differentiated organoleptic characteristics in the
final product..In the present work, the consumption of a-glucosides and
the ethanol production by the yeast Spathaspora arborariae UFMG-
HM19.1AT, isolated from decomposing wood in Brazil, was evaluated
in order to identify genes of interest for application in other strains as
well as the application of Sp. arborariae itself in the beer production
process. Growth assays in microaerobic conditions in YNB medium +
2% of each carbohydrate revealed that Sp. Arborariae was able to
assimilate maltose (uma=0,19 h™), maltotriose (mne=0,26 h™), sucrose
(msx=0,26 h™), trehalose (tmax=0,1 h™), a-methyl-glucoside (pma=0,07
h™) and raffinose (umsx=0,08 h™) and ferment maltose (1,65 g/L),
maltotriose (3,59 g/L), sucrose (3,01 g/L), a-methyl-glucoside (2,81
g/L) and trehalose (2,86 g/L). The growth in 250 mL flasks with 50 mL
of YP + 2% of each carbohydrates under aerobic conditions and 160
rpm of agitation showed that under these conditions the yeast ferment
maltose (3,27 g/L), maltotriose (2,24 g/L) and sucrose (0,85 g/L). The
enzymatic assays showed that cells grown in YP + 2% of maltose, a-
methyl glycoside or sucrose showed hydrolyzing capacity for maltose,
maltotriose, among other a-glucosides indicating the presence of
possible a-glucosidases. Bioinformatics tools (BLASTp, ExPASy,
TMpred and MEGA7Y) were used to identify a putative permease (ORF
T1, with 44% homology with the MAL31 permease) with the PESP
motif and the twelve characteristic transmembrane regions conserved in
most carbohydrate transporters. A sequence encoding a putative o-
glucosidase (M1 ORF, with 50% homology to IMAL isomaltase) was
found close to T1, and the 1.8 kb intergenic region has two TATA
boxes, two GC boxes and three binding sites for the MAL regulator, as
described in the literature for S. cerevisiae. Parallel to this, the



applicability of Sp. arborariae in the beer production process was
tested. Preliminary tests show the applicability of this yeast to the
production of beers from low to high alcohol content. This yeast
presented satisfactory performance with H,S production and
flocculation capacity. Preliminary tests indicate sensitivity of this yeast
to the Killer factor K4. Taken together, the results obtained in this work
suggest the application of S. arborariae in the beer production process.
However, more studies are needed regarding the safety criteria and
application of this species in food processes.

Key-words: maltose, maltotriose, beer, Killer factor, flocculation.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Utilizacdo de maltose e maltotriose por Saccharomyces
cerevisiae. As proteinas relevantes estdo em destaque dentro das caixas
azul, vermelha e amarela, e as setas indicam o sentido do fluxo das
MOIECUIAS. ...ttt 24
Figura 2 — Estrutura do locus MAL3 de Saccharomyces cerevisiae (na
linhagem S288C). Trés genes estdo localizados no locus MAL3, o
regulador (MAL33), a permease (MAL31) e a maltase (MAL32). A
regicdo promotora entre MAL31 e MAL32 é mostrada em detalhes,
possuindo duas caixas TATA, dois sitios de ligagdo da proteina Mig1,
trés sitios de ligacdo da proteina MalRp e uma regido de 147

nucleotideos que pode sofrer amplificacdo em tandem..........c..ccceveneee 37
Figura 3 — Estrutura quimica da maltose, maltotriose, trealose, a-metil-
glicosideo, sacarose, melibiose, melezitose e rafinose. ............ccccvenenee. 39

Figura 4 — Crescimento em microescala da levedura Sp. arborariae em
meio YP com diferentes carboidratos na concentragdo de 2% a 28 °C
sem agitacdo. A linha tracejada representa 0 meio YP sem adicdo de
CAMDOIAIALO. ... s 49
Figura 5 — Crescimento em microescala da levedura Sp. arborariae em
meio YNB com diferentes carboidratos na concentracéo de 2% a 28 °C
sem agitagdo. A linha tracejada representa 0 meio YNB sem adicio de
CAMDOIANALO. ... .t s 50
Figura 6 — Cultivo da linhagem de Sp. arborariae em meio YP com
diferentes carboidratos na concentracdo de 2% a 28 °C e 160 rpm. ..... 53
Figura 7 — Consumo dos diferentes carboidratos (2%) em meio YP pela
levedura Sp. arborariae a 28 °C € 160 rpm. ......cccceveverierererenenenenens 54
Figura 8 — Producéo de etanol pela levedura Sp. arborariae em meio YP
com diferentes carboidratos (2%) a 160 rpm e 28 °C. .....cccoocvvveveriennn, 54
Figura 9 — Fermentagdo do mosto cervejeiro (11 °Brix) com (A) e sem
(B) lupulo pela levedura Sp. arborariae a 19 °C sem agitagéo. ............ 58
Figura 10 — Fermentacdo do mosto cervejeiro (11 °Brix) com (A) e sem
(B) lapulo pela linhagem comercial de S. cerevisiae (SafAleTM US-05)

219 °C SEM AQITAGAD. ...eveveeeeeeiee e e 60
Figura 11 — Fermentacdo do extrato de malte (11 °Brix) pela levedura
Sp. arborariae a 19 °C sem agitaGao. ..........ccoevveeierereieese e 63

Figura 12 — Fermentacdo do extrato de malte (11 °Brix) pela levedura
Sp. arborariae com células pré-cultivadas em meio YP + 2% de maltose
219 °C SEM AQILACAD. ..e.veeveeveiesieeie et 64



Figura 13 — Consumo de maltose, glicose e producdo de etanol (A) e
crecimento celular (B) da levedura Sp. arborariae em meio YP com 2%
de maltose e 0,5% de glicose a 28 °C e 160 rpm. ........cceevervrvreereernens 65
Figura 14 — Fermentacdo do extrato de malte (11 ° Brix, A) e
crescimento celular (B) da levedura Sp. arborariae a 28 °C, com 160
o]0 ST o v Uor- T F SR 66
Figura 15 — Fermentagdo do extrato de malte (11 ° Brix) suplementado
com 1% de sulfato de aménio (A) e crescimento celular (B) da levedura
Sp. arborariae a 28 °C € 160 IPIM. .....cceieiriiinieieene e 67
Figura 16 — Fermentacdo do extrato de malte (11 ° Brix) suplementado
com 1% de peptona (A) e crescimento celular (B) da levedura Sp.
arborariae a 28 °C € 160 IPIM.......ccvivrerieieiriseie e 68
Figura 17 — Indicagdo qualitativa da produgéo de H,S pela levedura Sp.
arborariae a 19 °C e 28 °C (A e C, respectivamente) e pela linhagem
comercial de S. cerevisiae (SafAleTM US-05) a 19°C e 28 °C (B e D,
FESPECLIVAMENTE). ...vevviivieeieie e ceeee ettt sre et nee 70
Figura 18 — Aparentes halos de inibicdo (areas mais claras) do
crescimento da linhagem de Sp. arborariae formados em placa de Petri
YPD com 0,003% de azul de metileno a partir da inoculacdo pontual das
linhagens Perlage® BB S. cerevisiae fator Killer positiva (A) e CCT
2369 Pichia andmala fator Killer K4 (B). .....ccccveveiiienieiiecvenee 71
Figura 19 — Alinhamento das ORFs T1, T2, T3 e AGT1_Sc construidas
a partir do genoma de Sp. arborariae utilizando genes homologos de
transportadores de a-glicosidases da familia de genes MAL de S.
cerevisiae S288C. O alinhamento foi realizado utilizando-se o programa
IBIVU  Server-PRALINE (http://ww.ibi.vu.nl). As 12 regibes
transmembrana estdo destacadas em verde. Os motivos PESP estéo
circulados em amarelo. A posicdo do codon CUG esta enquadrada em
VEIMEINO. ..o 74
Figura 20 — Arvore filogenética do tipo maxima parciménia gerada a
partir do software MEGA7Y. As sequéncias utilizadas sdo de diversos
transportadores conhecidos e ja caracterizados e das trés ORF’s
estudadas no presente trabalho............cccccoeveiiiicic i 76
Figura 21 — Arvore filogenética do tipo méaxima parciménia gerada a
partir do software MEGA7. As sequéncias utilizadas sio de 32 a-
glicosidases distintas e das duas ORF’s estudadas no presente trabalho.
Em azul encontram-se as a-glicosidases que atuam como maltases, em
vermelho as que atuam como isomaltases € em cinza as que possuem
CAFALE MISTO. ...ttt 77
Figura 22 — Regido intergénica entre possivel transportador e possivel a-
glicosidase no contig 033 da linhagem de Sp. arborariae. Em vermelho



estdo destacadas as caixas TATA, em verde e preto os sitios de ativacdo
Malx3, em roxo os sitios de ligacdo da Miglp e em azul o local das
O RS, it 78






LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Fermentacdo e assimilacdo de carboidratos por leveduras do

OBNEr0 SPALNASPOIA.....c.veveerieeiieieeee e 32
Tabela 2 — Valores de pmsy (h™) da levedura Sp. arborariae em meio YP
e YNB com diferentes carboidratos na concentragdo de 2%................. 51

Tabela 3 — Capacidade de producdo de etanol da linhagem de Sp.
arborariae em meio YP e YNB com diferentes carboidratos na
CONCENEIACAD T8 200.....eeeuieiiiieiie ettt 52
Tabela 4 — Atividade de hidrolise para diversos carboidratos na
concentracdo de 100 mM pela levedura Sp. arborariae pré-cultivada em
meio YP com 2% de maltose, sacarose, a-metil-glicosideo e trealose.. 56
Tabela 5 — Percentual de similaridade das ORF’s da linhagem de Sp.
arborariae com sequéncias MALx1 e MALx2 da linhagem de S.
cerevisiae S288C, selecionadas através da ferramenta BLASTDp.......... 73






LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Abs — Absorbancia

BLASTp — Basic Local Alignment Search Tool for proteins (ferramenta
de busca e alinhamento basico local, para proteinas)

OD - Densidade ética

dsRNA — Double-stranded RNA (RNA de dupla fita)

HPLC - High-Performance Liquid Chromatography (Cromatografia
liquida de alto desempenho)

H,S — sulfeto de hidrogénio

K — constante de Michaelis

Meio LB — Meio Laria-Bertani

Meio YNB — Meio sintético

Meio YP — Meio a base de extrato de levedura 1% e peptona 2%

PCR — Reagdo em cadeia da polimerase

rpm — rotagdes por minuto

UFC — unidades formadoras de col6nia

Mmax — Velocidade especifica maxima de crescimento






SUMARIO

1 INTRODUGAO.........cooiieeetieiireeeeeeteeeressses s eses st esnesne s 23
1.1 PRODUGCAQ DE CERVEJA...... coovetieeeeeeeeeeeteneeevsenienesnenne s 24
1.2 LEVEDURAS NAO CONVENCIONAIS NA PRODUCAO DE
CERVEJA ..ottt ettt ettt ettt n e 29
1.3 SELECAO DE LEVEDURAS PARA PRODUCAO DE
CERVEJA ..ottt en e 31
1.3.1  FIOCUIAGAD. ... ccvi ettt s s 33
1.3.2 Producéo de sulfeto de hidrogénio (HzS).......ccccooeeivinnnnnne. 34
1.3.3  TOXINAS KIIEE oottt e e e e e 34
1.4 METABOLIZACAO DE 0 -GLICOSIDEQS........cccceevvierrrerenn, 35
2 OBIETIVOS. ...coooeeeeeeeeeeeeeeee ettt 41
2.1 OBJIETIVO GERAL .....ooooeteeeeeeeeeeeeeeeeeeee e e 41
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS .....ooeveveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee s 41
3 MATERIAL E METODOS ....oteeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeereseenee s 43
3.1 LINHAGENS UTILIZADAS .....oooooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeene e 43
3.2 CRESCIMENTO E FERMENTACAO EM MICROESCALA....43
3.3 CRESCIMENTO E FERMENTACAO..........coovimireeeirersrn e 43
3.4 DETERMINACAO DA ATIVIDADE «-GLICOSIDASE

....................................................................................................... 44
3.5 DETERMINACAO DA ATIVIDADE DA INVERTASE
EXTRACELULAR ..o oottt e 45
3.6 PRODUCAO E FERMENTACAO DO MOSTO CERVEJEIRO

....................................................................................................... 45
3.7 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE
CARBOIDRATOS, ETANOL E OUTROS METABOLITOS ............ 46
3.8 DETERMINACAO DA CINETICA DE CRESCIMENTO......... 47
3.9 FLOCULAGAO ...t oo 47
3.10 PRODUGAO DE HyS ... seens s oo 47
3.11 TOXINAS KILLER ....ovoveeeeeeeeeeeeeeeee ettt e 47
3.12 SELECAO DE GENES PARA TRANSPORTADORES DE
CARBOIDRATOS E o¢-GLICOSIDASES ......ooveoeeeeeeeeeeeeeeeeee e 48
4  RESULTADOS E DISCUSSAO ......ooooieieeeeeeeeeeeeeeeeeene e 49

41 ANALISE EM MICROESCALA DO CRESCIMENTO E
PRODU(;AO DE ETANOL DA LINHAGEM DE Sp. aborariae
UFRMG-HMIO.IAT ... 49
4.2 ANALISE DO CRESCIMENTO E PRODU(;AO DE ETANOL
DA LINHAGEM DE Sp. arborariae........c.ccccoeeervenneneneensensiee e 52



43 ANALISE DA ATIVIDADE DE o-GLICOSIDASE DA
LEVEDURA Sp. arborariae APOS CRESCIMENTO EM

DIFERENTES CARBOIDRATOS........oooi et e 54
4.4 APLICACAO DA LEVEDURA Sp. arborariae NO PROCESSO
DE PRODUCAO DE CERVEJA ... 57
45 OUTROS PARAMETROS DE SELECAO DE LEVEDURAS
PARA O PROCESSO DE PRODUCAOQ DE CERVEJA.......ccccoue. ... 68
451 FIOCUIAGAD ....ccveviiiieeies et s 68
4.5.2 ProduGlo de HyS......oooiiiiiie e e 69
453 TOXINAS KT ..vviiiiiiiiiie et e 70
4.6 SELECAO DE GENES PARA TRANSPORTADORES DE
CARBOIDRATOS o-GLICOSIDASES ........oociiiiiiieeee e 72
5 CONCLUSODES........oooieieteieeeseeieeieeersseses s senesnesnes oo 79

6 REFERENCIAS........coooiiiiieieiee s s 81



23

1 INTRODUCAO

Importantes processos biotecnolégicos, como a producdo de
cerveja, a panificacdo e a producdo de diversas bebidas destiladas, s&o
de grande interesse econdmico devido ao seu amplo consumo, e fazem
parte do desenvolvimento da civilizacdo humana h& milhares de anos.
Esses processos se baseiam na eficiente fermentacdo realizada por
diversas espécies de levedura sobre o hidrolisado de amido, o qual é rico
em glicose ¢ nos a-glicosideos maltose e maltotriose (ALVES-JR et al.,
2007). Sendo assim, estudar o metabolismo desses carboidratos por
leveduras, visando & otimizacdo do processo fermentativo, torna-se
importante para a expansdo dos setores industriais em questéo.

Glicosideos sdo por definicdo compostos oriundos da unido de
dois ou mais carboidratos através de uma ligacdo glicosidica, a qual é
formada quando o carbono anomérico de um carboitrado, normalmente
ciclico, reage com um grupo hidroxila de outra molécula de carboidrato.
Essa reacdo representa a formacdo de um acetal a partir de um
hemiacetal e um alcool e, pode ser do tipo a ou B dependendo da
configuracdo do carbono anomérico (NELSON; COX, 2014).

Dentro do mosto cervejeiro, os carboidratos fermentesciveis mais
abundantemente encontrados sdo os a-glicosideos maltose (50-60%,
formado por duas unidades de glicose al-4) e maltotriose (15-20%,
formado por trés unidades de glicose al1-4), além da glicose (10-15%).
Entre esses trés carboidratos, a glicose é preferencialmente e
rapidamente consumida pelas células de leveduras, devido a repressao
gue a glicose causa na transcricdo dos genes necessarios a
metabolizacdo de maltose e maltotriose. Porém, para a eficiéncia do
processo, é necessaria a fermentacdo completa tanto de maltose quanto
de maltotriose. A maltose é facilmente fermentada apds a exaustdo da
glicose no meio pela grande maioria das linhagens de S. cerevisiae,
enquanto que diversas linhagens ndo conseguem fermentar por completo
a maltotriose (ALVES-JR et al., 2007; DUVAL et al, 2010). Tanto o
transporte de maltose como de maltotriose para dentro da célula, sendo
essa a primeira etapa do processo, é o passo limitante na utilizacdo
desses carboidratos (KODAMA et al., 1995; STAMBUK et al., 2006).
Em S. cerevisiae, a permeasse responsavel por esse transporte atua a
partir de um co-transporte de prétons (H") a partir de um gradiente
eletroquimico de prétons através da membrana plasmatica; quando esse
gradiente cessa, 0 sistema de transporte deixa de funcionar,
independentemente da concentracdo do carboidrato dentro e fora da
célula. Apo6s o transporte desse carboidrato para dentro da célula, sob a
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acdo de uma a-glicosidase, a maltose e maltotriose s&o hidrolisadas em
duas e trés moléculas de glicose, respectivamente, que serdo destinadas
a via glicolitica para serem fermentadas ou respiradas pela célula
(Figura 1) (RAUTIO; LONDESBOROUGH, 2003; SERRANO, 1977;
ZASTROW et al., 2000; ZASTROW et al., 2001). Destaca-se ainda com
relacdo a utilizagdo de maltotriose que diversas linhagens industriais,
apesar de serem capazes de consumir esse trissacarideo, tendem a
respirar esse carboidrato ao invés de fermenta-lo (ZASTROW et al.,
2000).
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Transportador
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"

Transportador H
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Maltotriose
Figura 1 — Utilizagdo de maltose e maltotriose por Saccharomyces
cerevisiae. As proteinas relevantes estdo em destaque dentro das caixas
azul, vermelha e amarela, e as setas indicam o sentido do fluxo das
moléculas.

1.1 PRODUGAO DE CERVEJA

O processo de producdo de cerveja compreende uma série de
etapas, que vdo desde a moagem dos grdos de malte, mosturacao,
filtracdo, fervura e resfriamento do mosto para o preparo do indculo e
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fermentacdo onde ird ocorrer 0 consumo dos carboidratos e producao de
etanol. Apds a fermentacdo ocorre a maturacdo, clarificacdo e
carbonatacdo para finalmente ocorrer o envase do produto final e
posterior pasteurizagdo.

A primeira etapa do processo consiste na operacdao de moagem do
malte. O malte de cevada consiste em aproximadamente 65-68% de
amido, 10-17% de proteina, 4-9% de B-glucanos, 2-3% de acidos graxos
e 15-25% de minerais (CZUCHAJOWSKA et al, 1998;
IZYDORCZYK et al., 2000; QUINDE et al., 2004). Na operacdo de
moagem do malte, o grdo deve ter a sua casca rasgada
longitudinalmente, para deixar exposto o endosperma amilaceo, o qual
deve ser triturado a fim de facilitar a acdo das enzimas durante a
mosturacdo. Nesta etapa € importante evitar a producéo de particulas
finas, com intuito de que ndo ocorram problemas na filtragdo do mosto
(AQUARONE et al., 2001). Nesse sentido, a granulometria apropriada
pode ser dividida em 12% em 10 mesh; 16% em 14 mesh; 24% em 18
mesh; 27% em 30 mesh, 14% em 60 mesh; 4% em 100 mesh (STUBITS
etal., 1984).

Na etapa de mosturagdo, as enzimas o- ¢ B-amilases convertem o
amido em carboidratos fermentesciveis, em que as a-amilases consistem
em endo-amilases, as quais atuam na clivagem interna das ligacdes
glicosidicas 0-(1,4), o que resulta na formagdo de dextrinas
(carboidratos ndo fermentesciveis) e distintos oligossacarideos. As
ligacdes a-(1,4) destes oligossacarideos sdo entdo hidrolisados, a partir
da extremidade ndo redutora da cadeia, pelas B-amilases, as quais séo
exo-amilases. Essa hidrélise resulta na formacdo de moléculas menores
como, por exemplo, maltose e maltotriose, (DERDE et al., 2012;
GUPTA et al., 2003). Além disso, as amilases costumam possuir a faixa
de atuacdo 6tima entre 60-70°C. A velocidade de reacdo enzimatica
aumenta com o aumento da temperatura até atingir a sua desativacdo
(BRIGGS et al., 2004).

Ap0s a mosturacdo, separa-se a parte sélida insolivel da massa.
O mosto € basicamente constituido pelo extrato das matérias-primas, 0s
quais estdo dissolvidos em agua. Enquanto o residuo insollvel é
composto pela casca do malte, fragmentos da camada de aleurona,
plumula, restos de parede celular e proteinas coaguladas. Estes sélidos
insolUveis sedimentam-se sob o reator, 0 que origina o leito de filtragdo,
através do qual o mosto permeia para poder ser separado sem tracos de
malte (AQUARONE et al., 2001).

A fervura do mosto tem por objetivo fornecer estabilidade
bioldgica, bioguimica e coloidal. Além disso, nessa etapa ha o
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desenvolvimento de cor, aroma e sabor, bem como ocorre aumento da
concentracdo do extrato. Durante a fervura, a carga microbiana presente
no mosto é eliminada. Isto deve-se a elevada temperatura juntamente
com os compostos extraidos do lupulo, a- e f-acidos, 0s quais possuem
atividade bacteriostatica. Ademais, a adicdo de lapulo fornece aroma e
sabor caracteristicos dessa matéria-prima. O aumento da temperatura
também provoca a inativagdo das enzimas o- e B-amilases. As proteinas
e o0s taninos sdo coagulados e sedimentados, o que permite que sejam
eliminados do mosto na forma de trub. Na ebulicdo, alguns compostos
volateis, os quais conferem odor e sabor desagradaveis, oriundos da
cevada ou malte, sdo eliminados (AQUARONE et al., 2001; BRIGGS et
al., 2004).

O resfriamento do mosto tem por objetivo reduzir a sua
temperatura de aproximadamente 100 °C para a temperatura adequada
de inoculagéo do fermento, que é de 15-22 °C para as leveduras de alta
fermentagdo e de 6-12 °C para as leveduras de baixa fermentacdo. O
resfriamento deve ser realizado rapidamente sob condicfes assépticas, a
fim de interromper reagdes quimicas e minimizar o crescimento de
patégenos. A medida que o mosto é resfriado, o trub é separado do
mosto. Esse material contém, aproximadamente, 50% de proteinas, 15-
25% de polifendis e 20-30% de carboidratos (BRIGGS et al., 2004).
Além disso, a aeracdo do mosto pode ser importante para o crescimento
da levedura cervejeira, a qual tem rendimento maior através de
metabolismo respiro-fermentativo (AQUARONE et al., 2001). Para o
preparo do indculo é necessario fontes de carbono, nitrogénio e
micronutrientes, além da agua e oxigénio. O in6culo permite que a
levedura seja adaptada ao mosto e repicada até a concentragéo ideal para
gue entdo possa ser aplicada na etapa de fermentagdo do mosto
cervejeiro (AQUARONE et al., 2001; BRIGGS et al., 2004).

A S. cerevisiae é o principal micro-organismo utilizado para
producdo de cervejas do tipo Ale. Estima-se que o Ultimo ancestral em
comum de cada linhagem dessas leveduras tenha ocorrido em 1600-
1700 D.C. Este periodo coincide com a mudanca gradual do processo de
producdo de cerveja para o dmbito profissional. Em que o processo de
reutilizagdo das leveduras continuamente, ao término de cada processo
fermentativo, ocasionou na domesticacdo desses micro-organismos. Os
fendtipos dessa cepa domesticada compreendem uma combinacdo de
fatores, como resisténcia a meios ricos em carboidratos, ambientes com
limitacdo de oxigénio, tolerancia ao etanol e eficiente utilizacdo de
maltotriose. Vale ressaltar que este carboidrato consiste em uma
importante fonte de carbono presente no mosto cervejeiro, porém nao é
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usualmente encontrado em elevadas concentracGes no ambiente natural
dessas leveduras (GALLONE et al., 2018; GONGCALVES et al., 2016).

A Saccharomyces pastorianus, a qual teve seu surgimento na
idade média em Bavaria, foi originada a partir da hibridizagdo entre a S.
cerevisiae e a Saccharomyces eubayanus, é a levedura mais utilizada
para produzir cervejas do tipo Lager, as quas vém ganhando
popularidade desde o advento da refrigeracdo requerida nesse tipo de
fermentacdo. As leveduras utilizadas para produzir cervejas do tipo
Lager podem ser divididas em duas linhagens, a Saaz, a qual possui
como caracteristica maior tolerdncia a temperaturas mais baixas e
tendéncia a floculagdo e, a Frohberg, a qual apresenta uma fermentacéo
mais rdpida e consumo de maltotriose (HORNSEY 2003;
MAGALHAES et al., 2016; MONERAWELA; BOND, 2017). Destaca-
se que atualmente as cervejas do tipo Lager representam 89% de toda a
cerveja produzida, sendo portanto a S. pastorianus a espécie mais
utilizada para a producdo de cerveja (BRICKWEDDE et al., 2017).

As leveduras cervejeiras podem catabolizar carboidratos seguindo
duas vias metabdlicas distintas, dependendo da disponibilidade de
oxigénio e da concentracdo de carboidratos. Na aerobiose, a levedura
utiliza preferencialmente as suas reservas de glicogénio e o oxigénio
disponivel a fim de reestruturar a sua membrana celular, o que
potencializa a permeabilidade e transferéncia de nutrientes e
carboidratos ao longo de sua estrutura. (AQUARONE et al., 2001;
BRIGGS et al, 2004; MACLNTOSH, 2015). Em anaerobioe,
incialmente moléculas de glicose e frutose sdo consumidas, enquanto
moléculas de sacarose sdo hidrolisadas extracelularmente através de
invertase. A medida que a concentracio de glicose torna-se
suficientemente reduzida, as moléculas de maltose e maltotriose s&o
hidrolisadas intracelularmente através das maltases. O consumo destas
moléculas resulta na producdo de moléculas de etanol, diéxido de
carbono, outros metabolitos e energia (MACLNTOSH, 2015; WHITE;
ZAINASHEFF, 2010).

O processo fermentativo pode ser dividido nas fases lag,
crescimento exponencial, estacionéria e declinio. Vale ressaltar que as
células podem progredir com diferentes velocidades ao longo do
processo fermentativo, em funcdo das suas distintas condigdes
fisiolégicas, o que permite que mais de uma fase possa ocorrer
simultaneamente no processo (BRIGGS et al., 2004; MACLNTOSH,
2015). Na fase lag ocorre a adaptacdo da levedura, em que a presenca de
oxigénio, assim como fontes de nitrogénio, vitaminas e minerais,
permite que as leveduras sintetizem as enzimas necessarias para o0 seu
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crescimento, além de produzir importantes compostos, como os esterois,
0s quais desempenham importante funcdo na obtencdo da membrana
celular com permeabilidade seletiva. Na fase exponencial ocorre o
crescimento acentuado do nimero de células de leveduras, além da
maior quantidade de producdo de etanol, diéxido de carbono e outros
metabdlitos. Na fase estacionaria, o crescimento celular comeca a
desacelerar até permanecer constante. Nessa fase inicia-se o processo de
maturacdo, em que a levedura reabsorve parte dos metabolitos
produzidos durante a fermentacdo, como por exemplo, o diacetil, o qual
consiste em um composto indesejado no produto final (BOULTON,
1991; WHITE; ZAINASHEFF, 2010). Por dltimo, ocorre a fase de
declinio, a partir da lise celular e/ou sedimentacdo celular e,
consequentemente, a diminuicdo da concentragdo celular em suspensédo
pela velocidade de crescimento celular (STEWART, 2018).

As reagBes bioquimicas que ocorrem durante a fermentagio
refletem o gendtipo da levedura utilizada, e a sua expressdo fenotipica é
influenciada pela composicdo do mosto e dos parametros de controle da
fermentacdo. Nesse sentido, com o intuito de se obter uma fermentacéo
satisfatéria, gerando assim uma cerveja de qualidade, é necessario
escolher uma linhagem de levedura com o genétipo ideal e manipular as
condicdes a fim de se obter o comportamento metabdlico apropriado.
Além do etanol e do dioxido de carbono, outros subprodutos sao
formados através do metabolismo da levedura. Esses subprodutos
contribuem para o aroma e sabor da cerveja (BRIGGS et al., 2004).

Apo6s a formacdo de alcool, dioxido de carbono e alguns
subprodutos, o extrato residual da cerveja continua a ser lentamente
fermentado, ocorrendo assim, reagBes quimicas e bioquimicas no
liquido, as quais sdo responsaveis por adicionar complexidade ao
produto final. Ao fim da maturacdo ocorre a clarificacdo da cerveja
através da sedimentacdo das células de levedura e de componentes que
causam turbidez a bebida. Além disso, hd melhora do odor e sabor da
bebida, através da reducdo de subprodutos indesejaveis, como diacetil,
acetaldeido e acido sulfidrico. Além da sedimentacédo por gravidade das
células de levedura e do complexo coloidal proteina-tanino, ha também
a realizagdo da clarificacdo da cerveja através de filtracdo, a fim de obter
um produto cristalino. Ao final do processo fermentativo, a levedura é
separada da cerveja, para que possa ser purificada e entdo utilizada
novamente em uma nova fermentacdo, ou ainda ser direcionada ao
tratamento de efluentes da cervejaria (AQUARONE et al., 2001;
BRIGGS et al., 2004).
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O dioxido de carbono (CO,) é um constituinte muito importante
na cerveja, responsdvel pela efervescéncia e a sensagdo de acidez
deixada na boca devido as suas propriedades. Por essa razdo, sua
concentragdo na cerveja deve ser cuidadosamente controlada. Quando
necessario, a carbonatacdo pode ser realizada pela injecdo de CO, em
linha ou em tanque, em que 0 gas carbdnico é injetado durante a
passagem da bebida por uma tubulagdo, através de um difusor que
produz bolhas de CO, (10-100 um). Além disso, a carbonatacdo pode
ser realizada em tanque, onde o CO, é entdo injetado na cerveja atraves
de um difusor localizado no fundo de um tanque de armazenamento.
Alternativamente, em pequena escala pode se realizar a carbonatacdo a
partir do método de priming que consiste na utilizacdo de agucares
fermentesciveis no envase do produto final, onde as leveduras residuais
irdo utilizar esses acucares para producdo de CO, (WHITE;
ZAINASHEFF, 2010).Em ambos os métodos, o nivel de CO, na cerveja
antes do envase de modo geral esta entre 2,5 a 2,8% (v/v), dependendo
do estilo da cerveja (VENTURINI, 2010). Logo apds, ocorre o
acondicionamento da cerveja através do envase da mesma. A Ultima
etapa do processo de producdo de cerveja consiste na pasteurizagdo, a
qual é realizada com intuito de conferir estabilidade bioldgica a cerveja,
mediante a eliminacdo de micro-organismos que deterioram a cerveja.
(AQUARONE et al., 2001).

1.2 LEVEDURAS NAO CONVENCIONAIS NA PRODUGAO DE
CERVEJA

Cerveja, assim como qualquer alimento fermentado, &
necessariamente um produto oriundo de um processo microbiolégico.
Dependendo da linhagem utilizada, em fun¢do da variacdo da produgéo
de metabdlitos secundarios, assim como do seu perfil de consumo dos
carboidratos, obtém-se um produto totalmente diferente devido a esses
compostos estarem relacionados com as principais caracteristicas
sensoriais do produto, as quais contribuem para a qualidade final do
mesmo (BAMFORTH, 2006).

As leveduras utilizadas no processo cervejeiro possuem ainda
diversas limitagdes. Destacam-se entre elas a ineficiente fermentacdo do
mosto e a conversdo dos carboidratos em etanol que é limitada tanto
pelo crescimento excessivo dessas leveduras quanto pela inabilidade de
fermentar todos os carboidratos do mosto. Além disso, 0s cervejeiros
possuem apenas controle limitado sobre os sabores e aromas produzidos
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pelas leveduras. Dentro desse contexto, torna-se necessario o
aprimoramento das leveduras j& comumente utilizadas no processo
cervejeiro ou a procura de novas espécies que poderiam estar atuando
dentro desse mercado (HAMMOND, 1995).

Com a grande expansao desse setor, juntamente com 0 aumento
do namero de consumidores especializados, aumenta-se cada vez mais a
demanda por produtos inovadores e de qualidade superior. Dessa forma,
a utilizacdo de leveduras ndo convencionais permite ndo apenas
multiplicidade de aromas e sabores, mas também de novas impressdes
nas caracteristicas organolépticas do produto final (MICHEL et al.,
2016). Dentre as leveduras ndo convencionais, destaca-se a espécie de
Brettanomyces. Utilizada desde o inicio do século vinte, sua aplicagdo
foi muito discutida no comecgo devido aos aromas e sabores que essa
levedura concedia a fermentagfes cervejeiras convencionais, entretanto,
ao longo dos anos, a mesma tornou-se essencial na formacdo do sabor
de diversos estilos de cervejas (WHITE; ZAINASHEFF, 2010).

Atualmente, vém ganhando destaque as cervejas sem alcool,
gue deixaram de ser um mercado de nicho e tem seu consumo em
constante crescimento na populagéo devido ao aumento da preocupacao
com a salde e sobrepeso (BELLUT et al., 2018). Dentro desse contexto,
existe registro de patente (SAERENS; SWIEGERS, 2017) quanto a
utilizacdo da levedura Pichia kluyveri para produzir cervejas sem &lcool
ou com baixo teor alcodlico, com sabor muito préximo ao de uma
cerveja convencional. Outra patente, registrada por Li et al. (2013),
indica o uso da levedura Candida shihatae para a producdo de cerveja
sem alcool.

Diversas espécies de leveduras estdo emergindo como candidatas
para a producdo dos mais variados estilos de cerveja. Esse tipo de
inovacdo ndo limita sua aplicacdo a fermentacdo direta do mosto para a
obtencao de novos produtos com aromas mais complexos e sabores mais
caracteristicos, mas também aumenta o nimero de possibilidades em
diversas abordagens em um mercado em expansao. Seja na utilizacdo de
leveduras ndo convencionais para fermentacGes sequenciais ou co-
fermentagdes, existem indmeras estratégias e combinacfes que podem
dar origem a cervejas diferenciadas (BASSO et al., 2016).

A levedura Spathaspora arborariae, pertencente ao género
Spathaspora, foi isolada a partir de madeira em decomposi¢do em dois
ecossistemas diferentes, Cerrado e Mata Atlantica (CADETE et al.,
2009). Essa espécie ja foi descrita como capaz de fermentar maltose
(Tabela 1), uma caracteristica compartilhada com outras 13 espécies do
género Spathaspora, com excec¢do das leveduras Sp. boniae e Sp.
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gorwiae que crescem, mas ndo fermentam, nesta fonte de carbono. Sp.
boniae também se mostrou incapaz de utilizar sacarose, enquanto que
duas espécies (Sp. hagerdaliae e Sp. gorwiae) foram inclusive capazes
de fermentar sacarose. Todas as espécies utilizam trehalose, sendo que
mais da metade das espécies na Tabela 1 sdo capazes de fermentar esta
fonte de carbono. Todas as espécies também utilizam melezitose, com
excecdo de Sp. passalidarum que fermenta este trissacarideo, e Sp.
roraimanensis que é incapaz de utilizar esse aclcar. Nenhuma espécie
foi reportada como capaz de utilizar o trissacarideo rafinose ou 0 o—
galactosideo melibiose (Tabela 1). Com menos dados disponiveis, o
crescimento em a-metil-glucosideo ja foi reportado para 3 espécies de
Spathaspora (Tabela 1). As leveduras deste género estdo sendo
propostas como leveduras importantes para a producdo do chamado
etanol de segunda-geracdo (CADETE; ROSA, 2018).

1.3 SELECAO DE LEVEDURAS PARA PRODUGCAO DE
CERVEJA

Para a selecdo de leveduras torna-se importante estabelecer as
propriedades de interesse para a cerveja. A sele¢do de uma linhagem
adequada para a producdo de bebidas fermentadas depende ndo apenas
do seu comportamento metabdlico durante o processo fermentativo, mas
também do seu efeito nas caracteristicas organolépticas do produto final.
A selecdo de leveduras esté relacionada a diversas propriedades, como
toleréncia ao etanol, osmotolerancia, producdo de biomassa, formacéo
de espuma, produgdo de sulfeto de hidrogénio (H,S), expressdo do
fenotipo Killer, capacidade floculante, entre outros (CAPECE et al.,
2018; GAROFALO et al., 2018; GIANVITO et al., 2018; WILLAERT,
2017).

Além das propriedades de interesse, a utilizacdo de uma espécie
ndo convencional de levedura necessita passar por um processo de
verificacdo no que diz respeito a seguranca acerca de sua aplicacdo em
alimentos e bebidas. Dentro desse contexto se considera como seguro
para a utilizacdo micro-organismos que possuem amplo histérico de uso
em bebidas e alimentos no decorrer da historia sem possuir relacdo
direta com infeccGes e maleficios causados por esses. Enquanto que de
uma maneira geral, caracteristicas indesejaveis para a aplicacdo de
micro-organismos em bebidas e alimentos incluem resisténcia a
antibidticos, metabdlitos téxicos e infecgcBes oportunistas entre outros
(BOURDICHON et al., 2012).
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Tabela 1 - Fermentacao e assimilacdo de carboidratos por leveduras do género Spathaspora

Carboidrato®:

Espécie: Gli Gal Xil Mal Sac Raf Tre oMG Mez Meb Ref:
Sp. allomyrinae ++ ++ ++ ++ + - + + + - [1]
Sp. arborariae ++ ++ ++ ++ + - + nd + - [2]
Sp. boniae ++ + ++ + - - + nd + - [3]
Sp. brasiliensis ++ ++ ++ ++ + - ++ nd + - [4]
Sp. hagerdaliae ++ ++ ++ ++ ++ - + nd + - [5]
Sp. girioi ++ ++ ++ ++ + - + nd + - [5]
Sp. gorwiae ++ ++ ++ + ++ - + nd + - [5]
Sp. jeffriensii ++ ++ ++ ++ + - ++ + + - [6]
Sp. materiae ++ + + ++ + - + nd + - [7]
Sp. passalidarum ++ ++ ++ ++ + - ++ + ++ - [6]
Sp. piracicabensis ++ ++ ++ ++ + - ++ nd + - [8]
Sp. roraimanensis ++ ++ ++ ++ + - ++ nd - - [4]
Sp. suhii ++ ++ ++ ++ + - ++ nd + - [4]
Sp. xylofermentans ++ + ++ ++ + - ++ nd + - [4]

%Gli: glicose, Gal: galactose, Xil: xilose, Mal: matose. Sac: sacarose, Raf: rafinose, Ter: trehalose, aMG: a-metil-glucosideo, Mez:
melezitose, Meb: melibiose. ++ indica fermentacdo, + indica assimilacdo (crescimento), nd: ndo determinado. Referéncias: [1]
WANG et al., 2016; [2] CADETE et al., 2009; [3] MORAIS et al., 2017; [4] CADETE et al., 2013; [5] LOPES et al., 2016; [6]
NGUYEN et al., 2006; [7] BARBOSA et al., 2009; [8] VARIZE et al., 2018.
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Com relacgdo a S. arborariae, por ter sido isolada de madeira em
decomposicdo ndo ha relatos no decorrer da histdria da sua presenca
elou aplicacdo em processos alimenticios devido ao fato de seu
ambiente natural ser diferente das matérias primas normalmente
utilizadas em processos alimenticios. Entretanto, até o presente
momento também ndo ha relatos de possiveis maleficios causados por
essa levedura. Ressalta-se que visando sua aplicagdo no processo de
producdo de cerveja trabalhos futuros necessitam assegurar a utilizagdo
desta espécie de levedura em produtos alimenticios. Entre esses
parametros mencionados, a producdo de sulfeto de hidrogénio, a
expressdo do fendtipo Killer e a capacidade floculante destacam-se
devido a sua relevancia na selecdo de leveduras com potencial para
serem aplicadas no processo de producédo de cervejas.

1.3.1 Floculagdo

A habilidade de leveduras se aderirem em aglomerados
compostos por milhares de células ocorre através da floculagéo (SUZZI
et al., 1984). Esse fendmeno é reversivel, assexual e dependente de
calcio (VERSTREPEN et al., 2003).

A floculacéo é mediada por uma familia de adesinas de superficie
celular, conhecidas como floculinas. A linhagem laboratorial S288C de
S. cerevisiae ja sequenciada possui cinco genes de floculinas: FLO1,
FLO5, FLO9, FLO10 e FLO11, sendo os quatro primeiros genes
teloméricos. As proteinas codificadas a partir desses genes interagem
com as mananas, que séo polissacarideos formados a partir de residuos
de manose, presentes na parede celular, acarretando na floculagdo das
leveduras (MULDERS et al., 2010). No geral, temperaturas mais frias
tendem a favorecer a floculacdo, enquanto que grandes concentracdes de
carboidratos e a presenca de oxigénio inibem a floculacdo (WHITE;
ZAINASHEFF, 2010). Apo6s sua formacdo, esses aglomerados
rapidamente se separam do meio liquido e se depositam ou no fundo do
fermentador por sedimentacdo em leveduras do tipo Lager ou no topo
do fermentador em leveduras do tipo Ale (VERSTREPEN et al., 2003).

A capacidade de células de leveduras flocularem é considerada de
grande importancia dentro da inddstria cervejeira, pois fornece um
método simples, efetivo e de baixo custo para separar as células de
leveduras da cerveja ao final da fermentagdo. Entretanto, é importante
que essa floculacdo ndo ocorra antes do mosto estar completamente
atenuado, pois floculagdo prematura tende a causar diversos sabores e
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odores indesejaveis (off-flavours) no produto final (VERSTREPEN et
al., 2003),

1.3.2  Producdo de sulfeto de hidrogénio (H,S)

Sulfeto de hidrogénio é um composto organosulfurado, altamente
reativo e volatil, produzido durante a fermentagdo alcodlica.
Coletivamente, o sulfeto de hidrogénio produzido, assim como seus
derivados, destacando-se nesse caso o etil mercaptano e o dietil
dissulfeto, sdo responsdveis por gerar aromas desagradaveis
normalmente associados com cheiro de ovo podre (DAHABIEH et al.,
2015).

S. cerevisiae é capaz de reduzir o sulfato presente em seu meio a
sulfeto e entdo incorpora-lo em aminoéacidos através de diversas reagdes
catalisadas por enzimas especificas. O sulfeto que nédo for incorporado a
esses aminodacidos é entdo convertido a sulfeto de hidrogénio através de
uma reacdo mediada pelo pH. Sua producéo varia bastante dependendo
das condicfes de crescimento aplicadas a levedura, a presenca de
enxofre elementar, diéxido de enxofre, compostos organicos contendo
enxofre, limitagdo de nitrogénio entre outros (LINDERHOLM;
BISSON, 2005).

No geral, a maioria das leveduras aplicadas na producdo de
cerveja produz esses compostos durante a fermentacdo, os quais séo
carreados para fora do mosto junto com o CO, produzido durante a
fermentacdo devido a sua volatilidade (WHITE; ZAINASHEFF, 2010).
Entretanto, uma alta producdo desses compostos durante a fermentagédo
acarreta na presenca desses odores relacionados a ovos podres no nosso
produto final, sendo essa uma caracteristica indesejavel, a producéo de
H,S torna-se um pardmetro importante para a selecdo de leveduras para
producdo de cerveja.

1.3.3  Toxinas Killer

Existem uma vasta variedade de substancia antimicrobianas que
sdo produzidas tanto por micro-organismos eucariotos como
procariotos, com o intuito de dominar certos tipos de ambiente, matando
ou inibindo o crescimento de micro-organismos competidores. Dentro
desse contexto, as chamadas toxinas Killer s&o proteinas ou
glicoproteinas de baixa massa molar capazes de atuar sobre outras
células e inibir o crescimento de leveduras sensiveis (SCHAFFRATH et
al., 2018).
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O fenodtipo Killer foi descrito pela primeira vez por Bevan e
Makower (1963) em linhagens de S. cerevisiae aplicadas nos processos
de producdo de vinho e cerveja. Atualmente, baseadas em suas
propriedades de atuacdo e na falta de imunidade cruzada, quatro tipos
diferentes de toxinas Killer sdo descritas na literatura para S. cerevisiae,
K1, K2, K28 e Klus. Cada um desses tipos mostra atividade contra
linhagens ndo Killer, assim como linhagens Killer pertencestes a outro
grupo, enquanto que esta protegida e imune contra sua prdpria toxina
(BECKER; SCHMITT, 2018).

Em S. cerevisiae, o fenétipo Killer é determinado pela presenca
duas cadeias de RNA de dupla fita (dsSRNA). Uma cadeia menor
chamada de M dsRNA que codificada a toxina Killer e que também
torne seu hospedeiro imune a toxina e uma cadeia maior chamada de L
dsRNA presente também em linhagens ndo Killer que dara origem ao
capsideo que ira encapsular ambas as formas de dsRNA produzindo
particulas do tipo virus-like (HAMMOND; ECKERSLEY, 1984). As
leveduras podem ser divididas em trés fendtipos distintos com relagéo as
toxinas Killer: Killer, neutra ou sensivel. Linhagens Killer produzem a
toxina extracelular capaz de matar linhagens do tipo sensiveis, enquanto
que linhagens neutras ndo séo capazes de produzir essa toxina e nem séo
afetadas por ela (EL-BANNA et al., 2011).

Para a aplicacdo de leveduras em processos industriais como a
producdo de cerveja, torna-se promissora a utilizacdo de leveduras do
tipo Killer. FermentacBes em larga escala estdo sempre sujeitas a
contaminagles e, a utilizacdo de uma levedura do tipo Killer poderia
auxiliar contra a presenca de micro-organismos contaminantes
(HAMMOND; ECKERSLEY, 1984).

1.4 METABOLIZACAO DE a-GLICOSIDEOS

Para ser possivel a utilizacdo da maltose pelas leveduras
Saccharomyces, essas devem possuir no minimo um dos cinco loci
MAL, encontrados em diferentes cromossomos: MAL1 (cromossomo
VII), MAL2 (cromossomo IlI), MAL3 (cromossomo II), MAL4
(cromossomo VI) e MAL6 (cromossomo VIII). Cada um desses locus
contém geralmente os trés genes necessarios para a metabolizagdo de
maltose. Outros alelos j& foram descritos, que além de conter uma cépia
de cada um dos trés genes necessarios para a metabolizacdo de maltose,
possuem copias extras de um ou mais genes MAL (CHARRON et al.,
1989; HORAK, 1997; MICHELS et al., 1992).
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Entretanto, existem também outros alelos MAL parcialmente
funcionais descritos na literatura (locus malg, malp e mal®). O alelo
malg possui os genes que codificam o transportador e a a-glicosidase, 0
alelo malp possui apenas o gene que codifica a proteina reguladora
MalRp , enquanto que o alelo mal® possui apenas o gene que codifica a
a-glicosidase (NAUMOV et al., 1994).

O gene responsavel pela captacdo do carboidrato (MALX1, onde
“x” corresponde ao numero do locus correspondente) codifica uma
permeasse especifica que permite a entrada do carboidrato dentro da
célula. O gene responsavel pela clivagem do carboidrato codifica a a-
glicosidase (maltase, E.C. 3.2.1.20, ou isomaltase, E.C. 3.2.1.10)
citoplasmatica, que atua diretamente na clivagem de diversos
carboidratos, como por exemplo, a maltose, em duas moléculas de
glicose a partir da acdo de uma maltase, as quais serdo direcionadas para
a via glicolitica. E o gene responsavel pela proteina reguladora
(MALx3), que na presenca de maltose induz a transcricdo dos dois
genes, vai até o nlcleo da célula e se liga em uma regido especifica da
regido promotora UAS, localizada entre as sequéncias dos genes
responsaveis pela a-glicosidase e o transportador (NEEDLEMAN,
1991).

Destaca-se que a inducdo dos genes MALx1 e MALX2 pela
proteina ativadora MalRp ocorre em trans e, portanto, depende da
presenca de qualquer alelo MALx3 funcional em qualquer locus MAL
(MICHELS; NEEDLEMAN, 1984; NEEDLEMAN; MICHELS, 1983).
Além da inducdo, existe a repressdo dos genes MAL pela glicose. A
presenca desse carboidrato ativa a proteina Miglp, a qual se liga em
uma regido especifica da regido promotora UAS;., impedindo a
expressio génica do transportador e da a-glicosidase (HORAK, 1997).

Um locus MAL completo, além de possuir pelo menos uma copia
de cada um dos trés genes (MALx1, MALx2 e MALXx3) ainda compartilha
uma regido intergénica especifica localizada entre a sequéncia MALXx1 e
a MALx2, na qual os dois genes sdo transcritos em sentidos opostos
(Figura 2). Essa regido possui duas caixas TATA, as quais
desempenham um importante papel na maquinaria de transcri¢cdo de
genes (BASEHOER et al., 2004). Dois sitios de ligacdo do fator de
transcricdo Migl, responsavel pela inibicdo da transcricdo dos genes em
guestdo, na presenca de glicose (HU et al., 1995). Uma regido de 147
pb, a qual pode sofrer amplificacdes em tandem, acredita-se possuir
como funcdo diminuir a expressdo do transportador em funcdo da menor
expressdo da a-glicosidase, evitando assim, possiveis efeitos toxicos
provenientes da sobre expressdao do gene transportador (BELL et al.,
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1997). A regido intergénica entre a sequéncia da a-glicosidase e do
transportador pode ser regulada por dois sistemas distintos, governados
por diferentes fatores de transcricdo, MAL13, MAL33 e YFLO52W que
sd0 expressos na presenca de palatinose e MAL63 que é expresso na
presenca maltose, maltotriose, turanose, a-metil-glicosideo, isomaltose,
sacarose e palatinose (BROWN et al., 2010). Nesse caso, os fatores de
transcricdo expressos pelo gene MALG3, tipicamente se ligam a
sequéncias especificas de trés nucleotideos ricas em “GC” separadas por
um espacador de comprimento fixo. Esse sitio & formado por trés
sequéncias proximas CGC(9N)CGN, enquanto que o sitio de ligacdo
para o fator de transcricdo expresso pelos genes MAL13, MAL33 e
YFLO52W ¢é formado por apenas uma sequéncia CGG(9N)CGG
(POUGACH et al., 2014).
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Migl MalR

Figura 2 — Estrutura do locus MAL3 de Saccharomyces cerevisiae (na
linhagem S288C). Trés genes estdo localizados no locus MAL3, o
regulador (MAL33), a permease (MAL31) e a maltase (MAL32). A
regicdo promotora entre MAL31 e MAL32 é mostrada em detalhes,
possuindo duas caixas TATA, dois sitios de ligacdo da proteina Mig1,
trés sitios de ligacdo da proteina MalRp e uma regido de 147
nucleotideos que pode sofrer amplificacdo em tandem.

Fonte: Adaptado de Vidgreen et al., (2011).

Os genes encontrados nos loci MAL possuem alto grau de
homologia entre eles, entretanto, ainda existe enorme variabilidade com
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relagdo a suas sequéncias e especificidades devido ao fato desses genes
serem teloméricos. Existem diversos alelos diferentes que determinam
fendtipos distintos, como por exemplo, as linhagenss MAL induziveis e
as linhagens MAL constitutivas, sendo essa altamente desejavel nas
linhagens de cervejaria e panificacio (MICHELS; NEEDLEMAN,
1984).

Os genes MAL possuem uma enorme variagdo no seu ndmero de
cOpias entre as espécies de leveduras, inclusive entre as proprias
linhagens, variando também na sua especificidade pelos substratos. A
linhagem laboratorial S288C de S. cerevisiae, sequenciada em 1996,
possui quatro sequéncias para reguladores MAL distintos (MAL13,
MAL33, YFLO52W e YPR196W), quatro sequéncias para transportadores
MAL (MAL11, MAL31, MPH2 e MPH3) e sete diferentes a-glicosidases
(MAL12, MAL32, IMA1-IMAS). Yarrowia lipolytica possui apenas um
regulador e um transportador MAL, Schizosaccharomyces pombe apenas
uma a-glicosidase da familia MAL, e Kluyveromyces lactis possui dois
transportadores e duas a-glicosidases da familia MAL. Existem ainda
diversas leveduras que nao possuem nenhum gene da familia MAL e nédo
conseguem fermentar maltose e maltotriose, como por exemplo,
Candida glabrata e Aphis gossypii, as quais também ja possuem seu
genoma sequenciado (BROWN et al., 2010).

Em S. cerevisiae ja foram encontrados pelo menos trés tipos de
transportadores de maltose e maltotriose atuando de maneira distinta nas
células: MALx1 que codifica uma permease de alta afinidade para
maltose (K., 2-4 mmol/L), o qual também consegue transportar
turanose; a permease AGT1 (permease com 57% de similaridade com os
transportadores MALXx1) que transporta diversos a-glicosideos e tem alta
afinidade (K, 8 mmol/L) para trealose e sacarose e baixa afinidade (K,
> 20 mmol/L) para maltose, maltotriose e a-metil-glicosideo; e dois
alelos MPH2 e MPH3 (genes com 75 e 55% de homologia para genes
MALx1 e AGTL, respectivamente), que mostram capacidade de
transportar apenas turanose (ALVES-JR et al., 2007; BROWN et al.,
2010; STAMBUK; DE ARAUJO, 2001).

Com relagdo as a-glicosidases em S. cerevisiae, uma sequéncia
ancestral, promiscua, que possuia baixa atividade de hidrdlise, porém
para diversos carboidratos diferentes, evoluiu no decorrer do tempo e
deu origem a dois tipos de a-glicosidase (VOORDECKERS et al.,
2012). As maltases que hidrolisam carboidratos formados a partir de
ligagdes al-4, al-3 e al-2 e as isomaltases que hidrolisam carboidratos
formados a partir de ligagdes al-6 e al-2. Destaca-se que tanto as
maltases quanto as isomaltases sdo a-glicosidases que possuem entre 63
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e 77% de similaridade entre suas sequéncias. As maltases Mall2p e
Mal32p possuem especificidade para maltose, maltotriose, turanose,
maltulose e sacarose. As isomaltases possuem especificidade para outros
carboidratos, como por exemplo, palatinose, isomaltose, sacarose e a-
metil-glicosideo. Dentro desse grupo IMA2 e IMA3 apresentam apenas 3
aminoacidos distintos entre as proteinas codificadas por esses dois
Ultimos genes, IMA4 possui 100% de similaridade com IMA3 enquanto
gue IMA5 possui 66% de similaridade com o restante do grupo.
(BROWN et al., 2010; DENG et al., 2014; NAUMOV; NAUMOV,
2012; TESTE et al., 2010).

O presente trabalho avaliou o consumo de maltose, maltotriose,
trealose, a-metil-glicosideo, sacarose, melibiose, melezitose e rafinose
(Figura 3), assim como a respectiva capacidade de hidrélise desses
carboidratos pela levedura de Sp. arborariae. Visou-se identificar,
através de ferramentas de bioinformatica, os possiveis genes da familia
MAL envolvidos no transporte e hidrolise desses carboidratos. Testou-se
também a aplicacdo dessa linhagem no processo de producéo de cerveja,
com relagdo a fermentacdo do mosto cervejeiro e a fatores de selecdo
para a aplicabilidade dessa levedura nesse processo.
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Figura 3 — Estrutura quimica da maltose, maltotriose, trealose, a-metil-
glicosideo, sacarose, melibiose, melezitose e rafinose.



40



41

2 OBJETIVOS

2.1 OBIJETIVO GERAL

Estudar fenotipicamente e a nivel molecular a utilizacdo de
maltose, maltotriose, a-metil-glicosideo, trealose, melezitose, melibiose,
rafinose e sacarose, assim como a possivel aplicacdo no processo de
producdo de cerveja da levedura Sp. arborariae.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar a cinética fermentativa (velocidade especifica maxima
de crescimento, consumo de substrato e producdo de etanol) a partir
da utilizacdo de maltose, maltotriose, o-metil-glicosideo, trealose,
melezitose, melibiose, rafinose e sacarose pela levedura de Sp.
arborariae.

e Testar e caracterizar a aplicacdo da linhagem de Sp. arborariae para
producdo de cerveja.

e Analisar a capacidade de floculacdo, producdo de sulfeto de
hidrogénio e fator Killer pela levedura Sp. arborariae.

e ldentificar, através de ferramentas de bioinformatica, os possiveis
genes de a-glicosidases e transportadores de S. arborarie
relacionados aos genes da familia MAL.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 LINHAGENS UTILIZADAS

Nesse trabalho, como objeto de estudo foi utilizada a linhagem de
Spathaspora arborariae UFMG-HM19.1A" isolada de madeira em
decomposicdo em Minas Gerais, Brasil, por Cadete et al. (2009). Para
comparacao utilizou-se em fermentac6es paralelas do mosto cervejeiro a
linhagem de Saccharomyces cerevisiae comercial (SafAleTM US-05,
Fermentis, Marcq-en-Baroeul, Franca). Para as analises referentes as
toxinas Killer utilizaram-se as linhagens CCT 2369 Pichia andémala
fator Killer K4, CCT 3437 Candida kefir fator Killer neutra, CCT 0765
S. cerevisiae fator Killer sensivel, CCT 0761 S. cerevisiae fator Killer
K2 e a linhagem comercial oriunda da Perlage® BB S. cerevisiae fator
Killer positiva.

3.2 CRESCIMENTO E FERMENTAGCAO EM MICROESCALA

Os pré-cultivos das leveduras foram realizados em tubos
contendo 3 mL de meio YP base ou YNB, acrescidos de 2% de glicose,
por 48 horas, com agitacdo constante de 160 rpm a 28 °C em agitador
INNOVA 44 (New Brunswick Scientific). Posteriormente, os cultivos
foram realizados em micro placas de 96 pocos utilizando-se meio YP ou
YNB com 2% da fonte de carbono desejada (maltose, maltotriose, a-
metil-glicosideo, trealose, melezitose, melibiose, rafinose, sacarose) e
DOgoonm inicial de 0,1. A fim de evitar a contaminacéo e/ou evaporacao
as placas foram seladas com AccuClear Sealing Film for gPCR (E & K
Scientific), objetivando condi¢bes de crescimento limitadas por
oxigénio (microaerdbias). As placas foram incubadas a 28°C e 160 rpm
por até 48 h em um leitor multifuncional (TECAN ECHISTO INFINITE
M200 PRO) e o crescimento celular determinado pela medida da
densidade ética (DOgoonm) @ Cada 15 minutos. Ao final do cultivo as
placas foram congeladas a -20 °C para posterior analise do etanol
produzido.

3.3 CRESCIMENTO E FERMENTACAO

Os crescimentos foram realizados com DOggonm inicial de 0,1 das
células pré-cultivadas em meio YP ou YNB, contendo 20 g/L de glicose,
em erlenmeyers de 250 mL, cada um contendo 50 mL de meio YP ou



44

YNB e uma fonte de carbono diferente (maltose, maltotriose, a-metil-
glicosideo, trealose, melezitose, melibiose, rafinose, sacarose),
incubados como descrito anteriormente. Os ensaios foram realizados
durante 60 horas e aliquotas dos meios foram retiradas em intervalos
predeterminados. Essas aliquotas foram utilizadas para analisar a
densidade celular (a 600 nm), consumo de carboidratos e producdo de
etanol.

FermentacBes utilizando-se extrato de malte com concentracio
inicial de 10 °Brix a fim de simular o mosto cervejeiro foram feitas em
reatores de 50 mL com volume util de 45 mL variando-se agitacdo e
temperatura. As células foram pré-cultivadas no proprio mosto e as
fermentagBes iniciaram com uma concentracéo de 7 x 10° UFC/mL e
duraram até 168 horas. Para comparacdo, utilizou-se em fermentagdes
paralelas uma levedura Saccharomyces cerevisiae comercial (SafAle™
US-05, Fermentis, Marcqg-en-Baroeul, Franga). Por fim, aliquotas dos
meios foram retiradas em intervalos predeterminados para analisar a
densidade celular (a 600 nm), consumo de carboidratos e producéo de
etanol.

3.4 DETERMINAGCAO DA ATIVIDADE DE a-GLICOSIDASE

A atividade da a-glicosidase foi determinada como descrito por
Stambuk (1999). Os pré-cultivos das leveduras foram realizados
overnight em meio YP com 2% do carboidrato de interesse, a 28 °C e
160 rpm, com posterior centrifugacdo a 2600 g durante 3 minutos para a
separacao das células.

Para a permeabilizacdo das células de leveduras, cada amostra
dos cultivos (1 mL) foi centrifugada a 2600 g durante 1 minuto, as
células foram lavadas uma vez com agua destilada gelada e uma vez
com 100 mM MOPS-NaOH, pH 6,8 (tampédo A) a 4 °C, e suspenso em
0,2 mL do mesmo tampdo, contendo 20% glicerol (v/v), 1 mM EDTA E
1 mM ditiotreitol. Depois de adicionar 12 pL tolueno/etanol/10% Triton
X-100 em &gua (1:4:1, em volume), as células foram vigorosamente
agitadas durante 1 minuto, centrifugadas, lavadas com tampdo A e
finalmente ressuspendidas em 1 mL do mesmo tampao.

A partir dessa suspensdo 40 pL foram adicionados a 60 pL de
cada um dos carboidratos a serem testados, na concentragéo final de 100
mM. A seguir cada uma dessas amostras foi incubada a 30 °C durante
30 minutos e posteriormente fervidas durante 3 minutos a 100°C. Todas
as amostras foram realizadas em triplicatas e os respectivos controles
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em duplicata com células previamente fervidas (10 minutos). A
atividade de hidrolise foi expressa em nmol de glicose liberada (mg de
células de leveduras secas)™ min™, o qual foi mensurado a partir de um
kit comercial de glicose oxidase e peroxidase da marca Bioclin®
(CasalLab, Belo Horizonte Brasil).

35 DETERMINAGAO DA ATIVIDADE DA INVERTASE
EXTRACELULAR

A atividade da invertase extracelular foi determinada como
descrito por Silveira et al. (1996). Os pré-cultivos das leveduras foram
realizados overnight em meio YP com 2% de sacarose, a 28 °C e 160
rpm, com posterior centrifugacdo a 5000 g durante 5 minutos para a
separacdo das células. As células foram lavadas 3 vezes com &gua
destilada a 4 °C e ressuspendidas na concentracdo de 20 mg/mL.
Aliquotas de 100 uL da suspensdo celular foram incubadas durante 30
minutos a 30 °C com 100 uL de 150 mM de Succinato — Tris pH 5,0;
150 mM de NaF. Apds o término do tempo foi adicionado 100 uL de
300 mM de sacarose e as amostras foram incubadas a 30 °C durante 5
minutos. Por fim esfriaram-se os tubos em gelo (3 minutos), com
posterior centrifugacdo a 5000 g durante 5 minutos para dosagem da
glicose liberada a partir de um kit comercial de glicose oxidase e
peroxidase da marca Labtest (Lagoa Santa, Minas Gerais, Brasil). Todas
as amostras foram realizadas em triplicatas e 0s respectivos controles
em duplicata com células previamente fervidas (10 minutos). A
atividade de hidrolise foi expressa em nmol de glicose liberada (mg de
células de leveduras secas)™ min™.

3.6 PRODUCAO E FERMENTACAO DO MOSTO CERVEJEIRO

O mosto cervejeiro foi preparado com e sem adi¢do de ldpulo.
Foi utilizado 1 kg de malte Pilsen (Agraria Malte, Guarapuava, Brasil)
para cada mosto, que passou pelo processo de moagem em um moinho
de discos com abertura de 1 mm entre os discos, visando aumentar a
area de contato do gréo. Posteriormente o malte moido foi adicionado de
3 litros de &gua e utilizado as seguintes rampas de temperatura para o
processo de mosturagdo: 53 °C durante 15 minutos, 64 °C durante 45
minutos, 70 °C durante 20 minutos e 78 °C durante 15 minutos. Em
seguida foi realizada a operacdo de filtragdo utilizando a torta formada
pelo bagago de malte. Durante a etapa de fervura, que teve 60 minutos
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de duracdo, foi adicionado 3 gramas de ldpulo (Lupulo Hallertau
Tradition, Barth Haas Group, Faddock Wood, Reino Unido) em um dos
mostos. Os mostos fervidos passaram pela etapa de clarificagdo durante
40 minutos a temperatura ambiente para separacao do trub.

As fermentacdes ocorreram em reatores de 1 L com volume util
de 500 mL sem agitacdo e com temperatura constante a 19 °C. As
células foram pré-cultivadas no proprio mosto e as fermentagdes
iniciaram com uma concentragdo de 7 x 10° UFC/mL e duraram até 168
horas. Para comparagdo utilizou-se em fermentacdes paralelas uma
levedura Saccharomyces cerevisiae comercial (SafAle™ US-05,
Fermentis, Marcqg-en-Baroeul, Franga). Por fim, aliquotas dos meios
foram retiradas em intervalos predeterminados para analisar a densidade
celular (a 600 nm), consumo de carboidratos e producéo de etanol.

3.7 DETERMINAGAO DA CONCENTRACAO DE
CARBOIDRATOS, ETANOL E OUTROS METABOLITOS

Para determinacdo do etanol produzido no crescimento em
microescala, as enzimas alcool oxidase (Sigma) e peroxidase (Toyobo
do Brasil) foram utilizadas conforme previamente descrito por Salgado
et al. (2000). Para essa determinagdo, 10 pL de amostra de cada
crescimento foi incubado com 200 pL do reagente enzimatico contendo
0,5 U/mL de alcool oxidase, 4 U/mL de peroxidase, 14 mM de 4-
aminoantipirina e 60 mM de fenol em tampéo 0,1 M fosfato de sédio.
As amostras foram incubadas com o reagente enzimatico por 1 h a 28 °C
em leitor de placas TECAN Infinite® M200 Pro, onde ao longo da
incubacdo, cada pogo terd sua absorbéncia a 600 nm determinada pelo
leitor. A concentracdo de etanol em cada pogo sera determinada através
da correlagdo do valor de absorbancia obtido com a equacdo da reta
extraida de uma curva padrdo previamente construida com solugdes
padrdo de etanol (0-10 g/L).

As concentracdes dos carboidratos, assim como do etanol dos
cultivos em frasco sob agitagdo e da fermentagdo em batelada simples
serdo determinadas por cromatografia liquida de alta performance
(HPLC - Jasco XLC), com detector por indice de refracdo (Rl 2031 plus
— Jasco) e coluna para &cidos orgénicos (Aminex HPX-87H Column —
Bio-rad). A fase mével utilizada sera de 5,0 mM de 4cido sulfdrico a 50
°C com fluxo de 0,6 mL min™ durante 30 minutos. Com excecdo da
sacarose, que para sua quantificacdo serd utilizada a coluna para &cidos
orgénicos (Aminex HPX-87P Column — Bio-rad) utilizando-se agua
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milliQ como fase mével & 85 °C com fluxo de 0,6 mL min™ durante 30
minutos. As curvas de calibracdo serdo previamente estabelecidas para
todos as amostras analisadas utilizando-se quatro concentragdes
diferentes, na faixa de 0,5 a 20,0 g/L.

3.8 DETERMINAGAO DA CINETICA DE CRESCIMENTO

A velocidade médxima de crescimento, representada por tmax (€Em
d™), foi determinada de acordo com Doran (1995) através da regressio
exponencial das curvas de crescimento. O valor de Umax € 0 coeficiente
b da Equacéo 1.

Y =a.eb* (1)
39 FLOCULACAO

As linhagens foram inoculadas em tubos de ensaio contendo 10
mL de meio YPD e foram incubadas a 28 °C por 48 horas sem
agitacdo. Transcorrido o periodo da incubacdo, a cultura depositada no
fundo do tubo foi homogeneizada com meio de cultura em agitador do
tipo Vortex e a avaliagdo consistiu na visualizagao dos flocos suspensos
no meio de cultura de acordo com Suzzi et al. (1984).

3.10 PRODUGAO DE H,S

Para a detec¢do de tragos de H¢S as leveduras foram plaqueadas
em duplicata utilizando-se o meio Agar Sulfito de Bismuto (BSA)
durante 48 h, de acordo com Jiranek et al. (1995). As leveduras que nédo
produziram H,S formaram coldnias brancas, enquanto que as leveduras
produtoras de H,S formaram col6nias com colora¢fes que variaram
desde marrom claro a preto dependendo da intensidade da producdo de
H,S.

3.11 TOXINAS KILLER

Para verificar o nivel de sensibilidade e a expressdo da toxina
pela linhagem de Sp. arborariae, um volume de indculo da levedura na
concentracdo de 10° células por mL foi espalhado utilizando-se uma
alca de Drigalsky sobre o meio de cultura YPD + 0,003% de azul de
metileno em placas de Petri de acordo com Petering et al. (1991). Em



48

paralelo foi feito 0 mesmo indculo utilizando-se uma linhagem sensivel
ao fator Killer. Em seguida foi realizada a inoculagdo pontual no meio
de cultura de leveduras Killer, neutras e sensiveis quanto ao fator Killer
ja previamente identificadas, assim como da linhagem de Sp.
arborariae no caso da placa que foi inoculada com a levedura de fator
Killer sensivel. As placas foram incubadas por 6 dias a 28 °C em
duplicatas e analisadas quanto a formacdo de halos claros ao redor da
regido inoculada pontualmente, indicando auséncia de crescimento da
levedura sensivel padrdo ou daquelas em analise, além de um circulo
azul escuro entre o halo e a regido de crescimento da levedura sensivel,
indicando a morte das leveduras. As leveduras foram classificadas
como Killer, sensivel ou neutra quanto a interacdo entre os isolados.

3.12 SELECAO DE GENES PARA TRANSPORTADORES DE
CARBOIDRATOS E o-GLICOSIDASES

A partir do genoma.l; da espécie Sp. arborariae (LOBO et al.,
2014) foram identificados possiveis genes da familia MAL que
codifiquem transportadores e a-glicosidases. A busca foi feita no banco
de dados do site NCBI, através da ferramenta BLASTp
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/), procurando-se no genoma dessa
(levedura por genes com homologia a transportadores e a-glicosidases
da familia de genes MAL ja conhecidos. Ap6s a localizagdo dos contigs
gue possuissem tais genes, foi utilizado o Software ExPASy
(http://web.expasy.og/translate/) para a tradugdo dessas sequéncias em
suas respectivas ORF’s (open reading frame), as quais foram mais uma
vez analisadas através da ferramenta BLASTp para a confirmagdo da
possivel identidade dessas ORF’s com os genes de interesse. Analises
adicionais utilizando ferramentas de bioinformatica como TMpred
(http://fembnet.vital-it.ch/software/TMPRED_form.html) foram
utilizadas para identificar a presenca dos 12 segmentos transmembrana,
presentes em todos os transportadores de carboidratos.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

41 ANALISE EM MICROESCALA DO CRESCIMENTO E
PRODUCAO DE ETANOL DA LINHAGEM DE Sp. aborariae
UFMG-HM19.1AT

Como forma de pré-avaliar a capacidade da S. arborariae
UFMG-HM19.1AT de crescer e fermentar diversos a-glicosideos, as
Figuras 4 e 5 apresentam as curvas de crescimento em microescala da
linhagem de Sp. arborariae UFMG-HM19.1AT, em meio YP e YNB +
2% dos diferentes carboidratos testados nesse trabalho. Sem a adi¢do de
carboidrato a levedura é capaz de se desenvolver e multiplicar utilizando
apenas a fonte de carbono presente nesses meios, que no caso do meio
YP seria o extrato de levedura. A fim de avaliar o crescimento da
levedura em funcdo apenas do carboidrato utilizado, foi realizada a
comparacdo da curva de crescimento utilizando diferentes carboidratos,
com a curva adicionada apenas de agua em ambos 0s meios.

YP
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Figura 4 — Crescimento em microescala da levedura Sp. arborariae em
meio YP com diferentes carboidratos na concentracdo de 2% a 28 °C
sem agitacdo. A linha tracejada representa 0 meio YP sem adicdo de
carboidrato
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Figura 5 — Crescimento em microescala da levedura Sp. arborariae em
meio YNB com diferentes carboidratos na concentracéo de 2% a 28 °C
sem agitacdo. A linha tracejada representa 0 meio YNB sem adicdo de
carboidrato

Analisando a Tabela 2, pdde-se observar a velocidade especifica
maxima de crescimento (Umax) dessa linhagem, em meios YP e YNB,
com adicdo de todos os carboidratos testados e nos meios sem adicéo de
carboidrato. Em ambos os casos, a levedura mostrou desempenho
inferior ou similar ao controle para melezitose e melibiose, indicando a
incapacidade dessa linhagem de utilizar estes carboidratos. Com relagéo
a trealose, rafinose e a—metil glicosideo em meio YP, o desempenho de
crescimento da levedura foi inferior ou igual a do tratamento controle,
entretanto, em meio YNB, apesar da diferenga ser baixa, a levedura
mostrou capacidade de utilizar esses carboidratos. Maltose, maltotriose
e sacarose mostraram valores de velocidade especifica maxima de
crescimento superiores ao grupo controle em ambos 0s casos, indicando
alta capacidade dessa linhagem de utilizar estes carboidratos,
principalmente em meio YNB, no qual a diferenca destes valores
mostra-se maior em relacdo a curva que ndo continha adicdo de
carboidrato ao meio.

Os resultados obtidos corroboram com os dados qualitativos
reportados por Cadete et al. (2009), que ja haviam verificado a
capacidade desta linhagem de assimilar maltose, sacarose e trealose e, a
incapacidade da mesma de assimilar melibiose e melezitose. Entretanto,
0 mesmo estudo afirmou que a levedura ndo seria capaz de assimilar
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rafinose, diferente do resultado obtido em meio YNB, como ja discutido
anteriormente.

Tabela 2 — Valores de sy (h™) da levedura Sp. arborariae em meio YP
e YNB com diferentes carboidratos na concentra¢do de 2%.

Carboidrato Honex ()
YP YNB
Maltose 0,23 0,19
Maltotriose 0,26 0,26
a—Metil-glicosideo 0,21 0,07
Trealose 0,17 0,10
Melezitose 0,02 0,06
Melibiose 0,16 0,06
Rafinose 0,07 0,08
Sacarose 0,23 0,26

Controle (sem adicéo de

carboidrato) 0,21 0,06

A Tabela 3 apresenta os valores de producdo de etanol pela
levedura Sp. arborariae, em meio YP e YNB, obtidos com os diferentes
carboidratos testados. Em ambos os meios, a levedura foi capaz de
produzir etanol a partir dos mesmos carboidratos, com excecao apenas
da trealose, a qual foi fermentada somente em meio YNB. Isso pode ser
atribuido as diferentes condi¢des aplicadas em funcdo do meio. O meio
YP, por ser um meio com teor relativamente alto em nutrientes, €
provavel que a levedura tenha utilizado apenas os nutrientes presentes
no meio para seu crescimento e ndo tenha utilizado a trealose
disponivel, corroborando com dados mostrado na Tabela 2. Logo, ndo
houve consumo desse carboidrato nem produgdo de etanol. Em meio
YNB, por ser um meio com baixo teor de nutrientes, como Unica op¢édo
de crescimento, € provavel que a levedura tenha sido obrigada a utilizar
a trealose disponivel. Apesar deste consumo ndo ter se mostrado muito
eficiente de acordo com a Tabela 2, a levedura ainda assim demonstrou
capacidade de consumir esse carboidrato e produzir etanol a partir dele.
Dentre os carboidratos, houve diferenga na producdo de etanol em
funcdo do meio utilizado. Em meio YP, a maior producdo de etanol
ocorreu a partir de maltose (5,7 g/L), jA em meio YNB, a maior
producdo foi utilizando maltotriose (3,59 g/L), sendo esses 0s principais
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carboidratos do mosto cervejeiro. Tais resultados corroboram com o0s
dados obtidos por Cadete et al. (2009), que ja haviam verificado a
capacidade desta levedura de fermentar maltose.

Tabela 3 — Capacidade de producdo de etanol da linhagem de Sp.
arborariae em meio YP e YNB com diferentes carboidratos na
concentragao de 2%.

Etanol (g/L)

Carboidrato

YP YNB

Maltose 57 1,65

Maltotriose 2,67 3,59

a—Metil-glicosideo 2,05 2,81

Trealose 0 2,86
Melezitose 0 0
Melibiose 0 0
Rafinose 0 0

Sacarose 1,92 3,01

4.2  ANALISE DO CRESCIMENTO E PRODUCAO DE ETANOL
DA LINHAGEM DE Sp. arborariae

Todos os carboidratos que a Sp. arborariae foi capaz de utilizar
para a producdo de etanol nos experimentos em microescala foram
selecionados para uma ampliacdo de escala. A ampliacdo de escala
ocorreu em erlenmeyers de 250 mL de volume com 50 mL de meio YP
e YNB com 2% dos carboidratos selecionados. Entretanto, em funcéo da
mudanca de escala e da aerobiose, a Sp. arborariae foi capaz de
produzir etanol apenas em meio YP. Sendo este um dos focos do
trabalho, apenas este meio foi selecionado para 0s experimentos
seguintes. A Figura 6 apresenta o cultivo desta linhagem em
erlenmeyers de 250 mL com 50 mL de meio YP com 2% dos
carboidratos selecionados a 28 °C e com agita¢do de 160 rpm.
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Figura 6 — Cultivo da linhagem de Sp. arborariae em meio YP com
diferentes carboidratos na concentragdo de 2% a 28 °C e 160 rpm.

A linhagem foi capaz de se crescer em todos os carboidratos
testados. Maltose, maltotriose e sacarose foram rapidamente consumidos
até a 20° hora de cultivo (Figura 7). Com relagio ao a-metil-glicosideo,
0 mesmo foi totalmente consumido apenas em torno de 40 h de cultivo.
Entretanto, a linhagem mostrou-se incapaz de consumir totalmente a
trealose até o tempo de 60 horas. Todos os resultados gerados nessa
ampliacéo de escala corroboram com os dados obtidos anteriormente, 0s
quais demonstram valores de Pms Mmaiores que o meio adicionado
apenas de agua para maltose, maltotriose e sacarose, HUmax Similar ou
inferior ao do para a-metil-glicosideo e trealose, evidenciando a menor
capacidade de utilizacdo desses carboidratos por esta linhagem (Tabela
2).

Com relacdo a produgdo de etanol, a Figura 8 mostra que nas
condicdes testadas, esta linhagem foi capaz de produzir etanol apenas a
partir de maltose, maltotriose e sacarose. Esses carboidratos foram
aqueles para os quais a linhagem apresentou maior velocidade méaxima
especifica de crescimento nos experimentos anteriores (Tabela 2). A
maior concentracdo de etanol foi atingida em torno das 20 h de cultivo,
independente do tipo de carboidrato. Apds esse tempo, o etanol foi
totalmente consumido, visto que os carboidratos utilizados como fonte
de carbono foram totalmente consumidos em torno das 20 h de cultivo.
Isto ocorre devido ao término da repressdo promovida pela presenca da
fonte de carbono, permitindo que as leveduras passem a respirar 0s
produtos da fermentacdo, neste caso o etanol (LEWIS et al., 1993).
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Figura 7 — Consumo dos diferentes carboidratos (2%) em meio YP pela
levedura Sp. arborariae a 28 °C e 160 rpm.
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Figura 8 — Produgéo de etanol pela levedura Sp. arborariae em meio YP
com diferentes carboidratos (2%) a 160 rpm e 28 °C.

43 ANALISE DA ATIVIDADE DE o-GLICOSIDASE DA
LEVEDURA Sp. arborariae APOS CRESCIMENTO EM
DIFERENTES CARBOIDRATOS

A atividade enzimatica foi determinada com células
permeabilizadas da linhagem de Sp. arborariae pré-cultivadas nos
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a-glicosideos selecionados a partir do item 4.1 (Tabela 4). As células
pré-cultivadas em maltose mostraram capacidade de hidrolise de
maltose, maltotriose, melibiose, melezitose, sacarose, rafinose e
trealose. As células pré-cultivadas em sacarose apresentaram capacidade
de hidrolise para maltose, maltotriose e sacarose. As células pré-
cultivadas em a-metil-glicosideo mostraram atividade de hidrélise de
maltose, maltotriose, melibiose, sacarose, trealose ¢ a-metil-glicosideo,
enquanto que as células pré-cultivadas em trealose ndo apresentaram
atividade de hidrolise para nenhum dos carboidratos testados.

Para a hidrélise de maltose, maltotriose e sacarose ja foi descrito
para S. cerevisiae que as maltases Mall12p e Mal32p possuem atividade
de hidrolise para esses carboidratos, indicando a possivel presenca de
uma a-glicosidase similar nessa linhagem. As maltases Mall2p e
Mal32p também possuem capacidade de hidrolise para ligagfes do tipo
al-3, sendo capazes de hidrolisar também a melezitose, a qual é um
trissacarideo [Glu(al-3B)Fru(B2-1a)Glu]. Essa hidrélise resulta na
liberacdo de uma molécula de glicose e uma de sacarose, que também
pode ser hidrolisada por esse tipo de enzima (BROWN et al., 2010).

A melibiose [Gal(al-60)Glu] e rafinose [Gal(al-60)Glu(ol-
2B)Fru] possuem uma ligagdo do tipo al-6 entre uma galactose e uma
glicose. Nesse caso, para a hidrolise dessa ligagdo se faz necessério a
enzima o-D-galactosidase (EC 3.2.1.22), provavelmente também
presente nessa linhagem (LAHUTA et al., 2000). A rafinose depois de
clivada pela aco dessa enzima libera uma molécula de galactose e uma
de sacarose que também pode ser clivada pela acdo de uma o-
glicosidase como ja discutido anteriormente. E importante destacar que
no caso da sacarose ainda existe a possibilidade dessa molécula ser
clivada a partir da acdo de invertase (E.C. 3.2.1.26), liberando uma
molécula de glicose e uma de frutose, como descrito para S. cerevisiae
(MARQUES et al., 2006).

Ao se referir as maltases e isomaltases, presentes nos loci MAL,
como ja descrito anteriormente, faz-se necessario um gene regulador
gue, na presenca de determinados carboidratos, codifica a proteina
MalRp que induz a transcri¢do dessas enzimas. E para S. cerevisiae ja
foi descrito reguladores MALx3 que respondem a presenca de maltose,
sacarose e a-metil-glicosideo, usados no pré-cultivo das células para a
atividade de hidrolise (BROWN et al., 2010).



56

Tabela 4 — Atividade de hidrdlise para diversos carboidratos na concentracdo de 100 mM pela levedura Sp.
arborariae pré-cultivada em meio YP com 2% de maltose, sacarose, a-metil-glicosideo e trealose.

Atividade de hidrolise (nmol de glicose liberada/mgce.min)

Fonte de . _ . . a-metil-

carbono: Maltose Maltotriose Melibiose Melezitose Sacarose Rafinose glicosiseo Trealose
Maltose 125+32 19+13 43+14 104+19 13+4 50+7 0 35+2
Sacarose 70839 106149 0 0 86+35 0 0 0
a-metil- 304429  108+15 1542 0 154+15 0 7049 2348
glicosideo

Trealose 0 0 0 0 0 0 0 0
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Para a hidrélise da trealose ja foi descrito para S. cerevisiae a
presenca de dois sistemas enzimaticos distintos. Uma trealase neutra
(com pH 6timo no pH 7) codificada pelo gene NTH1 (KOPP et al.,
1993) e uma trealase &cida (com pH étimo no pH 5) codificada pelo
gene ATH1 (DESTRUELLE et al., 1995). No caso da atividade
enzimatica realizada nesse trabalho utilizou-se pH 6,8, logo, para a
hidrdlise desse carboidrato, pode estar presente uma trealase neutra. E
importante destacar que esta linhagem mostrou capacidade para
consumir trealose (vide acima), onde o pH do meio era 5, indicando a
possivel presenca de uma trealose acida também que nédo foi detectada
no ensaio a pH 6,8.

As celulas pré-cultivadas em a-metil-glicosideo foram as Unicas
gue mostraram atividade de hidrélise para este carboidrato. Em S.
cerevisiae ja foi descrito que para a hidrdlise do a-metil-glicosideo se
faz necessario uma isomaltase, indicando a possivel presenca de uma
enzima similar na linhagem testada (DENG et al., 2014).

As células pré-cultivadas em maltose, sacarose e a-metil-
glicosideo mostraram maior capacidade de hidrolisar maltose, dentre os
carboidratos testados, atingindo uma atividade de 125+32, 708,+39 e
394+24 nmol/mg.e.min, respectivamente. Stambuk (1999), utilizando S.
cerevisiae pré-cultivadas em maltose, atingiu em torno de 250
nmol/mgc.min com 1 h de incubacdo em maltose. Destaca-se nesse
caso, a capacidade semelhante para hidrélise deste aclcar pela linhagem
de Sp. arborariae quando comparada com S. cerevisiae.

Por fim, testou-se ainda a atividade enzimatica para invertase
extracelular das células pré-cultivadas em sacarose. Nesse caso, ndo se
obteve atividade, indicando a auséncia de uma possivel invertase
extracelular na levedura Sp. arborariae.

44 APLICAQAOPA LEVEDURA Sp. arborariae NO PROCESSO
DE PRODUCAO DE CERVEJA

Visando a possivel aplicacdo da levedura Sp. arborariae no
processo de producdo de cerveja, a mesma foi testada com relacdo a sua
capacidade de fermentar o mosto cervejeiro. A Figura 9 apresenta o
consumo dos principais carboidratos presentes no mosto cervejeiro
(glicose, maltose e maltotriose), e a producdo de etanol durante o
crescimento celular da linhagem de Sp. arborariae em mosto cervejeiro
com e sem lupulo.
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Figura 9 — Fermentagdo do mosto cervejeiro (11 °Brix) com (A) e sem
(B) lupulo pela levedura Sp. arborariae a 19 °C sem agitacao.

De acordo com a Figura 9, a presenca do lipulo no mosto alterou
levemente a capacidade fermentativa dessa linhagem, atingindo 7,5 g/L
de etanol no mosto com ltpulo e 11 g/L de etanol no mosto sem ldpulo,
0s quais referem-se, respectivamente, aos teores alcodlicos 0,95% e
1,3% v/v. Vale ressaltar que ambos os valores sdo baixos quando
comparados ao teor alcodlico de uma cerveja comercial, em torno de 5%
(v/v). A presenca do ldpulo ndo teve efeito no crescimento celular,
evidenciado a partir da biomassa ao final da fermentacdo decantada no
fundo do fermentador. Entretanto, devido & formacao dos grumos pela
floculacdo desde o terceiro dia de fermentacdo o acompanhamento do
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crescimento celular por densidade Optica ndo pode ser realizado. A
resisténcia contra os iso-o-acidos, extraidos do ldpulo e o estresse
causado pelos &cidos organicos fracos induzidos por este, sdo um fator
importante para a utilizacdo da levedura no mosto cervejeiro, muito
estudado em linhagens de S cerevisiae, porém pouco investigado em
espécies nao convencionais (HAZELWOOD et al., 2010; MICHEL et
al., 2016).

Com relacdo ao consumo dos carboidratos, as leveduras néo
foram capazes de consumir/fermentar maltose e maltotriose em ambos
0s cendrios, sendo esses carboidratos os mais abundantes no mosto
cervejeiro. No &mbito comparativo, a fermentacdo pela linhagem
comercial de S. cerevisiae (SafAle™ US-05, Fermentis, Marcqg-en-
Baroeul, Franca), nas mesmas condic¢des aplicadas para a linhagem de
Sp. arborariae esta apresentada na Figura 10. Nesse caso, a levedura
comercial consumiu totalmente maltose, maltotriose e glicose,
produzindo 34,81g/L de etanol no mosto sem ldpulo e 28,87 g/L de
etanol no mosto com llpulo. Esse comportamento é esperado, visto que
é¢ uma linhagem comercial amplamente empregada no processo de
producdo de cervejas. Apesar disso, a linhagem comercial também
possui sua capacidade fermentativa um pouco alterada em funcdo do
estresse causado pelo lupulo.

A fermentacéo foi conduzida a 19 °C, temperatura dentro da faixa
utilizada para leveduras do tipo Ale (16-22 °C), uma vez que a linhagem
de Sp. arborariae, por ndo ser capaz de consumir melibiose (Tabela 3),
assemelha-se com esse grupo de leveduras. Entretanto, outras
temperaturas necessitam ser testadas, pois a utilizacdo de uma
temperatura equivocada é o principal motivo para que uma fermentacéo
nao ocorra, principalmente ao se utilizar uma levedura selvagem.
Leveduras do tipo Ale apresentam temperatura 6tima de fermentacédo
desde 16 °C, mas tem espécies que mostram melhor desempenho em
temperaturas mais altas (>25 °C), destacando-se ainda que a linhagem
de Sp. arborariae se mostrou capaz de consumir esses carboidratos
(maltose e maltotriose) em temperaturas maiores (28 °C, Figura 7)
(WHITE; ZAINASHEFF, 2010). Além disso, pode ter ocorrido também
a repressdo dos genes MAL, responsaveis pelo consumo de maltose e
maltotriose, devido & presenca de glicose no mosto cervejeiro (HORAK,
1997).

Considerando que a maltose e a maltotriose ndo foram
consumidas durante a fermentacdo pela S. arborariae, o rendimento
méaximo teérico de etanol utilizando apenas a glicose do mosto
(concentragdo inicial em torno de 5,5 g/L), seria de 2,8 g/L. O mosto
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cervejeiro possuia inicialmente 11 °Brix, sendo que maltose, maltotriose
e glicose representam metade desse valor. Logo, ainda restariam
aproximadamente 50 g/L de carboidratos no mosto cervejeiro, sendo
uma boa parte composta por sacarideos maiores nao fermentesciveis,
como as dextrinas.
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Figura 10 — Fermentagdo do mosto cervejeiro (11 °Brix) com (A) e sem
(B) lapulo pela linhagem comercial de S. cerevisiae (SafAleTM US-05)
a 19 °C sem agitacéo.

A producdo de etanol superior ao valor tedrico baseado apenas na
glicose pode ser um indicativo da ocorréncia de fermentacdo de
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sacarideos menores presentes em baixas concentracbes no mosto
cervejeiro, como a frutose (0-0,3 °Brix), sacarose (0-0,85 °Brix),
maltotetraose (0-0,7 °Brix), entre de outros, ndo mensurados nas nossas
analises em funcdo da complexidade que é o mosto cervejeiro (HE et al.,
2014; MACWILLIAM, 1968). E importante destacar que a porcentagem
e a presenga ndo apenas desses carboidratos menores, mas de todos 0s
carboidratos fermentesciveis no mosto cervejeiro depende do malte
utilizado e, principalmente, das rampas de temperaturas utilizadas no
processo de mosturacdo, as quais sdo responsaveis por liberar esses
carboidratos  fermentesciveis no mosto cervejeiro  (WHITE;
ZAINASHEFF, 2010).

Ao final do processo cervejeiro utilizando S. arborariae,
obtiveram-se cervejas com teor alcodlico de 0,95% e 1,3% (v/v) no
mosto com e sem ldpulo, respectivamente. Apesar desses valores
estarem bem abaixo do teor alcodlico da maioria das cervejas (~5% v/v)
produzidas por linhagens comerciais de S. cerevisiae, ainda se
enquadram dentro do esperado para cervejas com baixo teor alcodlico
ou sem alcool, dependendo da legislacdo do pais. Paises como Brasil,
Alemanha e Bélgica consideram como cerveja sem alcool aquelas que
possuem teor alcoolico menor que 0,5% de etanol (v/v). Italia e Franca
classificam como cervejas sem alcool aquelas com teor alcodlico menor
que 12% (viv) (AQUARONE et al, 2001; BRASIL, 1997;
FRANCESCO et al., 2018; WHITE; ZAINASHEFF, 2010).

Alguns trabalhos sugerem a utilizacdo de leveduras selvagens
incapazes de utilizar maltose e maltotriose para a producéo de cervejas
com baixo teor alcodlico. Bellut et al. (2018) indicam para a producéo
de cervejas com baixo teor alcodlico a utilizacdo das espécies
Zygosaccharomyces kombuchaensis, Hanseniaspora  vineae,
Hanseniaspora valbyensis, Torulaspora delbrueckii,
Zygosaccharomyces bailii. Essas leveduras produziram rendimentos de
etanol que variaram desde 0,34 até 0,5% (v/v). Michel et al. (2015)
sugerem a utilizacdo da espécie Torulaspora delbrueckii, a qual produz
0,94% de alcool (v/v). Francesco e colaboradores (2018) sugerem a
utilizacdo Mrakia gelida a qual produz 1,4% de alcool (v/v). Destaca-se
que o teor alcodlico alcangado pela linhagem de Sp. arborariae € similar
ao alcancado também por linhagens comerciais para a producdo de
cervejas com baixo teor alcodlico, como por exemplo, a S. cerevisiae
WLP001 (California Ale yeast®), que mesmo capaz de consumir
maltose, produz 2,61% de alcool (v/v) e a Saccharomycodes ludwigii
WSL17, a qual produz 1,32% de alcool (v/v) (BELLUT et al., 2018;
FRANCESCO et al., 2018).
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A fermentacdo de mosto sem lGpulo também teve como objetivo
avaliar preliminarmente o potencial aromatico da linhagem de S.
arborarie UFMG-HM19.1A", a fim de motivar a continuidade de
estudos para aplicacdo em diferentes processos de producdo de bebidas.
A preparacdo do mosto cervejeiro passou por todas as etapas do
processo (mosturagdo, filtragdo e fervura), posteriormente foi
fermentado, maturado, clarificado, carbonatado e acondicionado em
garrafas. Analises olfativas do produto final detectaram um aroma
agradavel de maca verde. Esse aroma, encontrado em diversos produtos
alimenticios, esté associado a alta presenca de acetaldeido, um composto
volatil, nesse caso gerado no mosto cervejeiro. Sua concentracao final
pode variar normalmente de 10 a 200 mg/L, dependendo das condigdes
operacionais do mosto e levedura utilizadas no processo. Devido a forte
presenga do odor, estima-se que concentracfes maiores de acetaldeido
podem ter sido produzidas (ROSCA et al., 2016).

E importante destacar que leveduras fermentam glicose em etanol
e CO, em uma via metabdlica de diversas etapas. Primeiro, a glicose é
convertida a piruvato pela glicélise e em seguida o piruvato é convertido
a etanol em um processo de duas reacBes. Primeiro, o piruvato é
descarboxilado em uma reacdo irreversivel catalisada pela piruvato-
descarboxilase, gerando o acetaldeido que é reduzido a etanol pela a¢do
da alcool-desidrogenase (NELSON; COX, 2014). Dessa forma, a
presenca qualitativa elevada de acetaldeido, detectada no produto final,
ajuda a explicar o baixo teor alcoolico encontrado, visto que 0 mesmo
n&o foi convertido a etanol.

Na tentativa de compreender melhor o metabolismo da levedura
Sp. arborariae e melhorar sua capacidade fermentativa, aumentando a
producdo de etanol, utilizou-se duas diferentes estratégias que foram
testadas em fermentagcfes em menor escala, utilizando 45 mL de extrato
de malte (a 11 °Brix), para mimetizar o0 mosto cervejeiro. A primeira
estratégia consistiu na utilizacdo de um tempo maior de fermentacéo, até
19 dias (Figura 11), uma vez que em funcdo das condicGes de processo
aplicadas, assim como da linhagem utilizada um tempo de fermentacédo
maior pode ser necessario as leveduras para adaparem-se a0 consumo
dos carboidratos presentes no mosto. Alia-se a essa hipotese, como
discutido anteriormente, a possivel repressdo dos genes MAL, em funcéo
da presenca de glicose. Logo, apés a glicose ser totalmente consumida,
com o decorrer de um tempo mais longo, também pode ocorrer a
expressao desses genes.

A utilizacdo de um tempo maior de fermentagdo possibilitou o
consumo lento e gradual de uma pequena quantidade de maltose (5 g/L).
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Entretanto, em funcdo das condi¢des proporcionadas pelo extrato de
malte utilizado como mosto, ao invés do proprio mosto cervejeiro, a
linhagem néo foi capaz de consumir toda a glicose e, consequentemente,
obteve baixa producdo de etanol, atingindo 3,6 g/L. Como segunda
alternativa, visou-se a fermentacdo do mosto de extrato de malte
utilizando como indéculo células pré-cultivadas em meio YP + 2% de
maltose, para a fermentacdo do extrato de malte (Figura 12). Nesse caso
0 intuito foi possibilitar a ativacdo prévia dos genes MAL para melhorar
0 consumo de maltose, como ja apontado por Alves Jr. et al. (2007) e
Alves Jr. et al. (2014) em outras espécies de leveduras.
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Figura 11 — Fermentacdo do extrato de malte (11 °Brix) pela levedura
Sp. arborariae a 19 °C sem agitacéo.

A utilizacdo de células pré-cultivadas em meio YP com 2% de
maltose, quando comparadas as células pré-cultivadas no proprio extrato
de malte apresentaram uma pequena melhora no consumo de maltose e
glicose, cerca de 6 g/L a mais de maltose e 2 g/L a mais de glicose.
Entretanto, apesar da produgdo de etanol ter praticamente dobrado, de
3,7 g/L nas células pré-cultivadas em extrato de malte para 6,9 g/L para
as células pré-cultivadas em meio YP com 2% de maltose, os resultados
ainda ndo foram satisfatérios para a aplicacdo no processo de producéo
de cervejas convencionais. Para comparagdo, 0 mesmo experimento foi
realizado em paralelo para a linhagem comercial de S. cerevisiae
(SafAle™ US-05). Porém, por se tratar de uma levedura habituada ao
mosto cervejeiro, provavelmente com seus genes MAL expressos de
maneira constitutiva, ndo foram detectadas diferencas no decorrer da
fermentacédo entre células pré-cultivadas em meio YP + 2% de maltose
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ou células pré-cultivadas no proprio extrato de malte (dados ndo
mostrados).
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Figura 12 — Fermentacdo do extrato de malte (11 °Brix) pela levedura
Sp. arborariae com células pré-cultivadas em meio YP + 2% de maltose
a 19 °C sem agitacéo.

A Figura 13 apresenta o consumo de maltose e glicose e o
crescimento celular da levedura Sp. arborariae em meio YP + 2% de
maltose + 0,5% de glicose em meio com agitacdo a 160 rpm e
temperatura de 28 °C. Nessa situacdo os dois carboidratos foram
totalmente consumidos até a 20 hora de cultivo, ndo havendo a inibigio
do consumo de maltose pela glicose. Obteve-se alta produgdo de etanol,
guando comparada com os resultados obtidos na sec¢do 4.2, o qual trata
do consumo de carboidrato e producéo de etanol nas mesmas condigdes
(meio YP, 160 rpm e 28 °C). Atribui-se a esse fato, a presenca de 0,5%
de glicose no meio de cultivo, diferente dos experimentos anteriores que
contavam apenas com cada carboidrato de maneira isolada.

A partir dos resultados obtidos, acredita-se em trés diferentes
alternativas para melhorar a fermentacdo alcodlica do mosto cervejeiro
pela levedura Sp. arborariae: alteracdo da temperatura de 19 para 28 °C,
utilizacdo de 160 rpm de agitacdo e adicdo de uma fonte extra de
nitrogénio ao extrato de malte, que no caso do meio de cultivo YP base,
a fonte era 1% de peptona. O nitrogénio representa cerca 10% do peso
das leveduras e sdo estritamente necessarios para a producdo das
enzimas que serdo utilizadas para o transporte e consumo dos
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carboidratos do mosto cervejeiro (WHITE; ZAINASHEFF, 2010).
Analises mais detalhadas das velocidades individuais de absorcdo de
aminoacidos e seus efeitos sobre as velocidades de utilizacdo dos
carboidratos presentes no mosto cervejeiro revelaram que alguns
aminoacidos, como por exemplo, o aspartato, pode aumentar a consumo
de maltose pelas leveduras cervejeiras (SHIMIZU et al., 2002).
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Figura 13 — Consumo de maltose, glicose e producdo de etanol (A) e
crecimento celular (B) da levedura Sp. arborariae em meio YP com 2%
de maltose e 0,5% de glicose a 28 °C e 160 rpm.

A Figura 14 apresenta a fermentacdo do extrato de malte com 160
rom de agitacdo a 28 °C pela levedura Sp. arborariae. Apenas a
alteracdo de temperatura e agitacdo ja foram suficientes para a linhagem
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consumir totalmente maltotriose, glicose e boa parte da maltose presente
no meio, restando apenas em torno de 4 g/L. Porém, esse maior
consumo dos carboidratos foi praticamente todo convertido em
crescimento celular, gerando apenas um pico maximo de 1,8 g/L de
etanol no decorrer da fermentacao.
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Figura 14 — Fermentacdo do extrato de malte (11 ° Brix, A) e
crescimento celular (B) da levedura Sp. arborariae a 28 °C, com 160
rpm de agitacao.

As Figuras 15 e 16 apresentam a fermentacdo do extrato de malte
com 160 rpm de agitacdo a 28 °C pela linhagem de de Sp. arborariae
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suplementadas com 1% de sulfato de amodnio e 1% de peptona,
respectivamente. Com a adi¢do de uma fonte de nitrogénio, seja sulfato
de aménio ou peptona, a linhagem foi capaz de produzir em torno de 10
g/L de etanol em ambas as situa¢Ges. Entretanto, a adicdo de peptona
possibilitou um crescimento celular muito maior dessa linhagem. Dessa
forma, experimentos futuros visam a utilizacdo da linhagem de Sp.
arborariae para fermentacdo do mosto cervejeiro suplementado com
sulfato de aménio, buscando apenas o consumo efetivo dos carboidratos
e producdo de etanol ao invés de crescimento celular.
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Figura 15 — Fermentacdo do extrato de malte (11 ° Brix) suplementado
com 1% de sulfato de amdnio (A) e crescimento celular (B) da levedura
Sp. arborariae a 28 °C e 160 rpm.



68

Densidade otica
-+ Halo=e
-#- Etanol

Glicose
-=+— Haloirioze

0 50 100 150
Tempo [h]

1004

D Ogiiinm

0 50 100 150
Tempo [h]
Figura 16 — Fermentacdo do extrato de malte (11 ° Brix) suplementado

com 1% de peptona (A) e crescimento celular (B) da levedura Sp.
arborariae a 28 °C e 160 rpm.

45 OUTROS PARAMETROS DE SEEEQAO DE LEVEDURAS
PARA O PROCESSO DE PRODUCAO DE CERVEJA

45.1 Floculagédo

Apos o periodo de incubagdo, as células depositadas no fundo dos
tubos foram homogeneizadas para observacdo de flocos suspensos no
meio de cultivo. Nesse experimento avaliou-se a capacidade de
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floculagdo da linhagem de Sp. arborariae em comparacdo com a
linhagem comercial de S. cerevisiae (SafAleTM US-05).

As duas linhagens apresentaram a formacdo de grumos
caracteristicos da floculacdo. Apds o periodo de incubacdo a densidade
Optica foi medida na parte superior do tubo de ensaio para ambas as
linhagens que obtiveram o mesmo resultado, atingindo uma densidade
6tica a 600 nm de 0, indicando que todo o conteldo celular havia se
depositado no fundo do tubo de ensaio.

Destaca-se que além do desempenho de flocular da linhagem de
Sp. arborariae ter sido semelhante em comparacdo com a linhagem de
S. cerevisiae, essa linhagem obteve resultados satisfatorios nos
experimentos de aplicacdo no processo de producdo de cervejas de
baixo teor alcodlico, no qual passou pelo processo de maturacdo e
clarificacdo em baixas temperaturas (~5°C), sendo suficiente para
ocorrer a separagao das células do produto final.

45.2  Producdo de H,S

A Figura 17 apresenta uma imagem comparativa entre a linhagem
de Sp. arborariae e a linhagem comercial de S cerevisiae (SafAleTM
US-05) com relacdo a producéo qualitativa de H,S. Em ambos 0s casos
um aumento na temperatura (C e D) propiciou maior producéo de H,S,
como descrito na literatura (WHITE; ZAINASHEFF, 2010). A Sp.
arborariae exibiu maior crescimento celular nas duas temperaturas
guando comparada a linhagem comercial de S. cerevisiae. Um maior
crescimento celular, consequentemente, acarretou em manchas escuras
maiores na placa de cultura, os quais indicam uma maior producéo de
H,S. Porém, focando-se nas partes da placa em que houve um
crescimento maior da linhagem de S. cerevisiae, a intensidade das cores
¢ semelhante para ambas as linhagens, indicando uma producéo
semelhante de H,S entre as duas linhagens em fungdo de seu
crescimento celular.

Durante a fermentacdo € normal a producdo de H,S pelas
leveduras, entretanto, esse composto é carreado para fora do mosto
juntamente com CO, produzido durante a fermentacdo (WHITE;
ZAINASHEFF, 2010). Portanto, com relacdo a esse quesito, a produgdo
de H,S pela linhagem Sp. arborariae parece ndo ser um problema para
sua aplicacdo no processo de produgdo de cerveja. Destaca-se também
gue ndo foi detectada a presenca do odor caracteristico de H,S na
cerveja produzida nesse trabalho, a partir de andlises olfativas do
produto final.
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Figura 17 — Indicacdo qualitativa da producdo de H,S pela levedura Sp.
arborariae a 19 °C e 28 °C (A e C, respectivamente) e pela linhagem
comercial de S. cerevisiae (SafAleTM US-05) a 19°C e 28 °C (B e D,
respectivamente).

45.3 Toxinas Killer

A Figura 18 mostra o halo de inibicdo do crescimento de S.
arborariae causado pelas linhagens Perlage® BB S. cerevisiae fator
Killer positiva (A) e Pichia anémala CCT 2369 fator Killer K4 (B)
inoculadas pontualmente (100 uL) nos pocos feitos em placa de cultura.
A linhagem de Sp. arborariae foi inoculada no restante da placa. Os
halos claros ao redor do inoculo das linhagens Killer indicam uma
regido de baixa densidade de S. arborariae em compara¢do com o
restante da placa, gerada a partir das toxinas Kiler liberadas pelas duas
linhagens. As toxinas impediram o crescimento de Sp. arborariae ao
redor desses pocos, indicando que pode ser sensivel ao fator Killer
dessas duas linhagens. Nesse mesmo experimento, a linhagem de S.
cerevisiae CCT 0761 fator Killer K2 tambem foi utilizada. Entretanto, a
Sp. arborariae ndo se mostrou sensivel ao seu fator Killer. Ressalta-se
gue esses resultados sdo de carater preliminar e que necessitam de
confirmacao.
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Figura 18 — Aparentes halos de inibicdo (areas mais claras) do
crescimento da linhagem de Sp. arborariae formados em placa de Petri
YPD com 0,003% de azul de metileno a partir da inoculagéo pontual das
linhagens Perlage® BB S. cerevisiae fator Killer positiva (A) e CCT
2369 Pichia anémala fator Killer K4 (B).

Cada fator Killer atua de modo diferente, 0 mecanismo de agéo
do fator Killer K2 atua atraves da ligagdo da toxina gerada nas p(1-6)D-
glucanas da parede celular da célula alvo, gerando um canal i6nico na
célula, permitindo a entrada da toxina dentro da célula (ANKE;
WEBER, 2009). Enquanto que o fator Killer K4 parece possuir outro
tipo de alvo na membrana celular (BUSSEY, 1981).

A aplicacdo de linhagens de fator Killer sensivel possuem maior
restricdo no processo de producdo de vinhos, pela alta variabilidade de
micro-organismos no mosto, que por sua vez pode conter linhagens
Killer que irdo eliminar as linhagens sensiveis a essa toxina (DOYLE;
BEUCHAT, 2007). Entretanto, para a aplicagdo no processo de
producdo de cervejas, cujo mosto passa pelo processo de fervura que o
sanitiza, a chance de contaminacdo por leveduras Killer é muito
reduzida. Assim a aplicacdo de uma linhagem S. arborariae sensivel
ndo representa um potencial problema. Destaca-se ainda que essa
analise visa além de caracterizar o fator Killer da S. arborariae, sendo
esse um importante pardmetro a ser caracterizado, a utilizacdo dessa
levedura em co-fermentagdes ou fermentagbes sequenciais. Uma vez
que sua aplicagdo no processo de producdo de cerveja obteve uma
cerveja de aroma agradavel e baixo teor alcodlico, pode-se contornar
essa problema através de uma co-fermentacdo ou fermentacdo
sequencial aonde a S. arborariae seria responsavel por produzir o aroma
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da cerveja enquanto que uma levedura convencional produziria o etanol.
Nesse caso, sugere-se co-fermentacdes apenas com leveduras de fator
Killer neutro devido a sensibilidade da S. arborariae e em fermentagdes
sequenciais sugere-se primeiro a utilizagdo da S. arborariae e depois a
utilizacdo de uma levedura convencional independente do seu fator
Killer.

46 SELECAO DE GENES PARA TRANSPORTADORES DE
CARBOIDRATOS E o-GLICOSIDASES

Os dados obtidos nos cultivos em microescala mostram que a
linhagem de Sp. arborariae é capaz de assimilar e fermentar maltose e
maltotriose. Em meio YP e YNB a utilizacdo desses carboidratos
possibilitou um elevado crescimento e producdo de etanol. Portanto,
investigou-se em seu genome a presenca dos genes responsaveis pela
utilizacdo desses dois carboidratos, semelhantes aos transportadores
MALx1 e AGT1 e as maltases MALx2 de S. cerevisiae (BROWN et al.,
2010; STAMBUK; DE ARAUJO, 2001).

De acordo com Needleman (1991) um locus MAL completo
possui 0s trés genes responsaveis pela a-glicosidase, transportador e
regulador préximos. Dentro desse modelo existe uma regido intergénica,
entre o gene que codifica o transportador MALX1 e o gene que codifica a
maltase MALX2, a qual possui regibes promotoras especificas que dao
inicio a transcricdo de ambos os genes em sentidos opostos (VIDGREN
et al., 2011). Apesar da linhagem de Sp. arborariae ndo possuir, a
principio, os trés genes préximos, encontrou-se ORF’s com homologia a
MALx1 e MALx2 (Tabela 5) que compartilham a mesma regido
intergénica, sendo esse locus parcialmente funcional e previamente
caracterizado como malg, encontrado em diversas leveduras
(NAUMOV et al., 1994).

As ORF’s com homologia aos transportadores MALXx1
localizados no genoma de S. arborarie possuem as 12 regides
transmembranas e o motivo PESP (Figura 19), conservado na maioria
dos transportadores de carboidratos (WEIERSTALL et al., 1999;
HENDERSON, 1993). Porém, duas das trés sequéncias que possuem
similaridade com as sequéncias MALx1 (T1 e T2) apresentam o codon
CUG, o qual codifica serina na espécie Sp. arborariae, enquanto que em
S. cerevisiae, assim como na maioria dos eucariotos, tal codon codifica
leucina (MUHLHAUSEN; KOLLMAR, 2014).
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Tabela 5 — Percentual de similaridade das ORF’s da linhagem de Sp.
arborariae com sequéncias MALx1 e MALx2 da linhagem de S.
cerevisiae S288C, selecionadas através da ferramenta BLASTp.

Similaridade (%)

ORF MALXx1 MALXx2
M1 - 50
M2 - 35
Tl 45 -

T2 23 -
T3 23* -

*A ORF T3 apresentou 23% de identidade com transportadores do tipo HXT,
entretanto, trabalhos anteriores do grupo mostraram semelhanca dessa ORF a
transportadores MALXL.

A substituicdo de uma serina (aminoacido polar ndo carregado)
por uma leucina (aminodcido apolar) € passivel de alteragdo
conformacional na estrutura terciaria das proteinas em questdo, nao
apenas pela diferenca de cargas entre esses dois aminoacidos, mas
também em funcdo de seu tamanho e massa, sendo a leucina o maior
dentre esses dois aminoacidos (NELSON; COX, 2014). Entretanto, a
sequéncia T1 apresenta essa substituicdo entre a regido transmembrana 5
e 6, a qual esta voltada para o lado de fora da célula e ap6s as 12 regibes
transmembrana. A sequéncia T2 também apresenta duas substitui¢des, a
primeira entre a regido transmembrana 2 e 3, a qual esta voltada para o
interior da célula, e na regido transmembranar 12, o que pode acarretar
em alguma possivel perda da atividade de transporte (HENDERSON,
1993).

Trichez et al. (2019) identificou quatro residuos de aminoacidos
conservados nas regides transmembranas preditas pelo gene AGT1 e
também conservadas em outros transportadores MAL ja caracterizados,
essenciais para o transporte de maltotriose assim como de outros o-
glicosideos. Um &cido glutdmico na posicdo 120 e um 4cido aspartico na
posi¢do 123, ambos dentro da primeira regido transmembrana, um 4cido
glutdmico ou uma glutamina, no caso da permeasse codificada pelo gene
MalP da Aspergillus orizae, na posigdo 167, dentro da segunda regido
transmembrana e uma arginina na posicdo 535 dentro da décima
primeira regido transmembrana, de acordo com o alinhamento mostrado
na Figura 19. Todos também conservados na ORF T1 analisada nesse
trabalho.
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Figura 19 — AImhamento das ORFs T1, T2, T3 e AGT1_Sc construidas
a partir do genoma de Sp. arborariae utilizando genes homélogos de
transportadores de a-glicosidases da familia de genes MAL de S.
cerevisiae S288C. O alinhamento foi realizado utilizando-se o programa
IBIVU  Server-PRALINE  (http://ww.ibi.vu.nl). As 12 regibes
transmembrana estdo destacadas em verde. Os motivos PESP estdo
circulados em amarelo. A posicdo do codon CUG esta enquadrada em
vermelho.
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A Figura 20 mostra o filograma obtido utilizando-se 0 método de
méxima parciménia descrito por Jones e colaboradores (1992),
utilizando-se de genes presentes no banco de dados de diversos
transportadores MAL j& caracterizados, assim como das trés sequéncias
analisadas nesse trabalho (T1, T2 e T3). A ORF T1, foi a Unica
sequéncia que se alinhou préxima das sequéncias conhecidas dos genes
MAL, corroborando com o alto grau de homologia entre eles mostrado
anteriormente (Tabela 5). Destaca-se que ela se alinhou proximo da
sequéncia Mal2 Op de Ogataea (Hansenula) polymorpha capaz de
transportar maltose, maltotriose, sacarose, trealose, melezitose, turanose,
maltulose, isomaltose, palatinose e p-nitro fenol glicopiranosideo
(VIIGAND et al., 2016; VIIGAND; ALAMAE, 2007). Entretanto, das
sequéncias analisadas por Trichez et al., (2019), também utilizadas
nesse filograma, a sequéncia Malp Ao de Aspergillus orizae, que ja foi
descrita como capaz de transportar maltose, foi a Unica que dos 4
residuos de aminoacidos identificados possuia uma glutamina na
posicdo 167, dentro da segunda regido transmembrana, igual a ORF T1
analisada nesse trabalno (HASEGAWA et al., 2010). A ORF T2, assim
como a ORF T3 provavelmente devido ao menor grau de homologia
com os genes MAL (23%, Tabela 5), ndo se alinharam préximo aos
genes MAL.

A Figura 21 mostra o filograma obtido utilizando-se 0 mesmo
método de maxima parciménia descrito por Jones e colaboradores
(1992) utilizando-se nesse caso 32 sequéncias de aminoécidos de
diversas maltases e isomaltases, além das duas sequéncias que visou-se
analisar nesse trabalho (M1 e M2). A ORF M1 apesar de possuir a
sequéncia TAG prdéxima de seu sitio ativo, sequéncia caracteristica de
maltases, alinhou-se mais proxima de sequéncias com carater misto, que
atuam tanto como maltase ou isomaltase. A ORF M2 possui a sequéncia
VGS, carateristica de isomaltases, porém a mesma se encontra distante
de seu sitio ativo. A M2 ndo se alinhou préxima de nenhuma maltase ou
isomaltase e, apesar de possuir homologia aos genes MAL (Tabela 5),
pode ndo possuir atividade de a-glicosidase (VOORDECKERS et al.,
2012).

De acordo com Vidgren et al. (2011) os principais elementos
promotores da regido intergénica presente nos loci MAL sdo duas caixas
TATA e sitios de ativacdo especificos dos genes MAL. Os genes MALXx1
e MALx2 possuem dois sistemas distintos de regulacdo, governados por
diferentes fatores de transcricdo em resposta a diferentes carboidratos.
Possuindo um sitio de ativagdo especifico em resposta a palatinose, no
qual o fator de transcricdo Mall3p, por exemplo, se liga a regido
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promotora especifica entre a sequéncia da a-glicosidase e do
transportador. Enquanto que o fator de transcricdo Mal63p, em resposta
a outros carboidratos, como maltose e maltotriose, por exemplo, possui
trés sitios de ligacdo especificos (POUGACH et al., 2014).

MAL11 Se CAA10163
MAL31 Se 093979
MALE1 Sc P15685
MALZ1 Sc BAHZ22447
MTY1 Sp QFZ8H7
MPH2 Sc POCD99

AGT1 Sc CAA9T322
_|: MAL11 Td Q5J9B2
MAL2 Op Q325L4
—
AGT1 Bb AFNG9126
ﬁnﬂ Ao BAEG4050

T2

T3

—
&

Figura 20 — Arvore filogenética do tipo maxima parciménia gerada a

partir do software MEGA7. As sequéncias utilizadas sdo de diversos

transportadores conhecidos e ja caracterizados e das trés ORF’s

estudadas no presente trabalho.

A Figura 22 mostra em verde e preto os sitios de ativacdo
encontrados entre o possivel transportador (T1) e a possivel maltase
(M1) da linhagem de Sp. arborariae localizada no contig 033 dessa
levedura. Encontrou-se quatro sitios de ativacdo para a proteina Mal63p
induzida na presenca de maltose, formados por uma sequéncia
CGC(9N)CGN, um sitio a mais do que o descrito na literatura, sendo
trés deles em uma fita do DNA e o outro sitio na fita complementar
(POUGACH et al., 2014). A Figura 22 ainda destaca em vermelho as
duas caixas TATA, localizadas entre -200 e -50 pb do codon inicial
ATG, formadas por uma sequéncia TA(A/T)(A/T)YNNNN, como
descrito por Basehoar et al., (2004). Além disso, encontrou-se os sitios
de ligacdo responsaveis por reconhecer os dois dedos de zinco da
proteina Miglp, a qual inibe a transcricdo dos genes em questdo,
formados por uma caixa GC de sequéncia (G/C)(C/T)GG(G/A)G.
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Destaca-se ainda a preferéncia por um “G” na posi¢do 5 para uma maior
afinidade na ligagdo da Miglp e uma regido rica em “AT” na regido 5’
da caixa GC, a qual também é importante para a ligacdo da Miglp,
ambas encontradas nesse caso (HU et al., 1995).

S cerevisiae S288c IMA3
S cerevisiae YPS606
S cerevisiae S5288¢c IMA4
S.paradoxus UFRJ50791
S.cerevisiae S238c IMAZ
S.mikatae IFO1815 c633
S kudriavzevii IFO1802 c1565
:l Isomaltase { S.bayanus MYC623
S.cerevisiae 5286c IMA1
L S kudriavzevii IFO1802 c1888
:l Maltase (I 1— K thermotolerans GI-255711056
S mikatae IFO1815 c789
1 [ S.pgradoxus M 45
[1 Misto — K thermotolerans GI 255715867
S kudriavzevii IFO1802 1970
S.mikatae IFO1815 c203
fS.paradoxus CBs432
S.cerevisiae MAL12
S.cerevisiae Yllc17 E5
S.cerevisiae MAL32
S _paradoxus DBVPGE304
I{ S.cerevisiae 5288c IMAS
S.cerevisiae 273614M

K thermotolerans Gl:255719660
_EK.thermotolerans Gl 256719187
S kluyverii SAKLOA00154g
E S_kluyverii SAKLOC00176g
S_kluyverii SAKLOA05698g
S kluyverii SAKLDADSE54g
P.angusta GI:7739797
L.elongisporus GI:149243808|

M1
K. lactis GI:60312678 |
M2

0.20
Figura 21 — Arvore filogenética do tipo méaxima parciménia gerada a
partir do software MEGA7. As sequéncias utilizadas sdo de 32 o-
glicosidases distintas e das duas ORF’s estudadas no presente trabalho.
Em azul encontram-se as a-glicosidases que atuam como maltases, em
vermelho as que atuam como isomaltases e em cinza as que possuem

carater misto.
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54 pb 99 pb 51pb 24 pb
A — A ™
M1 — ratctata —— e16666 — cecceacatactecs —

420 pb 603 pb 248 pb
A

. .
[ I

—— —
CGCTGTGTTTCACGT—————] CGCCCAGATACTCG 6—————] 616666 f—r]

420 pb 80 pb
|

[ 1 I 1
GCGAGCAATGTTGCG) | TaTAnanT—— T1

45%
Figura 22 — Regido intergénica entre possivel transportador e possivel a-
glicosidase no contig 033 da linhagem de Sp. arborariae. Em vermelho
estdo destacadas as caixas TATA, em verde e preto os sitios de ativacdo
Malx3, em roxo os sitios de ligacdo da Miglp e em azul o local das
ORF’s.

A regido intergénica entre o possivel transportador (T2) e a
possivel maltase (M2) da linhagem de Sp. arborariae no contig 185
dessa levedura ndo mostra sitios de ligacdo para os fatores de transcri¢do
relacionados & presenga de maltose ou palatinose, proximos as duas
ORF’s. Destaca-se ainda que essas ORF’s estdo bem distantes uma da
outra (41,5 kbp) apesar de ambas possuirem homologia com genes
MALx1 e MALx2 da linhagem de Saccharomyces cerevisiae S288C e
duas possiveis caixas TATA, localizadas entre -200 e -50 pb do cddon
inicial ATG, formadas por uma sequéncia TA(A/T)(A/T)NNNN, como
descrito por Basehoar et al. (2004), assim como 0s sitios de repressao da
Miglp, formados por wuma caixa GC de sequéncia
(G/C)(CIT)GG(G/A)G, os quais também possuem uma regido rica em
“AT” naregido 5’ da caixa GC e um “G” na posi¢do 5 (HU et al., 1995).
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5 CONCLUSOES

A linhagem de Sp. arborariae mostrou alta capacidade de
consumo e producdo de etanol a partir de maltose, maltotriose e
sacarose nos experimentos em microescala em  condigdes
microaerobicas e também em condicdes aerdbicas em erlenmeyers de
250 mL com 50 mL de meio. Os ensaios enzimaticos mostraram que
células cultivadas em meio YP suplementado com 2% de maltose ou
sacarose mostram alta capacidade de hidrolisar maltose entre outros a-
glicosideos indicando a presenga de possiveis a-glicosidases nessa
linhagm.

A linhagem de Sp. arborariae UFMG-HM19.A" tem potencial
para aplicagdo na producdo de cervejas. O controle da temperatura,
agitacdo e suplementacdo de nitrogénio é uma ferramenta interessante
para desenvolver cervejas de baixo até alto teor alcodlico. Dentre os
parametros pré-avalidados a linhagem apresentou desempenho
satisfatério com relacdo a producédo de H,S e capacidade de floculacéo.
Sua aparente sensibilidade a fatores Killer ndo representa um problema
significativo para a producdo de cervejas, devido as condi¢es mais
assépticas dos mostos cervejeiros, embora possa ser um problema em
outros tipos de mostos.

As analises de bioinformatica identificaram um possivel locus
malg formado por uma ORF T1, que possui as 12 regides
transmembrana e o motivos PESP conservado, com 44% de similaridade
a permeasse MAL31 e outra ORF M1 com 50% de similaridade a
isomaltase IMAL. A regido intergénica entre essas duas sequéncias
possui duas caixas TATA, duas caixas GC (locais de ligacdo para a
Miglp) e os trés sitios de ligagdo para o respectivo fator de transcricéo,
como descrito na literatura. Devido a esse alto indicio da presenca do
locus malg, estudos posteriores devem clonar e expressar tais sequéncias
em linhagens recombinantes de S. cerevisiae para sua devida
caracterizacéo.
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