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Resumo

Embora os episodios de contaminagdo bacteriana possam causar prejuizos economicos
de milhares de reais as destilarias de alcool combustivel no pais, at¢ 0 momento nao ha ainda
um catdlogo completo de informacdes sobre todas as possiveis espécies bacterianas
envolvidas na contamina¢do industrial, e poucos sdo os dados encontrados na literatura
cientifica sobre contaminantes bacterianos do processo de fermentagdo alcoolica. O presente
trabalho teve como objetivo principal estabelecer o padrao populacional de bactérias lacticas
envolvidas em episddios de contaminagdo bacteriana do processo industrial de producdo de
alcool combustivel no Nordeste do Brasil. Para isso foram coletas amostras de mosto
fermento durante as safras 2005-2006, 2006-2007 e 2007-2008, em destilarias nos Estados da
Paraiba ¢ de Pernambuco. A identificagdo dos isolados foi realizada através da técnica
ARDRA e pela analise do sequenciamento de DNA dos genes pheS e 16S. Em termos gerais,
os resultados mostraram que os principais contaminantes bacterianos do processo sdo os
lactobacilos. A analise da dindmica da populagdo bacteriana nestas destilarias, principalmente
a safra 2007/2008, sugere que algumas bactérias surgem no processo, contudo ndo conseguem
se manter, como por exemplo, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus ferintoshensis e
Lactobacillus brevis. Outras, contudo, surgem e se mantém, ainda que modificando a sua
freqiiéncia, como Lactobacillus vini e Lactobacillus fermentum. A detecgdo da presenga da
bactéria L. vini em alta proporg¢éo no processo representa um dado muito relevante, ja que este
¢ o primeiro trabalho que relata essa bactéria em processos fermentativos para producdo de
alcool combustivel no Brasil. Alguns autores sugerem que o Lactobacillus vini em associagdo
com a levedura Dekkera bruxellensis pode constituir um bom consorcio para produgido de
alcool combustivel. A comparagdo da identificagdao bacteriana deste trabalho com os dados de
dinamica das diferentes espécies de leveduras mostraram uma tendéncia a essa associagao
também nas destilarias locais. Além da identificacdo, os isolados bacterianos de L. fermentum
e L. vini foram tipados pelo REP-PCR com o “primer” (GTG)s. Os resultados mostraram que,
além da diversidade de espécies bacterianas detectadas, existe uma diversidade de linhagens
dessas duas principais espécies no processo. A espécie L. fermentum tem sido apontada como
principal contaminante em processo de fermenta¢do alcodlica industrial, sendo algumas
linhagens capazes de causar floculagdo em leveduras, podendo causar danos ao processo
fermentativo. Trabalhos futuros visam correlacionar os diferentes perfis intra-especificos
dessas espécies com algum dano do processo, visando assim tracar uma melhor estratégia de

controle microbiano.
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Abstract

Despite the fact that episodes of bacterial contamination can cause economic losses of
up to several thousands of dollars to fuel alcohol distilleries in the country, a complete catalog
on all possible bacterial species involved in industrial contamination still far from completion
and there are few data in the scientific literature about bacterial contaminants in the process of
alcoholic fermentation. This study aimed to establish the standard population of lactic acid
bacteria involved in episodes of bacterial contamination of the industrial production of
ethanol in fuel alcohol distilleries in Northeastern of Brazil. For this purpose, samples were
collected from fermented must during the harvest 2005-2006, 2006-2007 and 2007-2008, in
distilleries in the state of Paraiba and Pernambuco. The identification of the isolates was
performed using a technique ARDRA and by sequencing the genes pheS and 16S. Overall, the
results show that the major bacterial contaminant species in the process belong to
Lactobacillus. Analysis of bacterial population dynamics in these distilleries, mainly the
2007/2008 harvest, suggests that some bacteria appear in the proceedings, but can not keep,
such as Lactobacillus plantarum, Lactobacillus brevis and Lactobacillus ferintoshensis.
Others, however, arising and remains, even changing its frequency, as Lactobacillus vini and
Lactobacillus fermentum. The presence of the bacterium Lactobacillus vini, as well as its high
proportion of the process is highly relevant data, since this is the first study reporting this
bacterium in fermentation processes for ethanol production in Brazil. Some authors suggest
that Lactobacillus vini in association with the yeast Dekkera bruxellensis can be a good
consortium to produce ethanol.The comparison of both bacterial and yeast population
dynamics support such interaction in the local destilleries. In addition to identifying, the
bacterial isolates of Lactobacillus fermentum and Lactobacillus vini were typed by REP-PCR
with the primer (GTG)s. The results showed that, in addition to the diversity of bacterial
species detected, there is a diversity of strains of these two main species in the process. The
species Lactobacillus fermentum has been reported as the main contaminant in the process of
alcoholic industrial fermentation, and some strains can cause flocculation in yeast, which can
cause some problems in the process. Future work aimed to correlate the different intra-
specific profiles with some of the damage process, and therefore seeks to draw a better

strategy for microbial control.
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Introducéao

O alcool combustivel é produzido no Brasil a partir da fermentagao industrial do caldo
de cana e/ou melago que ocorre a partir da metaboliza¢do da sacarose a etanol por células da
levedura da espécie Saccharomyces cerevisiae. Este processo ocorre em ambiente séptico,
propenso a entrada de bactérias e outras leveduras, os chamados microrganismos selvagens.
Estes microrganismos podem se instalar e promover episédios de contaminagdo que levam a
queda no rendimento industrial. As contaminagdes bacterianas sao normalmente controladas
pelo uso de antibidticos industriais e por meio do controle do pH pela adi¢do de 4cido
sulfurico diluido durante o reciclo da biomassa nos pré-fermentadores industriais.

Nesses processos, as contaminagdes bacterianas tém sido apontadas como uma das
principais causas da redugdo no crescimento ¢ na viabilidade das leveduras, que tem como
conseqiiéncia a queda no rendimento de etanol. Esta queda pode ocorrer de forma direta, pelo
consumo do actcar do mosto pelas células contaminantes para a produgdo de acidos e outros
metabolitos, e, portanto, esta parte do substrato deixaria de ser utilizado para a produ¢do de
etanol. Ou de forma indireta, os metabodlitos produzidos poderiam afetar a viabilidade da
Saccharomyces cerevisiae, interferindo na capacidade fermentativa da biomassa e
ocasionando redu¢do na producao de etanol.

Dentre os contaminantes bacterianos, as bactérias lacticas se destacam devido a sua
tolerancia a altas temperaturas, baixo pH, etanol e pela habilidade de crescimento rapido.
Estes microrganismos fermentam o carboidrato a acido lactico e uma pequena quantidade de
acido acético, reduzindo o rendimento de etanol e inibindo a fermentagdo da levedura pelo
acido lactico. Além disso, o estresse celular a que sdo submetidas as leveduras, faz com que
suas cé€lulas liberem nutrientes, particularmente aminodcidos e peptideos, que podem
estimular o crescimento bacteriano, retroalimentando os episddios de contaminacao.

Portanto, importantes perdas economicas tém sido observadas devido a episodios de
contaminag¢do bacteriana do processo, tanto com custos para controle desses episodios, quanto
pela queda de rendimento e produtividade do processo.

Nesse contexto, a produgdo de um banco de dados genético e fisiologico sobre estas bactérias
contaminantes, a exemplo do que ja vem sendo feito com leveduras contaminantes em nosso
laboratorio, assim como, o entendimento dos efeitos das diferentes espécies bacterianas no
processo de fermentagdo alcoodlica serviria de base para o melhor controle biologico do
processo, além de permitir futuros trabalhos que visem o entendimento das interagdes

microbianas em um ambiente tdo complexo como a fermentagdo alcoolica.
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1. Revisdo da Literatura
1.1. Microbiologia da Fermentacéo Alcodlica

O processo de fermentagdo industrial para produg¢do de alcool combustivel ocorre
através de dois processos: a) o processo em batelada no qual toda fermentagdo se processa em
dornas individuais com recuperacdo do fermento e sua reutilizagdo em fermentacdes
posteriores; b) o processo continuo que consiste na fermentacao através de dornas interligadas
nas quais a fermentagdo ocorre gradualmente em varios estagios. Nesse processo também
ocorre a reutilizagdo do fermento, pois 0 mesmo retorna a dorna inicial depois de centrifugado
juntamente com o mosto para realimentagdo do processo (Wheals et al., 1999). Até pouco
tempo as destilarias utilizavam linhagens de panificagdo para o inicio da fermentagdo (Silva-
Filho et al., 2005a; Basso et al., 2008). Entretanto, dados recentes do acompanhamento da
dindmica da populagdo de leveduras ao longo do periodo de safra tém mostrado que essas
células nao apresentam capacidade de dominancia do processo e logo sdao substituidas por
células de linhagens que sdo introduzidas no processo pelo substrato ndo-estéril (Silva-Filho
et al., 2005a; Basso et al., 2008). Esta instabilidade causada pela constante substituicdo da
populacdo de leveduras pouco adaptadas ao processo pode contribuir para a instalagdo dos
episodios de contaminacao bacteriana. Entretanto, pode-se admitir também que a instalagdo
de uma determinada espécie bacteriana ou mesmo de uma determinada linhagem bacteriana
seja responsavel pela instabilidade da populacdo de levedura. Neste sentido, esfor¢os recentes
tém sido direcionados para a busca de linhagens de S. cerevisiae cada vez mais adaptadas aos
processos industriais, que sejam resistentes aos diversos fatores fisicos, quimicos e bioldgicos
ali presentes, e que apresentam alta capacidade fermentativa (Basso et al., 1993; Basso e
Amorim, 1996; Silva-Filho et al., 2005b; Basso et al., 2008).

Apesar dos esfor¢os continuos, episddios de contaminagdo bacteriana e fungica ainda
sdo visualizados nestes processos. O antagonismo entre leveduras e bactérias ¢ largamente
conhecido. Os produtos do metabolismo bacteriano sao desvantajosos para o crescimento das
leveduras, afetando o rendimento e a produtividade alcodlica (Oliva-Neto et al., 2004). E
possivel que a presenca de certas espécies bacterianas sejam responsaveis pela instalacdo de
eventos de contaminagdo por varias espécies de leveduras que ja foram detectadas no
ambiente industrial (Basilio et al., 2008), com especial atengado para Dekkera bruxellensis que
foi identificada como a principal levedura contaminante das destilarias de alcool do Nordeste
do Brasil (de Souza-Liberal et al., 2007). Também ha relatos de contaminagdes severas por
leveduras D. bruxellensis em destilarias de alcool dos EUA e Canad4, onde se utiliza amido

de milho como matéria-prima (Abbott et al., 2005), ou ainda na Europa, onde o substrato ¢é
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beterraba agucareira (de Miniac, 1989; Ciani et al., 2003). Linhagens de D. bruxellensis sao
utilizadas por séculos para a fabricagdo da cerveja Lambic tradicional da Bélgica (Loureiro ¢
Malfeito-Ferreira, 2003), embora seu sabor muito forte seja pouco apreciado fora daquele
pais. Além do mais, da mesma forma que relatamos sua presenca como episddios de
contaminagdo das destilarias, as andlises de laboratério nos mostraram que essa levedura
também produz etanol em rendimentos comparaveis aqueles de S. cerevisiae, sendo seu maior
problema a baixa produtividade que causa problemas operacionais na industria (de Souza-
Liberal et al., 2007). Passoth e colaboradores (2007) mostrou a capacidade de D. bruxellensis
de se estabelecer e produzir etanol em uma destilaria na Suécia que utiliza mosto de cereais,
isto em associa¢do com a bactéria Lactobacillus vini. Este ¢ um exemplo do que foi apontado
acima como possibilidade de que a presenca de uma determinada bactéria possa facilitar e
estimular o desenvolvimento de uma levedura contaminante no processo.

A contaminacdo bacteriana ¢ a principal causa para redu¢dao do crescimento e da
viabilidade da levedura, sendo o grupo das bactérias lacticas o mais persistente em processo
de contaminacdo devido a tolerdncia a alta concentragdo de etanol, baixo pH, altas
temperaturas e por fim por sua habilidade de sobreviver no ambiente de fermentacao alcodlica
(Narendranath et al., 1997, 2000). Dentre as bactérias lacticas, destacam-se os Lactobacillus
como o género predominante dentre os contaminantes isolados do processo de industrial de
fermentagdo alcoolica, pois muitas espécies Lactobacillus sdo capazes de crescer em
concentragdes de etanol acima de 10% (vol/vol) (Narendranath et al., 1997, 2000). Os
contaminantes podem originar-se da dorna de fermentagdo, linhas de transporte, trocadores de
calor, do caldo de cana ndo tratado ou melaco e até mesmo do caldo de cana tratado, ¢ até do
proprio fermento (Narendranath et al.,1997). Contudo, o nimero desses contaminantes pode
ser significativamente reduzido através da limpeza e higienizagdo dos equipamentos,
temperaturas acima de 70°C, pasteurizagdo e esterilizacdo quimica do substrato (Narendranath
et al., 1997). Alguns processos foram desenvolvidos para o controle de contaminagdes
bacterianas durante o processo de fermentagdo alcoolica. Um dos processos mais conhecido ¢
a lavagem das células coletadas do processo fermentativo com &cido sulfurico diluido.
Contudo, apesar de obter bons resultados em processos descontinuos, essa metodologia nao
apresenta a mesma eficiéncia em processos continuos (Chang et al., 1997).

Outro método ¢ a utilizacdo de antibioticos de formulagdo industrial como a
penicilina, estreptomicina, tetraciclina, virginiamicina ou mistura deste. Esta, entretanto, se
constitui numa metodologia dispendiosa. Além disso, a utilizagdo de antibidticos em escala
industrial esté relacionada com a questdo de que estes ndo podem deixar residuos no processo.

E ainda, o mau uso destes produtos pode contribuir para a constru¢ao de um reservatorio de
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resisténcia bacteriana, promovendo assim uma busca por métodos alternativos para o controle
de contaminagdo bacteriana nestes processos (Narendranath et al., 2000). E ¢é neste contexto
que surgem alternativas, embora que ainda sejam pouco conhecidos os mecanismos de acao,
como a utilizacdo de perdxido de hidrogénio e sulfito no controle destas contaminagdes
(Chang et al., 1997; Narendranath et al., 2000).

A maioria dos estudos recentes tem empregado simulagdes em laboratorio que
utilizam culturas puras de leveduras e bactérias especificas ou seus produtos inibidores.
Culturas puras de S. cerevisiae sdo claramente estressadas pela adicdo de acido acético e
lactico, resultando em diminui¢do no crescimento e viabilidade celular e na producdo de
etanol (Narendranath et al., 2001; Thomas et al., 2002). Simulagdes de infecgdes bacteriana
em fermentag¢ao de malte por L. brevis, L. plantarum, ou Leuconostoc sp. resultaram em um
aumento da acidez devido ao 4cido lactico, e reduziu a produgdo de etanol e o crescimento da
levedura. Lactobacillus casei var. pseudoplantarum proliferou em um modelo de fermentagao
de melago de beterraba, produzindo acido lactico e acido acético, inibindo a producdo de
etanol (Skinner e Leathers, 2004). Em um modelo de batelada alimentada de fermentagdo do
melaco, L. fermentum produziu acido lactico em niveis capazes de inibir fortemente a
fermentagdo de leveduras apds alguns reciclos de célula (Oliva-Neto e Yokoya, 1994).
Quando 10’ a 10’ unidades formadoras de colonias (UFC) de L. plantarum, L. paracasei, L.
rhamnosus, ou L. fermentum foram introduzidos em fermentagdes do trigo, foram observadas
redugdes na producao de etanol de até 7,6%, dependendo da espécie bacteriana e do tamanho
do inoculo (Narendranath et al., 1997). Por outro lado, dados contraditorios mostram que a
fermentagdo do trigo ndo foi seriamente prejudicada na produtividade em etanol quando
infectada artificialmente com L. fermentum ou L. delbruekii na concentracdo de 10® UFC/ml
(Skinner e Leathers, 2004). Thomas et al. (2001) constataram que suspensoes de células de L.
collinoides, L. fermentum, L. plantarum e L. paracasei subsp. paracasei na concentragdo de
10" células/ml ndo afetaram a viabilidade celular e a capacidade fermentativa das células de S.
cerevisiae em fermentacdo de milho. No entanto, foi observada uma redugdo de até 22% na
producdo de etanol quando as bactérias foram pré-cultivadas no mosto por 24 h para
concentragdes maiores do que 10’ células/ml (Thomas et al., 2001).

Recentemente, um modelo simples para simular a contaminacdo bacteriana e infec¢ao
foi desenvolvido usando células de S. cerevisiae cultivadas em mosto de milho sacarificado e
cepas de bactérias lacticas isoladas da fermentacao de etanol a partir de graos secos (Brischoff
et al., 2009). Desafiando o modelo com 10® células/mL de Lactobacillus fermentum foram
detectadas a diminui¢ao de 27% na producao de etanol e aumento de 6,2 a 45,5 g/L da glicose

residual. A magnitude do efeito foi proporcional a carga bacteriana inicial, com 10’
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células/mL de L. fermentum ainda produzindo uma diminui¢do de 8% em etanol ¢ um
aumento de 3,2 vezes da glicose residual. A infec¢do foi também dependente das espécies de
bactérias utilizadas, ja que nem L. delbrueckii ATCC 4797 nem L. amylovorus 0315-7B
produziu uma redugio significativa em etanol quando inoculados a uma densidade de 10°
células/mL (Brischoff et al., 2009). Portanto, o efeito da contaminagdo pode depender do

contaminante especifico e das condig¢des de cultura.

1.2. Bacteérias Lacticas (“Lactic Acid Bacteria” — LAB)

As bactérias lacticas sdo bactérias gram-positivas, catalase-negativa, que crescem em
condi¢des de microaerofilia a condi¢des estritamente anaerdbicas, ndo formam esporos, sao
desprovidas de citocromo e apresentam baixo conteudo de guanina e citosina no DNA (menor
do que 50%). Esse grupo inclui um grande nimero de género, tais como: Lactobacillus,
Lactococcus, Enterococcus, Streptococcus, Pediococcus, Leuconostostoc, Weissella,
Carnobacterium, Tetragenococcus ¢ Bifidobacterium (Klein et al., 1998; Holzapfel et al.,
2001).

As bactérias lacticas sdo encontradas em diferentes habitats como laticinios, vegetais,
carnes, no solo, 4gua, adubo, 4gua de esgoto, em fermentagdes lacticas (produgdo de queijo,
iogurtes, manteiga) e alcoolicas (produg¢do de alcool combustivel, vinho, uisque). Essas
bactérias sdo encontradas ainda no trato digestivo humano, na cavidade oral, na vagina.
(Morea et al., 1998, Holzapfel et al., 2001 ; Simpson et al., 2001 ; Du Plessis et al., 2004).
Sdo tipicamente quimiotrdoficas e fermentam carboidratos produzindo principalmente acido
lactico como produto final. Algumas de suas caracteristicas sdo de interesse para sua func¢ao
como probidtico, cuja pré-condigdo € sobreviver no trato intestinal (Klein et al., 1998).

Entre as espécies tteis a0 homem podem se destacar as do género Lactobacillus. Estas
bactérias contribuem para a fermentacdo de diversos produtos vegetais (pickles, azeitonas,
chucrute), a acidificagdo e fermentagdo da farinha do pao e outros produtos de pastelaria, a
fermentagdo da forragem ensilada, a producao de iogurte, kefir e queijos, estando igualmente
presente no vinho, cidra, cerveja, uisque de malte e outras bebidas fermentadas. As espécies
de Lactococcus estdo envolvidas na fabricacdo da manteiga e de muitas variedades de queijo,
enquanto as espécies de Oenococcus predominam na fermentagdo do vinho e da cidra (Figura
1). Ja as espécies de Leuconostoc (Figura 1) e Weissella contaminam e degradam produtos
animais (carne) e vegetais. O esverdeamento da carne estragada ¢ uma conseqiiéncia da
producao de peroxido de hidrogénio por estas bactérias. Algumas espécies sao, no entanto,
utilizadas na preparacdo de manteiga, queijos, pickles, chucrute e bebidas fermentadas

tropicais. Também Pediococcus, presente na fermentacdo de diversos produtos vegetais
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(azeitonas, pepinos, feijdo) ou animais (carne, queijo, peixe), pode ser usado na preparagdo e

conservagao de alimentos vegetais ou derivados de carne (Slonczewski e Foster, 2008).

Figura 1: Fotomicrografia de trés importantes representantes das bactérias lacticas. Lactococcus lactis
(painel A), a bactéria mais comum na fermentagdo do leite e na producdo de queijos; Oenococcus oeni
(painel B), a principal bactéria implicada na fermentagdo do vinho; Leuconostoc mesenteroides (painel
C), wusados na produgdo do chucrute e outros produtos vegetais fermentados
(www.almargem.org/images/articles/113/Lactobacilos).

A taxonomia LAB foi por muito tempo baseada principalmente em apenas critérios
fisiologicos, contudo desde a descri¢ao dos género Lactobacillus e Bifidobacterium em1986,
muitos desses grupos taxondmicos tem passado por grandes mudancas (Klein et al., 1998;
Holzapfel et al., 2001). Atualmente a taxonomia das bactérias ndo utiliza apenas
caracteristicas fisioldgicas, ela ¢ baseada em caracteristicas fenotipicas e genomicas reveladas
em nivel molecular. Quando combinadas, essas técnicas tém se mostrado capazes de
diferenciar espécies que sdo fenotipicamente muito semelhantes, mas que sdo um pouco
diferentes ao nivel de genotipo (Klein et al., 1998; Holzapfel et al., 2001). Portanto, a
taxonomia entdo chamada de polifasica, por associar diversas técnicas tanto a nivel intra
como interespecifico, tem se mostrado capaz de resolver problemas antigos da taxonomia e
tem se mostrado confidvel, uma vez que essas bactérias sdo muito utilizadas como probiotico,
sendo de extrema importancia uma classificagdo mais acurada desse grupo (Klein et al., 1998;

Holzapfel et al., 2001).

1.3. Identificacéo e Tipagem Genética

Diferentes técnicas tém sido aplicadas a bactérias lacticas como ferramentas para a
identificacdo e diferenciacdo inter e intra-especifica. A maior vantagem dessas técnicas de
tipagem estd baseada no polimorfismo de DNA e no seu alto poder discriminatorio, cuja
aplicabilidade ¢ universal. Essas metodologias vém permitindo a diferenciagdo de linhagens

muito proximas e com caracteristicas fenotipicas similares.
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Entre as técnicas moleculares as que sdo mais aplicadas para diferenciacdo de
bactérias lacticas, principalmente aquelas que sdo utilizadas como probioticos, sao: perfil
plasmidial, analise de enzimas de restricdo, eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE),
amplificacdo aleatoria do DNA polimorfico (RAPD), REP-PCR, sequenciamento, entre outras
(Klein et al., 1998; Holzapfel et al., 2001; Gevers et al., 2001).

1.3.1. Perfil Plasmidial

Para bactérias lacticas, o perfil plasmidial era considerado 1util para a tipagem de
linhagens dentro de uma espécie. A presenga de plasmideos nas espécies de lactobacilos tem
sido demonstrada desde que estes foram descobertos pela primeira vez (Chassy et al., 1976).
A existéncia de plasmideos em linhagens da espécie Lactobacillus plantarum isolados de
carne, queijo e silage tem sido demonstrada (Nes, 1984; West ¢ Warner, 1985; Hill e Hill,
1986; Mayo et al., 1989), mas a maioria desses plasmideos sdao, no entanto, ainda cripticos
(Ruiz-Barba et al., 1991).

Ruiz-Barba e colaboradores (1991) estudaram perfis plasmidiais de 35 isolados de
Lactobacillus plantarum obtidos de diferentes fermentadores de azeitona verde com uma
grande variabilidade tanto no nimero (5 a 16) como no tamanho (2 a 68 kb), mas em geral
plasmideos com baixo peso molecular predominaram sobre os plasmideos com alto peso
molecular. Posteriormente, Duffner e O’Connell (1995) estudaram 72 isolados de
Lacobacillus plantarum, sendo detectado plasmideos em 56 deles. Nenhum plasmideo foi
detectado em 16 isolados apods inumeras tentativas, sendo que 15 deles depois foram
confirmados como sendo pertencentes a mesma linhagem pela técnica de ribotipagem. Dos
isolados que continham plasmideos, 25 diferentes perfis foram identificados e os isolados
foram agrupados de acordo com esses perfis. Apesar de o perfil plasmidial ser altamente
discriminatorio (23 dos isolados puderam ser diferenciados por esta técnica), a auséncia de
plasmideos nos 16 isolados (um subgrupo que demonstrou depois conter duas diferentes
linhagens), compromete seu uso para tipagem de linhagens. Isso ¢ corroborado para alta
instabilidade comprovada para alguns plasmideos de Lactobacillus plantarum (Hill e Hill,
1986). Portanto, como resultado da instabilidade do DNA extracromossomal, métodos que

utilizam o DNA cromossomal, tém sido mais utilizados por demonstrar melhores resultados.
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1.3.2. Analise de Enzimas de Restricdo (REA)

Essa metodologia envolve a digestdo do DNA cromossomal com endonucleases de
restricdo. Os fragmentos obtidos sdo geralmente separados em gel de agarose em uma
eletroforese convencional. Isto resulta em um complexo padrao de bandas onde os fragmentos
variam entre 1000 e 20000 bp. A complexidade no padrdao de bandas gerado dificulta a anélise
visual, sendo necessario a utilizacdo de programas computacionais de andalise multivariante
(Charteris et al., 1997). O método de REA tem sido aplicado com sucesso para diferenciagido
de linhagens de L. acidophilus (Roussel et al., 1993), L. cassei e L. rhamnosus (Ahrné e
Molin, 1997) e L. reuteri (Stahl € Molin, 1994; Ahrné ¢ Molin, 1997).

1.3.3. Eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE)

Esse tipo de eletroforese envolve mudancas periddicas na orientagdo do campo
elétrico, o que permite a separacao de fragmentos de DNA com alto peso molecular. A técnica
de PFGE permite o uso de enzimas de restricdo que reconhecem sitios de baixa propor¢ao no
genoma, as quais geram um pequeno numero de fragmentos (5 a 20 fragmentos grandes e de
boa resolu¢ao que variam entre 10 a 800 kb), resultando em um padrao de bandas de facil
interpretagdo. Esta consiste em um método com alto poder discriminatdrio e reprodutivel, e
tem sido usado para diferenciar linhagens de importantes bactérias probidticas, como
bifidobacteria, L. casei, L. acidophilus (Roussel et al., 1993; Ferrero et al., 1996; Roy et al.,
1996; Holzapfel et al., 2001). Em muitos estudos com Lactobacillus, o PFGE tem se
mostrado como um método poderoso para tipagem de linhagens, sendo também utilizado em
estudos epidemioldgicos. Contudo consiste em uma técnica laboriosa e cara, e apenas um

limitado numero de amostras pode ser analisado ao mesmo tempo (Ventura e Zink, 2002).

1.3.4. Amplificacdo aleatéria do DNA polimoérfico (RAPD)

Essa técnica consiste na amplificagcdo de seqiiéncias do genoma através de “primers”
pequenos com seqiiéncias arbitrarias que a baixas temperaturas hibridizam em locais
distribuidos aleatoriamente no genoma do organismo-alvo. Tem como vantagem o fato de que
ndo se necessita de conhecimento especifico do genoma a ser estudado, contudo seu aspecto
negativo consiste na sua baixa reprodutibilidade, necessitando de condigdes cuidadosamente
controladas. A RAPD vem sendo utilizada na caracterizagdo de bactérias lacticas de processos

fermentativos tais como para produgdo de picles (Sesena et al., 2004) ¢ producdo de uisque
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(Simpson et al., 2001). Van Reenen e Dicks (1996) utilizaram esta metodologia para
diferenciar L. plantarum e L. pentosus que apresentavam padrdes similares para assimilagdo

de agucares, contudo apresentaram padrdes distintos para o RAPD.

1.3.5. REP-PCR (Amplificacio de elementos de DNA repetitivos bacteriano)

Seqiiencias de DNA repetitivo altamente conservadas, como elementos repetitivos
extragénicos palindromicos (REP), elementos repetitivos intragénicos consensus em
enterobactérias (ERIC) e elementos BOX, parecem ser amplamente distribuidos nos genomas
de varios grupos de bactérias. A amplificacao das seqii€éncias entre cada um destes elementos
repetitivos tem sido utilizada para gerar perfis de DNA de varias espécies bacterianas Gram-
negativas e Gram-positivas (De Vuyst et al., 2008). Além disso, as seqiiéncias com unidades
de repeticdo (GTG)s parecem ser amplamente distribuidos nos genomas de diversos grupos de
bactérias, como a amplificagdo das seqii€ncias entre estes elementos repetitivos gerou padroes
de impressodes genéticas (DNA fingerprints) especificos para diversas espécies de lactobacilos
(Gevers et al., 2001) e enterococos (Svec et al., 2005), permitindo uma especiagio e tipagem
rapida e confiavel.

Segundo Gevers et al. (2001), a REP-PCR consiste em uma técnica com alto poder
discriminatorio, baixo custo, adequada para discriminacdo de linhagens e pode ser
considerada como uma ferramenta confidvel para a classificacdo e tipagem de uma grande
variedade de bactérias Gram-negativas e Gram- positivas. A técnica REP-PCR usando o
iniciador (GTG)s ¢ uma ferramenta rapida, de facil performance, e reprodutivel para a
diferencia¢do de uma grande variedade de Lactobacillus associados a alimentos nos niveis de
espécie, subespécie e, potencialmente, até de linhagem, com um protocolo de desempenho
simples. Esta técnica consiste em uma ferramenta genotipica promissora para detec¢do de
especiacdo ¢ tipagem rapida e confidvel de lactobacilos ¢ outras LAB em industrias de
fermentacao.

Segundo De Vuyst et al. (2008), o iniciador (GTG)s permitiu a identificacao da
impressao genética das bactérias do 4cido acético (AAB — “Acetic Acid Bacteria”) em um dia
de trabalho e pode ser usado para a classificacdo e identificacio de AABs no nivel de
espécies, bem como para caracterizagao de isolados AABs em nivel intraespecifico. O uso do
iniciador (GTG)s pode rapidamente aumentar o nosso conhecimento a cerca da ecologia e
biodiversidade tanto das LABs como das AABs e nos ajudar a determinar com mais precisao
o seu comportamento de crescimento e benéficos ou indesejaveis papel durante as varias

etapas da fermentacao dos alimentos.
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1.3.6. tDNA-PCR

A técnica da tDNA-PCR consiste na amplificagdo de regides espacadoras intergénicas
dos genes que codificam tRNA, os quais ocorrem em multiplas copias dispersas por todo
genoma (Welsh e McClelland, 1991). A realizagdo de uma reagcdo em cadeia da polimerase
(PCR) utilizando um “primer” simples que contém seqiiéncias consenso do tRNA, ou mesmo
um par de “primers” externos aos genes de tRNA, amplifica um conjunto de fragmentos de
DNA cujo padrao ¢ geralmente espécie-especifico, embora espécies proximas possam, por
vezes, produzir padroes de amplificacdo semelhantes. A impressao genOmica gerada ¢
bastante conservada dentro de uma espécie, e em bactérias, muitos dos produtos dessa
impressao estdo conservados em espécies intimamente relacionadas. Sendo assim, a tDNA-
PCR, utilizando “primers” consensos do gene tRNA, pode auxiliar na identificagdo de
espécies e géneros (Welsh e McClelland, 1991). Esta técnica tem sido aplicada para
Staphylococci (Maes et al.,1997), Streptococci (De Gheldre et al., 1999) e Legionella (De
Gheldre et al., 2001). Associada com a eletroforese por capilaridade, a tDNA-PCR tem sido
aplicada para espécies de Listeria (Vaneechoutte et al., 1998), Enterococci (Bacle et al.,
2000) e streptococci (Baele et al., 2001). Baele et al. (2002) avaliaram a aplicabilidade desta
técnica associada a eletroforese de capilaridade para uma identificagdo rapida de
lactobacillus, conseguindo distinguir 22 isolados de Lactobacillus ao nivel de espécie,

baseando—se apenas em um unico padrao de impressao do tDNA.

1.3.7. Ribotipagem

A técnica da ribotipagem se baseia na hibridizacdo do tipo Southern Blot de
fragmentos de restricio do DNA cromossdmico com sondas para os genes 23S e 16S rRNA.
Em geral, o padrao obtido ¢ mais estavel e de melhor interpretagdo que o padrao gerado pelo
REA (Charteris et al., 1997). Outra vantagem estar na alta reprodutibilidade desta técnica e na
possibilidade de se utilizar uma sonda universal para todas as espécies, devido a similaridade
dos genes ribossomais (Grimont ¢ Grimont, 1986; Pot et al., 1993; Holzapfel et al., 2001). O
acumulo de informagdes relacionado com as seqiiéncias dos genes que codifica o 16S rRNA e
o conhecimento obtido a cerca da regido espagadora intergénica dos genes 16S-23S rRNA
tem permitido a identificagdo de LABs utilizando oligonucleotidios como sondas ou através
de PCR (Chagnaud et al., 2001). A ribotipagem vem sendo utilizada para estudar e

caracterizar linhagens e diferentes espécies de bactérias lacticas encontradas na mucosa
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vaginal, no processo de fabricacdo do queijo mussarela, na produgdo de uisque, processo de
fermentacdo do vinho, dentre outros (Morea et al., 1998, Simpson et al., 2001, Pavlova et al.,
2002, Du Plessis et al., 2004). Contudo, a escolha de uma enzima de restrigdo adequada ¢ de
extrema importancia e diferentes padroes de ribotipagem podem ser obtidos pelo uso de
diferentes enzimas. Bjorkroth e Korkeala (1996) identificaram EcoRI, HindIII e Clal como as
que melhores resultados foram obtidos entre 11 testadas para diferenciagdo de linhagens de
Lactobacillus sake. Contudo, a técnica de ribotipagem ¢ mais apropriada para a discriminagdo

em nivel interespecifico do que a nivel intra-especifico (Holzapfel et al., 2001).

1.3.8. Analise de Restricio de DNA Ribossomal Amplificado (ARDRA)

A técnica de ARDRA consiste na analise do perfil de digestao do produto da PCR da
regido ITS do loco de rDNA (Figura 2). O perfil gerado por ARDRA ¢ distinto entre os
grupos, podendo se diferenciar dentro de um mesmo grupo. Essa técnica tem se mostrado uma
ferramenta importante na identificacdo de bactérias, e de linhagens dentro das espécies, pois
nem sempre os métodos cldssicos baseados nas caracteristicas bioquimicas e/ou
morfofisiologicas geram resultados claros e confiaveis (Dubernet et al., 2002; Collado e
Hernandez, 2007). Assim como a ribotipagem, a ARDRA faz uso da analise dos genes
ribossomais que carregam consigo informagdes uteis sobre a relagao evolutiva e de parentesco
entre as bactérias (Miteva et al.,, 2001). Esta metodologia combina facilidade, rapidez,
especificidade e sensibilidade, sendo mais acurada do que as metodologias comumente
utilizadas nos laboratdrios para a identificacdo de bactérias e se mostra bastante eficiente na
diferenciacdo das espécies dos géneros Lactobacillus, Streptococcus e Bifidobacterium
(Miteva et al., 2001; Moreira et al., 2005; Collado ¢ Hernandez, 2007).

A técnica de ARDRA foi utilizada com sucesso na diferenciacdo das espécies de
bactérias produtoras de acido acético destituidas de variagdes intraespecificas indicando que a
alta variabilidade da seqiiéncia 16S-23S ITS nestas bactérias pode ser utilizadas para fazer a
identificacdo e classificagdo taxondmica de linhagens ou de grupos relatados dentro das
proprias linhagens de bactérias (Ruiz et al., 2000; Shang et al., 2003). Nesse sentido, a
utilizagdo de sondas espécie-especificas t€ém proporcionado a diferenciagao intraespecifica de
L. delbrueckii pela analise do perfil de restrigdo do 16S gerado com a enzima ECORI. Assim,
foi possivel diferenciar linhagens de L. delbrueckii subsp. bulgaris de linhagens do complexo
L. delbrueckii subsp. delbrueckii/L. delbrueckii subsp. lactis (Miteva et al., 2001).

A metodologia da ARDRA constitui uma técnica especifica e reprodutivel para a

identificagdo de LABs ao nivel de espécie (Moreira et al., 2005). Em geral, espécies do
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género Lactobacillus apresentam trés bandas de amplificagdo, correspondendo as trés regides
espagadoras (pequena, media e grande regides espagadoras) do loco 16S-26S, similar as
encontradas nas espécies dos géneros Pediococcus, Carnobacterium, Leuconostoc e Weissella.
Estas diferencas nos tamanhos sdo devido a insercdo do gene do tRNA-Ala dentro do
espacador médio ou dos genes de tRNA-Ala e tRNA-Ile dentro do espagador maior.
Bifidobacteria, Enterococci, Streptococci e Staphylococci apresentam padroes de
amplificacdo com uma banda ou duas com tamanhos diferentes, também devido a inser¢ao
dos genes dos tRNA (Moreira et al., 2005). Com isso, a técnica de ARDRA podera ser
utilizada na andlise da populacdo bacteriana associada a producdo de etanol para a
identificacao dos contaminantes bacterianos presentes no processo de fermentacao alcoolica.

Por se tratar de uma técnica rapida, com alta sensibilidade e precisa para a identifica¢do de

LABs.

Insercéo de tRNAs

tRNA%A [ tRNALE ITS(g)
' tRNAML ' ITS(m)

Figura 2. Mapa fisico do operon de RNA ribossomal bacteriano mostrando os genes codificadores dos rRNAs
5S, 16 e 23S, separados pelas regides internas transcritas (ITS). A regido ITS entre os genes 16S e 23S ¢
classificada como pequena (ITSp) quando ndo possui inser¢des, ITS média (ITSm) quando apresenta a inser¢ao
de uma copia do gene de tRNA** ¢ ITS grande (ITSg) quando apresenta uma copia de cada um dos genes
tRNA"* ¢ tRNA*, Essa regido é amplificada com o uso dos primers 16-1A e 23-1B.

1.3.9. Sequenciamento de DNA

Macromoléculas tém sido descritas como documentos de historia evolutiva e ao longo
de décadas tém sido utilizadas para explorar a diversidade filogenética e a relagdo evolutiva
dos organismos. RecA é uma pequena proteina (352 aminoacidos em Escherichia coli)
envolvida no processo de recombinagao homodloga do DNA, na inducdo do sistema SOS, e
inducdo dos mecanismos de reparacdo de lesdes no DNA (Eisen, 1995; Torriani et al., 2001).
Devido a sua importancia o gene recA ¢ amplamente distribuido entre as espécies bacterianas,
e o produto desse gene tem sido proposto como um marcador filogenético para espécies

(Lloyd e Sharp, 1993; Eisen, 1995; Torriani et al., 2001). Torriani et al. (2001) aplicaram esta
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metodologia com sucesso para diferenciagdo de trés espécies do grupo Lactobacillus
plantarum (L. plantarum, L. pentosus e L. paraplantarum) e também mostraram o alto poder
discriminatorio desse gene para separar espécies de dificil diferenciagdo, tais com
Bifidobacterium longum e Bifidobacterium infantis. Isto valida a utilizacdo desse gene como
um marcador filogenético-taxondmico para espécies relacionadas e abre uma nova
possibilidade para uma rapida e segura identificacdo das bactérias lacticas de importancia para
alimentacao.

Entretanto, o gene 16S rRNA ainda ¢ o alvo mais comum nos estudos de diversidade
bacteriana. Trata-se de um marcador bem-conservado, universal com fun¢do bem definida que
era estabelecida na fase inicial da sua evolucao e ¢ relativamente pouco afetado por pressdes
ambientais. Estes fatos, junto com o tamanho do gene, o torna um bom reldgio evolutivo
(Kimura et al., 1997; Mohania et al., 2008). Embora o gene 16S rRNA seja considerado um
marcador universal e bem-conservado, existem algumas deficiéncias associadas a sua
utilizacdo. Primeiro, os genes 16S rRNA sdo tdo bem conservados que resulta em um poder
de resolucao limitado (Achenbach et al., 2001; Mohania et al., 2008). Em segundo lugar,
embora o gene 16S rRNA seja um marcador universal, diferentes espécies de bactérias tém
diferentes numeros de coépias do gene. Isto leva a uma sobre- ou sub-representagdo de
algumas espécies bacterianas quando se usa os genes 16S rRNA como alvos. Além disso,
muitos genes diferentes do gene 16S rRNA foram também explorado em estudos de
diversidade bacteriana. Alguns destes sdo genes universais que cada bactéria possui, mas com
a Unica diferenca genética seqiiencial. A maioria destes genes universais sdo bem conservados
na medida em que desempenham fungdes semelhantes em todas as bactérias. Alguns destes
genes sdo taxons especificos, o que revela uma maior diversidade genética entre espécies
estreitamente relacionadas, isto ¢, tais genes fornecem uma melhor visdo da relagdo
filogenética (Chang et al., 2001; Mohania et al., 2008).

Genes informativos como o gene 16S RNAr s3o comumente considerados confiaveis
marcadores filogenéticos para atribuir relagdes evolutivas entre as espécies do género
Lactobacillus (Schleifer e Ludwig, 1995; Naser et al., 2007) (Figura 3), emboram por vezes
ndo permitam a identificagdo de espécies estreitamente relacionadas. O uso de genes
classificados como housekeeping esta emergindo como uma alternativa para superar esses
problemas (Stackebrandt et al., 2002; Santos ¢ Ochman, 2004; Naser et al., 2007). Recentes
estudos in silico baseados em genomas completos tém fornecido a base para o
estabelecimento de conjuntos de genes housekeeping que pode predizer com exatiddo o
parentesco génico e melhorar a precisdo das identificacdes das espécies. A necessidade de

marcadores genomicos alternativos que proporcionam maiores niveis de discriminag¢ao que o
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gene 16S rRNA tem levado a um seqiienciamento mais sistematico de genes housekeeping
(Coenye et al., 2005; Gevers et al., 2005; Konstantinidis e Tiedje, 2005; Naser et al., 2005a,
2005b, 2007; Thompson et al., 2005; Zeigler, 2003).
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Figura 3. Exemplo da discriminagdo filogenética de lactobacilos isolados de preparagdes comerciais de
probidticos utilizando o seqiienciamento do gene rDNA 16S (Reproduzido de Mehanthiralingam et al. BMC
Microbiology 2009, 9: 251).

Para ser utilizado para a discriminagdo de espécies, os genes devem estar presentes em
uma Unica copia, evoluir mais rapidamente do que o gene do RNA ribossomal (rRNA) e ser

amplamente distribuido entre os genomas bacterianos. Aqueles genes em que a recombinagao
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podera conferir uma vantagem seletiva, ou genes estreitamente ligados, devem ser evitados.
Além disso, esses genes devem ser informativos com um grau adequado de resolugdo e
fornecerem variabilidade suficiente para diferenciar espécies de um determinado género
(Zeigler, 2003; Naser et al., 2007). O uso de genes housekeeping como o gene que codifica a
enzima fenilalanina-tRNA sintetase bacteriana (gene pheS) ¢ a subunidade a da RNA
polimerase (FpoA) provou ser um sistema robusto para a identificacao de todos as espécies
reconhecidas do género Lactobacillus (Naser et al., 2007). A analise dos gene pheS e rpoA
permite efetivamente que as espécies de Lactobacillus intimamente relacionados sejam
diferenciados em um alto nivel de discriminagdo do que o possivel comparando seqiiéncias do

gene 16S rRNA.

1.3.10. Consideracoes

Tradicionalmente, as bactérias lacticas eram classificadas com base em caracteristicas
fenotipicas, tais como: morfologia, fermentacdo em glicose, fermentacdo em diferentes
carboidratos, crescimento em diferentes temperaturas. Mais recentemente, as técnicas de
biologia molecular tém obtido espago e importancia neste contexto. Contudo, as técnicas
disponiveis apresentam vantagens e limitacdes, necessitando, por isso, de se buscar novos
marcadores que apresentem nivel elevado de discriminagdo, € que ao mesmo tempo sejam
empregados como ferramentas seguras e viaveis no acompanhamento destas em processos
industriais e na alimentacdo. Nesse contexto, a taxonomia polifasica, que combina as
caracteristicas morfoldgicas, bioquimicas e fisiologicas com as técnicas de biologia
molecular, parece a melhor opgao para a identificacdo das bactérias lacticas. Com isso, 0s
microbiologistas buscam chegar a um consenso de classificacdo integrando diferentes tipos de
dados e informacdes dentro de uma entidade de classificacdo bioldgica que contém um
minimo de contradi¢des (Vandamme et al., 1996). Isso inclui dados fenotipicos (por exemplo,
os resultados dos testes bioquimicos, composi¢ao de acidos graxos), os dados genotipicos (por
exemplo, o DNA fingerprinting) e informacdes filogenéticas (por exemplo, sequéncias de
genes rRNA) (Gevers et al., 2005).

Atualmente, uma espécie procariotica é definida como uma categoria que circunscreve,
preferencialmente, um grupo genomicamente coerente de isolados/linhagens individuais que
partilha de um elevado grau de semelhanca em muitas caracteristicas independentes, testadas
comparativamente sob condigdes altamente normalizada (Stackebrandt et al., 2002; Gevers et
al., 2005). Praticamente, uma espécie procariotica é considerada como um grupo de amostras

(incluindo a cepa tipo) que se caracterizam por certo grau de consisténcia fenotipica,
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mostrando 70% de hibridizagio DNA-DNA (DDH, DNA-DNA hybridization) ¢ mais de 97%
de identidade da seqiiéncia do gene ribossomal 16S RNA (rRNA) (Vandamme et al., 1996;
Gevers et al., 2005).

Desde a década de 1970, espécies procaridtiocas foram descritas com base em dados
produzidos em experimentos de hibridizagdo DNA-DNA. Nesta abordagem, a similaridade
genética entre isolados ¢ avaliada pelo grau em que seus genomas hibridizam sob condi¢des
padronizadas. Isolados que demonstram mais de 70% DDH e valores menores que 5% de
diferenca em sua temperatura de desnaturagdo (ATm) sdo considerados como pertencentes a
mesma espécie (embora este valor limite pode ser ajustado pelos especialistas que estdo
familiarizados com a excentricidade de cada um dos grupos taxonomicos). Com isso, 0s
isolados que compartilham menos que 50% de DDH devem pertencer a espécies diferentes.
Para facilitar a identificagdo sdo necessarias consisténcia fenotipica dentro da espécie e as
diferencas entre as espécies. A analise comparativa da seqiiéncia do gene 16S rRNA ¢
amplamente utilizado para determinar a posicdo filogenética do isolados. Estirpes que
mostram menos do que 97% de similaridade com seqiiéncias de 16S rRNA de todas as
espécies conhecidas sdo consideradas como pertencentes a uma nova espécie, ja que os dados
experimentais se correlacionam com o critério de corte adotado para a técnica de DDH
(Gevers et al., 2005).

Na prética, a caracterizagdo taxonomica de uma colecao de isolados comega com uma
selecdo que permite que os isolados mais estreitamente relacionados sejam agrupados e sejam
distinguidos dos isolados ndo relacionados. Muitas vezes os métodos utilizados incluem
analise de acidos graxos (um método quimiotaxondmico em que os lipidios presentes nas
células bacterianas sdo analisados e utilizados para delinear o agrupamento (Welch, 1991;
Gevers et al., 2005) e uma variedade de métodos de tipagem baseadas em analise de DNA.
Esses métodos tém a vantagem de serem relativamente rapidos e faceis de realizar e podem
ser automatizados, tornando-os particularmente 1til para a selecdo padronizada de um grande
numero de isolados. Posteriormente, a analise da seqiliéncia genética do gene ribosomal 16S
rRNA ¢ realizada com representantes dos diferentes grupos, e estas seqiiéncias sdo
comparadas com as de espécies conhecidas. Desta forma, a posicdo filogenética ¢
determinada. Com base nos resultados desta analise, os organismos sao selecionados, ¢ devem
ser incluidos em experimentos de hibridizagdio DNA-DNA (Gevers et al., 2005).

Enfim, a taxonomia de procariotos tem sido muito influenciada pelos avangos na
genética de populagdes de microrganismos, ecologia e gendmica, e pela facilidade com que os
dados de sequenciamento tém sido obtidos. Esses avan¢os t€ém for¢cado os microbiologistas a

revisarem um dos mais antigos ramos dessa disciplina, a sistematica. E nitido que o futuro da
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taxonomia e sistemdtica microbiana basear-se-4 numa abordagem fundamentada no
sequenciamento de DNA (Gevers et al., 2005). Esses métodos podem ser aplicados na analise
de populagdes microbianas complexas, como parece ser o caso da populacdo de bactérias do
processo de fermentagdo alcodlica industrial. O entendimento dessa popula¢do devera
contribuir para o maior controle do processo industrial, com repercussdes econdmicas

importantes para o setor industrial.
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2. Objetivos

2.1. Geral

O presente trabalho teve como objetivo principal estabelecer a diversidade de bactérias
lacticas (Lactic Acid Bactéria- LAB) envolvidas em episodios de contaminagdo bacteriana do

processo industrial de produgao de alcool combustivel em destilarias de dlcool combustivel

2.1. Especificos

a) Padronizar o uso das técnicas de ARDRA e de sequenciamento de DNA para a
analise das bactérias provenientes do processo de fermentagao alcoolica industrial;

b) Identificar os principais grupos de isolados bacterianos coletados ao longo da safra
em diferentes destilarias e quantifica-los;

c) Avaliar a variagdo intra-especifica das principais espécies bacterianas identificadas.
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3. Material e Métodos

3.1. Linhagens de Lactobacillus comerciais e de colecao

A padronizacdo da técnica de ARDRA foi realizada com o uso de linhagens
provenientes da empresa Fermentec Ltda (Piracicaba, SP) que foram isoladas de processos
fermentativos em destilarias do Estado de Sado Paulo, e identificadas pelos métodos de
taxonomia bioquimica convencional. As linhagens industriais utilizadas foram FT388B,

FT400B, FT025B, FT337B, FT008B, FT124B, FT054B.

3.2. Isolamento, manutencao e identificacdo bacteriana

3.2.1. Coleta e Plagueamento do Mosto de Cana de Acucar

As amostras foram obtidas através de coletas de 100 ml do mosto fermentado na dorna
de fermentacdo de ultimo estadgio do processo fermentacdo continua de diferentes destilarias
localizadas nos estados da Paraiba e Pernambuco, regido Nordeste do Brasil em diferentes
safras. Na safra 2005-2006 foi realizada uma coletada no final do periodo de Safra das
destilarias Miriri e Japungu no municipio de Santa Rita no estado da Paraiba, e da destilaria
Trapiche localizada municipio de Sirinhaém no estado de Pernambuco. Na safra 2006-2007
foi realizada uma tnica coleta no inicio da safra na destilaria Miriri e quatro coletas com 30
(C1), 90 (C2) e 180(C3) dias de safra na destilaria Japungu, e ainda uma ultima coleta (C4)
quando da mudanca do substrato de fermentag¢ao do caldo de cana para melago apds o término
da colheita da cana. Na safra 2007-2008 o material foi coletado durante todo o periodo de
safra com intervalos de 30 dias a partir do primeiro dia, nas destilarias Miriri, Japungu e
Trapiche, além de uma quarta destilaria, a Giasa localizada no municipio de Pedras de Fogo
no Estado da Paraiba.

O material coletado foi diluido em solugdo salina 0,85% estéril até 3x10 e aliquotas
de 0,1 ml das dilui¢des 3x10~ e 3x10™ foram semeadas em placas de Petri contendo o meio de
cultura MRS (Agar Lactobacillus MRS, Himédia) acrescido de cicloheximida (0,2 g.L'l) . As
placas foram incubadas a 37°C em jarras anaerdbicas com geradores de anaerobiose

Anaerocult A (Merk) por um periodo de 4 a 5 dias (Skinner e Leathers, 2004).
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3.2.2. Contagem, Isolamento e Purificacdo das Culturas

Apos incubagdo, foram selecionadas placas com aproximadamente 100 colonias que
apresentassem boa distribuicdo com relagdo ao crescimento. As colonias foram caracterizadas
quanto a morfologia, ¢ o isolamento das bactérias foi realizado através de amostragem dos
representantes de cada morfotipo. Os isolados foram mantidos em caldo MRS com glicerol
30% a -20 °C. As colonias foram semeadas em meio MRS liquido, a 37 °C por

aproximadamente dois dias, para o crescimento e posterior extragdo do DNA total.

3.3. Tipagem Genética

3.3.1. Extracdo de DNA

As células de bactérias foram cultivadas em tubos plasticos de 15 ml contendo 10 ml
de meio MRS a 37°C e utilizadas para extragdo de DNA segundo metodologia descrita por
Moreira et al. (2005). Resumidamente, as células foram coletadas por centrifuga¢do a 3000
rpm por 15 minutos e o sedimento celular foi ressuspendido com 1 ml de solugdo de LiCl a 5
M e incubado por 1 h sob agita¢do constante. Apds incubagdo, as células foram centrifugadas
e o sedimento ressuspendido em 1 ml de tampao TE;( (Tris 50 mM, EDTA 10 mM, pH 8,0)
acrescido de lisozima (10 mg/ml). Depois da incubagdo por 1 h e posterior centrifugacdo a
3000 rpm por 5 min, o sedimento foi ressuspendido em TE; acrescido de SDS a 1% para lise
celular e de RNAse (100 pg/ml). A mistura foi extraida com um volume de clorofane (mistura
fenol:cloroférmio:alcool isoamilico na propor¢do de 25:24:1) com agitacdo manual, seguido
de centrifugacdo a 14000 rpm. A fase aquosa da mistura foi transferida para novo tubo a fim
de se proceder com a extragdo com clorofil (mistura de cloroférmio: alcool isoamilico na
proporcao de 24:1) como descrito acima. Por ultimo, o DNA contido na fase aquosa da
extracdo foi precipitado com um volume de isopropanol absoluto gelado. O material
precipitado foi sedimentado por centrifugacdo a 14000 rpm e o sedimento foi ressuspendido

em 100 pl de agua deionizada estéril.

3.3.2. ARDRA

A amplificagdo da regido espagadora 16S-23S do gene do rRNA seguiu o protocolo
descrito por Moreira et al. (2005), utilizando o “primer” 16-1A (5'-
GAATCGCTAGTAATCG- 3") correspondendo aos nucleotideos 1361 ao 1380 do gene
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rRNA 16S de acordo com a numerag@o do genoma de Lactobacillus casei, e o “primer” 23-
1B (5'-GGGTTCCCCCATTCGGA-3") correspondendo aos nucleotideos 123 ao 113 do rRNA
23S de L. casei (Tilsala-Timisjarvi e Alatossava, 1997). A reacdo de amplificacdo foi
realizada em 50 pl de volume final contendo 10 pmol de cada iniciador, 0.2 mM de cada
dNTP, tampao de reagdo (1X) com 1.5 mM MgCl, e 5 U de Tag DNA polimerase. A
amplificacao foi programanda para 1 ciclo de desnaturagdao de 2 minutos a 94°C, seguido de
35 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 30 segundos, anelamento a 55°C por 1 minuto, extensao
a 72°C por 1 minuto, e extensdo final a 72°C por 10 minutos Os produtos de amplificagao
foram separados em gel de agarose 1.4% submetidos a 5 V/cm por 1 hora em tampao TBE
0,5X, corados em brometo de etideo, visualizados em transiluminador ultravioleta.

Os produtos de amplificagdo foram digeridos com 12 enzimas de restricdo (Sphl, Ncol,
Nhel, Sspl, Sful, EcoRV, Dral, Vspl, Hincll, EcoRI, HindIIl e AvrIl) e os fragmentos de
digestao foram separados em gel de agarose 1.4% submetidos a 5 V/cm por 1 hora em tampao
TBE 0,5X, corados em brometo de etideo, visualizados em transiluminador ultravioleta. Os

produtos de digestdo foram comparados com o banco de dados genéticos descrito por Moreira

et al. (2005) (Tabela 1).

3.3.3. REP-PCR

A reacdo de amplificagdo de elementos repetitivos do DNA bacteriano com o “primer”
(GTG)s foi realizada a partir de modificacdes de Berthier (2001), em volume final de 25 pl
contendo 0,2 pmol de cada iniciador, 0.2 mM de cada dntp, tampao de reagdo (1X) com 3 mM
MgCl,, 0,025 pg/ul BSA e 1U de Taqg DNA polimerase. A amplifica¢do foi programada para
1 ciclo de desnaturagdo de 7 minutos a 95°C, seguido de 30 ciclos de desnaturagdo a 95°C por
1 minuto, anelamento a 40°C por 1 minuto, extensdao a 65°C por 8 minutos, e extensao final a
65°C por 16 minutos (Versalovic et al., 1994). Os produtos de amplificacdo foram separados
em gel de agarose 1.5% submetidos a 5 V/cm por 4 hora e 30 minutos em tampao TBE 0,5X,

corados em brometo de etideo, visualizados em transiluminador ultravioleta.

3.3.4. Seqilienciamento

A regido interna (do nucleotideo 27 ao nucleotideo 1496) do gene 16S foi amplificado
utilizando os “primers” 27F (5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3") e 1492R (5'-
GGTTACCTTGTTACGACTT-3") (Lane, 1991) e o gene pheS foi amplificado por PCR
utilizando os “primers” 21-F (5’-CAYCCNGCHCGYGAYATGC-3’) e 22-R (5’-
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CCWARVCCRAARGCAAARCC-3’) e 23-R (5’-GGRTGRACCATVCCNGCHCC-3’)
(Naser et al., 2005). As reagdes de amplifica¢do foram preparadas para o volume final de 50
pl contendo 0,5 uM de cada iniciador, 0.2 mM de cada ANTP, tampao de reacao (1X) com 1,5
mM MgCl, e 1 U de Taq DNA polimerase. As amplificag¢cdes foram programadas para 1
ciclo de desnaturagdo de 5 minutos a 95°C, seguido de 3 ciclos de desnaturagao a 95°C por 1
minuto, anelamento a 46°C por 2 minutos e 15 segundos, extensdao a 72°C por 1 minuto e 15
segundos e 30 ciclos de desnaturacdo a 95°C por 35 segundos, anelamento a 46°C por 1
minuto e 15 segundos, extensdo a 72°C por 1 minuto e 15 segundos, e extensdo final a 72°C
por 7 minutos. Os produtos de PCR foram purificados com o kit Wizard SV Gel and PCR
Clean-Up System (Promega). Cerca de 50 a 100 ng do produto purificado foi misturado com a
reagdo de marcagio do kit ABI Prism™" Big Dye Terminator' * Ready Reaction Mix version
3.1 (Applied Biosystems), seguindo as instru¢des do fabricante, na presenga de apenas um dos
iniciadores acima na concentragao final 1,2 uM. O Seqiienciamento foi relizado no ABI Prism
Sequencer (Applied Biosystems, USA). As seqiiéncias resultantes foram analisados em
BioEdit v7.0 software ¢ submetidos a busca de similaridade no banco de dados NCBI,
utilizando a ferramenta Blast N (Altschul et al.,1997). A identificag@o bacteriana foi assumida
se a seqiiéncia de consulta mostrou similaridade >90% com a seqiiéncia de nucleotideos da
linhagem tipo para o gene pheS (Naser et al., 2007) e similaridade > 97% para o gene 16S
(Gevers et al., 2005) .

As seqliéncias que ndo apresentaram os niveis de similaridades assumidos acima
foram submetidas a andlise filogenéticas com as seqiiéncias das linhagens tipo obtidas no
NCBI. O alinhamento multiplo dessas seqiiéncias foi realizado utilizando o programa
CLUSTALwW (Thompson et al., 1994) e visualizado através do programa BIOEDIT 7.0.

O programa MEGA 4 foi utilizado para a construcdo e visualizagdo das arvores
filogenéticas geradas (Tamura et al., 2007). Os agrupamentos baseados nas inferéncias
filogenéticas foram construidos aplicando o algoritmo Neighbour-Joining (Saitou ¢ Nei, 1987)

com testes estatisticos bootstrap com 1000 replicagdes.
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Tabela 1: Listagem de isolados, originados das destilarias de alcool combustivel, estudados neste trabalho
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Metodologia para

Isolados Identificacédo Local de Coleta Safra Substrato ; o T
identificacdo
UM 1.2 L.fermentum Destilaria Miriri - PB 2005/2006 Caldo de Cana-de -Acucar ARDRA
UM 1.3 Leuconostoc mesenteroides Destilaria Miriri - PB 2005/2006 Caldo de Cana-de -Agucar ARDRA
UM 1.6 L.fermentum Destilaria Miriri - PB 2005/2006 Caldo de Cana-de -Agucar ARDRA
UM 1.8 L. rhamnosus Destilaria Miriri - PB 2005/2006 Caldo de Cana-de -Agucar ARDRA
UM 1.9 L.fermentum Destilaria Miriri - PB 2005/2006 Caldo de Cana-de -Agucar ARDRA
UM 1.10 L. rhamnosus Destilaria Miriri - PB 2005/2006 Caldo de Cana-de -Agucar ARDRA
UM 1.11 L.ferintoshensis Destilaria Miriri - PB 2005/2006 Caldo de Cana-de -Acucar ARDRA
UM 1.12 L.ferintoshensis Destilaria Miriri - PB 2005/2006 Caldo de Cana-de -Acucar ARDRA
UM 1.13 L. nagelli Destilaria Miriri - PB 2005/2006 Caldo de Cana-de -Agucar Sequenciamento
UM 1.14 Leuconostoc mesenteroides Destilaria Miriri - PB 2005/2006 Caldo de Cana-de -Agucar ARDRA
UM 1.18 L.fermentum Destilaria Miriri - PB 2005/2006 Caldo de Cana-de -Agucar ARDRA
UM 1.19 L.fermentum Destilaria Miriri - PB 2005/2006 Caldo de Cana-de -Agucar ARDRA
UM 1.20 L.fermentum Destilaria Miriri - PB 2005/2006 Caldo de Cana-de -Agucar ARDRA
UM 1.22 Leuconostoc mesenteroides Destilaria Miriri - PB 2005/2006 Caldo de Cana-de -Agucar ARDRA
UT 1.1 Acetobacter tropicalis Destilaria Trapiche - PE 2005/2006 Melaco Sequenciamento
uT 1.2 Bacillus cereus Destilaria Trapiche - PE 2005/2006 Melaco Sequenciamento
uT 2.2 L. hilgardii Destilaria Trapiche - PE 2005/2006 Melago ARDRA
UT 3.1 L. cameliae Destilaria Trapiche - PE 2005/2006 Melaco Sequenciamento
uT 3.2 L. hilgardii Destilaria Trapiche - PE 2005/2006 Melago Sequenciamento
uT 3.3 L. hilgardii Destilaria Trapiche - PE 2005/2006 Melaco ARDRA
uT 3.4 L. hilgardii Destilaria Trapiche - PE 2005/2006 Melaco ARDRA
uT 3.5 L. hilgardii Destilaria Trapiche - PE 2005/2006 Melaco ARDRA
JP1.1 Leuconostoc mesenteroides Destilaria Japungu - PB 2005/2006 Caldo de Cana-de -Acucar ARDRA
JP 1.2 Leuconostoc mesenteroides Destilaria Japungu - PB 2005/2006 Caldo de Cana-de -Acucar ARDRA
JP 1.3 Leuconostoc mesenteroides Destilaria Japungu - PB 2005/2006 Caldo de Cana-de -Agucar Sequenciamento
JP 1.4 Leuconostoc mesenteroides Destilaria Japungu - PB 2005/2006 Caldo de Cana-de -Agucar ARDRA
JP 15 Leuconostoc mesenteroides Destilaria Japungu - PB 2005/2006 Caldo de Cana-de -Agucar ARDRA
JP 1.6 Bacillus subtilis Destilaria Japungu - PB 2005/2006 Caldo de Cana-de -Agucar ARDRA
JP2.1 Bacillus subtilis Destilaria Japungu - PB 2005/2006 Caldo de Cana-de -Acucar Sequenciamento
JP 2.2 Bacillus subtilis Destilaria Japungu - PB 2005/2006 Caldo de Cana-de -Agucar ARDRA
JP 3.2 Sthaphylococcus epidermidis Destilaria Japungu - PB 2005/2006 Caldo de Cana-de -Acucar Sequenciamento
UJpP6. 1.2 Strep.thermophilus Destilaria Japungu - PB 2006/2007 Caldo de Cana-de -Acucar ARDRA
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UJP6. 1.3
UJP6. 1.5
UJP6. 1.9
UJP6. 1.11
UJP6. 1.12
UJP6. 1.16
UJP6. 1.17
UJP6. 1.18
UJP6. 1.19
UJP6. 1.21
UJP6. 2.1(90.1)
UJP6. 2.4
UJP6. 2.7
UJP6. 2.10
UJP6. 3.8
UJP6.4.1
UJP6.4.2
UJP6.4.3
UJP6.4.4
UJP6.4.12
UJP6.4.16
UJP6.4.17
UJP6.4.21
UJP6.4.27
UJP6M1.6
UJP6M1.8
UJP6M2.3(10-4)
UJP6M2.4
UJP6M2.5
UJP6M2.7
UJP6M2.1(10-3)
UJP6M2.2
UJP6M2.3
UJP6M2.4
UJP6M2.6

L.vini
L.fermentum
L. plantarum
Lactococcus lactis
L.fermentum
Lactobacillus satsumensis
Lactobacillus casei
Lactobacillus casei
Lactobacillus satsumensis
Lactobacillus casei
L. nagelli
L. ferintoshensis
Lactococcus lactis
Lactococcus lactis
Staph. aureus
L.fermentum
L.fermentum
L.fermentum
L.fermentum
L. vini
L.fermentum
L.fermentum
L.fermentum
Staph. epidermidis
L. hilgardi
L. hilgardi
L.fermentum
L.fermentum
L. vini
L. hilgardi
L. agilis
L.fermentum
L.fermentum
L.fermentum
L.fermentum

Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB

2006/2007
2006/2007
2006/2007
2006/2007
2006/2007
2006/2007
2006/2007
2006/2007
2006/2007
2006/2007
2006/2007
2006/2007
2006/2007
2006/2007
2006/2007
2006/2007
2006/2007
2006/2007
2006/2007
2006/2007
2006/2007
2006/2007
2006/2007
2006/2007
2006/2007
2006/2007
2006/2007
2006/2007
2006/2007
2006/2007
2006/2007
2006/2007
2006/2007
2006/2007
2006/2007

Caldo de Cana-de -Agucar
Caldo de Cana-de -Agucar
Caldo de Cana-de -Acucar
Caldo de Cana-de -Acucar
Caldo de Cana-de -Agucar
Caldo de Cana-de -Agucar
Caldo de Cana-de -Agucar
Caldo de Cana-de -Agucar
Caldo de Cana-de -Acucar
Caldo de Cana-de -Agucar
Caldo de Cana-de -Acucar
Caldo de Cana-de -Acucar
Caldo de Cana-de -Agucar
Caldo de Cana-de -Agucar
Caldo de Cana-de -Acucar
Caldo de Cana-de -Agucar
Caldo de Cana-de -Agucar
Caldo de Cana-de -Agucar
Caldo de Cana-de -Acucar
Caldo de Cana-de -Acucar
Caldo de Cana-de -Agucar
Caldo de Cana-de -Agucar
Caldo de Cana-de -Agucar
Caldo de Cana-de -Agucar

Melaco

Melaco

Melaco

Melaco

Melacgo

Melaco

Melaco

Melaco

Melaco

Melaco

Melaco

Sequenciamento
ARDRA
ARDRA
ARDRA
ARDRA

Sequenciamento
ARDRA
ARDRA

Sequenciamento
ARDRA
ARDRA
ARDRA
ARDRA
ARDRA

Sequenciamento
ARDRA
ARDRA
ARDRA
ARDRA

Sequenciamento
ARDRA
ARDRA
ARDRA
ARDRA
ARDRA
ARDRA
ARDRA
ARDRA

Sequenciamento
ARDRA
ARDRA
ARDRA
ARDRA
ARDRA
ARDRA
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uJpP6mM2.7 L.fermentum Destilaria Japungu - PB 2006/2007 Melaco ARDRA
UJP6M2.8 L.fermentum Destilaria Japungu - PB 2006/2007 Melaco ARDRA
UJP6M2.9 L. agilis Destilaria Japungu - PB 2006/2007 Melaco ARDRA
uJpP6M2.11 L. vini Destilaria Japungu - PB 2006/2007 Melaco Sequenciamento
UM6. 1.1 L.fermentum Destilaria Miriri - PB 2006/2007 Caldo de Cana-de —Acgucar ARDRA
UM6. 1.4 L.fermentum Destilaria Miriri - PB 2006/2007 Caldo de Cana-de -Agucar ARDRA
UM6. 1.9 L.acidophilus Destilaria Miriri - PB 2006/2007 Caldo de Cana-de -Agucar ARDRA
UM6. 1.10 L.acidophilus Destilaria Miriri - PB 2006/2007 Caldo de Cana-de -Agucar ARDRA
UM6. 1.11 L. vini Destilaria Miriri - PB 2006/2007 Caldo de Cana-de -Acucar Sequenciamento
UM6. 1.12 L. vini Destilaria Miriri - PB 2006/2007 Caldo de Cana-de -Acucar Sequenciamento
UM6. 1.13 L.fermentum Destilaria Miriri - PB 2006/2007 Caldo de Cana-de -Acucar ARDRA
UM6. 1.14 L. vini Destilaria Miriri - PB 2006/2007 Caldo de Cana-de -Acucar Sequenciamento
UMS6. 1.16 L. vini Destilaria Miriri - PB 2006/2007 Caldo de Cana-de -Agucar Sequenciamento
UMS6. 1.17 L. vini Destilaria Miriri - PB 2006/2007 Caldo de Cana-de -Agucar Sequenciamento
UM6. 1.18 L. vini Destilaria Miriri - PB 2006/2007 Caldo de Cana-de -Acucar Sequenciamento
UM6. 1.22 Lactobacillus paracasei Destilaria Miriri - PB 2006/2007 Caldo de Cana-de -Agucar Sequenciamento
UM6. 1.23 L.fermentum Destilaria Miriri - PB 2006/2007 Caldo de Cana-de -Agucar ARDRA
UM6. 1.24 L.fermentum Destilaria Miriri - PB 2006/2007 Caldo de Cana-de -Agucar ARDRA
UM6. 1.25 L.fermentum Destilaria Miriri - PB 2006/2007 Caldo de Cana-de -Acucar ARDRA
JP7.1.2 L. plantarum Destilaria Japungu - PB 2007/2008  Caldo de Cana-de -Acucar e Melago ARDRA
JP7.1.3 L. plantarum Destilaria Japungu - PB 2007/2008  Caldo de Cana-de -Agucar e Melaco ARDRA
JP7.1.4 L. plantarum Destilaria Japungu - PB 2007/2008  Caldo de Cana-de -Agucar e Melaco ARDRA
JP7.1.5 L. plantarum Destilaria Japungu - PB 2007/2008  Caldo de Cana-de -Agucar e Melago ARDRA
JP7.1.6 L. plantarum Destilaria Japungu - PB 2007/2008  Caldo de Cana-de -Agucar e Melago ARDRA
JP7.1.7 L. plantarum Destilaria Japungu - PB 2007/2008  Caldo de Cana-de -Acucar e Melago ARDRA
JP7.1.8 L. plantarum Destilaria Japungu - PB 2007/2008  Caldo de Cana-de -Acucar e Melago ARDRA
JP7.1.9 L. plantarum Destilaria Japungu - PB 2007/2008  Caldo de Cana-de -Acucar e Melago ARDRA
JP7.1.11 Lactobacillus sp Destilaria Japungu - PB 2007/2008  Caldo de Cana-de -Acucar e Melago ARDRA
JP7.1.12 L. plantarum Destilaria Japungu - PB 2007/2008  Caldo de Cana-de -Agucar e Melaco ARDRA
JP7.1.13 L. plantarum Destilaria Japungu - PB 2007/2008  Caldo de Cana-de -Agucar e Melaco ARDRA
JP7.1.14 L. plantarum Destilaria Japungu - PB 2007/2008  Caldo de Cana-de -Agucar e Melago ARDRA
JP7.1.15 L. vini Destilaria Japungu - PB 2007/2008  Caldo de Cana-de -Acucar e Melaco Sequenciamento
JP7.1.16 L. vini Destilaria Japungu - PB 2007/2008  Caldo de Cana-de -Acucar e Melago Sequenciamento
JP7.1.17 L.fermentum Destilaria Japungu - PB 2007/2008  Caldo de Cana-de -Agucar e Melago ARDRA
JP7.1.18 L. vini Destilaria Japungu - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de -Acucar e Melago Sequenciamento
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JP7.1.19
JP7.1.20
JP7.2.1
JP7.2.2
JP7.2.3
JP7.2.4
JP7.2.5
JP7.2.6
JP7.2.7
JP7.2.8
JP7.2.9
JP7.2.10
JP7.2.11
JP7.2.12
JP7.2.13
JP7.2.14
JP7.2.15
JP7.2.20
JP7.3.1
JP7.3.2
JP7.3.3
JP7.3.4
JP7.3.5
JP7.3.6
JP7.3.7
JP7.3.8
JP7.3.9
JP7.3.10
JP7.3.11
JP7.3.12
JP7.3.13
JP7.3.14
JP7.3.15
JP7.3.16
JP7.3.17

L. vini
Nao identificado
Lactobacillus ferintoshensis
Lactobacillus ferintoshensis
Lactobacillus ferintoshensis
Lactobacillus ferintoshensis
Lactobacillus ferintoshensis
L. vini
Lactobacillus ferintoshensis
Lactobacillus ferintoshensis
L.fermentum
L.fermentum
L.fermentum
Lactobacillus brevis
Nao identificado
Lactobacillus brevis
Nao identificado
L. vini
L. vini
L. vini
L. vini
L. vini
Nao identificado
Nao identificado
L. vini
L. vini
L. vini
L. vini
L. vini
L.fermentum
L. nagelli
L. vini
L. vini
L. vini
L. vini

Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB

2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008

Caldo de Cana-de -Acucar e Melaco
Caldo de Cana-de -Acucar e Melaco
Caldo de Cana-de -Acucar e Melaco
Caldo de Cana-de -Acucar e Melaco
Caldo de Cana-de -Agucar e Melaco
Caldo de Cana-de -Agucar e Melaco
Caldo de Cana-de -Acucar e Melaco
Caldo de Cana-de -Acucar e Melaco
Caldo de Cana-de -Acucar e Melaco
Caldo de Cana-de -Acucar e Melaco
Caldo de Cana-de -Acucar e Melaco
Caldo de Cana-de -Acucar e Melaco
Caldo de Cana-de -Agucar e Melaco
Caldo de Cana-de -Agucar e Melaco
Caldo de Cana-de -Acucar e Melaco
Caldo de Cana-de -Acucar e Melaco
Caldo de Cana-de -Acucar e Melaco
Caldo de Cana-de -Acucar e Melaco
Caldo de Cana-de -Acucar e Melaco
Caldo de Cana-de -Acucar e Melaco
Caldo de Cana-de -Agucar e Melaco
Caldo de Cana-de -Agucar e Melaco
Caldo de Cana-de -Acucar e Melaco
Caldo de Cana-de -Acucar e Melaco
Caldo de Cana-de -Acucar e Melaco
Caldo de Cana-de -Acucar e Melaco
Caldo de Cana-de -Acucar e Melaco
Caldo de Cana-de -Acucar e Melaco
Caldo de Cana-de -Agucar e Melaco
Caldo de Cana-de -Agucar e Melaco
Caldo de Cana-de -Acucar e Melaco
Caldo de Cana-de -Acucar e Melaco
Caldo de Cana-de -Acucar e Melaco
Caldo de Cana-de -Acucar e Melaco
Caldo de Cana-de -Acucar e Melaco

Sequenciamento
ARDRA
ARDRA
ARDRA
ARDRA
ARDRA
ARDRA

Sequenciamento
ARDRA
ARDRA
ARDRA
ARDRA
ARDRA
ARDRA
ARDRA
ARDRA
ARDRA

Sequenciamento

Sequenciamento

Sequenciamento

Sequenciamento

Sequenciamento
ARDRA
ARDRA

Sequenciamento

Sequenciamento

Sequenciamento

Sequenciamento

Sequenciamento

L. vini
ARDRA

Sequenciamento

Sequenciamento

Sequenciamento

Sequenciamento
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JP7.3.18
JP7.3.19
JP7.3.20
JP7.4.2
JP7.4.3
JP7.4.4
JP7.4.5
JP7.4.7
JP7.4.8
JP7.4.9
JP7.4.10
JP7.4.11
JP7.4.12
JP7.4.13
JP7.4.14
JP7.4.15
JP7.4.16
JP7.4.17
JP7.4.18
JP7.4.19
JP7.4.20
JP7.5.1
JP7.5.3
JP7.5.4
JP7.5.5
JP7.5.6
JP7.5.7
JP7.5.8
JP7.5.9
JP7.5.10
JP7.5.11
JP7.5.12
JP7.5.13
JP7.5.14
JP7.5.15

L. vini
L. vini
L.fermentum
L. vini
.vini
.vini
vini
vini
. vini
. vini
. vini
L. nagelli
L. vini
. hagelli
. hagelli
. hagelli
. nagelli
. nagelli
L. nagelli
L.fermentum
Lactobacillus sp
L.fermentum
L. vini
. vini
. vini
. vini
. vini
L. vini
L.fermentum
L. vini
L. vini
L. nagelli
L. nagelli
L. vini
L. vini

| e i

- -

Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB

2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008

Caldo de Cana-de -Acucar e Melaco
Caldo de Cana-de -Acucar e Melaco
Caldo de Cana-de -Acucar e Melaco
Caldo de Cana-de -Acucar e Melaco
Caldo de Cana-de -Agucar e Melaco
Caldo de Cana-de -Agucar e Melaco
Caldo de Cana-de -Acucar e Melaco
Caldo de Cana-de -Acucar e Melaco
Caldo de Cana-de -Acucar e Melaco
Caldo de Cana-de -Acucar e Melaco
Caldo de Cana-de -Acucar e Melaco
Caldo de Cana-de -Acucar e Melaco
Caldo de Cana-de -Agucar e Melaco
Caldo de Cana-de -Agucar e Melaco
Caldo de Cana-de -Acucar e Melaco
Caldo de Cana-de -Acucar e Melaco
Caldo de Cana-de -Acucar e Melaco
Caldo de Cana-de -Acucar e Melaco
Caldo de Cana-de -Acucar e Melaco
Caldo de Cana-de -Acucar e Melaco
Caldo de Cana-de -Agucar e Melaco
Caldo de Cana-de -Agucar e Melaco
Caldo de Cana-de -Acucar e Melaco
Caldo de Cana-de -Acucar e Melaco
Caldo de Cana-de -Acucar e Melaco
Caldo de Cana-de -Acucar e Melaco
Caldo de Cana-de -Acucar e Melaco
Caldo de Cana-de -Acucar e Melaco
Caldo de Cana-de -Agucar e Melaco
Caldo de Cana-de -Agucar e Melaco
Caldo de Cana-de -Acucar e Melaco
Caldo de Cana-de -Acucar e Melaco
Caldo de Cana-de -Acucar e Melaco
Caldo de Cana-de -Acucar e Melaco
Caldo de Cana-de -Acucar e Melaco

Sequenciamento
Sequenciamento
ARDRA
Sequenciamento
Sequenciamento
Sequenciamento
Sequenciamento
Sequenciamento
Sequenciamento
Sequenciamento
Sequenciamento
ARDRA
Sequenciamento
ARDRA
ARDRA
ARDRA
ARDRA
ARDRA
ARDRA
ARDRA
ARDRA
ARDRA
Sequenciamento
Sequenciamento
Sequenciamento
Sequenciamento
Sequenciamento
Sequenciamento
ARDRA
Sequenciamento
Sequenciamento
ARDRA
ARDRA
Sequenciamento
Sequenciamento
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JP7.5.16
JP7.5.17
JP7.5.18
JP7.5.20
JP7.6.4
JP7.6.5
JP7.6.7
JP7.6.8
JP7.6.9
JP7.6.10
JP7.6.11
JP7.6.12
JP7.6.18
JP7.6.20
JP7.7.1
JP7.7.2
JP7.7.3
JP7.7.4
JP7.7.5
JP7.7.6
JP7.7.7
JP7.7.8
JP7.7.9
JP7.7.10
JP7.7.11
JP7.7.12
JP7.7.13
JP7.7.14
JP7.7.15
JP7.7.16
JP7.7.17
JP7.7.18
JP7.7.19
JP7.7.20
JP7.8.1

. vini
. vini
. vini
. vini
.vini
L. vini
L.fermentum
L.fermentum
L.fermentum
L.fermentum
L.fermentum
L.fermentum
L.fermentum
L.fermentum
L.fermentum
L.fermentum
L.fermentum
L.fermentum
L. vini
. vini
.vini
.vini
vini
vini
vini
vini
vini
vini
vini
vini
vini
vini
. vini
. vini
. vini

-

el el 5 s sl alalinlalinll il o

Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB

2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008

Caldo de Cana-de -Acucar e Melaco
Caldo de Cana-de -Acucar e Melaco
Caldo de Cana-de -Acucar e Melaco
Caldo de Cana-de -Acucar e Melaco
Caldo de Cana-de -Agucar e Melaco
Caldo de Cana-de -Agucar e Melaco
Caldo de Cana-de -Acucar e Melaco
Caldo de Cana-de -Acucar e Melaco
Caldo de Cana-de -Acucar e Melaco
Caldo de Cana-de -Acucar e Melaco
Caldo de Cana-de -Acucar e Melaco
Caldo de Cana-de -Acucar e Melaco
Caldo de Cana-de -Agucar e Melaco
Caldo de Cana-de -Agucar e Melaco
Caldo de Cana-de -Acucar e Melaco
Caldo de Cana-de -Acucar e Melaco
Caldo de Cana-de -Acucar e Melaco
Caldo de Cana-de -Acucar e Melaco
Caldo de Cana-de -Acucar e Melaco
Caldo de Cana-de -Acucar e Melaco
Caldo de Cana-de -Agucar e Melaco
Caldo de Cana-de -Agucar e Melaco
Caldo de Cana-de -Acucar e Melaco
Caldo de Cana-de -Acucar e Melaco
Caldo de Cana-de -Acucar e Melaco
Caldo de Cana-de -Acucar e Melaco
Caldo de Cana-de -Acucar e Melaco
Caldo de Cana-de -Acucar e Melaco
Caldo de Cana-de -Agucar e Melaco
Caldo de Cana-de -Agucar e Melaco
Caldo de Cana-de -Acucar e Melaco
Caldo de Cana-de -Acucar e Melaco
Caldo de Cana-de -Acucar e Melaco
Caldo de Cana-de -Acucar e Melaco
Caldo de Cana-de -Acucar e Melaco

Sequenciamento
Sequenciamento
Sequenciamento
Sequenciamento
Sequenciamento
Sequenciamento
ARDRA
ARDRA
ARDRA
ARDRA
ARDRA
ARDRA
ARDRA
ARDRA
ARDRA
ARDRA
ARDRA
ARDRA
Sequenciamento
Sequenciamento
Sequenciamento
Sequenciamento
Sequenciamento
Sequenciamento
Sequenciamento
Sequenciamento
Sequenciamento
Sequenciamento
Sequenciamento
Sequenciamento
Sequenciamento
Sequenciamento
Sequenciamento
Sequenciamento
Sequenciamento
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JP7.8.2
JP7.8.3
JP7.8.4
JP7.8.5
JP7.8.6
JP7.8.7
JP7.8.8
JP7.8.9
JP7.8.10
JP7.8.11
JP7.8.12
JP7.8.13
JP7.8.14
JP7.8.15
JP7.8.16
JP7.8.17
JP7.8.18
JP7.8.19
JP7.8.20
JP7.9.1
JP7.9.2
JP7.9.3
JP7.9.4
JP7.9.5
JP7.9.6
JP7.9.7
JP7.9.8
JP7.9.9
JP7.9.10
JP7.9.11
JP7.9.12
JP7.9.13
JP7.9.14
JP7.9.15
JP7.9.16

. vini
. vini
vini
vini
vini
vini
vini
vini
vini
vini
vini
vini
vini
vini
vini
. vini
. vini
. vini
L. nagelli
L. vini
L. vini
Nao identificado
L. vini
L. vini
L. vini
L.fermentum
L.fermentum
L. vini
L. vini
L. vini
L. vini
L.fermentum
L.fermentum
L.fermentum
L. vini

el ol sl ol ol ali alinlinl ol nlall ol o

Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB

2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008

Caldo de Cana-de -Acucar e Melaco
Caldo de Cana-de -Acucar e Melaco
Caldo de Cana-de -Acucar e Melaco
Caldo de Cana-de -Acucar e Melaco
Caldo de Cana-de -Agucar e Melaco
Caldo de Cana-de -Agucar e Melaco
Caldo de Cana-de -Acucar e Melaco
Caldo de Cana-de -Acucar e Melaco
Caldo de Cana-de -Acucar e Melaco
Caldo de Cana-de -Acucar e Melaco
Caldo de Cana-de -Acucar e Melaco
Caldo de Cana-de -Acucar e Melaco
Caldo de Cana-de -Agucar e Melaco
Caldo de Cana-de -Agucar e Melaco
Caldo de Cana-de -Acucar e Melaco
Caldo de Cana-de -Acucar e Melaco
Caldo de Cana-de -Acucar e Melaco
Caldo de Cana-de -Acucar e Melaco
Caldo de Cana-de -Acucar e Melaco

Melaco

Melaco

Melaco

Melaco

Melaco

Melaco

Melaco

Melaco

Melaco

Melaco

Melaco

Melaco

Melaco

Melaco

Melaco

Melaco

Sequenciamento
Sequenciamento
Sequenciamento
Sequenciamento
Sequenciamento
Sequenciamento
Sequenciamento
Sequenciamento
Sequenciamento
Sequenciamento
Sequenciamento
Sequenciamento
Sequenciamento
Sequenciamento
Sequenciamento
Sequenciamento
Sequenciamento
Sequenciamento
ARDRA
Sequenciamento
Sequenciamento
ARDRA
Sequenciamento
Sequenciamento
Sequenciamento
ARDRA
ARDRA
Sequenciamento
Sequenciamento
Sequenciamento
Sequenciamento
ARDRA
ARDRA
ARDRA
Sequenciamento
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JP7.9.17
JP7.9.18
JP7.9.19
JP7.9.20
JP7.10.1
JP7.10.2
JP7.10.3
JP7.10.4
JP7.10.5
JP7.10.6
JP7.10.7
JP7.10.8
JP7.10.9
JP7.10.10
JP7.10.11
JP7.10.12
JP7.10.13
JP7.10.14
JP7.10.15
JP7.10.16
JP7.10.17
JP7.10.18
JP7.10.19
JP7.10.20
M7.1.1
M7.1.2
M7.1.3
M7.1.4
M7.1.5
M7.1.6
M7.1.7
M7.1.8
M7.1.9
M7.1.10
M7.1.11

L. vini
L. nagelli
L. vini
L.fermentum
L. vini
Nao identificado
N&o identificado
L.fermentum
Nao identificado
Nao identificado
L.fermentum
L.fermentum
L.fermentum
L.fermentum
L.fermentum
L.fermentum
L.fermentum
L.fermentum
L.fermentum
L.fermentum
L.fermentum
L. nagelli
L.fermentum
L.fermentum
L. plantarum
L. plantarum
L. plantarum
L. manihotivorans
Lactobacillus sp.
. manihotivorans
. manihotivorans
. manihotivorans
. manihotivorans
. manihotivorans
. manihotivorans

-

Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Japungu - PB
Destilaria Miriri - PB
Destilaria Miriri - PB
Destilaria Miriri - PB
Destilaria Miriri - PB
Destilaria Miriri - PB
Destilaria Miriri - PB
Destilaria Miriri - PB
Destilaria Miriri - PB
Destilaria Miriri - PB
Destilaria Miriri - PB
Destilaria Miriri - PB

2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008

Melaco
Melaco
Melaco
Melaco
Melaco
Melaco
Melaco
Melaco
Melaco
Melaco
Melaco
Melaco
Melaco
Melaco
Melaco
Melaco
Melaco
Melaco
Melaco
Melaco
Melaco
Melaco
Melaco
Melaco
Melaco
Melaco
Melaco
Melaco
Melaco
Melacgo
Melaco
Melaco
Melaco
Melaco
Melaco

Sequenciamento
ARDRA
Sequenciamento
ARDRA
Sequenciamento
ARDRA
ARDRA
ARDRA
ARDRA
ARDRA
ARDRA
ARDRA
ARDRA
ARDRA
ARDRA
ARDRA
ARDRA
ARDRA
ARDRA
ARDRA
ARDRA
ARDRA
ARDRA
ARDRA
ARDRA
ARDRA
ARDRA
Sequenciamento
ARDRA
Sequenciamento
Sequenciamento
Sequenciamento
Sequenciamento
Sequenciamento
Sequenciamento
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M7.1.12 Lactobacillus sp. Destilaria Miriri - PB 2007/2008 Melaco ARDRA

M7.1.13 Lactobacillus sp. Destilaria Miriri - PB 2007/2008 Melaco ARDRA
M7.1.14 Lactobacillus sp. Destilaria Miriri - PB 2007/2008 Melaco ARDRA

M7.1.15 L. manihotivorans Destilaria Miriri - PB 2007/2008 Melaco Sequenciamento
M7.1.16 L. manihotivorans Destilaria Miriri - PB 2007/2008 Melaco Sequenciamento
M7.1.17 L. manihotivorans Destilaria Miriri - PB 2007/2008 Melago Sequenciamento
M7.1.18 L. manihotivorans Destilaria Miriri - PB 2007/2008 Melago Sequenciamento
M7.1.19 L. manihotivorans Destilaria Miriri - PB 2007/2008 Melago Sequenciamento
M7.1.20 L. manihotivorans Destilaria Miriri - PB 2007/2008 Melaco Sequenciamento
M7.2.1 L. amylovorus Destilaria Miriri - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de —Acucar ARDRA/Sequenciamento
M7.2.2 L. amylovorus Destilaria Miriri - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de —Acucar ARDRA/Sequenciamento
M7.2.3 L. amylovorus Destilaria Miriri - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de —Acucar ARDRA/Sequenciamento
M7.2.4 L. amylovorus Destilaria Miriri - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de —Agucar ARDRA/Sequenciamento
M7.2.5 L. amylovorus Destilaria Miriri - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de —Agucar ARDRA/Sequenciamento
M7.2.6 L. amylovorus Destilaria Miriri - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de —AcUcar ARDRA/Sequenciamento
M7.2.7 L. amylovorus Destilaria Miriri - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de —AcUcar ARDRA/Sequenciamento
M7.2.8 L. amylovorus Destilaria Miriri - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de —Acucar ARDRA/Sequenciamento
M7.2.9 L. amylovorus Destilaria Miriri - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de —Acucar ARDRA/Sequenciamento
M7.2.10 L.vini Destilaria Miriri - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de —Acucar Sequenciamento
M7.2.11 L.vini Destilaria Miriri - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de —Acucar Sequenciamento
M7.2.12 L.vini Destilaria Miriri - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de —Agucar Sequenciamento
M7.2.13 L.vini Destilaria Miriri - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de —Agucar Sequenciamento
M7.2.14 L.vini Destilaria Miriri - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de —Agucar Sequenciamento
M7.2.15 L. hilgardii Destilaria Miriri - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de —Agucar ARDRA

M7.2.16 L. hilgardii Destilaria Miriri - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de —Acgucar ARDRA

M7.2.17 L. hilgardii Destilaria Miriri - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de —Agucar ARDRA

M7.2.18 N&o identificado Destilaria Miriri - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de —Acucar ARDRA

M7.2.20 L. fermentum Destilaria Miriri - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de —Acucar ARDRA

M7.3.1 L.vini Destilaria Miriri - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de —Agucar Sequenciamento
M7.3.2 L.vini Destilaria Miriri - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de —Agucar Sequenciamento
M7.3.3 L.vini Destilaria Miriri - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de —Agucar Sequenciamento
M7.3.4 L.vini Destilaria Miriri - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de —Agucar Sequenciamento
M7.3.5 L.vini Destilaria Miriri - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de —Acucar Sequenciamento
M7.3.6 L.vini Destilaria Miriri - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de —Acucar Sequenciamento
M7.3.7 L. fermentum Destilaria Miriri - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de —Acucar ARDRA
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M7.3.8 L. fermentum Destilaria Miriri - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de —Acucar ARDRA
M7.3.9 L. fermentum Destilaria Miriri - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de —Acucar ARDRA
M7.3.10 L. fermentum Destilaria Miriri - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de —Acucar ARDRA
M7.3.11 L. fermentum Destilaria Miriri - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de —Acucar ARDRA
M7.3.12 L. fermentum Destilaria Miriri - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de —Agucar ARDRA
M7.3.13 L. manihotivorans Destilaria Miriri - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de —Agucar Sequenciamento
M7.3.14 L. fermentum Destilaria Miriri - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de —Acucar ARDRA
M7.3.15 L. fermentum Destilaria Miriri - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de —Acucar ARDRA
M7.3.16 L. fermentum Destilaria Miriri - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de —Acucar ARDRA
M7.3.17 L. fermentum Destilaria Miriri - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de —Acucar ARDRA
M7.3.18 L.vini Destilaria Miriri - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de —Acucar Sequenciamento
M7.3.19 L. fermentum Destilaria Miriri - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de —Acucar ARDRA
M7.3.20 L. fermentum Destilaria Miriri - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de —Agucar ARDRA
M7.4.1 L. fermentum Destilaria Miriri - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de —Agucar ARDRA
M7.4.2 L. fermentum Destilaria Miriri - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de —Acgucar ARDRA
M7.4.3 L. fermentum Destilaria Miriri - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de —Acucar ARDRA
M7.4.5 L.vini Destilaria Miriri - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de —Acucar Sequenciamento
M7.4.6 L. fermentum Destilaria Miriri - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de —Acucar ARDRA
M7.4.8 L. fermentum Destilaria Miriri - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de —Acucar ARDRA
M7.4.9 L. fermentum Destilaria Miriri - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de —Acucar ARDRA
M7.4.10 L.vini Destilaria Miriri - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de —Agucar Sequenciamento
M7.4.11 Né&o identificado Destilaria Miriri - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de —Acucar ARDRA
M7.4.12 L.vini Destilaria Miriri - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de —Agucar Sequenciamento
M7.4.13 L.vini Destilaria Miriri - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de —Agucar Sequenciamento
M7.4.14 L. fermentum Destilaria Miriri - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de —Acucar ARDRA
M7.4.15 L.vini Destilaria Miriri - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de —Acucar Sequenciamento
M7.4.16 L.vini Destilaria Miriri - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de —Acucar Sequenciamento
M7.4.18 L.vini Destilaria Miriri - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de —Acucar Sequenciamento
M7.4.19 L.vini Destilaria Miriri - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de —Agucar Sequenciamento
M7.4.20 L.vini Destilaria Miriri - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de —Agucar Sequenciamento
M7.6.1 L. fermentum Destilaria Miriri - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de —Acucar ARDRA
M7.6.2 L. fermentum Destilaria Miriri - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de —AcuUcar ARDRA
M7.6.3 L. fermentum Destilaria Miriri - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de —Acucar ARDRA
M7.6.4 L. fermentum Destilaria Miriri - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de —Acucar ARDRA
M7.6.5 L. fermentum Destilaria Miriri - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de —Acucar ARDRA
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M7.6.6 L. fermentum Destilaria Miriri - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de —Acucar ARDRA
M7.6.7 L. fermentum Destilaria Miriri - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de —Acucar ARDRA
M7.6.8 L. fermentum Destilaria Miriri - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de —Acucar ARDRA
M7.6.10 L.vini Destilaria Miriri - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de —Acucar Sequenciamento
M7.6.11 L.vini Destilaria Miriri - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de —Agucar Sequenciamento
M7.6.14 L.vini Destilaria Miriri - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de —Agucar Sequenciamento
M7.6.16 L. fermentum Destilaria Miriri - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de —AcuUcar ARDRA
M7.6.17 L. fermentum Destilaria Miriri - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de —AcUcar ARDRA
M7.6.18 L. fermentum Destilaria Miriri - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de —Acucar ARDRA
M7.6.19 L. fermentum Destilaria Miriri - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de —Acucar ARDRA
M7.6.20 L. fermentum Destilaria Miriri - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de —Acucar ARDRA
M.7.7.1 L.vini Destilaria Miriri - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de —Acucar Sequenciamento
M.7.7.2 L.vini Destilaria Miriri - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de —Agucar Sequenciamento
M.7.7.3 L. fermentum Destilaria Miriri - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de —Agucar ARDRA
M.7.7.4 L. fermentum Destilaria Miriri - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de —Acucar ARDRA
M.7.7.5 L.vini Destilaria Miriri - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de —Agucar Sequenciamento
M.7.7.6 L.vini Destilaria Miriri - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de —Acucar Sequenciamento
M.7.7.7 L.vini Destilaria Miriri - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de —Agucar Sequenciamento
M.7.7.8 L.vini Destilaria Miriri - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de —Acucar Sequenciamento
M.7.7.9 L. ferintoshensis Destilaria Miriri - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de —Acucar ARDRA
M.7.7.10 L. ferintoshensis Destilaria Miriri - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de —Agucar ARDRA
M.7.7.11 L. ferintoshensis Destilaria Miriri - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de —Acucar ARDRA
M.7.7.12 L. ferintoshensis Destilaria Miriri - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de —Acucar ARDRA
M.7.7.13 L. ferintoshensis Destilaria Miriri - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de —Acucar ARDRA
M.7.7.14 L.vini Destilaria Miriri - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de —Agucar Sequenciamento
M.7.7.15 L. ferintoshensis Destilaria Miriri - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de —Acucar ARDRA
M.7.7.16 L. ferintoshensis Destilaria Miriri - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de —Acucar ARDRA
M.7.7.17 L. fermentum Destilaria Miriri - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de —Acucar ARDRA
M7.7.19 L.vini Destilaria Miriri - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de —Agucar Sequenciamento
M7.7.20 L. fermentum Destilaria Miriri - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de —Agucar ARDRA
G.7.1.1 L. ferintoshensis Destilaria Giasa - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de —AcUcar ARDRA
G.7.1.2 L. ferintoshensis Destilaria Giasa - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de —Acucar ARDRA
G.7.1.3 N&o identificado Destilaria Giasa - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de —AcUcar ARDRA
G.7.14 Né&o identificado Destilaria Giasa - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de —AcUcar ARDRA
G.7.1.5 L. brevis Destilaria Giasa - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de —Acucar ARDRA




Lucena, B.T.L. Diversidade de bactérias lacticas presentes em ... 47
G.7.1.6 L.fermentum Destilaria Giasa - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de —AcUcar ARDRA
G.7.1.7 L.fermentum Destilaria Giasa - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de —Acucar ARDRA
G.7.1.8 L.fermentum Destilaria Giasa - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de —Acucar ARDRA
G.7.1.9 Lactobacillus sp. Destilaria Giasa - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de —Acucar ARDRA
G.7.1.10 Lactobacillus sp. Destilaria Giasa - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de —Acucar ARDRA
G.7.1.11 L. nagelli Destilaria Giasa - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de —Acucar ARDRA
G.7.1.12 N&o identificado Destilaria Giasa - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de —Acucar ARDRA
G.7.1.13 L. nagelli Destilaria Giasa - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de —Agucar ARDRA
G.7.1.14 L. brevis Destilaria Giasa - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de -Agucar ARDRA
G.7.1.15 L. brevis Destilaria Giasa - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de -Agucar ARDRA
G.7.1.16 L. nagelli Destilaria Giasa - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de -Acucar ARDRA
G.7.1.17 L. nagelli Destilaria Giasa - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de -Acucar ARDRA
G.7.1.18 L. nagelli Destilaria Giasa - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de -Agucar ARDRA
G.7.1.19 L. brevis Destilaria Giasa - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de -Agucar ARDRA
G.7.1.20 L. brevis Destilaria Giasa - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de -Agucar ARDRA
G7.21 L. vini Destilaria Giasa - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de -Acucar Sequenciamento
G7.2.2 L. vini Destilaria Giasa - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de -Acucar Sequenciamento
G7.2.3 L. nagelli Destilaria Giasa - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de -Agucar ARDRA
G7.24 L. vini Destilaria Giasa - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de -Acucar Sequenciamento
G7.25 L. vini Destilaria Giasa - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de -Acucar Sequenciamento
G7.2.6 L. vini Destilaria Giasa - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de -Agucar Sequenciamento
G7.2.7 L. vini Destilaria Giasa - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de -Agucar Sequenciamento
G7.2.8 L. vini Destilaria Giasa - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de -Acucar Sequenciamento
G7.2.9 L. vini Destilaria Giasa - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de -Acucar Sequenciamento
G7.2.10 L. vini Destilaria Giasa - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de -Acucar Sequenciamento
G7.2.11 Lactobacillus sp. Destilaria Giasa - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de -Agucar ARDRA
G7.2.12 L. vini Destilaria Giasa - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de -Acucar Sequenciamento
G7.2.13 L. vini Destilaria Giasa - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de -Acucar Sequenciamento
G7.2.14 L. vini Destilaria Giasa - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de -Agucar Sequenciamento
G7.2.15 L. vini Destilaria Giasa - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de -Agucar Sequenciamento
G7.2.16 L. vini Destilaria Giasa - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de -Acucar Sequenciamento
G7.2.17 L. vini Destilaria Giasa - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de -Acucar Sequenciamento
G7.2.18 L. vini Destilaria Giasa - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de -Acucar Sequenciamento
G7.2.19 L. vini Destilaria Giasa - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de -Acucar Sequenciamento
G7.2.20 L. vini Destilaria Giasa - PB 2007/2008 Caldo de Cana-de -Agucar Sequenciamento
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G7.3.1
G7.3.2
G7.3.3
G7.3.4
G7.35
G7.3.6
G7.3.7
G7.3.8
G7.3.9
G7.3.10
G7.3.11
G7.3.12
G7.3.13
G7.3.14
G7.3.15
G7.3.16
G7.3.17
G7.3.18
G7.3.19
G7.3.20
G741
G7.4.2
G7.4.3
G7.4.4
G7.4.5
G7.4.6
G7.4.7
G7.4.8
G7.4.9
G7.4.10
G7.4.11
G751
G7.5.2
G7.5.3
G7.54

. vini
. vini
vini
vini
vini
vini
vini
vini
vini
vini
vini
vini
vini
vini
vini
. vini
. vini
. vini
L. vini
Lactobacillus sp.
L. vini
.vini
. vini
vini
vini
. vini
. vini
. vini
L. vini
L. fermentum
L. fermentum
L. vini
L. vini
L. vini
L. vini

el el s sl ol ali alinlinl el nliall ol o

Destilaria Giasa - PB
Destilaria Giasa - PB
Destilaria Giasa - PB
Destilaria Giasa - PB
Destilaria Giasa - PB
Destilaria Giasa - PB
Destilaria Giasa - PB
Destilaria Giasa - PB
Destilaria Giasa - PB
Destilaria Giasa - PB
Destilaria Giasa - PB
Destilaria Giasa - PB
Destilaria Giasa - PB
Destilaria Giasa - PB
Destilaria Giasa - PB
Destilaria Giasa - PB
Destilaria Giasa - PB
Destilaria Giasa - PB
Destilaria Giasa - PB
Destilaria Giasa - PB
Destilaria Giasa - PB
Destilaria Giasa - PB
Destilaria Giasa - PB
Destilaria Giasa - PB
Destilaria Giasa - PB
Destilaria Giasa - PB
Destilaria Giasa - PB
Destilaria Giasa - PB
Destilaria Giasa - PB
Destilaria Giasa - PB
Destilaria Giasa - PB
Destilaria Giasa - PB
Destilaria Giasa - PB
Destilaria Giasa - PB
Destilaria Giasa - PB

2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008

Caldo de Cana-de -Acucar
Caldo de Cana-de -Acucar
Caldo de Cana-de -Acucar
Caldo de Cana-de -Acucar
Caldo de Cana-de -Agucar
Caldo de Cana-de -Agucar
Caldo de Cana-de -Acucar
Caldo de Cana-de -Acucar
Caldo de Cana-de -Acucar
Caldo de Cana-de -Acucar
Caldo de Cana-de -Acucar
Caldo de Cana-de -Acucar
Caldo de Cana-de -Agucar
Caldo de Cana-de -Agucar
Caldo de Cana-de -Acucar
Caldo de Cana-de -Acucar
Caldo de Cana-de -Acucar
Caldo de Cana-de -Acucar
Caldo de Cana-de -Acucar
Caldo de Cana-de -Acucar
Caldo de Cana-de -Agucar
Caldo de Cana-de -Agucar
Caldo de Cana-de -Acucar
Caldo de Cana-de -Acucar
Caldo de Cana-de -Acucar
Caldo de Cana-de -Acucar
Caldo de Cana-de -Acucar
Caldo de Cana-de -Acucar
Caldo de Cana-de -Agucar
Caldo de Cana-de -Agucar
Caldo de Cana-de -Agucar
Caldo de Cana-de -Acucar
Caldo de Cana-de -Acucar
Caldo de Cana-de -Acucar
Caldo de Cana-de -Agucar

Sequenciamento
Sequenciamento
Sequenciamento
Sequenciamento
Sequenciamento
Sequenciamento
Sequenciamento
Sequenciamento
Sequenciamento
Sequenciamento
Sequenciamento
Sequenciamento
Sequenciamento
Sequenciamento
Sequenciamento
Sequenciamento
Sequenciamento
Sequenciamento
Sequenciamento
ARDRA
Sequenciamento
Sequenciamento
Sequenciamento
Sequenciamento
Sequenciamento
Sequenciamento
Sequenciamento
Sequenciamento
Sequenciamento
ARDRA
ARDRA
Sequenciamento
Sequenciamento
Sequenciamento
Sequenciamento
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G7.5.5
G7.6.1
G7.6.2
G7.6.3
G7.6.4
G7.6.5
G7.6.6
G7.6.7
G7.6.8
G7.6.9
G7.6.10
G7.6.11
G7.6.12
G7.6.13
G7.6.14
G7.6.15
G7.6.16
G7.6.17
G7.6.18
G7.6.19
G7.6.20
G7.7.1
G7.7.2
TR7.1.1
TR7.1.2
TR7.1.3
TR7.1.4
TR7.1.5
TR7.1.6
TR7.1.7
TR7.1.8
TR7.1.9
TR7.1.10
TR7.1.11
TR7.1.12

. vini
. vini
vini
vini
vini
vini
vini
vini
. vini
. vini
. vini
L. vini
. fermentum
. fermentum
. fermentum
. fermentum
. fermentum
. fermentum
L. fermentum
Lactobacillus sp.
Lactobacillus sp.
Lactobacillus sp.
Lactobacillus sp.

L. hilgardii
Lactobacillus sp.
Weissella paramesenteroides
Weissella paramesenteroides
Weissella paramesenteroides
Weissella paramesenteroides
Weissella paramesenteroides
Weissella paramesenteroides
Weissella paramesenteroides
Weissella paramesenteroides
Weissella paramesenteroides
Weissella paramesenteroides

rrrrrroooorc

rrr -

Destilaria Giasa - PB
Destilaria Giasa - PB
Destilaria Giasa - PB
Destilaria Giasa - PB
Destilaria Giasa - PB
Destilaria Giasa - PB
Destilaria Giasa - PB
Destilaria Giasa - PB
Destilaria Giasa - PB
Destilaria Giasa - PB
Destilaria Giasa - PB
Destilaria Giasa - PB
Destilaria Giasa - PB
Destilaria Giasa - PB
Destilaria Giasa - PB
Destilaria Giasa - PB
Destilaria Giasa - PB
Destilaria Giasa - PB
Destilaria Giasa - PB
Destilaria Giasa - PB
Destilaria Giasa - PB
Destilaria Giasa - PB
Destilaria Giasa - PB
Destilaria Trapiche - PE
Destilaria Trapiche - PE
Destilaria Trapiche - PE
Destilaria Trapiche - PE
Destilaria Trapiche - PE
Destilaria Trapiche - PE
Destilaria Trapiche - PE
Destilaria Trapiche - PE
Destilaria Trapiche - PE
Destilaria Trapiche - PE
Destilaria Trapiche - PE
Destilaria Trapiche - PE

2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008

Caldo de Cana-de -Acucar
Caldo de Cana-de -Acucar
Caldo de Cana-de -Acucar
Caldo de Cana-de -Acucar
Caldo de Cana-de -Agucar
Caldo de Cana-de -Agucar
Caldo de Cana-de -Acucar
Caldo de Cana-de -Acucar
Caldo de Cana-de -Acucar
Caldo de Cana-de -Acucar
Caldo de Cana-de -Acucar
Caldo de Cana-de -Acucar
Caldo de Cana-de -Agucar
Caldo de Cana-de -Agucar
Caldo de Cana-de -Agucar
Caldo de Cana-de -Acucar
Caldo de Cana-de -Acucar
Caldo de Cana-de -Acucar
Caldo de Cana-de -Acucar
Caldo de Cana-de -Acucar
Caldo de Cana-de -Agucar
Caldo de Cana-de -Agucar
Caldo de Cana-de -Acucar

Melaco

Melaco

Melaco

Melaco

Melaco

Melago

Melaco

Melaco

Melaco

Melaco

Melaco

Melaco

Sequenciamento
Sequenciamento
Sequenciamento
Sequenciamento
Sequenciamento
Sequenciamento
Sequenciamento
Sequenciamento
Sequenciamento
Sequenciamento
Sequenciamento
Sequenciamento
ARDRA
ARDRA
ARDRA
ARDRA
ARDRA
ARDRA
ARDRA
ARDRA
ARDRA
ARDRA
ARDRA
ARDRA
ARDRA
Sequenciamento
Sequenciamento
Sequenciamento
Sequenciamento
Sequenciamento
Sequenciamento
Sequenciamento
Sequenciamento
Sequenciamento
Sequenciamento
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TR7.1.13
TR7.1.14
TR7.1.15
TR7.1.16
TR7.1.17
TR7.1.18
TR7.1.19
TR7.1.20
TR7.2.1
TR7.2.2
TR7.2.3
TR7.2.4
TR7.2.5
TR7.2.6
TR7.2.7
TR7.2.8
TR7.2.9
TR7.2.10
TR7.2.11
TR7.2.12
TR7.2.13
TR7.2.14
TR7.2.15
TR7.2.16
TR7.2.17
TR7.2.18
TR7.2.19
TR7.2.20
TR7.3.1
TR7.3.2
TR7.3.3
TR7.3.4
TR7.3.5
TR7.3.6
TR7.3.7

Weissella paramesenteroides
Weissella paramesenteroides
Weissella paramesenteroides
Lactobacillus sp.
Lactobacillus sp.
Lactobacillus sp.
Lactobacillus sp.
Lactobacillus sp.
Lactobacillus "diolivorans like"
L. hilgardii
L. mucosae
Lactobacillus "diolivorans like"
L. hilgardii
L. hilgardii
L. hilgardii
L. hilgardii
L. hilgardii
Lactobacillus "diolivorans like"
Lactobacillus "diolivorans like"
Lactobacillus "diolivorans like"
Lactobacillus "diolivorans like"
Lactobacillus "diolivorans like"
Lactobacillus "diolivorans like"
Lactobacillus "diolivorans like"
Lactobacillus "diolivorans like"
Lactobacillus "diolivorans like"
Lactobacillus "diolivorans like"
Lactobacillus "diolivorans like"
Lactobacillus sp.
Lactobacillus "diolivorans like"
Lactobacillus "diolivorans like"
Lactobacillus "diolivorans like"
Lactobacillus sp.
L. nagelli
L. nagelli

Destilaria Trapiche - PE
Destilaria Trapiche - PE
Destilaria Trapiche - PE
Destilaria Trapiche - PE
Destilaria Trapiche - PE
Destilaria Trapiche - PE
Destilaria Trapiche - PE
Destilaria Trapiche - PE
Destilaria Trapiche - PE
Destilaria Trapiche - PE
Destilaria Trapiche - PE
Destilaria Trapiche - PE
Destilaria Trapiche - PE
Destilaria Trapiche - PE
Destilaria Trapiche - PE
Destilaria Trapiche - PE
Destilaria Trapiche - PE
Destilaria Trapiche - PE
Destilaria Trapiche - PE
Destilaria Trapiche - PE
Destilaria Trapiche - PE
Destilaria Trapiche - PE
Destilaria Trapiche - PE
Destilaria Trapiche - PE
Destilaria Trapiche - PE
Destilaria Trapiche - PE
Destilaria Trapiche - PE
Destilaria Trapiche - PE
Destilaria Trapiche - PE
Destilaria Trapiche - PE
Destilaria Trapiche - PE
Destilaria Trapiche - PE
Destilaria Trapiche — PE
Destilaria Trapiche — PE
Destilaria Trapiche — PE

2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008

Melaco
Melaco
Melaco
Melaco
Melaco
Melaco
Melaco
Melaco
Melaco
Melaco
Melaco
Melaco
Melago
Melago
Melaco
Melaco
Melaco
Melaco
Melaco
Melaco
Melaco
Melaco
Melaco
Melaco
Melaco
Melaco
Melaco
Melaco
Melaco
Melaco
Melaco
Melaco
Melaco
Melaco
Melaco

Sequenciamento
Sequenciamento
Sequenciamento
ARDRA
ARDRA
ARDRA
ARDRA
ARDRA
Sequenciamento
ARDRA
ARDRA
Sequenciamento
ARDRA
ARDRA
ARDRA
ARDRA
ARDRA
Sequenciamento
Sequenciamento
Sequenciamento
Sequenciamento
Sequenciamento
Sequenciamento
Sequenciamento
Sequenciamento
Sequenciamento
Sequenciamento
Sequenciamento
ARDRA
Sequenciamento
Sequenciamento
Sequenciamento
ARDRA
ARDRA
ARDRA
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TR7.3.8 Lactobacillus sp. Destilaria Trapiche — PE 2007/2008 Melaco ARDRA
TR7.3.9 L. hilgardii Destilaria Trapiche — PE 2007/2008 Melaco ARDRA
TR7.3.10 Lactobacillus "diolivorans like" Destilaria Trapiche — PE 2007/2008 Melaco Sequenciamento
TR7.3.11 L. nagelli Destilaria Trapiche — PE 2007/2008 Melago ARDRA
TR7.3.12 L. hilgardii Destilaria Trapiche — PE 2007/2008 Melago ARDRA
TR7.3.13 L. hilgardii Destilaria Trapiche — PE 2007/2008 Melago ARDRA
TR7.3.14 L. hilgardii Destilaria Trapiche — PE 2007/2008 Melago ARDRA
TR7.3.15 L. hilgardii Destilaria Trapiche — PE 2007/2008 Melago ARDRA
TR7.3.16 L. hilgardii Destilaria Trapiche — PE 2007/2008 Melaco ARDRA
TR7.3.17 Lactobacillus "diolivorans like" Destilaria Trapiche — PE 2007/2008 Melaco Sequenciamento
TR7.3.18 Lactobacillus "diolivorans like" Destilaria Trapiche — PE 2007/2008 Melaco Sequenciamento
TR7.3.19 Lactobacillus "diolivorans like" Destilaria Trapiche — PE 2007/2008 Melacgo Sequenciamento
TR7.3.20 L. hilgardii Destilaria Trapiche — PE 2007/2008 Melago ARDRA
TR7.4.1 Lactobacillus "diolivorans like" Destilaria Trapiche — PE 2007/2008 Melaco Sequenciamento
TR7.4.2 Lactobacillus "diolivorans like" Destilaria Trapiche — PE 2007/2008 Melago Sequenciamento
TR7.4.3 Lactobacillus "diolivorans like" Destilaria Trapiche — PE 2007/2008 Melago Sequenciamento
TR7.4.4 Lactobacillus "diolivorans like" Destilaria Trapiche — PE 2007/2008 Melaco Sequenciamento
TR7.45 Lactobacillus "diolivorans like" Destilaria Trapiche — PE 2007/2008 Melaco Sequenciamento
TR7.4.6 Lactobacillus "diolivorans like" Destilaria Trapiche — PE 2007/2008 Melacgo Sequenciamento
TR7.4.7 Lactobacillus "diolivorans like" Destilaria Trapiche — PE 2007/2008 Melacgo Sequenciamento
TR7.4.8 Lactobacillus "diolivorans like" Destilaria Trapiche — PE 2007/2008 Melaco Sequenciamento
TR7.4.9 Lactobacillus "diolivorans like" Destilaria Trapiche — PE 2007/2008 Melaco Sequenciamento
TR7.4.10 Lactobacillus "diolivorans like" Destilaria Trapiche — PE 2007/2008 Melago Sequenciamento
TR7.4.11 Lactobacillus "diolivorans like" Destilaria Trapiche — PE 2007/2008 Melago Sequenciamento
TR7.4.12 Lactobacillus "diolivorans like" Destilaria Trapiche — PE 2007/2008 Melaco Sequenciamento
TR7.4.13 Lactobacillus "diolivorans like" Destilaria Trapiche — PE 2007/2008 Melaco Sequenciamento
TR7.4.14 Lactobacillus "diolivorans like" Destilaria Trapiche — PE 2007/2008 Melacgo Sequenciamento
TR7.4.15 Lactobacillus "diolivorans like" Destilaria Trapiche — PE 2007/2008 Melacgo Sequenciamento
TR7.4.16 Lactobacillus sp. Destilaria Trapiche — PE 2007/2008 Melago ARDRA
TR7.4.17 L. hilgardii Destilaria Trapiche — PE 2007/2008 Melago ARDRA
TR7.4.18 L. hilgardii Destilaria Trapiche — PE 2007/2008 Melago ARDRA
TR7.4.19 L. hilgardii Destilaria Trapiche — PE 2007/2008 Melago ARDRA
TR7.4.20 L. hilgardii Destilaria Trapiche — PE 2007/2008 Melaco ARDRA
TR7.5.1 Lactobacillus "diolivorans like" Destilaria Trapiche — PE 2007/2008 Melaco Sequenciamento
TR7.5.2 L.vini Destilaria Trapiche — PE 2007/2008 Melaco Sequenciamento
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TR7.5.3
TR7.5.4
TR7.5.5
TR7.5.6
TR7.5.7
TR7.5.8
TR7.5.9
TR7.5.10
TR7.5.11
TR7.5.12
TR7.5.13
TR7.5.14
TR7.5.15
TR7.5.16
TR7.5.17
TR7.5.18
TR7.5.19
TR7.5.20

L.vini
L.vini
L.vini
L.vini
L.vini
L.vini

Lactobacillus "diolivorans like"

L.vini
L.vini
L.vini
L.vini
L.vini
L.vini
L.vini
Lactobacillus sp.
L.vini
Lactobacillus sp.
Lactobacillus sp.

Destilaria Trapiche — PE
Destilaria Trapiche — PE
Destilaria Trapiche — PE
Destilaria Trapiche - PE
Destilaria Trapiche - PE
Destilaria Trapiche - PE
Destilaria Trapiche - PE
Destilaria Trapiche - PE
Destilaria Trapiche - PE
Destilaria Trapiche - PE
Destilaria Trapiche - PE
Destilaria Trapiche - PE
Destilaria Trapiche - PE
Destilaria Trapiche - PE
Destilaria Trapiche - PE
Destilaria Trapiche - PE
Destilaria Trapiche - PE
Destilaria Trapiche - PE

2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008
2007/2008

Melaco
Melaco
Melaco
Melaco
Melaco
Melago
Melaco
Melaco
Melaco
Melaco
Melaco
Melaco
Melaco
Melaco
Melaco
Melaco
Melaco
Melaco

Sequenciamento
Sequenciamento
Sequenciamento
Sequenciamento
Sequenciamento
Sequenciamento
Sequenciamento
Sequenciamento
Sequenciamento
Sequenciamento
Sequenciamento
Sequenciamento
Sequenciamento
Sequenciamento
ARDRA
Sequenciamento
ARDRA
ARDRA
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Tabela 2: Padrio de restricdo do menor espagador da regido intergénica 16S-23S de amostras de Lactobacillus constante no banco de dados de Moreira et al., 2005.

Sphl Ncol Nhel Sspl Sful EcoRV Dral Vspl Hincll  EcoRI HindIII Avrll

Lactobacillus

L. acidophilus = + - - - - - - i, + + +
L. animalis +° - - - - - + + - - + .
L. agilis + - + + - - - + - - - -
L. brevis + - - - - - - + i - + i}
L. casei - - - - - + + + - - + -
L. ferintoshensis + - - + - - - + + - + ;
L. fermentum - - + - + - - - + - - - _
L. plantarum + - - + - - - + + - - _
L. rhamnosus - - - - - + + - - - + -
L. salivarius - - - + - - + - - - - -
L. delbrueckii - + - - + - - - - - - -
L. sakei - - - - - - + - - - + R

a. O sinal negativo indica que ndo houve digestdo do espagador menor

b. O sinal positivo indica a digestdo do espagador menor

c. Digere o espacador maior

d. Pode ou ndo digerir o espagador maior
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4. Resultados

4.1. Andlise molecular das Linhagens de Colecédo

Os isolados FT388B, FT400B, FT025B, FT337B, FTO08B, FT124B apresentaram um
perfil de amplificagdo tipico de Lactobacillus, com bandas de amplificacdo correspondentes
as trés regides espacadoras. Por outro lado, o perfil de amplificacio do isolado FT054B
sugeriu que este deve pertencer a uma espécie bacteriana distinta dos demais isolados, por
apresentar uma unica banda de DNA espacador com tamanho maior do que aquelas dos

lactobacilos (Figura 4).

MPM FT338B FT400B FT025B FT008B FT337B FT124B FT054B

N —
- —
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Figura 4. Amplificagdo da regido espagadora 16S-23S do agrupamento
de genes de rDNA das amostras de bactérias lacticas da Fermentec Ltda.
As amostras estdo representadas na parte superior do gel. MPM:
marcador de peso molecular de 1Kb.

il

A partir dos perfis de digestdes obtidos ¢ comparando com o banco de dados de
Moreira et al (2005) (Tabela 2), os isolados FT388B, FT400B, FT025B, FT337B, FT008B
foram identificados como Lactobacillus plantarum (Figura 5). Esta identificagdo foi
confirmada pelo seqilienciamento do gene 16S da amostra FT008B (dado ndo mostrado), que
foi originalmente identificada como L. fermentum. Os perfis de digestao dos isolado FT388B,
FT025B, FT337B (Figura 5A, C, D) sugerem que estes pertenceriam a um grupo de L.
plantarum diferente do grupo dos isolados FT400B e FT008B (Figura 5B, E). Isto sugere que
devem existir pelo menos duas subespécies de L. plantarum no processo fermentativo
industrial. Este resultado devera ser confirmado com um marcador intra-especifico. Ja a

amostra FT124B foi identificada como Lactobacillus fermentum (Figura 6).
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Figura 5. Perfil de digestdo dos isolados FT388B (A), FT400B (B), FT025B (C), FT337B (D)
e FTO0O8B (E) identificados como L. plantarum. Os produtos de amplificagdo da regido
espacadora 16S-23S foram digeridos com as enzimas Sphl (linha 1), Ncol (linha 2), Nhel (linha
3), Sspl (linha 4), Sful (linha 5), ECORV (linha 6), Dral (linha 7), VspI (linha 8), HinclI (linha
9), ECoRI (linha 10), HindIII (linha 11) e AvrII (linha 12). PM representa o marcador de peso
molecular de 1Kb.
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Figura 6. Perfil de digestdo do isolado FT124B identificado como L. fermentum. Os produtos
de amplificacdo da regido espagadora 16S-23S foram digeridos com as enzimas SphI (linha 1),
Ncol (linha 2), Nhel (linha 3), SspI (linha 4), Sful (linha 5), ECORV (linha 6), Dral (linha 7),
Vspl (linha 8), Hincll (linha 9), EcoRI (linha 10), HindIII (linha 11) e Avrll (linha 12). PM
representa o marcador de peso molecular de 1Kb.

O perfil de digestdo obtido pela amostra FT054B ndo constava no referido banco de
dados, sendo por isso submetido ao sequenciamento do gene 16S do rRNA. Os resultados
apontam para a identificacdo deste isolado como pertencente a espécie Acetobacter tropicalis
(Figura 7), diferente da identificagdo original como Bacillus pumilis. Entretanto, o nivel de
similaridade de 96% as seqiliéncias depositadas no NCBI levanta a possibilidade deste isolado

representar uma nova espécie de bactéria ainda nao identificada nos nossos bancos de dados.

PM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
L

=
-
Figura 7. Perfil de digestdao do isolado FT054B identificado como A. tropicalis. Os produtos de
amplificacdo da regido espagadora 16S-23S foram digeridos com as enzimas SphI (linha 1), Ncol
(linha 2), Nhel (linha 3), SspI (linha 4), Sful (linha 5), ECORV (linha 6), Dral (linha 7), VspI (linha

8), Hincll (linha 9), EcoRI (linha 10), HindIIl (linha 11) e AvrIl (linha 12). PM representa o
marcador de peso molecular de 1Kb.

As analises moleculares mostraram que dois (FTO08B ¢ FT054B) dos sete isolados
testados apresentaram divergéncias de identificagdo (Tabela 3). A origem desta divergéncia
ndo pode ser avaliada no momento. Além disso, a tipagem genética mostra a possibilidade da
existéncia de dois subgrupos genéticos de L. plantarum nas amostras industriais, cuja
relevancia para o processo também nao pode ser avaliada no momento, ¢ de uma espécie

ainda ndo identificada filogeneticamente proxima a Acetobacter tropicalis.
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Tabela 3: Quadro comparativo da identificagdo dos isolados industriais de bactérias lacticas
da fermentec Ltda.

Linhagem Identificacdo original Neste estudo
FT388B L. plantarum L. plantarum
FT400B L. plantarum L. plantarum
FT025B L. plantarum L. plantarum
FT337B L. plantarum L. plantarum
FT008B L. fermentum L. plantarum
FT124B L. fermentum L. fermentum
FT054B B. pumilis A. tropicalis

4.2. Analise das bactérias isoladas da Safra2005/2006

Trinta e um isolados bacterianos foram analisados de trés destilarias durante a safra de
2005/2006, dos quais14 foram obtidos a partir do mosto fermentado da destilaria Miriri, 8 da
destilaria Trapiche ¢ 9 da destilaria Japungu.

A maioria dos isolados apresentou um perfil de amplificagédo tipico de Lactobacillus,
com bandas correspondendo a amplificacdo das trés regides espagadoras, a menor delas
correspondendo a 503 pb (Figura 8). Por outro lado, o perfil de amplificacdo de outros
isolados encontrados, apresentando uma tnica banda, mostrou que estes pertencem a espécies
bacterianas distintas. Mesmo aqueles isolados que apresentaram as trés bandas, a diferenca no
tamanho os distinguiu dos Lactobacillus, revelando a possibilidade de distingdo de género
pelo marcador utilizado (Figura 8, amostras 22, 23 e 25).

A partir da analise dos perfis de digestdo dos fragmentos de amplificagcdo da regido
espagadora, onze espécies entre estes isolados foram identificados, dos quais seis pertencentes
ao género Lactobacillus, correspondendo a 54,5% dos isolados (Tabela 4). Setenta e nove por
cento dos isolados da destilaria Miriri pertencem ao género Lactobacillus, sendo 42,9%
identificadas com L. fermentum, 14,3% L. rhamnosus, 14,3% L. ferintoshensis e 7,1% L.
nagelli, o perfil de digestao desta ultima espécie esta descritos na tabela 6, enquanto os
demais isolados foram identificados como Leuconostoc mesenteroides (21,4%). Na destilaria
Trapiche foram identificados L. hilgardii (62.5%), L. cameliae (12.5%), cujos perfis de
digestao estdo descritos na tabela 6, Bacillus cereus (12.5%) e Acetobacter tropicalis (12.5%).
E, curiosamente, nenhum Lactobacillus foi identificado na destilaria Japungu neste periodo,
mas foram encontrados Leuconostoc mesenteroides (55,6%), Bacillus subtilis (33,3%) e

Staphylococcus epidermidis (11,1%).
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Figura 8: Perfil de amplifica¢do da regido espagadora 16S-23S do gene rRNA dos isolados das
destilarias. A amostra 15 mostra o perfil tipico de amplificacdo do género Lactobacillus com trés
espagadores, o menor deles com 503 pb (MPM = Marcador de Peso Molecular de 1 kb).

Tabela 4: Espécies bacterianas identificadas pela técnica de ARDRA a partir das
amostras coletadas na safra 2005-2006.

No. de isolados

Espécies bacterianas Miriri Trapiche Japungu
Lactobacillus fermentum 6

Lactobacillus rhamnosus 2

Lactobacillus ferintoshensis 2

Lactobacillus hilgardii 5

Lactobacillus cameliae 1

Lactobacillus nagelli 1

Staphylococcus epidermidis 1
Leuconostoc mesenteroides 3 5
Bacilus subtilis 3
Bacillus cereus 1

Acetobacter tropicalis 1

Total 14 8 9
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4.3. Safra 2006/2007

A mesma andlise foi realizada para os isolados bacterianos coletados na safra
2006/2007. Todos os isolados da destilaria Miriri foram identificados como pertencentes ao
género Lactobacillus divididos em L. fermentum (40%), L. vini (40%), L. acidophilus (13,3%)
e L. paracasei (6,7%) (Tabela 5). Por outro lado, 85% dos isolados coletados na destilaria
Japungu fazem parte do género Lactobacillus (42.5% of L.fermentum, 10% of L. vini, 7.5% of
L. casel, 7.5% of L. hilgardii, 5% of L. agilis, 5% of L. satsumensis, 2.5% of L. ferintoshensis,
2.5% of L. nagelli e 2.5% of L. plantarum). O restante dos isolados foram identificados com
Lactococcus lactis (7.5%), Staph. aureus (2.5%), Staph. epidermidis (2.5%) e Strep.
thermophilus (2.5%) (Tabela 5).

Na destilaria Japungu, apés 30 dias de safra, verificou-se uma maior diversidade
bacteriana com o total de sete espécies, das quais cinco pertenciam ao género Lactobacillus
(81,1%). Apos 90 dias de safra toda populacdo bacteriana foi modificada. E decorridos 170
dias de safra percebe-se o predominio do Lactobacillus fermentum (70%). Apos a adigdo do
melago como substrato de fermentacdo, todas as bactérias isoladas faziam parte do género
Lactobacillus, dos quais 53,3% L. fermentum, seguido por 20% de L. plantarum, 13,3% de L.
vini e 13,3% L. agilis (Figura 9).

Tabela 5: Espécies bacterianas identificadas pela técnica de

ARDRA a partir das amostras coletadas na safra 2006-2007.
No. de isolados

Espécies bacterianas Miriri Japungu

Lactobacillus agilis 2

Lactobacillus fermentum 6 17

Lactobacillus plantarum

Lactobacillus satsumensis

Lactobacillus casei

Lactobacillus nagelli

Lactobacillus ferintoshensis

Lactobacillus hilgardii

Lactobacillus vini 6

Lactobacillus acidophilus 2

Lactobacillus paracasei 1

Lactococcus lactis

Staphlococcus epidermidis

Staphlococcus aureus

Streptococcus thermophilus

Total 15 40

B W == = W N

—_
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Figura 9: Distribui¢do dos isolados bacterianos identificados durante a safra 2006/2007 na
destilaria Japungu.

4.4. Safra 2007/2008

A safra 2007/2008 foi acompanhada mais detalhadamente por isso os resultados serdo

mostrados separadamente por destilaria.

4.4.1. Destilaria Miriri

Na destilaria Miriri, a safra foi iniciada utilizando melago como substrato, mas ja no
segundo dia utilizou-se caldo misto (Caldo de cana de agucar acrescido com melago ) e ja a
partir do quarto dia de safra passou-se ao uso de caldo cru (Caldo de cana de agtcar). O teor
alcoolico apresentou os seguintes valores no momento das amostragens (dias de safra): 5,2%
(1), 6,9% (30), 6,7% (60), 7,5% (90), 7,6% (150) e 7,1% (180), segundo dados fornecidos
pela destilaria.

Quanto a analise microbiologica, observou-se que, como nas safras anteriores, o
género Lactobacillus constituiu o principal contaminante bacteriano do processo,
correspondendo a cerca de 98,1% dos isolados, seguido por 0,95% de isolados
correspondentes ao género Oenococcus. O restante dos isolados (0,95%) compreende um
grupo de bactérias que ndo puderam ser identificadas, mas certamente ndo correspondem a
espécies de Lactobacillus, pois apresentaram quatro bandas de espacadores na PCR.

A maior diversidade bacteriana foi observada nas duas primeiras coletas (1° dia e 30
dias de safra) (Figura 10). No primeiro dia de safra foram identificados L. plantarum
(15,20%), L. manihotivorans (64,40%) ¢ um grupo de bactérias identificadas apenas como

Lactobacillus sp. Dentre essas bactérias foram observados 3 perfis distintos de restricdo dos
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espacadores de tDNA, o que pode ser um indicio da presenga de espécies diferentes. A
espécie L. manihotivorans apresentou-se com perfil de digestdo diferente daqueles constantes
no banco de dados de Moreira et al (2005), digerindo com as enzimas Sphl, Nhel, Sful,
EcoRYV e HindIII (Figura 18, Tabela 6), sendo identificado apenas posteriormente a partir do
sequenciamento dos genes pheS e 16S (Figura 22).

Com 30 dias de safra, identificou-se uma mudanca na microbiota bacteriana do
processo, que pode ter ocorrido devido @ mudanca do substrato, onde se observou a presenga
das espécies L. amylovorus (54,42%), L. vini (23,72%), L. hilgardii (15,02%), L. fermentum
(2,42%) e Oenococcus ““kitaharae like” (4,42%). A identificagdo do epiteto Oenococcus
“kitaharae like” so foi possivel a partir da analise filogenética das seqiiencias de nucleotideos
dos pheS e 16S desses isolados com as seqiiéncias de linhagens tipos obtidas no Genebank
(Figura 14 e 15). Como sera visto mais adiante, esses isolados também foram encontrados na
destilaria Japungu, e representam uma nova espécie bacteriana, ja confirmada pela
fenotipagem com o sistema Biolog (F. Thompson, UFRJ, comunicacao pessoal).

J& a partir de 60 dias de safra percebe-se uma selecdo da microbiota, sendo 60% dos
isolados pertencentes a espécie L. fermentum, 35% a espécie L. vini e 5% a espécie L.
manihotivorans. E importante ressaltar que com 44 dias ocorreu troca de fermento no
processo fermentativo, além disso, neste processo ocorreu o uso de antibidtico, o que pode ter
favorecido a sele¢do dessas bactérias. A partir desse ponto as espécies L. fermentum e L. vini
dominaram o processo, alternado apenas as freqiiéncias ao longo das coletas em 44,19% e
50,66% (90 dias) e em 67,92% e 32,08% (150 dias). Também houve troca do fermento com
66 dias de safra, o que pode ter influenciado na alteracao das freqii€ncias das bactérias. E aos
180 dias de safra, além de L. vini (39,07%) e L. fermentum (23,63%), identificou-se também a
presenga de L. ferintoshensis (Figura 10).

O Lactobacillus amylovorus apresentou perfil de digestdo que ndo continha em nosso
banco de dados, digerindo com as enzimas Ncol, Sful, EcoRI, HindIII e AvrII (Tabela 6). Esse
perfil é bastante parecido com o L. acidophilus. Contudo, nessa tltima espécie a enzima Sful
digere apenas o primeiro espagador, enquanto que o L. amylovorus digeriu os dois primeros
espagadores (Figura 18). A espécie L. amylovorus foi posteriormente confirmada a partir do
sequenciamento dos genes pheS e 16S, com nivel de similaridade de 99% para os dois genes

com as seqiiéncias depositadas no Genebank (Figura 24).
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Figura 10: Distribui¢do dos isolados bacterianos identificados durante a safra 2007/2008 na
destilaria Miriri.

4.4.2. Destilaria Trapiche

A microbiota bacteriana identificada nesta destilaria foi distinta das demais destilarias
(figura 11). Isto muito provavelmente se deve ao fato de que o substrato utilizado nesta
destilaria ¢ o melago proveniente da producdo do acucar. Além disso, esta destilaria esta
localizada no estado de Pernambuco e, portanto, a procedéncia da Cana de Agucar ¢ diferente.
Ja no inicio da safra (C1) observa-se o predominio da bactéria Weissella paramenseteroides
(66%), seguido de Lactobacillus (34%). Desse grupo, 7% corresponderam a espécie L.
hilgardii e 27% nao puderam ser identificados ao nivel de espécie. Porém, foram observados
quatro perfis distintos de restri¢cao, o que pode ser um indicio da presenca de quatro espécies
diferentes. Os isolados identificados como W. paramenseteroides apresentaram quatro
espacadores na reacdo de PCR e perfil de restri¢do distinto daqueles do nosso banco de dados
(Figura 21). Com isso, s6 puderam ser identificados a partir da andlise filogenética, através da
construgdo de arvores filogenéticas baseadas nas seqiiéncias de nucleotideos obtidas do
sequenciamento dos genes pheS e 16S, usando o agrupamento do tipo Neighbor Joining
(Figura 14 e 15).

Apb6s 30 dias de safra ja n3o foi mais possivel se observar a bactéria W.
paramenseteroides, sendo as amostras dominadas pela espécie L. hilgardii (30,50%), e L.
“diolivorans like” (64,40%), 5,10% dos isolados foram identificados como L. mucosae. A
bactéria L. “diolivorans like” esteve presente em todas as outras coletas seguinte variando
apenas a sua freqiiéncia (35,6%, 71,8% e 6,3%, respectivamente).

Aos 60 dias de safra, além do L. ““diolivorans like”, foram identificadas as espécies L.
hilgardii (35%) e L. nagelli (14,60%), além de isolados identificados como Lactobacillus sp

apresentando trés perfis distintos de restricdo, o que pode ser um indicio de espécies
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diferentes. Ja na amostra de 90 dias de fermentacao, o processo foi dominado pela bactéria L.
“diolivorans like” seguido pela bactéria L. hilgardii (23%). O percentual de 5,20% foi
representado por um perfil tipico de Lactobacillus, porém diferente dos outros Lactobacillus
sp das amostras anteriores, mas que ndo foi possivel identificar ao nivel especifico. O
Lactobacillus vini, que nas outras destilarias esteve presente em praticamente todas as coletas,

foi identificado nesta destilaria apenas com 120 dias de safra na freqiiéncia de 78,5%.
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Figura 11: Distribuicdo dos isolados bacterianos identificados durante a safra 2007/2008 na destilaria
Trapiche.

Na destilaria Trapiche percebe-se que as bactérias Lactobcillus hilgardii e L.
“diolivorans like, provavel espécie nova, mostraram-se melhor adaptadas ao processo. Esses
isolados identificados como Lactobacillus “diolivorans like™ apresentaram perfis diferentes
do banco de dados (Figura 20), sendo identificados por intermédio da anélise filogenética,
através da construcdo de arvores filogenéticas baseadas nas seqiiéncias de nucleotideos
obtidas do sequenciamento do gene pheS, usando o agrupamento do tipo Neighbor Joining
(Figura 14). Estudos futuros, tais como sequenciamento completo do gene 16S e analise de

fenotipagem, serao realizados para confirmar se se trata de uma espécie nova.

4.4.3. Destilaria Japungu

Nessa destilaria, o substrato utilizado para fermentagdo foi o caldo misto (caldo de
cana de acglicar com melaco) desde as amostras C1 até a C8. Depois desse periodo, que
corresponde ja ao fim da safra, a destilaria passou a usar melaco diluido como substrato,
representada na amostragem pelas coletas M1 e M2. Os maiores teores alcoodlicos foram

detectados com 90 (7,35%), 150 (7,8%), 180 (7,98%) e 210 (7,09%) dias de safra, segundo
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dados fornecidos pela destilaria. Entretanto, ndo foi possivel obter esses valores depois do
inicio do melaco como substrato. Assim como ocorreu na destilaria Miriri, os principais
contaminantes bacterianos do processo nesta destilaria foram os Lactobacilos (96,59%). Dos
3,41 % restantes, cerca de 0,57% compreendeu o género Oenococcus e 2,84% nao puderam
ser identificados, mas certamente ndo devem se tratar de Lactobacillus devido a presenca de

quatro espacadores na PCR (Figura 12).
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Figura 12: Distribuigdo dos isolados bacterianos identificados durante a safra 2007/2008 na
destilaria Japungu.

Na primeira coleta, que compreende o inicio da safra, foram identificados entre os
isolados bacterianos as espécies L. plantarum (60,15%), L. fermentum (6,48%), L. vini
(20,41%). Os isolados de Lactobacillus sp compreenderam 6,48%, todos com o mesmo perfil
de digestao, e os 6,48% restantes ndo puderam ser identificados.

Uma coleta extra foi realizada (CE, aproximadamente 25 dias de safra) antes dos 30
dias de safra, pois neste dia houve uma troca de fermento. Nesta coleta, observou-se uma
mudanga da microbiota, quando os isolados identificados como L. vini representaram 77,10%
da populacdo, seguido por L. fermentum com 17,72% e ainda ocorreu o aparecimento de L.
nagelli com 5,14%. Com trinta dias de safra as bactérias ja se mostravam diferentes daquelas
da coleta extra, com L. vini diminuido sua freqiiéncia para 15,37%, enquanto L. ferintoshensis
surgindo com a freqiiéncia de 40,46%. Nessa coleta foram observados também L. fermentum
(18,93%), L. brevis (12,62%) e 12,62% dos isolados ndo foram identificados.

Aos 60 dias de safra, a bactéria L. vini voltou a dominar o processo com uma
freqiiéncia de 79,90% e a bactéria L. fermentum diminuiu sua freqiiéncia para apenas 3%. E
importante salientar que entre a coleta 2 (30 dias) e a coleta 3 (60 dias) ocorreram 3 trocas de
fermento, o que pode ter influenciado nesses nlimeros. Outro fator importante nesse periodo

foi a utilizacdo de antibidticos diferentes daquele que vinha sendo utilizado, cujo principio
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ativo ¢ monensina. Isto pode ter selecionado a bactéria Lactobacillus vini. Nesta coleta ainda
foram isolados L. nagelli (6%), Oenococcus ““kitaharae like (5,50%), e os demais 5,50% dos
isolados ndo foram identificados.

Na amostra de 90 dias de safra, a bactéria L. vini se mantinha no processo, ainda que
numa freqiiéncia menor (54%), mas também observou-se L.nagelli (33%), L. fermentum
(6,50%) e 6,50% dos isolados eram Lactobacillus sp, porém com um perfil de digestdo
diferente dos isolados da primeira coleta. Neste periodo, ocorreu apenas uma troca do
fermento (ocorrida 10 dias antes da coleta) e o antibiotico utilizado foi a monensina.

Com 120 dias de safra, foram identificados isolados de L. vini (79,85%), L.nagelli
(9,40%), L. fermentum (10,75%). Neste periodo, ocorreu apenas uma troca do fermento
(ocorrida 20 dias antes da coleta) e além da monensina outros antibiéticos foram utilizados. Ja
no dia da coleta que correspondia a 150 dias de safra foi realizada uma troca de fermento, e
apenas L. vini (32%) e L. fermentum (68%) foram detectados.

Aos 180 dias de safra observaram-se apenas as presencas de L. vini (88%) e L.
fermentum (12%). Nos dez dias que antecederam essa coleta a monensina nao foi utilizada, e
sim outros antibioticos. E apds 210 dias de safra, 95,90% dos isolados correspondiam a L. vini
e 4,10% a L. nagelli. Assim como na coleta 7, nos dez dias que antecederam a coleta 8, a
monensina nao foi utilizada, sendo utilizada outros antibidticos. Isso parece sugerir que a
bactéria L. vini apresenta sensibilidade a monesina e resisténcia aos outros antibidticos
industriais, ao contrario do que se pode sugerir para L. fermentum.

Na primeira coleta apdés o inicio da utilizagdo do melagco como substrato de
fermentacdo (M1) observou-se a presenca de L. vini (62%), L.nagelli (4,50%) e L. fermentum
(26,95%), e os outros 6,20% dos isolados ndo foram identificados e apresentaram perfis de
digestdo distintos daqueles isolado das coletas 1 a 3. Dezesseis dias apds a primeira coleta
(M2) a microbiota observada apresentou modificagdes, com a bactéria L. fermentum
dominando o processo com 63% da populacdo bacteriana. Esses resultados podem ser um
indicativo de que o Lactobacillus vini ndo é bem adaptado as condi¢des do processo com

melaco.

4.4.4. Destilaria Giasa

Nesta destilaria o caldo de cana normalmente ¢ tratado a partir de um processo de
“pasteurizacdo”. Nas duas primeiras coletas as placas apresentaram cerca de 354 ¢ 236
colonias, respectivamente. Mas, a partir da terceira coleta (60 dias de safra) observou-se um
decréscimo nesse niimero para 56, 11, 5, 86, e duas coldnias na ultima coleta. Assim como

nas demais destilarias, os lactobacilos constituiram os principais contaminantes deste



Lucena, B.T.L. Diversidade de bactérias lacticas presentes em ... 66

processo (96,1%). A primeira coleta (inicio da safra) apresentou a maior diversidade
bacteriana, sendo constituida de L. nagelli (25,40%), L. brevis (25,60%), L. fermentum (16%),
Lactobacillus sp (10,20%), L. ferintoshensis (7,40%) e 15,40 % dos isolados ndo foram
identificados. (Figura 13).

Nas coletas seguintes ocorreu o predominio do L. vini, com excecdo da coleta 7 (180
dias de safra) na qual as duas coldnias isoladas foram identificadas apenas ao nivel de género
como Lactobacillus sp, cujo perfil de digestdo foi diferente de todos os outros isolados. A
bactéria L. fermentum ainda foi detectada nas coletas 4 (90 dias de safra) e coleta 6 (150 dias
de safra) na freqiiéncia de 18,20% e 35% respectivamente. Ja a bactéria L. nagelli, apesar de
ter aparecido ja na primeira coleta, ndo conseguiu manter-se no processo, sendo identificado
até a segunda coleta (30 dias de safra) com uma freqiiéncia de apenas 7%. Esse fato pode ter

ocorrido por essa bactéria ndo ter se adaptado aquelas condigdes do processo fermentativo.

100% -
90% -
80% - m Lactobacillus sp
70% - @ Nao identificado
60% | | L. vini
50% - O L.fermentum
40% - H L. brevis
30% | @ L. ferintoshensis
20% | m L. nagelli
10% -

0%-

C1 Cc2 C3 C4 C5 C6 Cc7

Figura 13: Distribui¢do dos isolados bacterianos identificados durante a safra 2007/2008 na
destilaria Giasa.

Os isolados identificados como L. vini apresentaram na PCR perfil tipico de
Lactobacillus, porém apresentaram dois perfis de restri¢do: o perfil I apresentou digestdo com
as enzimas Sphl, Dral e EcoRI e perfil II apresentou digestdo com as enzimas Sphl e ECORI
(Figura 19). Nenhum desses perfis constava em nosso banco de dados. A identificacdo desses
isolados se deu primeiramente com o sequenciamento do gene 16S, com as seqiiéncias dos
isolados de ambos os perfis de restri¢do apresentando 99% de similaridade com seqiiéncias
depositadas no Genebank (Figura 23). Nao havia seqiiéncia depositada de pheS para essa
bactéria. Posteriomente, com o sequenciamento do gene pheS da linhagem tipo (seqiiéncia
ainda ndo depositada no NCBI), foi possivel confirmar essa identificacdo por intermédio da

analise filogenética, através da construcdo de arvores filogenéticas baseadas nas seqiiéncias de



Lucena, B.T.L. Diversidade de bactérias lacticas presentes em ... 67

nucleotideos obtidas do sequenciamento do gene pheS, usando o agrupamento do tipo

Neighbor Joining (Figura 14).
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Figura 14. Arvore filogenética construida a partir das seqiiéncias do gene pheS usando o método de
Neighbor Joining (Circulo = isolados do grupo “L. diolivorans like”, Losango = isolados do grupo
L.vini, Triangulo vermelho = isolados do grupo O.“kitaharae like”, Tridngulo verde = isolados do

grupo W.paramesenteroides).
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Figura 15: Arvore filogenética construida a partir das seqiiéncias do gene 16S usando o método de
Neighbor Joining (Circulo = isolados do grupo W.paramesenteroides , Losango = isolados do grupo
O.“kitaharae like”).
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Tabela 6: Perfis de digestdo da regido intergénica 16S-23S de amostras de Lactobacillus isolados neste trabalho que ndo

constavam no banco de dados de Moreira et al., 2005.

SphI Ncol Nhel Sspl Sful EcoRV Dral Vspl Hincll EcoRI HindIIl  Avrll
Lactobacillus
+ - - + - - - + + +
L. amylovorus - + - - + - - - - + + +
- + - - - - - - - + + +
+ - - - + + + - - - + -
L. camelliae + - - - - + 4 3 3 ) n
+ - - - - + + - - - + -
+ - + - - + - - + -
L. hilgardii + - - + - - - + - - + .
+ - - + - - - + - - + -
+ - + - + + - - - - + -
L.manihotivorans + - + - + + - - - - + -
+ - + - + + - - - + -
+ - - - - - - - - -
L. nagelli + - - - - - - - - - - .
+ - - - - - - - - - - -
+ - - - - + + + - - + -
L. paracasei + - - - - + + + - - + .
+ - - - - + + + - - + -
+ - - + - - + - + - -
L. satsumensis + - - + - - + - + - } ;
+ - - + - - + - + - - -
+ - - - - - +/- - - + - -
L. vini + - - - - - +/- - . + ) _
+ - - - - - +/- - - + - -
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4.5. Andlise Intra-especifica dos isolados

4.5.1. Lactobacillus fermentum

A técnica rep-PCR com o primer GTGS foi utilizada com o objetivo de diferenciar a
nivel intra-especifico os isolados identificados como Lactobacillus fermentum nas safras
2005/2006 e 2006/2007 em duas destilarias de alcool combustivel: seis obtidos na destilaria
Miriri durante a safra 2005/2006, cinco obtidos na destilaria Miriri durante a safra 2006/2007
e 18 na destilaria Japungu durante a safra 2006/2007.

Na destilaria Miriri foram identificados seis tipos diferentes de L. fermentum, ja na
destilaria Japungu foram identificados oito tipos. Dentre esses tipos, o tipo I mostrou-se
presente em ambas as destilarias nas diferentes safras. Na destilaria Japungu, o final da safra
foi caracterizado pela mudanga do substrato de fermentacdo, de caldo de cana para melaco.
Neste caso observou-se um tipo especifico de Lactobacillus fermentum para esse substrato o

qual foi denominado de tipo II (Figura 16).

L RLLLT R YT IR

Figura 16: Perfis de Rep-PCR obtidos dos isolados de Lactobacillus fermentum das destilarias Miriri
e Japungu durante as safras 2005/2006 e 2006/2007. O perfil I foi identificado em ambas as destilarias
e o perfil II foi especifico para a fermentagdo de melaco.
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4.5.2. Lactobacillus vini

Assim como aconteceu com L. fermentum, foram obtidos diferentes perfis de
amplificagdo (fingerprinting) dentre os isolados de L. vini isolados nas destilarias estudadas na
safra 2007/2008. Na destilaria Japungu foram detectados 8 diferentes perfis de amplificagao
(nomeados perfil 1 a 8). Na destilaria Giasa, foram detectados 7 perfis de amplificacdo, sendo
observados perfis de amplificacdo iguais aos visualizados na destilaria Japungu, como por
exemplo os perfis 2, 3, 5 e 6, ja o perfil de amplificacdo nomeado como perfil 9 ¢ distinto
daqueles identificados na destilaria Japungu. Ja na destilaria Miriri foram encontradas 5
perfis de amplifica¢do, sendo encontrados os perfis 1, 2, 5 da destilaria Japungu, o perfil 9 da
Giasa ¢ um novo perfil denominado de perfil 10. Na destilaria Trapiche todos os isolados
apresentaram mesmo perfil de amplificagdo, porém diferente dos perfis apresentados pelas
demais destilarias (Figura 17). Percebe-se que perfis de amplificacdo diferentes ocorrem na
mesma destilaria, assim como estes perfis podem estar presentes em outras destilarias. Os
perfils 2 e 5 foi observado em todas destilarias, exceto na Trapiche que possui seu proprio

perfil e coincidentemente essa destilaria utiliza o0 melagco como substrato de fermentacao.

Figura 17: Perfis representativos de Rep-PCR obtidos dos isolados de Lactobacillus vini das
destilarias Miriri, Trapiche, Japungu e Giasa durante a safra 2007/2008.
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5. Discussao

Nossos resultados apontam o género Lactobacillus como o grupo de bactérias mais
abundante na producdo do dlcool combustivel, corroborando os dados da literatura mostrados
por Skinner e Leathers (2004) e Schell et al. (2007) a partir dos estudos com produgdo de
alcool combustivel a partir do milho. Algumas espécies citadas em trabalhos anteriores foram
encontradas em nossos estudos, tais como: L. fermentum, L. plantarum, L. acidophilus, L.
agilis (Gallo, 1990), L. fermentum, L. brevis, L. hildardii, L. acidophilus, L. amylovorus, L.
casei, W. paramesenteroides (Skinner e Leathers, 2004). A divergéncia de algumas espécies
encontradas neste trabalho, tanto no que se refere as espécies encontradas quanto a
diversidade encontrada, podem ser explicadas devido as diferencas dos processos.

Nossos estudos foram realizados em destilarias dos estados da Paraiba e Pernambuco,
regido Nordeste do Brasil, onde as condi¢des climaticas sdo diferentes das condi¢des da
regido Sudeste do Brasil, desta forma favorecendo o aparecimento de diferentes espécies na
cultura de cana-de-agucar. Skinner e Leathers (2004) realizaram um estudo com fermentagao
de milho para produgdo de etanol em dois tipos de processos. No tipo “wet mill” os graos de
milho sdo triturados e fracionados antes da fermentagdo num meio aquoso em amido, proteina,
fibra e germe e os produtos primarios da via umida incluem amido e produtos derivados. Ja
no tipo “dry grind”, mais comum na producdo de etanol nos Estados Unidos, o grao de milho
¢ triturado em farinha e o amido da farinha ¢ hidrolisado e convertido a etanol. Apesar da
grande diferenca nos processos, a correspondéncia de algumas bactérias entre os processos
utilizando milho e cana de agucar mostra que essas espécies sao muito adaptadas a processos
fermentativos.

A microbiota bacteriana foi recentemente descrita para o processo de fermentagdo
alcodlica tradicional no Vietna, também dominada por bactérias laticas (LAB), dentre as quais
se destacam Pediococcus pentosaceus, L. plantarum, L. brevis, Weissella confusa e W.
paramesenteroides (Thanh et al., 2008). Espécies produtoras de amilase (Bacillus subtilis, B.
circulans, B. amyloliquefaciens e B. sporothermodurans), bactérias do acido acético
(Acetobacter orientalis e A. pasteurianus) e patogenos de plantas (Burkholderia ubonensis,
Ralstonia solanacearum e Pelomonas puraquae) foram também detectados (Thanh et al.,
2008). Novamente, L. plantarum, L. brevis e B. subtilis se destacam no processo fermentativo.

No nosso estudo foi verificada a existéncia de uma dindmica populacional ao longo do
processo, percebendo-se que as bactérias que predominam na primeira coleta no processo nao
conseguem permanecer. Observou-se também que nas destilarias da Paraiba, apesar de L.vini

e L.fermentum estarem presentes nos trés processos, estas bactérias se comportam de forma
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diferente em cada um deles, no que se refere a freqiiéncia de aparecimento. J& na destilaria de
Pernambuco, a Trapiche, percebe-se uma microbiota bem distinta, ¢ predominando o L.
hilgardii assim como L. “diolivorans like”, surgerindo que o L. vini pode ndo estar bem
adaptado ao processo cujo substrato ¢ o melaco. Além disso, percebe-se que uma mesma
bactéria se comporta diferentemente nos processos € no mesmo processo estas apresentam
certa variagao no que se refere a presenga no processo ao longo da safra.

Ainda s3o poucos os dados encontrados na literatura sobre contaminantes bacterianos
da fermentacdo alcoodlica de caldo de cana no Brasil. No Brasil, segundo Gallo (1990) e
Oliva-Neto (1990), o primeiro relato sobre assunto foi apresentado por Neves em 1938 que
mencionou as fermentagdes lacticas, butiricas e de dextrana como os principais acidentes na
fermentagdo alcoolica de caldo de cana de actcar e de melago. Esses problemas certamente
estdo relacionados com a presenca de bactérias que devem ser provenientes do solo,
acompanhando a cana até a industria, sendo causadores de varios distirbios em diferentes
etapas da producdo do alcool (Alquati, 1990). Deve-se levar em consideragdo também a
presenca de bactérias que induzem a fermentagdo acética que pertencem principalmente ao
género Acetobacter. Essas bactérias se reproduzem ainda no campo quando da demora no
transporte da cana apds o corte, € podem se alojar nas peneiras, nos tanques de coleta de caldo
e no separador (Maeda, 1997).

No nosso trabalho, segundo os dados das destilarias (Tabela 7), ndo foi verificado
prejuizos quanto ao rendimento em etanol, devido a presenca de L. vini e L.fermentum, pois
tanto na destilarias Miriri e Japungu foi observado nao haver diferengas no rendimento em
etanol, quando essas bactérias estavam em maior freqiiéncia. Nas outras destilarias nao
tivemos acesso aos dados do processo. As diversas trocas de fermento observada na destilaria
Japungu ndo parecem ter ocorrido por aumento no nimero de bactéria ou até queda no
rendimento etandlico, mas sim devido ao aparecimeto de leveduras contaminantes no
processo, como por exemplo, Dekkera bruxelensis e Zygosaccharomyces sp. (Tabela 7).

Em geral, a carga bacteriana que entra no processo pode ser diminuida com um
tratamento térmico, aquecendo-se o caldo de cana até 111°C. Embora eficaz na eliminagdo da
maioria das bactérias, principalmente dos lactobacilos, esse processo acaba selecionando as
bactérias que esporulam tais como o Bacillus brevis (Duque, 1991). Quando ja instalada no
processo, a populacao bacteriana ¢ controlada a partir do uso de antibidticos e pelo tratamento
com 4cido sulfurico diluido para baixar o pH para valores de 2,2 a 2,5. Essa diminui¢do do pH
pode, em sinergia com a concentracdo de acidos organicos no meio, potencializar os efeitos
de certas linhagens bacterianas (Nobre, 2005). Em relacdo aos antibioticos, aqueles a base de

monesina parecem ser os mais eficazes no controle da populagdo bacteriana (Stroppa, 1998).
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Bischoff et al. (2007), testou a suscetibilidade a antibioticos de 37 isolados de lactobacilos
provenientes do processo “wet mill” sem historico de uso de antibidticos e 42 isolados do
processo “dry grind” que dosava periodicamente o antibidtico viginiamicina. Em geral, os
lactobacilos isolados do processo “dry grind” apresentaram maior resisténcia aos antibioticos
testados ampicilina, cloranfenicol, penicilina, tetraciclina, virginiamicina e Synercid
(quinupristina/dalfopristina) do que os isolados da instalagdo “wet mill”. Isto mostra a
inducao da resisténcia bacteriana com o uso continuo de um Uunico antibidtico, como
normalmente ¢ evidenciado nos isolados bacterianos clinicos. Esta selecdo bacteriana podera
influenciar na populagdo de leveduras, produtividade do processo e na propria estabilidade da
fermentagao.

Se compararmos os dados do processo quanto ao uso de antibidtiocos na destilaria
Japungu e Miriri com os dados da dindmica populacional, parece que o L. vini apresenta
resisténcia a monensina, antibidtico usado na destilaria Japungu, onde esta bactéria dominou a
safra. Ja na destilaria Miriri, onde a monensina nao foi utilizada e sim outros antibidticos, a
freqiiéncia de L.fermentum se mostrou maior.

Ao serem introduzidas no processo, essas bactérias sofrem uma sucessdo seletiva
desde a cana colhida até o mosto fermentado (Oliva-Neto, 1990). Em estudo realizado em
uma destilaria da regido Sudeste, Gallo (1990) mostrou que os Lactobacillus constituiram
59,75% de todos os contaminantes do processo, seguidos por Bacillus (26,58%),
Staphylococcus (8,76%), Streptococcus (0,70%) e outros. As espécies mais freqiientes
naqueles estudos foram: Bacillus coagularis, Lactobacillus fermentum, Lactobacillus
helveticus, Bacillus stearothermophilus e Lactobacillus plantarum, outras espécies também
foram encontradas, como Lactobacillus agilis, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus
bucheneri, Lactobacillus delbrueckii e outros. Ja o trabalho desenvolvido por Oliva-Neto
(1990), analisando o leite de levedura sem tratamento acido de duas destilarias, observou que
a bactéria predominante foi L. fermentum (62%), seguida de L. murinus (9%), L.plantarum
(2%) e Leuconostoc (2%). Todos os isolados apresentaram resisténcia a 7% (v/v) de etanol e
64% desses apresentaram resisténcia a 10% de etanol, demonstrando adapta¢do ao ambiente
alcodlico. A caracteristica de floculagdo do fermento foi manifestada em 67% das cepas
testadas. Com isso foi possivel mostrar que as usinas que ja apresentavam problemas
microbiologicos também foram aquelas que apresentavam o maior indice de contaminagao, de
cepas resistentes ao etanol e de floculacdo do fermento comercial (Oliva-Neto, 1990). A
inducdo da floculagdo vem sendo apontada como um problema relevante na fermentagao
alcodlica e parece ser induzido pela agdo sinergistica entre a presenga de calcio e de bactérias

da espécie L. fermentum (Bromberg, 1994). A floculagdo induzida por diferentes linhagens de
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L. fermentum provoca, dentre outras coisas, queda na viabilidade da populagdo de leveduras
que pode atingir até o impressionante valor de 96% (Freguglia, 1998). A viabilidade da
populacado de S. cerevisiae foi diminuida para 60% em curto tempo de incubagdo mesmo com
células inativadas de L. fermentum, mostrando que os metabdlitos produzidos por essa
bactéria parecem influenciar negativamente no processo (Freguglia, 1998; Iemma, 2005).
Esse tipo de resultado encontra contradi¢ao na literatura. Nobre (2005) mostrou que culturas
de S. cerevisiae Y-904 apresentam queda na viabilidade induzido por L. fermentum e B.
subtilis apenas quando a acidez volatil e total apresentou valores altos e o pH valores baixos.
Adicionalmente, apenas as células inativadas de B. subtilis promoveram inativagdo das
leveduras. Novamente isso reflete a especificidade da relagdo entre a linhagem de S.
cerevisiae e a linhagem bacteriana na interagdo microbiana no processo.

Mas, mesmo que algumas linhagens floculadoras de L. fermentum nao interfiram na
viabilidade das leveduras, a indug¢do dos flocos ja causa mudangas no coeficiente de
sedimentacao da populacao de leveduras que leva a perda celular durante a centrifugagao para
reaproveitamento da biomassa (Castro e Souza, 2000). Essa progressiva diminui¢do na
biomassa ao longo dos reciclos leva a diminui¢ao na produgdo de etanol. Além da espécie L.
fermentum, L. plantarum, L. fructivorans, L. fructosus e L. buchneri também sdo capazes de
induzir floculagao nas leveduras em condigdes que dependem tanto da linhagem quanto da
densidade bacteriana no processo (Garcia, 2000; Alcarde, 2001). Além disso, o aumento tanto
na temperatura como no teor alcoodlico do processo parecem estimular o mecanismo de
floculacao induzido por bactérias (Alcarde, 2001).

Experimentos de competi¢do foram realizados em um sistema piloto de bancada
utilizando culturas mistas de S. cerevisiae e alguns isolados de L. fermentum, simulando a
infeccdo bacteriana das dornas de fermentacdo nas usinas, com o objetivo de estudar a
influéncia da contaminacdo por bactéria lactica na fermentagdo alcodlica. Os resultados
mostraram que na relacdo levedura/bactéria em torno de 0,9 as caracteristicas vitais e de
crescimento da levedura foram seriamente comprometidos quando a acidez do meio foi
elevada para valores acima de 4,8 g/l, expressa em gramas de acido lactico. A produtividade
de etanol e a taxa de consumo de agucar sofreram queda semelhante (em torno de 54%) nos
ciclos onde a acidez e a contaminac¢do foram méximas (Oliva-Neto, 1990). Na industria, essas
quedas devem ser provocadas também pela producdo de acido acético por Acetobacter
(Maeda, 1997). Entretanto, essa queda na produgdo de etanol parece ser muito dependente da
combinagdo entre determinadas linhagens de levedura e determinadas linhagens bacterianas
(Kaji, 1989). Isto mostra que a presenca de alguns isolados bacterianos em proporgdes

elevadas na dorna poderia afetar significativamente a capacidade fermentativa da biomassa de
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leveduras. Esse trabalho foi posteriormente repetido em substratos de fermentagao
suplementado com extrato de levedura e aminoacidos (Oliva-Neto, 1995). Os resultados
mostraram que apds 4 a 7 ciclos de fermentacao de 20 horas ocorreu o rapido crescimento da
populacdo bacteriana, culminando com a inibi¢do da populacdo de leveduras apds 8 a 12
ciclos provocada pelo aumento da acidez do meio. O maior crescimento bacteriano foi
observado quando houve complementacdo do meio com aminoacidos, mas nao com sais,
vitaminas ou agucares (Oliva-Neto, 1995). Os aminoacidos devem ser os principais
componentes presentes no extrato de levedura que estimulam o crescimento das bactérias
lacticas durante a fermentacdo, e a quantidade do extrato de levedura parece ser critica no
estimulo do crescimento. Pode-se imaginar que a lise celular que ocorre na populacdo de
leveduras ao longo dos ciclos fermentativos possa liberar para o mosto os aminoacidos e
peptideos que estimulariam o crescimento bacteriano no processo. Outros fatores que
influenciaram o crescimento da populacdo bacteriana na fermentagdo alcodlica foram os
seguintes: 1) a duracdo dos ciclos de fermentagdo, ja que ciclos com 20 horas foram mais
estimuladores do crescimento bacteriano do que os de 12 horas e 2) e a velocidade de
centrifugacdo do processo, visto que baixas velocidades de centrifuga¢do do fermento em
cerca de 870 x g favorecem mais o desenvolvimento das bactérias contaminantes quando
comparadas com altas velocidades em torno de 5000 x g.

Além disso, diferengas proprias do processo fermentativo podem favorecer ao
aparecimento de diferentes espécies, como por exemplo, as destilarias do nordeste usam o
caldo de cana ndo tratado, introduzindo no processo fermentativo cerca de 10’ células de
bactérias por ml de substrato; ja as destilarias do sudeste usam o caldo tratado, introduzindo
menos bactérias (10°-10° células por ml), contudo, contaminagdes bacterianas mais severas
tém sido observadas nas destilarias da Regido Sudeste do Brasil. Isto sugere que mais do que
a carga bacteriana, o tipo bacteriano envolvido no processo de contaminagdo deve definir a
severidade do episodio. Portanto, linhagens diferentes de uma mesma espécie bacteriana
devem se comportar diferencialmente em diferentes processos industriais. O gendtipo
bacteriano e o tipo do processo industrial devem formar o conjunto que definirdo a
intensidade de contaminacdo da fermentagdo. Corroborando com esta idéia, Yokota e Oliva-
Neto (1991) verificaram que algumas linhagens de Lactobacillus fermentum tém causado a
floculagdao das células de leveduras quando presentes em determinada propor¢cdo no meio,
enquanto que outras linhagens desta mesma espécie ndo provocam esse efeito. Esse efeito
espécie-dependente também foi verificado em relagdo a manutengdo da viabilidade celular das
leveduras, pois os dados obtidos por Cherubim (2003) em culturas mistas mostraram que a

levedura de panifica¢do Fleishmann foi mais sensivel a presenca da linhagem L. fermentum
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CCT 1407 do que as linhagens industriais PE-2 e M-26. Dados da analise da dinamica da
populagdo de leveduras em processos industriais na regido Nordeste mostraram que essa
linhagem de panificagdo, muito utilizada no passado recente no inicio da fermentacdo na
maioria das destilarias do Brasil, ndo ¢ capaz de se fixar no processo e ¢ rapidamente
suplantada por outras linhagens de S. cerevisiae (Silva-Filho et al., 2005). Suger-se que a
provavel explicacdo para esse achado deve se basear na composi¢ao da populagdo de bactérias
no processo. Portanto, a dindmica da populagdo de bactérias deve influenciar na dindmica da
populagao de leveduras e, assim, interferir no rendimento industrial como ja fora preconizado
em trabalhos anteriores (Kaji, 1989; Nobre, 2005). Conseqiientemente, os dados mostram a
importancia da discriminagdo das diferentes linhagens bacterianas que podem interferir no
processo fermentativo. Esses estudos foram iniciados com o uso da técnica de RAPD no
estudo dos isolados de L. fermentum provenientes de usinas de Sao Paulo. Os resultados
mostram a grande diversidade de tipos celulares a partir do polimorfismo nos padrdes de
amplificacao (Variane, 1996), tal como ja apontavam os dados fisiologicos de inducdo de
floculacdo, inducdo de queda da viabilidade celular de leveduras e resisténcia a antibidticos
descritos acima. No presente trabalho avaliamos a variabilidade intra-especifica de isolados
de L. fermentum e L. vini com a técnica REP-PCR usando o iniciador (GTG)s. Esta técnica se
mostrou viavel para a andlise intra-especifica dos isolados do processo, € portanto importante
para o acompanhamento da dinamica populacional bacteriana. Dentro do contexto industrial e
pelo que tem sido citado na literatura, torna-se uma técnica extremamente importante, uma
vez que ndo importa apenas saber qual a bactéria que estd no processo, mas sim o tipo
especifico, e principalmente identificar aquele que sao prejudiciais ao processo. Este trabalho
indicou que os nossos isolados ndo causaram prejuizos aos processos, logo ja ¢ possivel
identificar alguns perfis que ndo devem causar preocupagdo quando presentes nos referidos
processsos de fermentagdo industrial de alcool combustivel.

Os nossos resultados quanto a bactéria Lactobacillus vini, onde esta bactéria
predomina na safra das destilarias da Paraiba, corroboram com os resultados de Passoth et al.
(2007). Segundo esses autores, no processo de producdo de etanol, a partir de amido de trigo,
na Suica ha a predomindncia de Dekkera bruxellensis e Lactobacillus vini, com elevado
nimero de bactérias lacticas, e a qualidade do etanol, a produtividade e estabilidade do
processo ¢ alta; de onde eles concluem que D. bruxellensis ¢ L. vini podem ser consideradas
como organismos de producdo de etanol comercial. Contudo ainda, ndo € possivel definir se
isto também se aplica para o processo industrial de dlcool combustivel quando o substrato ¢ a
cana de acucar. Apesar de que em algumas coletas foi observado que presenca de D.

bruxellensis quando também foi detectado L.vini, mas este fato ndo foi observado em todas as
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coletas nas destilarias Japungu e n Miriri. Ja na destilaria Giasa quase em todas as coletas
havia a presenca de D. bruxellensis com proporg¢ado variando entre 20 e 40%, contudo ndo
temos os dados de redimento etanolico. No entanto, nossos resultados indicam para o fato de
D. bruxellensis e L. vini podem ser consideradas como organismos de produgdo de etanol
comercial nos procesos que utilizam cana de acucar, porém estudos mais detalhados devem
ser realizados para chegarmos a uma conclusao.

Pouco se sabe sobre a bactéria L. vini, essa bactéria foi isolada do processo de
fermentacdo do vinho (Rodas et al., 2005), sendo descrita como nova espécie por Rodas et al.
(2006). Os dados disponiveis sobre a fisiologia desta bactéria ainda é limitado, e segundo
Passoth et al. (2007), s6 ¢ possivel especular sobre a fungdo do L. vini no processo
fermentativo para producdo de 4lcool. No entanto, segundo estes autores, como
aparentemente, L. vini e D. bruxellensis formam uma comunidade estavel no processo, um
consocio destes microorganismos podem funcionar para estabilizar a populagdo e a produgao
de etanol.

Esses dados sdo extremamente importantes para producdo de etanol no nordeste
brasileiro, pois De Souza Liberal (2007) demonstrou que a D. bruxellensis é uma das
leveduras contaminantes mais importante em destilaria produtoras de alcool combustivel a
partir o caldo da cana de acgucar, especialmente em sistemas de fermentagdo continua no
nordeste. O presente trabalho apresenta pela primeira vez, que a bactéria L. vini é o principal
contaminante bacteriano destes processos no nordeste. Logo, trabalhos futuros ja estdo sendo
planejados para se conhecer o genoma desta bactéria e assim podermos inferir algo sobre a
sua fisiologia e metabolismo, a exemplo do que ja estd sendo feito em nosso laboratério com
D. bruxellensis. Assim como simulagdes do processo serdo realizadas no laboratorio com as
leveduras D. bruxellensis, Saccharomyces cerevisiae e a bactéria L. vini, pois a partir desses
resultados sabermos se este fato também ocorre para processos a partir da cana de agucar e s
assim serd possivel prever um mecanismo que oferega a industria sucroalcoleira uma

estratégia que vise estabilizar a populagao do processo e melhorar a produgdo de etanol.
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Figura 18: Perfil de digestdo dos isolados de L. manihotivorans (A) e L. amylovorus (B). Sphl
(linha 1), Ncol (linha 2), Nhel (linha 3), SspI (linha 4), Sful (linha 5), ECORV (linha 6), Dral (linha
7), VspI (linha 8), HincII (linha 9), EcoRI (linha 10), HindIII (linha 11) e AvrII (linha 12). PM
representa o marcador de peso molecular de 1Kb.
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Figura 19: Perfil de digestdo dos isolados de L. vini. (A = tipo I ¢ B = tipo II) SphI (linha 1), Ncol
(linha 2), Nhel (linha 3), SspI (linha 4), Sful (linha 5), ECORV (linha 6), Dral (linha 7), VspI (linha
8), Hincll (linha 9), EcoRI (linha 10), HindIII (linha 11) e AvrIl (linha 12). PM representa o
marcador de peso molecular de 1Kb.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 PM

Figura 20: Perfil de digestao dos isolados de L. “diolivorans like”. Sphi (linha 1), Ncol (linha 2),
Nhel (linha 3), Sspl (linha 4), Sful (linha 5), ECORV (linha 6), Dral (linha 7), VspI (linha 8), HincIT
(linha 9), EcoRI (linha 10), HindIII (linha 11) e Avrll (linha 12). PM representa o marcador de

peso molecular de 1Kb.
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Figura 21: Perfil de digestao dos isolados de W. paramesenteroides (A) e O. “kitaharae like” (B).
Sphl (linha 1), Ncol (linha 2), Nhel (linha 3), SsplI (linha 4), Sful (linha 5), ECORV (linha 6), Dral
(linha 7), Vspl (linha 8), HinclI (linha 9), EcoRI (linha 10), HindIII (linha 11) e Avrll (linha 12).
PM representa o marcador de peso molecular de 1Kb.
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Tabela 7: Relagdo entre a populagdo de leveduras, populacdo das principais espécies
bacterianas e os dados industriais em trés destilarias de alcool no Nordeste.

Data Leveduras contaminantes Troca de fermento L. vini Outras bactérias relevantes  Etanol
JAPUNGU 2007-2008

03/jul  Nao 20%  60% L.plantarum 5,90%
25/jul  40% de ndo-Saccharomyces

26/jul sim 77%  17% L. fermentum 6,15%
0l/ago  20% de D. bruxellensis 15%  40% L. ferintoshensis 6,26%
05/set  30% D. bruxellensis 30% Zygosaccharomyces sp. sim 80% 6,01%
26/set  20% Zygosaccharomyces sp. sim

03/out  20% D. bruxellensis 54% 6,96%
10/out  20%D. bruxellensis

16/out sim

31/out  20% ndo-S. cerevisiae

07/nov  Nao 80% 6,66%
12/dez  Nao sim 32%  68% L. fermentum 7,08%
24/dez  Nao sim

16/jan  Nao 88%  12% L. fermentum 7,98%
23/jan  60% ndo-S. cerevisiae

06/fev. Nao sim

13/fev. Nao 96% 7,16%

20/fev. 90% D. bruxellensis
MIRIRI 2007-2008

08/ago  Nao 0% 5,20%
29/ago  20% D. bruxellensis

05/set  80% Zygosaccharomyces sp. 24%  54% L. amylovorus 6,90%
21/set sim

26/set  20% D. bruxellensis 50% Zygosaccharomyces sp.

03/out  Nio sim 35%  60% L. fermentum 7,10%

07/mov  Nio 51%  44% L. fermentum 7,30%

16/jan  Nao 32%  68% L. fermentum 7,60%
24% L. fermentum, 37% L.

13/fev. Nao 39% ferintoshensis 7%

GIASA 2007-2008

08/ago  Nao 0%

05/set  50% Zygosaccharomyces sp. 88%

03/out  Nao 91%

31/out  30% D. bruxellensis 40% ndo-S. cerevisiae 81%  18% L. fermentum

28mov  20% D. bruxellensis 100%

09/jan  20% ndo-S. cerevisiae 55%  35% L. fermentum

23/jan  40% D. bruxellensis
06/fev. Nao 0%  100% Lactobacillus sp.
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Descriptions
Legend for links to other resources: M unigene I3 ceo [E cene B structure [ Map Viewer

Sequences producing significant aligmments:
(Click headers to sort columns)

Accession | Description Max score Total score ‘ Query coverage |A E value | Max ident | Links
a Lactobacillus manihotivorans pheS agene for phenylalanyl-tRNA synt 501 501 97% 1le-138 90%
Lactobacillus collinoides partial pheS gene for phenvlalanyl-tRNA sy 130 132 90% 2e-27 74%
Lactobacillus collinoides partial pheS gene for phenvlalanyl-tRNA sy 130 132 90% 2e-27 74%
AM087730.1 Lactobacillus collinoides pheS gene for phenvlalanyl-tRNA synthase 132 132 90% 2e-27 4%
¥ Descriptions
Legend for links to other resources: [ unicene 3 6o [E cene B structure [ Map Viewer B
Sequences producing significant alignments:
{Click headers to sort columns)
Accession ‘ Description Max score Total score | Query coverage | . E value | Max ident | Links
Uncultured bacterium clone ECH aai40f06 165 ribosomal RNA asne 1033 1033 100% 0.0 98%
Uncultured bacterium clone ECH aai40q07 165 ribosomal RNA gene 1027 1027 100% 0.0 97%
Uncultured bacterium clone ECH aai40d09 165 ribosomal RNA aene 1027 1027 100% 0.0 97%
Uncultured bacterium clene ECH aai39c05 165 ribosomal RNA gene 1027 100% 0.0 97%
Uncultured bacterium clone ECH aai38h09 165 ribosomal RNA gene 1027 100% 0.0 97%
Uncultured bacterium clone ECH aai3gh10 165 ribosomal RNA aene 1027 100% 0.0 97%
Uncultured bacterium clone ECH aai37h11 165 ribosomnal RNA gene 1027 100% 0.0 97%
Uncultured bacterium clone ECH aai40q11 165 ribosomal RNA aene 1022 100% 0.0 97%
Uncultured bacterium clene ECH aai40e01 165 ribosomal RNA gene 1022 100% 0.0 97%
Uncultured bacterium clone ECH aai38d12 165 ribosomal RNA gene 1022 100% 0.0 97%
Uncultured bacterium clone ECH aai37b10 165 ribosomal RNA aene 1022 100% 0.0 97%
Lactobacillus manihotiverans strain OND 32 165 ribosomal RNA, cor 1022 99% 0.0 97%
Uncultured bacterium clone ECH aai37e06 165 ribosomal RNA gene 1020 100% 0.0 97%
uncultured bacterium clene ECH aai40cll 165 ribosomal RNA gene 1016 100% 0.0 97%
Uncultured bacterium clone ECH aai37h09 165 ribosomal RNA gene 1011 100% 0.0 97%
Lactobacillus manihotivorans strain YAM I 165 ribosomal RNA aene, 992 99% 0.0 96%
Uncultured bacterium clene ECH aai3af02 165 ribosomal RNA asne 983 100% 0.0 96%
Uncultured bacterium clone ECH aai38b03 165 ribosomal RNA gene 972 100% 0.0 96%
Uncultured bacterium clone ECH aai3gh03 165 ribosomal RNA aene 966 100% 0.0 96%
B289202.1 Lactobacillus manihotiverans gene for 165 rRNA, partial sequence, ¢ 937 92% 0.0 97%
EU460721.1 Uncultured bacterium clone ECH aai37a02 165 ribosomal RNA aene 859 79% 0.0 99%

Figura 22: Blast N com a seqiiéncia do isolado identificado como L. manihotivorans (A = sequenciamento
do gene pheS, B = sequenciamento do gene 16S)
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¥ Descriptions

Legend for links to other resources: [ unicene I 60 [E Gene B structure [ Map Viewer

Sequences producing significant alignments:
(Click headers to sort columns)

Accession | Description Max score Total score | Query coverage |_ E value Max ident ‘ Links
AB242320.1 Lactobacillus mobilis gene for 165 rRNA, partial sequence a04 904 100% 0.0 99%
AY681135.1 Lactobacillus sp. 459 165 ribosomal RNA gene, complete sequence 904 904 100% 0.0 99%
AY581132.1 Lactobacillus vini strain 154 165 ribosomal RNA aene., complete sea 800 900 99% 0.0 99%%
AY581131.1 Lactobacillus vini strain 116 165 ribozomal RNA gene, complete seq 900 900 99% 0.0 99%

Lactobacillus sp. MONT4 165 ribosomal RNA aene, partial sequence 893 893 100% 0.0 99%
Lactobacillus vini 165 rRNA gene, type strain CECT 5924T 893 893 98% 0.0 99%
Lactobacillus sp. 166 165 ribosomal RNA gene, complete sequence 869 869 96% 0.0 99%
Lactobacillus sp. JCM 8633 gene for 165 rRNA, partial sequence, str 819 819 30% 0.0 99%
Lactobacillus sp. gene for 165 rRNA, partial sequence 712 100% 0.0 92%
Lactobacillus capillatus aene for 165 rRNA, partial sequence, strain: 706 100% 0.0 92%
Lactobacillus capillatus gene for 165 rRNA, partial sequence, strain: 706 100% 0.0 92%
Lactobacillus capillatus gene for 165 rRNA, partial sequence, strain: 706 100% 0.0 92%
Lactobacillus sp. LUELD 165 rRNA gene 704 98% 0.0 92%
Lactobacillus oeni strain 59b 165 ribosomal RNA gene, complete sec 701 100% 0.0 92%
Lactobacillus oeni strain 54 165 ribosomal RNA aene, partial seauer 695 695 100% 0.0 92%
MR 028 .1 | Lactobacillus satsumensis strain NRIC 0604 165 ribosomal RNA, par 695 695 100% 0.0 92%
AB162131.1 Lactobacillus nagelii aene for 165 rRMA, partial sequence 695 695 98% 0.0 92%
Eug21 Lactobacillus oeni strain 420 165 ribosomal RNA gene, partial seque 689 689 98% 0.0 92%
EU821352.1 Lactobacillus oeni strain 376 165 ribosomal RNA agene, partial seque 689 689 98% 0.0 92%
EU821351.1 Lactebacillus oeni strain 209a 165 ribosomal RNA gene, partial seaw 689 689 98% 0.0 92%

B

Accession Description Max score Total score | Query coverage Max ident | Links
AY681131.1 Lactobacillus vini strain 116 165 ribosomal RNA gene, complete seq 290 990 100% 99%
A Lactebacillus mebilis gene for 165 rRNA, partial sequence 935 100% 99%

Lactobacillus sp. 459 165 ribosomal RNA gene, complete sequence 935 100% 99%
Lactebacillus vini strain 154 165 ribosomal RNA gene, complete seq 935 100% 99%
Lactobacillus wini 165 rRNA gene, tvpe strain CECT 5924T 979 99% 99%
Lactebacillus sp. MONT4 165 ribosomal RMNA gene, partial sequence 951 98% 99%
Lactebacillus sp. 166 165 ribosornal RNA gene, complete sequence 957 97% 99%
Lactobacillus sp. JCM 8633 gene for 165 rRNA, partial sequence, str 205 92% 99%
Lactobacillus sp. LUE1D 165 rRNA gene 797 99% 93%
Lactobacillus sp. gene for 165 rRNA, partial sequence 793 100% 93%
Lactebacillus nagelii gene for 165 rRNA, partial sequence 787 99% 93%
Lactobacillus capillatus aene for 165 rRMA, partial sequence, strain: 732 100% 92%
Lactobacillus capillatus gene for 165 rRMA, partial sequence, strain: 782 100% 92%
Lactebacillus capillatus gene for 165 rRMA, partial sequence, strain: 78z 100% 92%
Lactobacillus nagelii gene for 165 ribosomal RNA, partial sequence, 773 97% 93%
Lactebacillus ceni strain 59b 165 ribosomal RNA gene, complete sec 771 100% 92%
Lactobacillus oeni strain 54 165 ribosomal RMNA aene, partial sequer 769 99% 92%
AY581129.1 Lactobacillus sp. 71 165 ribosomal RNA gene, complete sequence 767 100% 92%
EU821353.1 Lactobacillus oeni strain 420 165 ribosomal RNA aene, partial seque 765 765 95%, 92%
FlIa21357.1 Lactobacillus oeni strain 376 165 ribosomal RNA aene. partial seaue 765 765 CEL'A a3%

Figura 23: Blast N com a seqiiéncia do isolado identificado como L. vini (A = sequenciamento do gene 16S

do tipol, B = sequenciamento do gene 16S do tipo 1)
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¥ Descriptions A
Legend for links to other resources: [ unicene 3 60 [E Gene B structure [ ap Viewer

Sequences producing significant alignments:
({Click headers to sort columms)

Description | Max score Total score | Query coverage |__ E value ‘ Max ident | Links

Lactobacillus amvlovorus partial pheS aene for phenvlalanyl-tRNA s 819 819 96% 0.0 99%
Lactebacillus amyloverus partial pheS gene for phenvlalanyl-tRNA s 819 819 96% 0.0 99%
Lactobacillus amvloverus pheS aene for phenvlalanvl-tRNA svnthas: 209 309 595% 0.0 98%
Lactobacillus amyloverus strain LABT phenylalanyl-tRNA synthase a 713 713 84% 0.0 98%
Lactobacillus sobrius strain ADS phenvlalanyl-tRNA synthase alpha ¢ 713 713 84% 0.0 98%
Lactobacillus amylovorus strain DSM 20532 phenylalanyl-tRNA syntl 713 713 84% 0.0 98%
Lactobacillus amylovorus strain LAB13 phenvylalanyl-tRNA synthase 708 708 84% 0.0 98%
Lactobacillus amvloverus strain DSM 20531 phenvlalanvl-tRNA svntl 708 708 84% 0.0 98%
Lactobacillus amvlovorus strain LABS phenvlalanyl-tRNA synthase a B399 699 84% 0.0 97%
Lactebacillus amvloverus strain LABS2 phenvlalanvl-tRNA svnthase 5697 657 84% 0.0 98%
Lactobacillus sobrius strain DSM 16698 phenylalanyl-tRNA synthase 697 697 85% 0.0 97%
Lactobacillus kitasatonis pheS gene for phenvlalanyl-tRNA synthase 633 693 83% 0.0 98%
Lactobacillus helveticus DPC 4571, complete qenome 597 597 98% 2e-167 89%
Lactobacillus helveticus strain IMAU20074(mah6&-1-1) PheS gene, p: 550 590 99% 3e-165 89%
Lactobacillus helveticus strain IMAU30131(F4301) PheS aene, partia 588 538 98% 1le-164 89%
Fl98391 Lactobacillus helveticus strain IMAUZ0059(C8401) PheS gene, parti: 584 98% le-163 89%
F1983912.1 Lactebacillus helveticus strain IMAU30045(C4402) PheS gene, parti: 584 98% le-163 89%
F1983903.1 Lactobacillus helveticus strain IMAU30003(A1303) PheS gene, partie 584 98% 1e-163 89%
F1983979.1 Lactobacillus helveticus strain IMAU20062(mgh17-1-1) Phes gene, [ 582 98% 5e-163 89%
F]1983978.1 Lactobacillus helveticus strain IMAU20067(mah2-3-1) PheS aene, pi 532 96% Se-163 89%
AB382028.1 Uncultured bacterium gene for 165 rRNA, partial sequence, clone: k 976 976 100% 0.0 99%
AB382023.1 Uncultured bacterium gene for 165 rRNA, partial sequence, clone: ¥ 978 976 100% 0.0 99%

AB382033.1 Uncultured bacterium gene for 165 rRNA, partial sequence, clone: ¥ 978 976 100% 0.0 99% B
EF120375.1 Lactobacillus amylovorus strain LAB52 165 ribosomal RNA qene, pa 978 976 100% 0.0 99%
EF120373.1 Lactobacillus amylovorus strain LAB31 165 ribosomal RNA gene, pa 978 976 100% 0.0 99%
EF120372.1 Lactobacillus amylovorus strain LAB16 165 ribosomal RNA gene, pa 978 976 100% 0.0 99%
EF120371.1 Lactobacillus amylowvorus strain LAB13 165 ribosomal RNA gene, pa 978 976 100% 0.0 99%
EF120370.1 Lactobacillus amylovorus strain LABS 165 ribosomal RNA gene, par 978 976 100% 0.0 99%
EF120369.1 Lactobacillus amylovorus strain LAB7 165 ribosomal RNA gene, par 978 976 100% 0.0 99%
EF120368.1 Lactobacillus amylovorus strain LAB2 165 ribosomal RNA gene, par 978 976 100% 0.0 99%
AY700063.2 Lactobacillus sobrius strain OTU171-001 165 ribosomal RNA gene, ¢ 978 976 100% 0.0 99%
AF371471.1 Uncultured bacterium clone p-2501-18B5 165 ribosomal RNA gene, 978 976 100% 0.0 99%
AB186319.1 Lactobacillus kitasatonis aene for 165 rRNA, partial sequence, strair 978 976 100% 0.0 99%
EU474835.1 Uncultured bacterium clone RRH aaal4e12 165 ribosomal RNA gen 972 972 99% 0.0 99%
GQ505042.1 Uncultured bacterium clone TKW-HPB-3-2 165 ribosomal RNA gene, 970 970 100% 0.0 99%
GQ448350.1 Uncultured bacterium clone calf783 2wks arp2 A0S 165 ribosomal 970 970 99% 0.0 99%
EU728739.1 Lactobacillus sp. DIF WC57 165 ribosomal RNA gene, partial seque 970 970 99% 0.0 99%
EU475025.1 Uncultured bacterium clone RRH aaa01a02 165 ribosomal RNA gen 970 970 100% 0.0 99%
EU475024.1 Uncultured bacterium clone RRH aaa03f08 165 ribosomal RNA genst 970 970 100% 0.0 99%
EU475008.1 Uncultured bacterium clone RRH aaa02al4 165 ribosomal RNA gen 970 970 100% 0.0 99%
EU474977.1 Uncultured bacterium clone RRH aaa01f02 165 ribosomal RNA gent 970 970 100% 0.0 99%
EU474959.1 Uncultured bacterium clone RRH aaa02d08 165 ribosomal RNA gen 970 970 100% 0.0 99%
EU474957.1 Uncultured bacterium clone RRH aaa02h03 165 ribosomal RNA gen 970 970 100% 0.0 99%
EU474945.1 Uncultured bacterium clone RRH aaa03q01.Contig2 165 ribosomal | 970 970 100% 0.0 99%
EU474920.1 Uncultured bacterium clone RRH aaa03d12 165 ribosomal RNA gen 970 970 100% 0.0 99%
EU474918.1 Uncultured bacterium clone RRH aaal4cll 165 ribosomal RNA gem 970 970 100% 0.0 99%
EU474892.1 Uncultured bacterium clone RRH aaa04e08 165 ribosomal RNA gen 970 970 100% 0.0 99%
EU474889.1 Uncultured bacterium clone RRH aaa02a0% 165 ribosomal RNA gen 970 970 100% 0.0 99%
EU474885.1 Uncultured bacterium clone RRH aaa03d07 165 ribosomal RNA gen 970 970 100% 0.0 99%
EU474572.1 570 970 100% 0.0 99%

Uncultured bacterium clone RRH aaa01a08 165 ribosomal RNA gen

Figura 24: Blast N com a seqiiéncia do isolado identificado como L. amylovorus (A = sequenciamento do
gene pheS, B = sequenciamento do gene 16S)
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6. Conclusodes

a) Uma grande diversidade de bactérias constituiu a microbiota presente no processo de
fermentacdo do alcool combustivel, sendo o género Lactobacillus um dos principais
contaminantes encontrados. Contudo, sugere-se que a dindmica populacional bacteriana oscila
durante o periodo da safra, pois algumas bactérias puderam apenas ser encontradas no inicio
do processo, ndo permanecendo até o final do mesmo, enquanto outras surgem e mantém sua

freqliéncia durante toda safra, mostrando melhor adaptacdo ao processo.

b) A metodologia da ARDRA, baseada na andlise do perfil de digestdo da amplificacao da
regido espacadora 16S-23S, mostrou-se em geral rapida e precisa para a distin¢do das espécies
bacterianas. Esta pode ser utilizada como ferramenta para diagndstico das contaminag¢des do

Processo.

¢) Os isolados de Lactobacillus vini parecem apresentar resisténcia aos antibioticos usados na
indtstria, pois suas freqliéncias sdo mantidas mesmo quando ha tratamento com
antimicrobianos, estes podem estd envolvidos com a sele¢do de algumas espécies no processo.
Sabendo-se disso, estudos posteriores fazem-se necessario para testar a susceptibilidade de

tais organismos aos antibidticos utilizados nas industrias.

d) Sugere-se que diferentes linhagens de Lactobacillus fermentum e Lactobacillus vini podem
estar presentes nos episddios de contaminacdo nas destilarias estudadas. Trabalhos futuros
visam correlacionar os isolados com diferentes perfis intra-especifico com algum dano do

processo, visando assim tracar uma melhor estratégia de controle microbiano.

e) Em nossos estudos, foram obtidos diferentes perfis de genotipicos dos isolados
caracterizados, demonstrando que a técnica de rep-PCR pode ser utilizada como marcador
intra-especifico. Posteriomente podendo ser usada para o acompanhamento da dinamica

populacional do processo de produgdo de alcool combustivel.
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8. Anexos

8.1. Quadro comparativo dos perfis de digestao das bactérias, do género Lactobacillus, representativas, isoladas nos

processos estudados.
Tabela Al: Perfil de digestdo das espécies de Lactobacillus analisadas no presente estudo.

SphI | Ncol | Nhel | SspI | Sful | EcoRV | Dral | Vspl | Hincll | EcoRI | HindIII | Avrll

- + - - + - - - - + + +

L. amylovorus - + - - + - - - . ¥ + "
- + - - - - - - - + + +

+ - - - - - - + - - + -

L. brevis + - - - - - - + _ . n i
+ - - - - - - + - - + -

+ - - + - + - - + -

L. hilgardii + - - + - - - + _ . + )
+ - - + - - - + - - + -

- - - - - + + + - - + -

L. casei - - - - - + + + - - n B}
- - - - + + + - - + _

- - - + - - - + - - -

L. “diolivorans like” - - - + - - - + - - - -
- - - + - - - + - - - -

+ - - + - - - + + - + -

L. ferintoshensis + - - + - - - + + . + i
+ - - + - - - + + - + -

+ - +/- - - - + - - - -

L. fermentum + - +- - - - - + - - - .
+ - +/- - - - - + - - - -

+ - - + +/- - - + + - - -

L. plantarum + - - + - - - + + - - -
+ - - + - - - + + - - -

+ - - - - - - - - - - -

L. nagelli + - - - - - - - - - - -
+ - - - - - - - - - - -

+ - - - - - +/- - - + - -

L. vini + - - - - . 4/ _ i " i i
+ - - - - - +/- - - + - -
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8.2. Dados do acompanhamento da populacéo de leveduras dos processos
industriais.
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Figura Al. Distribui¢do das leveduras ao longo do processo fermentativo na destilaria Japungu na
safra 2006-2007 (dados fornecidos para empresa Genetech Bioprodutividade). As amostras foram
coletadas e processadas segundo a metodologia descrita por Silva-Filho (2003) [E.A. Silva-Filho.
Tipagem genética e modificacdo genética de leveduras do processo de fermentacdo alcodlica.
2003. Tese (Ciéncias Biolodgicas) - Universidade Federal de Pernambuco].
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Figura A3. Distribuigdo das leveduras ao longo do processo fermentativo na destilaria Japungu na safra 2007-2008 (dados fornecidos para empresa Genetech
Bioprodutividade). As amostras foram coletadas e processadas segundo a metodologia descrita por Silva-Filho (2003) [E.A. Silva-Filho. Tipagem genética e
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Identificacdo molecular de bactérias
isoladas da fermentacao alcodlica industrial
pela técnica de ARDRA-PCR

54° Congresso Brasileiro de Genética

Santos, BM*; Lucena, BTLY; Moreira, JLS?; Nunes, AC?; Azevedo, \%; Morais Jr, MA*

"D de Gendlica, Universidade Federal de Pemambuco
“Universidade Federal de Minas Gerais
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Palavras-chave: ARDRA-PCR, Bactérias lacticas, Contaminantes Bacterianos, Fermentagdo alcodlica, lactobacillus

A inddistria alcooleira no Brasil perde anualmente virios milhares de reais devido a episédios de contaminagio produzidos
por bactérias. Além disso. outros milhares sio gastos com o0 uso de antibidricos industriais para a contencio dessas
contaminagdes. Infelizmente, ndo hd ainda um cardlogo completo de informacdes sobre todas as possiveis espéeies
bacterianas envolvidas na contaminagio industrial, scus efeitos no processo ¢ os farores que levam a essas contaminacoes.
No presente rrabalho, propomos a unilizacao da téenica de ARDRA-PCR paraa idenrificacao hacreniana e momroramento
das bactérias presentes em processos industriais de producio de dlcool combustivel. Para isso foram coletas amostras de
mosto fermento em uma destilaria no estado da Paraiba, no inicio (partida) do processo fermentativo e a cada 30 dias
durante a safra 2007-2008. Apés diluicio do mosto, as células foram semcadas em meio MRS c incubadas em jarras
anaerdbias a 37°C, Foram escolhidas para identificagdo cerca de 20 coldnias com base no percentual de cada morfotipo
nas placa. A identificacio dos isolados foi realizada arravés da andlise do perfil de restricio da amplificacio da regido
espacadora 165-238 do DNA ribossomal amplificada por PCR. Observando a dinimica da populacio hacreriana nas
primeiras coletas pode-se sugerir que algumas bactérias surgem no processo, contudo nao conseguem se manter. como
por exemplo, Laciobacitius planiarum na primeira coleta, Laciobacillus ferintoshensis ¢ Laciobaciiius brevis na segunda
coleta. Outras surgem e se mantém no processo, ainda que modificando a sua freqiiéncia, como Lactobacillus sp 2 ¢
Lactobacillus fermentum. Um isolado que nos tem chamado atengio ¢ o L6, que surge ¢ logo aumenta sua freqiiéncia
no processo. Os isolados LG apresentam perfil de amplificacio tpico de Lacrobacillus, porém o perfil de restricio
apresentade nio consta no nosso bance de dados. Estes isolados L6 parecem apresentar resisténcia aos antibiéricos
usados na inddstria, pois suas treqiiéncias sdo mantidas mesmo guando hd tratamento com antimicrobianos levando a
selecio de algumas espécics no processo. Este isolado L6 foi submetido a seqitenciamenta de DNA e identificado como
Lacrobacillus vini a partir da similaridade de 99-100% com as seqiiéncias desta espécie depositadas no GenBank. Esta
bactéria foi recentemente isolada de processo fermentativo em associacio com a levedurs Dekkent Druxellensts (Passoth
e al, 2007), e os aurores sugerem que este pode constituir um bom consécio para producio de dlcnol combustivel.

Apoio Financeiro: AEB Bioquimica Latino Americana S.A, CAPES ¢ Genetech.
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Centro de Convengdes Ulysses Guimardes - Brasilia / DF

FERMENTACAO E BIOTECNOLOGIA / M0T MICRORGANISMOS: INDUSTRIAS DEBASEE
BIOREFINARIAS.

4619
Identificagio de contaminaies bacterianos em processos de £rmentagio alcodlica através da ardra-per

LUCENA, B. T. L1; MOREIRA, J. L §.2; SANTOS B. M.}; LIR&, K. M.!; NUNES, A. C.%; AZEVEDO, V.3
MORAIS JR., M. A. M

L.UFPE/Genetech
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Resumo:

& induztria alcooleira no Brasil perde anuslimente milhares de Reais devido a episddios de cortaminacdo por bactériss.
M&0 hé sinda um catdlogo completo de informacdes sobre possiveis espécies bacterianas envolbidas na contaminagdo
industrial, seus efeitos no processo e os fatores que levam a esses episddios. Estas informagdes serdo fundamentais para
=& identificar possivels focos de contaminagao, assim como, as relegdes entre os parametros industiais de processo e s
instalacdo de uma determinaca linhagem bacteriana. Meste trabalho, foram coletadas smostras de mosto fermentado de
destilarias de dlcool e alambigue durante & safra 2005-2006, representantes hacterianos foram isolados em meio MRS a
JFoZ em  jarra de  anaerobiosze e utilizados neste estudo com & finslidade  de  conhecermos &
diversidade bacteriana existente nos processos de fermentac@o akodlica a partir da amplificacdo por PCR da regiio
espagadora 165-235 dos genes de rRMA. Padrdes thicos de diferentes espécies de Lactobacilius foram obtidos. S1&m
diszo, obeervouse outros perfis de amplificacéo, sugerindo & presenga de diferentes especies becterianss. Apds analize
do perfil de restigio dos fragmentos amplificados, foram idertificadas 12 espécies entes os izolados estudados, des
fuais 7 pertencem ao género Lactabaciive, comespondendo a 61% doz isolados. Analizando a reqiéncia das espécies
identificadas por destilariafalambigue, verificou-se gue algumas espécies estariam associadas a uma destilaria ou
alambigque especifico. A espécie Lactobaciivs casel =0 foi izolado no alambigue, L fermentom na destilaria &, L Ailgardi
na destilaria B & Bacifius subiiis na destilaria C. Oz resultados atuaiz sugerem gue algumas espécies DCOFFEM apenas em
determinadas destilarias ou alambigues, contudo, isso =0 poderd ser afirmado com o estudo detalhado das procimas
zafras, onde buscaremos verificar também =se ha alguma relagdo entre o periodo de ssfra e & espécie existerte no
processo.
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8.4. Utilizacdo da técnica de ARDRA para identificacdo de bactérias
lacticas de fermentos comerciais utilizados na producéo de iogurtes

Alguns fermentos lacteos comercializados para a producdo de iogurtes e bebidas
lacteas foram utilizados no inicio deste trabalho como modelo para o aprimoramento e para a
ampliacao do banco de dados genéticos descrito por Moreira et al (2005). Essa atividade foi
realizada no contexto de prestacdo de servigo tecnologico do laboratorio de Genética de
Microrganismos do Departamento de Genética da UFPE, sob execugdo da aluna Brigida
Lucena como parte de sua formagao técnico-cientifica. Por questdes de propriedade industrial
o nome da empresa contratante e de seus fermentos comericiais foram substituidos por
denominagdes fantasia. Os fermentos comericiais fornecidos de forma liofilizada foram
reidratados em soro fisiologico estéril para a concentracdo final de 0.5 g/ml (50 g/L). Para
isolamentos das colonias bacterianas, o fermento reidratado foi em seguida diluido até 10 em
soro fisiologico estéril, sendo 100 pl das diluigdes (10, 107 ¢10°) plaqueados em Meio MRS
com cicloheximida. As placas foram incubadas em estufa a 37°C em jarra de anaerobiose. Os
isolados estdo sendo mantidos em glicerol 30% a -20 °C. A placa da diluigdo de 10 foi a
escolhida para identificacdo dos isolados bacterianos por apresentar um maior nimero de

colonias e morfologia.

8.6.1. Fermento 1

Cerca de 30 coldnias brancas foram obtidas apds o crescimento, as quais apresentaram
duas morfologias, uma lisa e outra enrugada, sendo, portanto, utilizadas para identificagdo 5
colonias lisas e 4 enrugadas. Todos isolados bacterianos apresentaram um perfil de
amplificacdo com uma unica banda de DNA espacador com tamanho de aproximadamente
640 pb (Figura A6). A partir dos perfis de digestdes obtidos e comparando com o banco de
dados de Moreira et al (2005), os isolados foram identificados como Streptococcus
thermophilus (Figura A7). A espécie Streptococcus thermophilus é atualmente reconhecida
como espéciec em substituigdo a nomeclatura anterior Streptococcus salivarum subsp.

thermopilus. O fermento 1 possui a bactéria informada na embalagem comercial.
8.6.2. Fermento 2
Cerca de 30 colonias brancas redondas foram obtidas apds o crescimento, que apresentaram

as mesma morfologias, diferindo apenas no tamanho da col6nia, em apenas 1 coldnia se

observou a morfologia enrugada, sendo, portanto, utilizadas para identificacdo 3 colonias
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brancas redondas lisas grandes, 3 colonias brancas redondas lisas pequenas ¢ 1 enrugada.
Todos isolados bacterianos apresentaram um perfil de amplificacdo com uma tnica banda de

DNA espacador com tamanho de aproximadamente 640 pb. (Figura A8)
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Figura A7: Perfil de digestdo dos isolados identificados como

. . . ~ Streptococcus thermophilus. Os produtos de amplificagdo da
Figura A6: Amplificacdo da regido espagadora 16S-23S do agrupamento de regifo espacadora 16S-23S foram digeridos com as enzimas Sphl
genes de rDNA das amostras de bactérias lacticas do Fermento 1. MPM: (linha 1), Ncol (linha 2), Nhel (linha 3), Sspl (linha 4), Sful

marcador de peso molecular de 1Kb. (linha 5), ECORV (linha 6), Dral (linha 7), VspI (linha 8), HincII
(linha 9), EcoRI (linha 10), HindIII (linha 11) e AvrII (linha 12).
PM representa o marcador de peso molecular de 1Kb.
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Figura A8: Amplificagdo da regido espagadora 16S-23S do agrupamento de genes
de rDNA das amostras de bactérias lacticas do Fermento 2. MPM: marcador de peso
molecular de 1 Kb.

A partir dos perfis de digestdes obtidos e comparando com o banco de dados de
Moreira et al (2005), os isolados foram identificados como Streptococcus thermophilus
(Figura A9). O fermento 2 apresenta apenas uma das bactérias informadas na embalagem
comercial. As possiveis explicacdes para este resultado sdo: a) a perda da viabilidade das
células das outras trés espécies, b) a inibi¢ao dos crescimento em placa das células das outras
trés espécies pela bacteriocina produzida pelas células de Lactobacillus delbruckii e c)
inexisténcia das bactérias na formulacdo industrial. Adicionalmente, foi encontrado neste
fermento representantes da espécie Staphylococcus epidermidis. Esta espécie faz parte da
flora humana normal e também pode ser encontrada em ubres e amostras de leite. Nao produz

toxinas e fermenta acido lactico
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Figura A9: Perfil de digestdo dos isolados identificados como Streptococcus thermophilus. Os
produtos de amplificagdo da regido espagadora 16S-23S foram digeridos com as enzimas Sphl
(linha 2), Ncol (linha 3), Nhel (linha 4), SspI (linha 5), Sful (linha 6), ECORV (linha 7), Dral
(linha 8), Vspl (linha 9), Hincll (linha 10), EcoRI (linha 11), HindIII (linha 12) e Avrll (linha
13). PM representa o marcador de peso molecular de 1Kb. Controle negativo (linha 1)

8.6.3. Fermento 3

Cerca de 30 colonias foram obtidas apds o crescimento, as quais apresentaram duas
morfologias, uma arredondada com borda regular (esta apresentando colonias de tamanhos
distintos) e outra enrugada, sendo, portanto, utilizadas para identificacdo 6 coldnias
arredondada com borda regular (sendo uma colonia pequena e 5 grandes) e 3 enrugadas. Os
isolados apresentaram um perfil de amplificagdo tipico de Lactobacillus, com bandas de
amplificacdo correspondentes as trés regides espacadoras. Por outro lado, o perfil de
amplificacao do isolado “1” (Coldnia arredondada pequena) sugeriu que este deve pertencer a
uma espécie bacteriana distinta dos demais isolados, por apresentar os trés espacadores com

tamanho maior do que aqueles dos lactobacilos (Figura A10).

1 2 3 4 5 6 7 MPM 8 9

Figura Al10: Amplificagdo da regido espagadora 16S-23S do agrupamento de genes de
rDNA das amostras de bactérias lacticas do Fermento 3. MPM: marcador de peso molecular

de 1 Kb.

A partir dos perfis de digestdes obtidos e comparando com o banco de dados de

Moreira et al (2005), a amostra 1 foi identificada como Staphylococcus epidermidis (Figura
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A11-i). Ja os isolados 2 a 9 foram identificados como Lactobacillus delbruckii (Figura A11-ii).

O fermento 3 apresenta apenas uma das duas espécies informadas na embalagem comercial.
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Figura All: (i) Perfil de digestdo dos isolados identificados como Staphylococcus
epidermidis. (ii) Perfil de digestdo dos isolados identificados como Lactobacillus
delbruckii. Os produtos de amplificagdo da regido espagadora 16S-23S foram digeridos
com as enzimas Sphl (linha 2), Ncol (linha 3), Nhel (linha 4), SspI (linha 5), Sful (linha
6), ECORV (linha 7), Dral (linha 8), VspI (linha 9), HinclI (linha 10), EcoRI (linha 11),
HindIII (linha 12) e AvrlI (linha 13). PM representa o marcador de peso molecular de
1Kb. Controle negativo (linha 1)

8.6.4. Fermento 4

ApoOs o crescimento, as colOnias apresentaram colonias brancas pequenas e lisas.
Todos isolados bacterianos apresentaram um perfil de amplificagdo com uma tnica banda de
DNA espacador com tamanho de aproximadamente 650 pb (Figura A12). A partir dos perfis
de digestdes obtidos e comparando com o banco de dados de Moreira et al (2005), os isolados
foram identificados como Lactococcus lactis (Figura A13). O género Lactococcus foi
definitivamente estabelecido em 1986 dentro do grupo dos estreptococos. Antes desse periodo,
as bactérias desta espécie Lactococcus lactis eram identificadas como Streptococcus lactis.
Portanto, estes dois géneros apresentam dificuldades na separacdo taxondmica a partir das
técnicas convencionais.

O fermento 4 ndo apresenta nenhuma das duas espécies bacterianas informadas na
embalagem comercial. O género Lactococcus foi recentemente derivado do género
Streptococcus, mais a espécie ¢ nova. Isto indica que deve ter havido um problema
taxondmico no momento da identificacdo do fermento industrial, ou seja, a espécie
Streptococcus salivarius subsp. thermophilus informada seja na verdade a espécie

Lactococcus lactis.
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Figura Al2: Amplificacdo da regido espagadora 16S-23S do agrupamento de genes de rDNA das
amostras de bactérias lacticas do Fermento 4. MPM: marcador de peso molecular de 1 Kb.
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Figura A13: Perfil de digestao dos isolados identificados como Lactococcus lactis. Os produtos
de amplificagdo da regido espagadora 16S-23S foram digeridos com as enzimas Sphl (linha 2),
Ncol (linha 3), Nhel (linha 4), SspI (linha 5), Sful (linha 6), ECORV (linha 7), Dral (linha 8),
Vspl (linha 9), Hincll (linha 10), EcoRI (linha 11), HindIII (linha 12) e AvrlI (linha 13). PM
representa o marcador de peso molecular de 1Kb. Controle negativo (linha 1)

8.6.5. Fermento 5

ApOs o crescimento, observaram-se colonias brancas e lisas, e colonias transparentes e
lisas, sendo, portanto, utilizadas para identificagdo 7 colonias de cada morfologia. Todos
isolados bacterianos apresentaram um perfil de amplificagdo com uma tnica banda de DNA
espacador com tamanho de aproximadamente 650 pb (Figura A14). A partir dos perfis de
digestdes obtidos e comparando com o banco de dados de Moreira et al (2005), os isolados
foram identificados como Lactococcus lactis (Figura A15-i). Contudo trés isolados
apresentaram perfil de restricdo distinto, o que sugere trés possiveis espécies bacterianas
distintas. Serdao procedidas analises de seqiienciamento de DNA para a correta identificagdo
dessas bactérias. (Figuras A15-ii, A15-iii). O fermento 5 possui a espécie Lactococcus lactis,
mas ainda ndo foi possivel diferenciar as subespécies. Adicionalmente a auséncia da espécie
Streptococcus salivarius subsp. thermophilus, foram encontradas trés possiveis espécies
bacterianas distintas. Serdo procedidas andlises de seqiienciamento de DNA para a correta

identificacao dessas bactérias.
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Figura A14: Amplificagdo da regido espagadora 16S-23S do agrupamento de genes de rDNA
das amostras de bactérias lacticas do Fermento 5. MPM: marcador de peso molecular de 1 Kb.
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Perfil de digestdo dos isolados ndo identificados. Os produtos de amplificagdo da regido
espagadora 16S-23S foram digeridos com as enzimas Sphl (linha 2), Ncol (linha 3), Nhel (linha 4),
Sspl (linha 5), Sful (linha 6), ECoRV (linha 7), Dral (linha 8), Vspl (linha 9), Hincll (linha 10),
EcoRI (linha 11), HindIIl (linha 12) e Avrll (linha 13). PM representa o marcador de peso
molecular de 1Kb. Controle negativo (linha 1)

8.6.6. Fermento 6

Apbs o crescimento, observaram-se colonias brancas e lisas, colonias transparentes e
lisas, e colonias enrugadas, sendo, portanto, utilizadas para identificacdo colonias de cada
morfologia. Os isolados apresentaram um perfil de amplificagao tipico de Lactobacillus, com

bandas de amplificagdo correspondentes as trés regides espacadoras. (Figura A16).
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Os perfis de digestdes obtidos ndo constam no banco de dados de Moreira et al (2005),
e, portanto serdo procedidas analises de seqlienciamento de DNA para a correta identificagao

dessas bactérias. (Figura A17)
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Figura Al6: Amplificacdo da regido espagadora 16S-23S do agrupamento de genes de
rDNA das amostras de bactérias lacticas do Fermento 6. MPM: marcador de peso
molecular de 1 Kb.

Figura Al17: Perfil de digestdo dos isolados do fermento 6. Os produtos de
amplificacdo da regido espagadora 16S-23S foram digeridos com as enzimas Sphl
(linha 2), NcolI (linha 3), Nhel (linha 4), Sspl (linha 5), Sful (linha 6), ECORV (linha 7),
Dral (linha 8), VspI (linha 9), HinclI (linha 10), EcoRI (linha 11), HindIII (linha 12) e
Avrll (linha 13). PM representa o marcador de peso molecular de 1Kb. Controle
negativo (linha 1)

O fermento 6 ndo apresenta nenhuma das duas espécies informadas na composi¢do
comercial, e sim uma bactéria nao identificada. Entretanto, ha a possibilidade de que esta
bactéria seja uma nova variante da espécie Lactobacillus helveticus. Serdo procedidas analises

de seqiienciamento de DNA para a correta identificacdo dessa bactéria.
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Tabela A2: Quadro resumo das analises de identificagdo bacteriana de fermentos lacteos.

Fermento | Composicdo informada Bactérias identificadas
1 Streptococcus salivarius subsp. thermophilus | Streptococcus thermophilus (non.nov.)
2 Streptococcus salivarius subsp. thermophilus | Ausente
Lactobacillus delbruckii subsp. bulgaricus Lactobacillus delbruckii
Lactobacillus helveticus ausente
Lactobacillus casei ausente
-- Staphylococcus epidermidis
3 Streptococcus salivarius subsp. thermophilus | Streptococcus thermophilus (non.nov.)
Lactobacillus delbruckii subsp. bulgaricus ausente
4 Streptococcus salivarius subsp. thermophilus | Lactococcus lactis (gen.nov.)
Lactobacillus delbruckii subsp. bulgaricus ausente
5 Lactococcus lactis subsp. lactis Lactococcus lactis
Lactococcus lactis subsp. cremoris Lactococcus lactis
Streptococcus salivarius subsp. thermophilus | ausente
- Trés bacterias nao identificadas
6 Streptococcus salivarius subsp. thermophilus | Ausente

Lactobacillus helveticus

Lactobacillus helveticus
espécie nao identificada (todos os
isolados)
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