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RESUMO

MENDONCA, Alexandre Tourino. Identificagfio e estudo das caracteristicas
fisiologicas de Saccharomyces cerevisiae presemtes em fermentagdo
espontinea de cana-de-agicar. Lavras: UFLA, 1999. 75p.(Dissertagio —
Mestrado em Ciéncia dos Alimentos).’

O mercado de aguardente no Brasil ¢ em mimeros absolutos, considerado
um dos maiores mercados mundiais de bebidas alcodlicas, mostrando
comportamento de produgéo e consumo invariavelmente ascendente nas trés 1ltimas
décadas. A raziio deste alto consumo reside principalmente no fato da aguardente ter
preco relativamente baixo, o que justifica seu amplo consumo pela populagio de
menor poder aquisitivo. A inexisténcia de padrdes de identidade adequados e a falta
de controle de qualidade da bebida tém sido as principais barreiras para um maior
avango das aguardentes no mercado externo. A fermentagdo é o ponto critico da
produgdo, sendo que as leveduras boas produtoras sio as grandes responsdveis pelo
gosto ¢ “bouquet™ da cachaga. Com o objetivo de obter leveduras com boas
caracteristicas, foi feito o isolamento de leveduras do mosto de fermentagéo de 10
alambiques da Regido Sul do Estado de Minas Gerais. Estas leveduras foram
identificadas por técnicas tradicionais utilizando testes bioquimicos e testes
moleculares por amplificagio do DNA ( PCR- “Polimerase Chain Reaction™). Dos
387 isolados, 34% (132 leveduras) foram identificadas como pertencentes & espécie
Saccharomyces cerevisiae, pela técnica tradicional. Utilizando a técnica molecular,
foram identificadas 41% (158 leveduras) como pertencentes a espécie
Saccharomyces cerevisiae. Este isolados foram testados para selecionar as melhores
leveduras produtoras de etanol. O primeiro teste foi efetuado através de fermentagio
de glicose, sacarose e maltose em tubos de ensaio, sendo selecionadas 50 linhagens
de S. cerevisiae com menor tempo de fermentagiio. Posteriormente, empregou-se o
teste de fermentagéio em frascos onde selecionou-se a levedura CA 116 como a
melhor produtora de etanol. Esta levedura foi testada em fermentador de bancada
com caldo de cana-de-agiicar para verificagdo de produgdo alcodlica, em que se
confirmou o seu alto potencial de produgdo alcodlica, bem como a capacidade de
flocular, o que facilita 0 manuseio do processo fermentativo em bateladas.

* Comité Orientador: Rosane Freitas Schwan — UFLA (Orientadora), Eliana Pinheiro de
Carvalho - UFLA e Eustiquio Souza Dias — UFLA.



ABSTRACT

MENDONCA, Alexandre Tourino. Identification and investigation of the
physiological characteristics of Saccharomyces cerevisiae involved in
spontaneous fermentation of sugar cane. Lavras: UFLA, 1999,
75p.(Dissertation ~Master program in Food Science).”

The “aguardente” market in Brazil is in absolute figures, regarded as one
of the largest world markets of alcoholic beverages, showing production
behaviour and unchangingly increasing consumptiom over the three past
decades. The reason for this high consumption lies chiefly in the fact of the
brandy being relatively low priced, which accounts for its wide consumption by
the low income population. The non-existence of suitable identity pattens and
the lack of quality control of the beverage have been the chief barriers to a
greater advance of brandies into foreign market. Fermentation is the bottleneck
of production, good producing yeasts are the great responsible for both the taste
and “bouquet” of cachaga (sugar cane brandy). Fermentative yeasts were
isolated from 10 stills of Southern region of Minas Gerais state and identified by
traditional techniques (morphological and biochemical tests) and by molecular
(PCR-“polimerase chain reaction”). Out of the 387 isolates 34% (132 yeasts)
were identified as belonging to the species Saccharomyces cerevisiae by the
traditional techniques however, using the molecular techniques 41% of the
isolates (158 yeasts) were identified as Saccharomyces cerevisiae. These
identified ones were evaluated for ethanol production. The first screening test
was done in tubes verifying the fermentative ability of glucose, sucrose and
maltose. From the 158 Saccharomyces cerevisiae , 50 were selected as better
ethanol producers. These 50 isolates were studied in flasks and the yeast CA 116
was selected as the best producer of ethanol. This yeast was tested in
fermentative laboratory scale with sugar cane broth for confirmation and also the
ability to floculate which can facilitate the batch fermentative process was
observed.

" Guidance Committee: Rosane Freitas Schwan — UFLA (Major Professor), Eliana
Pinheiro de Carvalho — UFLA and Eustiquio Souza Dias — UFLA.
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CAPITULO 1

1.1 INTRODUCAO GERAL

O mercado de aguardente de cana-de-agiicar no Brasil é considerado, em
numeros absolutos, um dos maiores do mundo em relagio ao consumo de
bebidas alcodlicas, com comportamentos de produgiio e consumo ascendentes
nas trés ultimas décadas. O Brasil produz 1,2 bilhdes de litros de aguardente por
ano em alambiques industriais e artesanais. Metade deste valor é produzido no
estado de Sdo Paulo, seguido por Minas Gerais com 120 milhdes de litros e
Pemambuco com 70 milhGes (Martin, 1997). A produgio de aguardente, além de
movimentar cifras astronomicas emprega milhares de pessoas no pais inteiro e
com isto, desempenha também, um importante papel social na atualidade. No
entanto, a inexisténcia de padrdes de qualidade adequados & bebida tem sido
hoje a principal barreira para a distribui¢io das aguardentes no mercado extemno.

Um dos pontos criticos da produgio da aguardente é a fermentagdo, pois
a qualidade e o rendimento dependem, entre outros fatores, do microrganismo
responsavel pela produgdio de etanol (Silva, 1995). A aguardente de cana é
obtida pela fermentagdo natural do caldo de cana-de-agiicar por microrganismos
que contaminam o substrato, como leveduras da espécie Saccharomyces
cerevisiae, que sio responsaveis pelo gosto e buqué caracteristico da bebida.
Algumas leveduras excretam produtos especificos em maior ou menor
quantidade, conferindo caracteristicas peculiares a bebida.

Com o objetivo de contribuir para uma melhoria no padréio de qualidade
de aguardentes, no presente trabalho foram isoladas e identificadas leveduras por
métodos tradicionais e moleculares, selecionando as que apresentaram methores



1.2 REFERENCIAL TEORICO

1.2.1 Introdugio

As bebidas alcodlicas existiam desde antes da era cristd, embora seja
dificil situar a época, local e origem de cada uma das que atualmente sdo
comercializadas. A produgdo de bebidas através da fermentagdo alcodlica é uma
pratica que remonta a milhares de anos, quando estes produtos originavam-se de
processos espontineos (Aquarone et al., 1986). SupOe-se que as primeiras
tentativas de destilagdo de bebidas ocorreram por volta do século VIII. No
entanto, parece que esta pritica so se difundiu no século XII, aperfeigoando-se
no século XIII (Maia et al., 1993). As aguardentes comerciais comecaram a ser
produzidas nas regides onde ocorriam fermentagGes de substratos amilaceos,
praticamente ao mesmo tempo que nas areas vinicolas (Aquarcne et al., 1986).

A produgio de aguardente de cana-de-agiicar no Brasil data do inicio da
colonizacdo (INDIL, 1982). Entretanto, as indistrias de aguardente até 1945 eram
rurais e rudimentares. O aumento da populagdo e do consumo da bebida exigiu
dos alambiques maiores investimentos em pesquisa e tecnologia, a fim de
atender nido s6 a demanda do mercado como também as exigéncias do
consumidor.

A cachaca é a segunda bebida alcodlica mais consumida no Brasil.
Estimativas indicam que acima de 70 milhGes de doses sejam consumidas
diariamente, o que resulta numa cifra de aproximadamente 6
litros/habitante/ano. Este consumo gera uma demanda real pelo produto e,
consequentemente, a producdo para suprir esta demanda é um importante
segmento industrial e uma fonte geradora de empregos diretos (Fronza,1997).
Em termos numeéricos, o volume de aguardente de cana produzido em 1996
correspondeu a 90% de todo o volume da producdo nacional de bebidas



alcodlicas, excluindo-se a cerveja, o volume de produgio nacional é estimado
em 5,4 milhGes de litros naquele ano (ABRABE, 1996).

E interessante notar a capacidade dos produtores de aguardentes em
resistir as crises. Enquanto o setor de bebidas, se ressentia de quedas nas vendas
e na producdo durante o momento dificil da economia em 1981, as aguardentes
batiam recordes de comercializacio (Novais, 1997).

Este segmento da economia agro-industrial mineira tem recebido apoio
da Assembléia Legislativa do Estado de Minas Gerais, que aprovou, em junho
de 1992, o Programa Mineiro de Incentivo & Produgdo de Aguardentes, com os
objetivos de expandir a produgfo e melhorar a qualidade da aguardente de cana

(Minas, 1992).

1.2.2 Conceituagio legal da aguardente de cana

A aguardente de cana é definida na legislagdo brasileira (Decreto n.°
73.267 de 6/12/1973 Artigo 105 — ABIA, 1993) como “uma bebida com
graduacdo alcoolica de 38 °GL a 54 °GL, obtida do destilado alcodlico simples
de cana-de-agiicar ou pela destilagdo do mosto fermentado de cana-de-agucar,
podendo ser adicionada de aguicar até 0,6 g por 100 mL”.

“Serd denominada Aguardente de cana envelhecida ou caninha
envelhecida, a que contiver um minimo de 20% de destilado alcoélico simples
envelhecida de cana, podendo ser adicionado de caramelo para corregdo da cor”.

“O produto que contiver aglicar em quantidade superior a 0,6 g por 100
mL tera a sua denominag3o acrescida da expressdo “adogada”.

A regulamentagio posterior do decreto n® 73.267 acrescentou os
seguintes padrdes e critérios (ABIA, 1993):



a) Padrdes de identidade

“A destilagio deverd ser efetuada de forma que o destilado tenha o
aroma e o sabor dos elementos naturais volateis contidos no mosto fermentado,
derivados do processo fermentativo ou formados durante a destilagiio”.

b) Padrdes de qualidade

b.1) Ingredientes bdsicos
Destilados naturais obtidos somente do mosto fermentado da matéria-
prima mencionada na defini¢do do produto.

b.2) Ingredientes opcionais

- AGUA - A 4gua utilizada na elaboragido da aguardente de cana deve
ser obrigatoriamente agua potivel, enfatizando-se as caracteristicas de sua
composicio (Tabela 1).

TABELA 1. Composi¢do da agua utilizada na elaboragfio da aguardente.

Componentes Concentragdo (mg/L)
Teor maximo de ferro 0,3
Teor maximo de manganés 0,1
Dureza total, teor maximo de carbonato de calcio 100,0
Oxigénio necessario para oxidar a matéria orginica 2,0

Fonte: ABIA (1993).

- ACUCARES - A sacarose (agucar refinado ou cristal) podera ser
substituida total ou parcialmente por agiucar invertido e glicose nas
quantidades estabelecidas em lei.

4



c) Composiciio

Os componentes totais volateis “ndo alcool” (soma de aldeidos, acidos
volateis, ésteres, furfural e alcoois superiores ) ndo poderdo ser inferiores a
0,200 g nem superiores a 0,650 g/100 mL de alcoo! anidro.

Especificamente os componentes volateis “nio alcool” deverdio obedecer
aos limites mostrados na Tabela 2.

TABELA 2. Limite de componentes totais volateis “ndo alcool” (*) permitidos

na aguardente.
Analise Teor maximo (g/100 mL alcool anidro)
Acidez volatil em acido acético 0,150
Aldeidos em aldeido acético 0,030
Alcoois superiores 0,300
Esteres em acetato de etila 0,200
Furfural 0,005

Fonte: ABIA (1993).
(*) Referidos no texto da legislagiio como impurezas.

d) Aditivos incidentais ,

- “METANOL - O produto ndo poderd conter metanol em quantidade
superior a 0,25 mL/100 mL de alcool anidro”.

- “COBRE - A aguardente nio poderd conter cobre em quantidade
superior a 5 mg/L".



1.2.3 Processo produtivo .

Entre os diversos objetivos da producio de aguardente esta o fato de que
ela deve ser rentivel. Para o conhecimento da rentabilidade é necessario saber as
perdas, a eficiéncia do processo e o fluxograma de producao (Figura 1).

Colheita da cana
{
Carregamenti / Transporte

Dascarrigamento
Preparo
{
Moagem
{
Filtragdo
2

Preparo do mosto (Diluigdo, homogeneizag3o)
$

Fermentacao
X
Destilacio
{
Filtragdo
/ \

Repouso Envelhecimento

\ Engarrafamento a

FIGURA 1. Fluxograma de produgio de aguardente de cana. Fonte : Silva (1995).

1.2.4 Processo fermentativo

1.2.4.1 Substrato: matéria-prima
O caldo obtido pela moagem de cana-de-agiicar é constituido de agua
entre 78 e 86%, sacarose entre 10 e 20%, agicares redutores entre 0,1 e 0,2%,

6



cinzas entre 0,3 e 0,5% e compostos nitrogenados entre 0,5 e 1,0%. O pH do
caldo varia entre 5,2 ¢ 6,8 (Lima, 1975).

Segundo Borges (1965) o caldo de cana contém em quantidades
suficientes, substincias nutritivas para manter satisfatoriamente a agdo da
microbiota fermentante, embora afirme que a deficiéncia nutricional em
determinados caldos pode exigir adi¢io de alguns sais minerais. A adi¢do de sais
minerais é também sugerida para garantir 0 aumento do rendimento.

Casey et al. (1983, 1984) observaram que o fator limitante para alta
produgdo de etanol pelas leveduras fermentaveis é uma deficiéncia nutricional e
nio a toxidade do etanol, como ocorre no caso da produgdo de cerveja. Se os
requisitos nutricionais sdo atingidos, um aumento no rendimento da fermentagiio
alcodlica e um acréscimo na concentragio final de etanol poderiam ser
esperados. Jin et al. (1981), Panchal e Stewart (1981) e Janssens et al. (1983)
observaram aumentos na fermentago alcodlica e concentragdo final de etanol
pela suplementacio do mosto. Tais aditivos incluem lipideos, proteinas e
vitaminas.

A concentragdo de aglicares no caldo deve ser diferente nas duas etapas
distintas do processo fermentativo. A primeira etapa esti relacionada 2
propagacdo do microrganismo, que é feita sob intensa aeragdo. Normalmente é
recomendado que nesta etapa o teor de agiicar nio seja superior a 2% (p/v), ja
que concentragdes mais altas prejudicam a respiragio da célula, que é
indispensavel para um crescimento eficiente. A segunda etapa esta relacionada a
fermentacZo propriamente dita, ou seja, a conversdo do agticar em etanol e CO,.
Nesta etapa, o teor maximo de agicar tolerado pela levedura fermentante é em
torno de 15% (p/v). Este limite pode ser varidvel de acordo com a levedura e as
demais condi¢Ses do processo fermentativo. Concentragbes de agiicares
superiores a 15% podem inibir a atividade celular e favorecer o actiimulo de



[ -

glicogénio, acarretando uma diminui¢co no rendimento alcoélico (Maia et al.,
1993). '

Um efeito secundario importante que podé ocorrer durante a
fermentagdo € a repressao catabdlica da via oxidativa, conhecido como efeito
“Crabtree”. Nessa situagio, a repressdo da atividade respiratoria pela glicose
livre chega a iniciar-se em concentragdes de 10 a 20%. Estas leveduras
fermentativas sdo denominadas “sensiveis & glicose” ou “fermentativas” e se
caracterizam pelo comportamento duplo quando em cultura em batelada, onde o
etanol produzido torna-se a fonte de carbono quando a glicose se esgota (Maia,
1992).

1.2.4.2 Inéculo

Na industria de aguardente, a produ¢do de indculo é ainda realizada de
forma empirica (fermento caipira) ou com a inoculagio de fermentos prensados
utilizados normalmente na panificacdo. O fermento caipira ou selvagem é
composto pela microbiota natural presente na cana, ar, solo, agua, etc. Esta
microbiota contém microrganismos responsaveis pela fermentacdo alcodlica e
pode também apresentar outros microrganismos que interferem de maneira
negativa no processo fermentativo.

No preparo de pés-de-cuba caipira, utilizam-se vérios ingredientes
como, por exemplo, fuba, farelo de arroz, suco de limio ou laranja azeda (Neder,
1957). O mitho e o farelo de arroz devem ser sadios, de boa qualidade, sem o
ataque de insetos e fungos. O pH do pé-de-cuba deve estar na faixa de 3,5 a 4,0
(Silva, 1995).

As leveduras fermentativas apresentam caracteristicas peculiares com
relacgio a tolerAncia as condigGes ambientais durante todo o processo
fermentativo, desde o pé-de-cuba até o final da fermentagiio alcoodlica. Este;



micorganismos sdo capazes de tolerar altas concentracdes de agucares, baixos
valores de pH e altas concentragdes de etanol (Angelis, 1992; Pataro, 1998).
Novaes et al. (1974) afirmaram que os fermentos caipiras sdo preparados
a partir de microrganismos que acompanham o mosto, provenientes da lavoura
de cana-de-agiicar, do ar e da 4gua de limpeza dos equipamentos. Esta
constatagdo foi confirmada por Bovi ¢ Marques (1983). Em alambiques de
Pequena escala, é pratica comum o uso deste tipo de fermento (Novaes et al.,
1974), o qual, segundo Valsechi (1960), em razio de sua rusticidade e de
resisténcia em meios adversos, é adequado as condices dos referidos
alambiques. Este uitimo autor também comenta que a principal desvantagem
deste fermento ¢ a sna desuniformidade, uma vez que as leveduras obtidas sio
pura obra do acaso e, portanto, passiveis de executarem fermenta¢es favoraveis

ou nao.

1.2.5 Sistemas de fermentagdo

Dentre os processos industriais para fabricagio de aguardente, destacam-
se o descontinuo (batelada simples), o semi-continuo (batelada alimentada) ou
continuo. Estes processos sdo diferentes apenas na fase de produgiio de etanol,
sendo que as etapas iniciais de formagdo do indculo sdo as mesmas.

Ha duas etapas principais nos processos fermentativos: na primeira é
preparado o indculo, também chamado de pé-de-cuba. Nesta etapa, basicamente
os microrganismos sdo multiplicados em condi¢des apropriadas, de modo a
garantir o desenvolvimento adequado da segunda etapa que é a conversiio de
agiicar em alcool ou a fermentacgdo propriamente dita. O volume do indculo e a
concentragdo de células dependem do processo de fermentagdo subsequente e do
volume de mosto a ser fermentado (Aquarone et al., 1986).



O processo fermentativo em bateladas pode ser dividido em trés grandes
grupos de acordo com o modo como o fermento é manipulado (Aquarone et. al.,
1986; Oliveira, 1993):

i) Cada doma recebe um inéculo recentemente preparado (processo de fermentos
individuais);

ii) O inéculo é reciclado ou reaproveitado ao final de cada batelada (processo de
recuperacdo do fermento);

iii) O inéculo é transferido para outras domas apds o processo fermentativo

(processo de cortes ou processo semi-continuo).

1.2.5.1 Batelada simples

E o processo mais utilizado por produtores de aguardentes artesanais.
Consiste na inoculagsio de uma doma com o pé-de-cuba e, quando a fermentacio
atinge um estigio apropriado, sem formagdo de bolhas, passa-se metade do
conteudo para uma doma vazia (corte de doma). Em seguida, completa-se o
volume das duas domas com caldo a ser fermentado.

1.2.5.2 Batelada alimentada

No sistema de batelada alimentada, o substrato é acrescentado 2 doma
de fermentag3o através de um fluxo intermitente ou continuo, regulado de tal
forma que o teor de agicares ndo ultrapasse um valor pré-fixado. Este sistema
permite aumentar a produtividade e o limite de tolerdncia das cepas ao etanol
(Aquarone et al., 1986; Maia et al., 1995). E o sistema utilizado nas destilarias
para a producio de alcool combustivel.

1.2.5.3 Processo continuo
Os processos continuos de fermentagdo requerem uma retirada
permanente de parte do mosto contido no tanque de fermentacdo. O efluente é
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submetido a um sistema de separa¢io da biomassa (centrifugacio, filtragio em
membrana), que ¢ reintroduzida no fermentador apés um tratamento acido para
eliminagdo de bactérias. O mosto isento de biomassa é extraido continuamente
como produto final (Silva, 1995).

A produtividade deste processo é maior do que no processo descontinuo
devido a auséncia de paradas para carga, descarga ‘e limpeza dos tanques de
fermentagio e também devido i maior adaptacio das células ao meio
fermentante. No entanto, a flexibilidade apresentada neste processo continuo é
menor, fazendo-se necessaria a sua automatizacio para a obtengdo de melhores
resultados (Alves, 1994).

1.2.6 Levedura ‘

As leveduras sdo, sem divida alguma, o grupo mais importante de
microrganismos explorado pelo homem. Suas contribuicdes 20 progresso estdo
relacionadas com a capacidade de converter agiicares alcool (Stewart ¢
Russel, 1983). Estes microrganismos sio encontrados amplamente na natureza, |
podendo, na sua maioria, estar presentes em folhas, flores, frutos, grios de
cereais e outros substratos contendo agiicares (Kurtzman e Fell, 1998). Elas sio
definidas como fungos unicelulares, pertencentes is divisdes Ascomycota e
Basidiomycota. Reproduzem-se por reprodugiio vegetativa e reproducio sexuada
(Walker, 1998).

A espécie Saccharomyces cerevisiae é a levedura mais utilizada e
fermentacGes industriais: na panificagdo, producdo de vinho (incluindo cepas
floculantes para a produgdo de cidra), “sake”, producdo de: alcool de amido ou
cereal, produgdo de bebidas alcodlicas, além de servir como ferramenta para
estudos de manipulagio genética e fusio de protoplastos (Kurtzman e Fell,
1998).
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A utilizacZo de S. cerevisiae em processos de fermentagdo alcodlica é
muito ampla, pois suporta niveis elevados de etanol (12 a 15%), hidroliza
oligossacarideos, tais como maltotriose e maltotreatose, em glicose para
transformacdo em etanol, e também tolera alta concentragio de agticar
(osmotolerante) (Belin, 1995).

1.2.7 Identificaciio de leveduras

O primeiro esquema de classificagdo completo e acessivel para
leveduras produtoras de esporos foi proposto por Stelling-Dekker, em 1932
citado por Phaff e Miller (1978). Diddem ¢ Lodder em 1941 desenvolveram
sistemas de classificagdo para leveduras esporulantes baseados em aspectos
morfolégicos e bioquimicos (Phaff e Miller, 1978; Kurtzman e Phaff, 1987).
Nestes esquemas também foram discutidos alguns aspectos fisiolégicos
importantes da classificagdo, como a habilidade das leveduras em fermentar
glicose, galactose, sacarose, maltose, lactose e rafinose, e em crescer em
determinados agicares e alguns compostos nitrogenados. Em 1952, Lodder e
Kreger-van Rij escreveram a mais extensa publicagdo sobre taxonomia de

" leveduras (Kurtzman e Phaff, 1987), revisada por Lodder (1970), Bamett et al.
\ (1983) e Bamett et al. (1990).

Leveduras sdo tradicionalmente classificadas e identificadas em fungdo
de caracteristicas morfoldgicas e fisiologicas. Para a identificagio especifica,
estudos bioquimicos e de exigéncias nutricionais sio mais relevantes que tragos
morfologicos e sexuais, 0s quais sdo importantes na determina¢do genérica.
Diferengas na fermentacdo e assimilacdo de compostos de carbono so critérios
importantes na taxonomia e identificacio de leveduras. Esses microrganismos
apresentam uma grande varia¢gdo na habilidade de fermentar agicares. Alguns
grupos apresentam fermentagdo vigorosa da glicose, como Kluyveromyces,

Saccharomyces, enquanto outros, como Lipomyces e Kockovaella, sio
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estritamente nio-fermentativos (Van der Walt e Yarrow, 1984; Kurtzman e Fell,
1998). Alguns agicares simples como a glicose, frutose e manose sdo
assimilados por todas as espécies estudadas (Walker, 1998), enquanto alguns
oligossacarideos, polissacarideos, &lcoois primarios, polidis, acidos orgénicos,
pentoses, trioses, hidrocarbonetos e lipideos sdo utilizados seletivamente por
algumas espécies (Phaff, 1990 ; Walker, 1998).

Normalmente, as leveduras sdo capazes de assimilar aménia, mas nem
sempre de assimilar nitratos, nitritos, aminas ou alguns aminodcidos. Muitos
géneros, como Saccharomyces, Kluyveromyces, Pichia e Dipodascus, sio
caracterizados pela incapacidade de utilizar o nitrato, enquanto nos géneros
Pseudozima, Citeromyces e Wickerhamiella, todas as espécies utilizam o nitrato.
Entre as leveduras imperfeitas (reproducdo sexuada ndo conhecida) podem
ocorrer linhagens nitrato-positivo e nitrato-negativo, como nos géneros Candida
e Trichosporon (Van der Walt e Yarrow, 1984; Kurtzman e Fell, 1998).

Outros pardmetros também de grande importincia para a identificagio
taxondmica de leveduras sfo o crescimento em temperaturas elevadas, em meios
com altos teores de aguicares ou cloreto de sédio, o requerimento de vitaminas e
a susceptibilidade a ciclohexamida. Estes parimetros e a excrecio de certos
metabolitos sio de grande importincia, uma vez que auxiliam no agrupamento
das linhagens de acordo com o habitat da levedura.

Apesar da taxonomia convencional ser bastante eficiente ¢ de grande
importancia, os testes requerem muito tempo de trabatho (Pincus et al., 1988;
Belin, 1995) e nem sempre a reprodutibilidade é mantida. Para diminuir o
numero de erros e agilizar a identificacio, foram desenvolvidos métodos
alternativos como os “kits” para analise (Api System, Any Analtab Products
Inc., Nunclon Delta S1). Estes sistemas ainda possuem pouca abrangéncia e sdo
vélidos somente para grupos restritos de leveduras (Fleet e Mian, 1987;
Augustyn et al,, 1991). Deak e Beuchat (1993) utilizaram, para identificagdo de
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nucleotideos sejam complementares & seqiiéncias especificas que flanqueiam a
regido alvo (Augustyn et al., 1991).

Em estudos realizados pdr Van Vuuren e Van der Meer (1987),
utilizando a técnica de (PCR), foi possivel identificar linhagens de
Saccharomyces utilizadas na industria vinicola. Através da taxonomia molecular
também é possivel comparar as relagdes filogenéticas entre linhagens de
leveduras. Foi observada uma certa similaridade entre Kluyveromyces lactis,
Schwanniomyces occidentalis (trenomeada de Debaryomyces occidentalis,
Kurtzman e Fell, 1998) e Saccharomyces cerevisiae (Lanchance, 1992).

A facilidade, rapidez, versatilidade e a sensibilidade da técxiim de PCR
toma-a particularmente poderosa para os estudos genético-moleculares
envolvendo grande niimero de individuos. A técnica de PCR tem tido impacto
no campo da biologia molecular, incluindo genética humana, ciéncia forense,
biologia evolutiva, ecoldgica e de populagio (Augustyn et al. 1991).

1.2.8 Produtos oriundos da fermentagfo

1.2.8.1 Etanol ,

Dentre os metabdlitos secretados pela levedura, o etanol é o produzido
em maior quantidade. As principais bebidas produzidas por fermentagio
alcodlica (Tabela 3), em todo o mundo, sdo as fermentadas, cerveja, vinho e
cidra e as destiladas, aguardente, rum, uisque, “sake” (Walker, 1998).
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proteinas, resultard numa maior compreensio da evolugiio das leveduras e
propiciard uma taxonomia geneticamente relacionada.

Algumas técnicas de taxonomia molecular de leveduras utilizadas
atualmente sdo: conteddo de guanina e citosina do DNA nuclear % G+ C)
(Nakase e Komagata, 1970), homologia de DNA (Smith et al., 1990), anilise do
RNA ribossomal (Lachance, 1992; Yamada et al,, 1990; Kurtzman, 1993), |
determinagdo da seqiiéncia de aminoacidos de enzimas (Smith et al., 1990) e
analise de acidos graxos da parede celular (Cottrell e Kock, 1985; Kock e Van
Der Walt, 1986; Brondz et al., 1989; Augustyn et al., 1991; Bendova et al.,
1991; Botha e Kock, 1993).

Kurtzman e Phaff (1987), em uma revisio da composi¢do de DNA de
leveduras, mencionaram que leveduras ascomicéticas apresentam uma
porcentagem de G + C abaixo de 50% (entre 27-50%), enquanto as
basidiomicéticas apresentam uma porcentagem acima deste valor (entre 50 e
70%). A determinagio da composicio das bases do DNA ¢ valiosa na descri¢do
de novas espécies de leveduras. O conteiido de G + C entre espécies de um
mesmo género geralmente apresenta uma variagio de 10%.

Outra altemativa de identificagdo molecular é o uso da técnica de PCR
(“polymerase chain reaction™). Esta técnica consiste na amplificagio “in vitro”

de sequéncias de DNA pela extensdo simultinea de “primer” (iniciador) de fitas
\ complementares de DNA (Thangavelu e Wheals", 1999). A reacio de PCR

baseia-se no anelamento e extensio enzimética de um par de oligonucleotideos,

- pequenas moléculas de DNA de fita simples utilizadas como “primers” que
. delimitam a sequéncia de DNA de fita dupla, alvo da amplificagio. Estes

. “primers” sdo sintetizados “in vitro” de maneira que suas seqiiéncias de

“comunicaciio pessoal.
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nucleotideos sejam complementares a seqiiéncias especificas que flanqueiam a
regido alvo (Augustyn et al., 1991),

Erp estudos realizados por Van Vuuren e Van der Meer (1987),
utilizando a técnica de (PCR), foi possivel identificar linhagens de
Saccharomyces utilizadas na industria vinicola. Através da taxonomia molecular
também ¢é possivel comparar as relagSes filogenéticas entre linhagens de
leveduras. Foi observada uma certa similaridade entre Kluyveromyces lactis,
Schwanniomyces occidentalis (renomeada de Debaryomyces occidentalis,
Kurtzman e Fell, 1998) e Saccharomyces cerevisiae (Lanchance, 1992).

A facilidade, rapidez, versatilidade e a sensibilidade da técnica de PCR
toma-a particularmente poderosa para os estudos genético-moleculares
envolvendo grande nimero de individuos. A técnica de PCR tem tido impacto
no campo da biologia molecular, incluindo genética humana, ciéncia forense,
biologia evolutiva, ecolégica e de populagio (Augustyn et al. 1991).

1.2.8 Produtos oriundos da fermentacio

1.2.8.1 Etanol _

Dentre os metabdlitos secretados pela levedura, o etanol é o produzido
em maior quantidade. As principais bebidas produzidas por fermentagio
alcodlica (Tabela 3), em todo o mundo, sdo as fermentadas, cerveja, vinho e
cidra e as destiladas, aguardente, rum, visque, “sake” (Walker, 1998).
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TABELA 3. Produgdio de bebidas alcodlicas.

Bebidas

Caracteriticas  Cerveja Vinho Uisque Qutras destiladas
MatériaPrima  cevada + Uva Cevada (malte), Cevada, milho,
(arroz e milho) trigo melago, uva, soro
de leite, etc.
Pré-tratamento  Fermentagio do esmagamento  fermentago varidvel
malte maceragio dependendo do
substrato
Fermentagdio  S.cerevisige. S. cerevisiae S. cerevisiae S. cerevisige e K
flora natural marxanus (soro
de leite)
Reciclagemde  Sim Nio Nio Niao
levedura
Destilagdo . Nio Nio Sim Sim
Maturacio Pouca longa (anos) longa (anos) Sim
Alcool final% 3-6 8-12 40-45 35-56
(viv)
Adaptado de Walker (1998).

A fermentagdio alcodlica compreende uma série de reagdes bioquimicas
de oxidacdo-reducio de agicares produzindo energia. Compostos orginicos
atuam como receptores finais de elétrons. A degradagio de agticares, como a
glicose e frutose, pode ocorrer aerébica ou anaerobicamente. O processo de
degradagdo anaerdbio ¢ realizado por células que convertem o agucar em etanol
¢ CO, (Oliveira, 1993).

As reagdes que se processam durante o catabolismo parcial do agiicar
pela levedura S. cerevisiae sio apresentados na Figura 2.

O processo segue a rota da via glicolitica, apés a qual ocorrem
sucessivamente, a descarboxilagiio do piruvato e a reduciio do acetaldeido a
etanol. Esta tltima reacdo é de vital importancia para que a célula recupere seu
poder oxidante (NAD") quando em auséncia de oxigénio (Lehninger, 1990).

17



ATP
ADP+P ATP ADP
Sl 6P o Futoso 6P Bl Frutnset,6diP

NAD™ NADH~+-H
Glicerol 3P "N B .  Dihidroxiacatona P)

-

Glicerato 3P ———— - Glicerato 1.36!PW Gliceraldoido 3P
ATP ADP NADH-+H" NAD+Pi

Glicerato 2P —wst——3p=- Fosfoenolpiruvato Piruvato

ADP=Pi ATP cOs

~——pec—~ Acetaldotdo

NAD® NADM+H"

FIGURA 2. Via fermentativa da degradagdo da glicose em etanol (Embdem,
Meyerhorf, Pamas) (Lehninger, 1990).

O rendimento da fermentacdo alcodlica é definido como a relagdo entre
o volume de etanol produzido, estabelecido com base em calculos tedricos, € o
volume que se obtém na prética (Maia et al., 1993). Os calculos teéricos podem
ser realizados de duas maneiras: na primeira, toma-se como base a relagdo
estequiométrica de uma molécula de sacarose para quatro de etanol e, com este
dado, calcula-se o chamado “rendimento Gay-Lussac™.

CoH» 04y _— 4CHOH + 4CO;
Sacarose Etanol Gas carbonico

® ®

Rendimento Gay Lussac = (E) x 342 x 0.789 x 100
(S)x4x46
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sendo:

(E)  teor de etanol no mosto fermentado (% viv)

342  massa molecular da sacarose (g/mol)

0,789 densidade do etanol (g/mL)

(S)  teor de sacarose no meio de fermentagdo (% p/v)

4 nimero de moléculas de etanol formadas a partir de um mol de sacarose
46 massa molecular do etanol (g/mol)

A segunda forma de se fazer os calculos, e a mais empregada, considera
a afimacdo de Pasreur de que nem todo o agiicar é transformado em etanol,
razio pela qual a proporgio mixima estequiométrica é multiplicada pelo fator

0,947, obtendo-se assim o valor como “rendimento Pasteur”.

Rendimento Pasteur = (E) x 342 x 0.789 x 100
(S)x4x46x 0947

Para a producio de aguardente, um rendimento Pasteur de 85% &
considerado satisfatorio (Maia et al., 1993). Rendimentos inferiores podem ser
traduzidos em desperdicio de agiicar, maior consumo de energia na destilagiio,
vinhoto mais poluente e aguardente de pior qualidade, devido aos produtos
gerados durante a destilagdo dos agiicares ndo fermentados (Maia et al., 1993).

Para a fabricagdo de bebidas e alcool combustivel, sdo utilizados todos
os substratos que podem ser fermentaveis, tais como frutas (uva, maga, pera,
Jabuticaba), cereais (cevada, milho, trigo, centeio, arroz), cana-de-agucar e seus
derivados, batata, beterraba, palmeira e mel (Jouret, 1995).

Muitos substratos sdo utilizados por espécies do género Saccharomyces
como fonte de energia. Os trissacarideos podem ser utilizados por algumas
leveduras para a produgiio de etanol, porém, varias espécies os incorporam
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exclusivamente em massa celular (Reed e Peppler, 1973). Além dos
carboidratos, cutros compostos podem ser assimilados por Saccharomyces como
fonte de carbono. Dentre eles, 0 mais importante é o etanol, produzido
aerobicamente ou anaerobicamente, que pode ser utilizado posteriormente pela
via metabolica do glioxilato (Reed e Peppler, 1973). O crescimento aerébico em
etanol é muito baixo quando comparado ao crescimento em meios contendo
agucares fermentaveis, e a conversdo de etanol em biomassa é bastante elevada
(39%) (Strathem et al., 1982).

1.2.8.2 Glicerol -

O glicerol e o acido succinico representam os produtos secundirios de
maior excre¢do durante a fermentagfio alcodlica realizada por S. cerevisiae
(Jennings, 1984). Segundo Alves (1994), cerca de 4 a 5% do agicar
metabolizado pela levedura foi transformado em glicerol, dos quais 20 a 57%
encontram-se acoplados a formagdo do acido succinico.

O glicerol é um importante composto do “flavour” em muitas bebidas
alcoolicas, particularmente nas bebidas japonesas (“shochu™) (Omori et al.,
1995). A produgdo de glicerol pela célula de levedura pode ser influenciada pela
adi¢do de uréia ao substrato a ser fermentado, o que acarreta diminuicio de seus
teores (Oliveira, 1993). Outro componente que afeta negativamente a produgio
de glicerol é o acido oxalico (Basso, 1996). Um intenso arejamento pode
acarretar queda no rendimento fermentativo, provocado pelo aumento da
formagdo do glicerol (Basso € Amorim, 1988).

Segundo Gomes (1988), a produgio de glicerol podera ser influenciada
por teores de fosforo e potassio no inicio do ciclo fermentativo. Quando sdo
adicionadas doses de 50 e 100 mM de 4gua oxigenada como agente modificador
do potencial de reducéo, ocorrem drésticas reducdes no rendimento fermentativo

e peso do fermento, e incremento na produgéio de glicerol. Por outro lado, uma

20



$AT  PogaRiid SRR

dose de 10 mM (370 ppm) ndo afeta tais pardmetros e promove redugio na taxa
de infecgdo do mosto, principalmente em mosto sulfilado (Basso, 1988).

Uma caracteristica importante do glicerol é sua capacidade de agir como
um metabdlito osmoregulador no meio fermentativo, pois, em meio com baixa
atividade de agua, a sua producio sofre um aumento determinado pela presen¢a
de sais e agucares. Essa propriedade aumenta a capacidade da levedura de
resistir as taxas mais elevadas de solutos (Jovall et al., 1990; Tokuoka, 1993).

1.2.8.3 Acido Succinico

O acido succinico é sintetizado e secretado por leveduras quando o ciclo
de Krebs sofre uma limitagdo enzimatica (Hough et al., 1982). A produgio desse
acido ocorre em maior velocidade na primeira hora de fermentag3o, quando 60%
do total do 4cido succinico é produzido (Basso, 1996). O acido succinico é
produzido predominantemente pela levedura, enquanto o acido lictico &
produzido por bactérias contaminantes (Alves, 1994).

A literatura ndo atribui a formagio de icido succinico a2 nenhuma
necessidade fisiologica da levedura. Foi comprovado que, isolando-se o efeito
PH, o 4cido succinico exerce uma agdo antibacteriana em efeito sinergistico com
etanol, sugerindo a existéncia de uma razio ecolégica para a formagéo de acido
succinico pelas leveduras. Neste aspecto, as leveduras torman-se mais
competitivas no ambiente fermentativo de uma destilaria pelo exercicio de um
controle das bactérias presentes (Basso, 1996).

1.2.8.4 Acido acético

O écido acético é o principal 4cido volitil produzido durante a
fermentacdo, originado, em alguns casos, devido a atividade bacteriana
(Whiting, 1976).
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O efeito do pH gerado pelo acido acético sobre o crescimento e a
atividade fermentativa de Saccharomyces tem sido analisado. Estudos realizados
por Phowichinda et al. (1995) demonstraram que o pH gerado pelo acido acético
ndo afetou as atividades de crescimento e fermentago, mas, em contrapartida, o
acido acético teve um efeito inibidor de contaminacdes bacterianas,

provavelmente causado por sua concentragiio na forma dissociada presente no
meio de fermentagdo. O acido acético é um acido fraco e nfo se ioniza
totalmente quando presente em solugio. Estudos mostram, ainda, que
aumentando o pH de 4,5 para 6,5, ou utilizando aeragdo eficiente, o acido
acético acumulado durante a fermentagfio pode causar intoxicacio de leveduras
(Meinander et al., 1994).

A formagdo de acetato durante a fermentagio apresenta-se
correlacionada com a de piruvato, sugerindo que este é convertido em acetato. O
acetato € excretado no inicio da fermentagio (Coote e Kirsop, 1974). Loureiro-
Dias ¢ Peinado (1989) constataram que o acido acético ndo afeta o transporte de
glicolitico, sugerindo a participagdo da ATPase no controle do pH
citoplasmatico.

1.2.8.5 Trealose

A trealose é um dissacarideo ndo redutor, formado por duas moléculas
de glicose ligadas pelo carbono anomérico.

A fun¢io protetora da trealose € resultado da inter-rela¢io entre sua
localizagdo e mobilizacdo na célula. Sua presen¢a no citoplasma onde é
acumulada, exerce uma influéncia na atividade de agua do citossol, contribuindo
para desaceleragdo do metabolismo (laténcia), aumentando a resisténcia ao
estresse hidrico. Em condigbes de baixa atividade de agua, a trealose na
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membrana (nos 2 lados da camada de fosfolipidio) substitui as moléculas de
agua, mantendo a integridade da membrana (Basso, 1996).
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CAPITULO 2

IDENTIFICACAO DE Saccharomyces cerevisize POR TECNICAS
TRADICIONAIS E MOLECULARES

RESUMO

MENDONGCA, Alexandre Tourino. Identificacio de Saccharomyces
cerevisiae por técnicas tradicionais e moleculares. Lavras: UFLA, 1999,
22p.(Dissertagdo — Mestrado em Ciéncia dos Alimentos).”

A produgdo de aguardente nio utiliza levedura selecionada, utilizando
como in6culo para o processo fermentativo o fermento selvagem. A principal
desvantagem deste fermento ¢ a sua desuniformidade, uma vez que as leveduras
obtidas sdo puramente obra do acaso. As amostras foram coletadas de mosto
fermentante durante a safra de 1997, em 10 alambiques, na regido sul do estado
de Minas Gerais. O estudo teve como objetivo o levantamento da populagdo de
leveduras Saccharomyces e ndo- Saccharomyces. Outro objetivo foi comparar
dois métodos de identificagdo: um tradicional, que utiliza testes bioquimicos e
morfologicos e outro molecular PCR, que utiliza primer especifico para
identificacdo de leveduras da espécie Saccharomyces cerevisiae. Das 387
leveduras isoladas do mosto de cana-de-agiicar foram obtidas 132 e 158
pertencentes a espécie de Saccharomyces cerevisiae, identificadas pelo método
tradicional bioquimico e morfolégico.e pela técnica de PCR “Polimerase Chain
Reaction”, respectivamente. Isto pode ser explicado pela maior eficiéncia do
método em questio. Espera-se, com estes resultados, obter melhor
reconhecimento da populagio de Saccharomyces cerevisiae e, por conseguinte
estabelecer sistemas de monitoramento mais eficazes nos processos de
fermentac3o utilizados.

* Comité Orientador: Rosane Freitas Schwan — UFLA (Orientadora), Eliana
Pinheiro de Carvalho - UFLA e Eustiquio Souza Dias — UFLA.
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ABSTRACT

MENDONCA, Alexandre Tourino. Identification of Saccharomyces cerevisiae
by traditional and molecular techmiques. Lavras: UFLA, 1999. 22p.
(Dissertation —Master program in Food Science).’

“Aguardente” production does not utilize selected yeast, by utilizing as a
- moculum for the fermentative process the wild yeast. The main disadvantage of
this inoculum is its non-uniformity since the yeast obtained are purely at
random. Samples were collected from fermenting must during the year 1997 in
10 stills in the southem region of the state of Minas Gerais. The study aimed a
survery of the Saccharomyces and non-Saccharomyces populations. Other
obejetive was to compare two identification methods, one traditional that uses
biochemical and morfological test and another molecular PCR ( polimerase
chain reaction) utilizing primer specific to the identification of yeast of the
Saccharomyces cerevisiae species. Out of the 387 yeast isolated from sugar cane
must, 132 and 158 Saccharomyces cerevisiae identifiied by the morphological
and biochemical method and by the methodologs using PCR were found. This
difference between those methods can be explained by the efficiency of the
method in question. }t is expected with this results to obtain better identification
of the Saccharomyces cerevisiae population and hence establish more effecient
monitoring systems in the fermentation processes utilized.

" Guidance Committee: Rosane Freitas Schwan — UFLA (Major Professor),
Eliana Pinheiro de Carvalho — UFLA and Eustiquio Souza Dias — UFLA
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2.1 INTRODUCAO

O processo de fermentagio natural da cana-de-agucar para a produgio de
aguardente é varidvel e dependente do indculo utilizado, da variedade da cana-
de-aglicar, da dilui¢io do caldo e da temperatura da sala de fermentagio. O
preparo do fermento normalmente praticado pelos produtores ¢ empirico e de
baixa reprodutibilidade (Silva, 1995).

Estudos de caracterizagiio taxonémica e fisiolégica de microrganismdé; J
envolvidos no processo fermentativo e também dos contaminantes presentes na
fermentago sdo de extrema importdncia para evitar problemas na produtividade
e qualidade.

A diferenciagio entre as leveduras fermentativas responsaveis pela
producio de etanol (Saccharomyces cerevisiae) e outras leveduras também
presentes é um dos problemas a serem solucionados para uma melhor
compreensio da fermentacdo alcodlica (Martin, 1997). Existe uma série de
técnicas utilizadas para a identificagio de leveduras, tais como testes
bioquimicos e morfologicos, Kits de identificaciio e técnicas moleculares. Os
testes bioquimicos e fisiologicos baseiam-se na capacidade das leveduras de
fermentar e assimilar diferentes aciicares e compostos nitrogenados,
respectivamente (Kurtzman e Fell, 1998). As técnicas onde sdo empregados kits
de identificacdo (Api System Any Analbtab Products Inc, Nunclon Delta S1) sdo
mais limitadas com relagio a diferenciagfio de espécies (Heard e Fleet, 1990;
Augustyn et al, 1991). Técnicas moleculares como PCR, (“Polimerase Chain
Reaction™), RAPD (DNA polimorfismo amplificado com primers aleatdrios) e
RFLP (Polimorfismo de tamanho de fragmentos de restricdo) permitem uma
analise filogenética das leveduras, porque tém como alvo o material genético do
organismo, evitando, muitas vezes, erros de interpretacdo provenientes de
variagdes fenotipicas em fungio de modificages do ambiente.
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A diferenciacdo entre leveduras responsaveis pelo processo fermentativo
e outras leveduras contaminantes pode ser conseguida com a utilizagdo de meios -
de cultura seletivos, convencionais para certos grupos de leveduras. Estes
procedimentos apresentam um grau de confiabilidade relativamente alto, no
entanto, ainda podem ocasionar erros de identificagdo.

A técnica de PCR, além de ser mais precisa que a tradicional, possibilita
um estudo mais ripido das populagbes leveduriformes responsaveis pela
fermentacdo alcodlica.

Este trabalho teve como objetivo a identificagdo de leveduras
Saccharomyces e ndo Saccharomyces, isoladas a partir da fermentag3o alcodlica
para a produgiio de aguardente, por técnicas tradicionais (testes bioquimicos e
morfologicos) e pela técnica de PCR.

2.2 MATERIAL E METODOS

2.2.1 Amostragem

As amostras utilizadas para o desenvolvimento deste trabatho foram
coletadas no decorrer da safra de 1997, de 10 alambiques do sul de Minas
Gerais.

As amostras foram coletadas aleatoriamente nas domas de fermentagio
nos meses de maio (inicio da produggo), agosto (meio da produ¢édo) e novembro
(final da producdo). As amostras foram coletadas manualmente com auxilio de
frascos estéreis de 250 mL, aproximadamente 10 horas apés o inicio da
fermentagio, acondicionadas em gelo, transportadas para o laboratorio de
Microbiologia do Departamento de Biologia da UFLA e analisadas
imediatamente.
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2.2.2 Preparo da Amostra

As amostras coletadas foram submetidas a diluigSes seriadas e
plaqueadas em trés diferentes meios de cultura: WL (Difco) e CCL (caldo de
cana 7° Brix, extrato de levedura 1% e agar 1,5%) e YW (Extrato de levedura
3%, extrato de malte 3%, peptona 5%, glicose 10%, (Wickerhan, 1951)), pH 3,5.
As placas em triplicata foram incubadas por 48 h a 30°C. Apés este periodo, foi
avaliada a populagdo total vidvel de microrganismos e de leveduras.

2.2.3 Isolamento e purificacio de leveduras

Apés a contagem dos microrganismos, coldnias de diferentes meios de
cultura foram selecionadas de forma a compor uma amostragem representativa
das amostras examinadas. As colonias morfologicamente distintas foram
assepticamente transferidas para seus respectivos meios de isolamento,
purificadas e codificadas. Apés a incubagio a 30°C por 48-72 horas, foram
caracterizadas quanto a coloracdo, brilho, textura, superficie, forma, margem e
elevagdo das colonias.

2.2.4 Preservagciio dos Isolados

A manutencio das culturas foi feita utilizando-se métodos de
preservacio e armazenamento a baixas temperaturas, com o objetivo de se
minimizar perdas de viabilidade e propriedades industriais das linhagens. As
culturas puras foram transferidas para tubos inclinados contendo meio YW e,
apés o crescimento das linhagens, foram estocadas a 4°C. Essas culturas foram
reativadas periodicamente para identificaco.
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2.2.5 Caracterizaciio das leveduras

O estudo taxondmico das leveduras foi efetuado utilizando testes
fisiologicos, bioquimicos e morfolégicos, os quais constituem a base para a
classificagdo das leveduras (Kreger Van Rij, 1984; Kurtzman e Fell, 1998).

2,2.5.1 Testes fisiolégicos e bioquimicos

o Fermentacio de Carboidratos (Kurtzman e Fell, 1998).

As linhagens foram testadas quanto a capacidade de fermentacio de
diferentes carboidratos (glicose, sacarose e maltose) em tubo de ensaio contendo
tubos de Durhan, 2 mL de meio basico (0,45% de extrato de levedura e 0,75%
de peptona) acrescidos de 1,0 mL do carboidrato de interesse.

Os carboidratos foram esterilizados em autoclave a 121°C/3 minutos,
exceto a sacarose, que foi esterilizada por filtracgdo (Whatman 0,45 pum) e
estocada em solucdo a 6%.

A inoculagdo foi feita a partir de placas de Petri com crescimento de 24
horas em meio YW a 27° C. As leituras foram realizadas no periodo de 12, 18,
34,48,e 72horas e 7, 14 ¢ 21 dias.

O potencial fermentativo foi registrado e considerado:

Positivo: tubo de Durhan com 1/3 a 3/3 de gds em 1 a 3 dias de
incubac3o.

Lento: tubo de Durhan com 1/3 a 3/3 de gas em periodo superior a 3
dias.

Fraco: tubo de Durhan com apenas bolhas de gas.

Negativo: auséncia de produgdo de gas.
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® Teste empregando a técnica de "replica plate"

A técnica de "replica plate" ¢ utilizada para o teste de assimilagdo de
composto de carbono, assimilagio de compostos nitrogenados, testes de
crescimento a 35 e 37°C, osmotolerdncia e resisténcia a cicloheximida (Hagler
et al., 1990; Pecanha, 1993; Prada, 1994).

A técnica de "replica plate”, utilizada neste trabalho, consistin no
emprego de um multi-inoculador que permite inocular 21 culturas diferentes em
uma mesma placa de Petri.

Os indculos foram preparados a partir de culturas crescidas em meio
YW por 48 horas, transferidas para tubos “eppendorffs” contendo 1 mL de agua
destilada estéril. Aliquotas de 0,3 mL dessa suspensio celular foram
transferidas para os orificios da placa matriz, a partir da qual foram inoculadas
as placas testes, utilizando o multi-inoculador.

¢ Assimilagio de compostos de carbono
Para a caracterizagdio das linhagens isoladas, foram testadas varias fontes
de carbono: glicose, galactose, maltose, rafinose, sacarose, celobiose, trealose,
lactose, melibiose, inulina, amido solivel, D-xilose, L-arabinose, D-arabinose,
D-ribose, L-ramnose, glicerol, galactiol, D-manitol, D-glucitol, salicina, 2-K-D-
galactiol, succinato, citrato e metanol.
As placas inoculadas foram incubadas por 21 dias a 25°C. Os resultados
foram observados com 7, 14, e 21 dias de incubagdo.
Foram utilizadas, como controle positivo, uma placa com YNB agar
(Difco) e glicose e, como controle negativo, somente placas com YNB agar

(Difco).
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¢ Assimilacfio de compostos nitrogenados

Foram testadas as seguintes fontes de nitrogénio: nitrato de potassio
(0,78 g/100 mL); nitrato de sodio (0,26 g/100 mL), L-lisina (0,56 g/100 mL) e
etilamina (0,64 g/100 mL).

e Osmotolerancia a 10%
Para o teste de osmotolerancia, foi utilizado o meio basal (glicose 7,0%,
peptona 1,0%, extrato de levedura 0,5%, dgar 2,0%).
O teste de tolerancia & alta concentragiio de sal (NaCl 10%) foi realizado
pela técnica de “replica plate™. As placas foram incubadas a 27°C e as leituras
realizadas com 7, 14, e 21 dias de incubagdo.

¢ Resisténcia a cicloheximida

A tolerdncia das leveduras a altas concentragdes de cicloheximida
(actidiona) foi verificada utilizando-se a técnica de "replica plate". Foram
testadas as concentragGes de 100 e 1000 ppm.

e Crescimento a 35 e 37°C

A capacidade de crescimento das culturas a 35 e 37°C foi verificada
utilizando-se o caldo YW. Os tubos de ensaio foram inoculados e incubados em
banho-maria, na temperatura desejada, com o nivel de dgua pelo menos um
centimetro acima do limite superior do meio existente nos tubos. A avaliagio do
crescimento das leveduras foi realizada através da turbidez do meio apds 48

horas de incubagdo.

e Microcultivo
Algumas leveduras apresentam a caracteristica de formar pseudomicélio

em determinados meios de cultura.
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Culturas de leveduras foram inoculadas em laminas escavadas contendo
meio 4gar acetato e, posteriormente, cobertos com uma laminula para
observacio ao microscopio durante 7 dias, em intervalos de 12 horas. A
formacdo de esporos sexuais pode ser observada também por esta técnica, o que
pode ocorrer em algumas linhagens.

2.2.6 Identificac@o de leveduras pela técnica de PCR (Reagiio em cadeia da
polimerase)

A técnica de PCR, que se baseia na amplificaggo de regides especificas
de DNA a partir de “primers” de sequéncia conhecida, foi utilizada para a
identificagfio de linhagens de Saccharomyces (Tangavelu e Wheals®, 1999)

Os “primers” foram escolhidos a partir das informagdes do
sequenciamento do genoma de Saccharomyces cerevisiae
(http:/l.www.genome.stanﬁord.edu/Saccharomyces/) e testados com linhagens S,
cerevisiae de varias colegbes .Os “primers” foram definidos por Tangavelu e
Wheals (1999) ap6s varios testes, certificando-se de que os mesmos amplificam
somente fragmentos de DNA pertencentes a Saccharomyces cerevisiae.
Coldnias crescidas em YEPD (Extrato de levedura 3,0%, extrato de malte 3,0%,
glicose 10,0%, agar10,0%) por 24 horas a 28°C foram utilizadas para extragdo
do DNA cromossémico. Foram coletados 7 mg de massa celular e transferidos
para tubo “eppendorffs” contendo 50 pl de solugdo enzimitica (0,48 g de
sorbitol (Sigma), Smg de liticase (sigma), Spl de EDTA e 2,5 mL de agua
bidestilada estéril). A mistura foi incubada & 37°C por 30 a 60 minutos. Para a
reacdo de PCR, foi utilizada a seguinte mistura de componentes:

* Comunicago pessoal.
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Reagentes Para 10 reacbes pl

Taq polimerase 5U/ul (Pharmacia) 0,5
dNTP (2,5 mM) 1,0
MgCl, (Pharmacia) 10,0
Primers (2p mol/ul) 5,0
H,O 68,85
Volume final 85,0

Esta mistura de reagentes foi transferida para os tubos de reagdo
(8,5 ul/tubo) onde ja se encontravam 1,5 pul da amostra a ser testada, perfazendo
um volume final de 10 pl para cada tubo,

As amostras foram submetidas 3 amplificagio em termociclador (Amp
PCR System 9700-Perkin Elmer) utilizando-se o seguinte programa: 94°C por 5
minutos no primeiro ciclo de amplificagio e 30 segundos nos demais ciclos;
anelamento a 61°C por 30 segundos e extensio a 72°C por 5 minutos. Foram
realizados 35 ciclos de amplificacfio nessas condig3es. Ao final do processo, a
temperatura foi reduzida por 4°C, assim mantida até a retirada dos tubos,
perfazendo um total de 2 horas e meia.

Aliquotas das amostras foram submetidas & eletroforese em gel de
agarose 1%, aplicando-se 10 pl de cada amostra no gel. A corrida foi conduzida
a 150 volts constantes, por 50 minutos.

O gel foi corado com brometo de etidio (10 pl de brometo, 500 mL de
agua destilada) por 15 minutos e observado em um transiluminador
(Transilluminator 2000 Bio Rad) de luz ultravioleta. Apés a analise, o gel foi
fotografado com uso de cimera Polaroid (BioRad).
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2.3 RESULTADOS E DISCUSSAQ

2.3.1 Andlise das amostras

Dez alambiques situados na Regiio Sul de Minas Gerais foram
analisados quanto as suas caracteristicas microbiologicas e quimicas. Estes
estabelecimentos foram escolhidos por apresentarem diferentes tipos de dornas
de fermentacdo e de métodos diferentes para o preparo de inéculo e para o
tratamento de caldo de cana-de-agiicar. Amostras foram coletadas em trés
épocas diferentes durante a safra (inicio, meio e fim) e em condi¢des normais de
fermentacdo. As Tabelas 1 e 2 resumem os dados bioquimicos e microbiolégicos
obtidos. A maioria dos produtores consultados nio tem como pritica medir o
grau Brix e também a maioria ndo dilui o caldo de cana antes da fermentacdo.
Dois alambiques (n°3 e n°6) apresentaram a melhor produtividade considerando
a quantidade de litros de mosto para produzir um litro de aguardente (Tabela 1).
Estes dois produtores normalmente diluem o caldo antes da fermentagdo.
Farinha de milho (fuba) é normalmente adicionada durante a fermentagdo como
fonte de nutrientes, uma vez que o caldo de cana-de-agiicar por si s6 nio é um
substrato rico para o desenvolvimento das leveduras. A farinha de milho tem
agdo no controle do pH, mantendo-o a 4,2 no inicio e 3,2 no final, A farinha de
milho ¢ considerado por estes produtores como indispensavel para a produgéio de
aguardente de qualidade, como constatado por (Maia, 1993) em fermentagdes
Para a produ¢do de aguardente. Além da manutengio do pH a valores
adequados, a farinha de milho tem a importante fungio de adsorgdo de
metabolitos secundarios da prépria fermentagiio, pelo amido, cuja presenca
podera afetar a cinética microbiana (Maia, 1995). Dos quatro produtores que nio
adicionam fuba durante a fermentago, dois (n°7 e n°10) tiveram problemas com
| a fermentagdio, como contaminagio bacteriana, baixa viabilidade do farmento e
consequentemente pouco rendimento alcodlico.
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TABELA 1. Métodos de fermentagdo usados em diferentes alambiques para a

producdo de cachaga.
Doma
Alambiques volume material Inéeulo Preparodo  Adigic Rendimento
caldo defubd Caldo/L de
Kg aguardente
1 500L Alvenaria ‘fermento-caipira’ sem dilui¢dio 20 5a7L/IL
efibra de e sem de
vidro aquecimento aguardente
. 41°GL
2 S00L Alvenaria ‘fermento-caipira’ sem diluigfio 20 5a7L/IL
e ﬂ!:ra de e sem de
vidro aquecimento te
43°GL
3 300L Chapade ‘fermento-caipira’ diluido para 5 4a5L/IL
ago 7°Brix de de
carbono 30°C. aguardente
40°GL
4 400L Alvensria ‘fermento-caipira’ sem diluigio 15 6aSL/IL
+ ‘fermento de
prensado’ aguardente
40°GL
5 200L Madeim ‘fermento sem diluicdio 20 6aT7L/IL
prensado’ de
aguardente
_ 41°GL
6 120L  Fibrade ‘fermento-caipira’ diluido para 4a5L1IL
vidro 14°Brix. de
aguardente
40°GL
7 200L Alvenaria ‘fermento-caipira’ sem diluigdio
8 300L Alvenaria  ‘fermento-caipira’ sem dilui¢do 25
9 700L  Madein  Nio quis informar sem diluigfio 5L /1L de
aguardente
L 48°GL
10 S00L  Madeira ‘fermento sem diluigio 6a7L/IL
prensado’ de
aguardente
40° GL
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TABELA 2. Pardmetros fisico-quimicos do mosto de cana-de-aglicar em
fermentacgo nos diferentes alambiques no Sul de Minas Gerais, no

momento de coleta das amostras.
Alambique Temperatura (°C) pH etanol (%)
Ar mosto
1 24 28 3,50 6.2
2 25 30 3,70 6.5
3 25 29 3,80 7.0
4 27 30 3,00 4.0
5 27 25 3,90 5.0
6 25 32 3,20 4.8
7 22 30 4,10 35
8 25 31 3,20 6.0
9 27 32 3,18 7.0
10 25 30 4,00 6.1

Alguns produtores foram relutantes em explicar o modo como
preparavam o fermento e conduziam a fermentagdo, apesar de terem sido
informados que na divulgagdo dos resultados ndo seriam mencionados os nomes
dos alambiques. Como conseqiiéncia, dados como produtividade e freqiiéncia
de problemas nio foram sempre disponiveis. Esta pequena limitagio n3o
interferiu na pesquisa, uma vez que os dados quantitativos foram consistentes
com as evidéncias observadas.

O tamanho da doma de fermentagio dentre os alambiques visitados
variou entre 120 a 700 L, observando-se uma diferenca na performance do
processo fermentativo em relagio ao volume fermentado ou 2o material de
constru¢do da dorna. As dornas de madeira podem ser fontes de contaminagdes
como mencionado por Amorim (1996), onde cita que um dos pontos de
contaminagio ¢ o tipo de material com que é feita a doma (Tabela 1). Foi
observada uma tendéncia de utilizagio do formato retangular, nas domas mais
antigas, enquanto as mais modernas sio cilindricas, o que facilita a limpeza.
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O metodo de preparo do indculo chamado “fermento caipira” foi 0 mais
comum entre os produtores, embora alguns prefiram inoculos com adigio de

fermento de panificagdo prensado. Este método tradicional implica na selegdio
natural de leveduras selvagens com boas propriedades fermentativas e, na
maioria das vezes, JSaccharomyces cerevisiae foi a espécie predominante
(Tabela 3). Entretanto, em dois dos alambiques, outras espécies de leveduras
foram predominantes, o que comprometeu a qualidade da fermentagéo.

As amostragens realizadas no meio do periodo de fermentagio
mostraram que a temperatura do mosto fermentante pode atingir cerca de 5°C
 acima da temperatura ambiente (Tabela 2). O valor do pH ja havia decrescido
para valores abaixo de 4,0 e, nesta fase da fermentagdo, a concentra¢do de etanol
foi de aproximadamente 6%, embora uma variagio de 3,5% para 7,0% tenha
sido observada, sugerindo uma grande diferenca na velocidade de fermentagdo .

A populagio de leveduras variou em proporgdes acima de 45 vezes entre
os alambiques (Tabela 3). Esta constata¢do reflete 0 método que o produtor
utilizou para preparar seu inéculo. Como esperado, S. cerevisiae foi a levedura

predominante em quase todos os alambiques.

TABELA 3. Populagdio leveduriforme encontrada nas dornas de fermentagdio dos
diferentes alambiques no Sul de Minas Gerais.

Nuamero de leveduras isoladas
Alambique Populagiio leveduras  Saccharomyices cerevisiae Outras Leveduras
UFC/mL

1 2,2x107 29 7
2 4,0x10° 27 9
3 4,0x10° 30 7
4 2,2x10’ 20 1
5 4,0x10° 18 15
6 3,0x10° 8 21
7 1,0x10° 6 24
8 1,0x10° 2 8
9 9,0x10’ 24 8
10 9,0x10’ 17 11




2.3.2 Identificaco do género Saccharomyces por técnica tradicional (testes
bioquimicos e morfolégicos) e por PCR.

Foram isoladas 387 linhagens de leveduras nos 10 alambiques
estudados. A populacio de leveduras variou entre as amostras analisadas
(Tabela 3). Das amostras identificadas, 32% foram classificadas como
Saccharomyces cerevisiae. Qs isolados de Saccharomyces cerevisiae
apresentaram, em sua maioria, colonias pequenas ou puntiformes, de coloragiio
branca, superficie lisa, margem ondulada e cilindrica, forma circular e brilho
perolado. Castro (1995), ao isolar e identificar a populagdo leveduriforme da
fermentagdo alcodlica para a produgio de alcool, identificou 44,85% das
leveduras como Saccharomyces cerevisiae.

As linhagens estudadas apresentaram gemulagio bipolar, produziram
ascos persistentes com ascdsporos esféricos ndo conjugados, em nimero de 2 a 4
por asco, em meio acetato agar com 7 dias de incubagio a 28°C. Nenhum
biotipo produziu micélio verdadeiro. Em alguns biotipos, observou-se a
formagdo de pseudomicélio. Castro (1995) encontrou resultados morfologicos
semelhantes quando estudando isolados de fermentagio alcodlica para a
produgdo de alcool combustivel.

As leveduras da espécie Saccharomyces cerevisiae fermentaram e
assimilaram glicose vigorosamente. Algumas espécies fermentaram e
assimilaram sacarose, havendo uma fraca assimilagdo e fermentagdo de maltose.
Néo houve assimilagio de nitrato de potassio, eritritol, M-inositol e celobiose.

Nio se observou crescimento em meio sem vitamina e na presenca de
cicloheximida (100 e 1000 ppm). Néo houve produgiio de pelicula quando a
cultura foi crescida a 35 e 37°C e nio houve resposta positiva ao teste de
osmotolerdncia a 10% de NaCl. Em estudos realizados por Castro (1995) e
Martini & Martini (1998), as leveduras isoladas e identificadas por esses autores,
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como da espécie Saccharomyces cerevisiae, apresentaram as mesmas

caracteristicas.

2.3.3 Identificagiio do género Saccharomyces cerevisiae por PCR.

Para a identificagdo por PCR, foram utilizadas 387 leveduras isoladas de
10 alambiques do Sul de Minas Gerais identificadas por técnica tradicional
(testes bioquimicos e morfoldgicos). Das 387 linhagens, 158 leveduras foram
identificadas como sendo S. cerevisiae.

As Figuras 1 e 2 mostram onde houve a amplificagio do DNA
cromossomico pela presenca de bandas no gel A presenga de uma banda no gel
significa que naquela amostra houve o anelamento dos “primers” e consequente
amplificagio do DNA naquela regido, o que s6 era esperado para leveduras S.
cerevisiae.

Considerando que a técnica de identificacfio molecular é relativamente
recente, ha poucos estudos com identifica¢dio de leveduras. Varios métodos, tais
como padrdes eletroforéticos, cariotipagem por eletroforese em campo pulsado e
polimorfismo de DNA, tém sido propostos para a identificagiio e caracterizagio
de linhagens de leveduras (Echeverrigaray et al, 1994). Para a identificagio de
leveduras “Killer”, um procedimento relativamente simples, como a utilizagdo
de eletroforese em gel de agarose, permitiu a visualizacio das bandas de dsSRNA
responsaveis pela caracteristica (Sato et al., 1993). Por outro lado, a técnica de
“fingerprinting”, apesar de mais complexa, é uma das mais eficientes
ferramentas para a identificacio de individuos e andlise da variabilidade
genética. Com esta técnica, Echeverrigaray et al. (1994), utilizando sondas
obtidas a partir de sequéncias de DNA repetitivas (mini-satélites), obtiveram
perfis com alto grau de polimorfismo em linhagens de S. cerevisice e
Kluyveromyces marxianus, permitindo identificar todas as linhagens, mesmo
aquelas altamente relacionadas.
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FIGURA 1. Resultados de eletroforese de um gel de agarose contendo amostras
das reagdes de amplificagdo de DNA em leveduras. Os nimeros de
1 a 24 representam os isolados de leveduras testados.
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FIGURA 2. Resultados de eletroforese de um gel de agarose contendo amostras
das reagdes de amplificagdo de DNA em leveduras. Os nimeros de
1 a 24 representam os isolados de leveduras testadas.
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Giudice et al. (1998) utilizaram a técnica de cariotipagem por
eletroforese em campo pulsado para comparar linhagens de S. cerevisiae com
diferentes perfis de temperatura, distinguindo entre linhagens crio-tolerantes e
ndo crio-tolerantes. No entanto, segundo os autores, foi dificil distinguir entre
diferentes espécies do grupo apenmas com base no caridtipo eletroforético,
considerando que o polimorfismo é uma caracteristica comum entre linhagens da
mesma espécie. Linhagens com perfis eletroforéticos idénticos sdo consideradas
como pertencentes 4 mesma espécie, mas linhagens mostrando ligeiras
diferencas nos seus padrdes eletroforéticos ndo necessariamente pertencem a
grupos taxendmicos diferentes.

Sabete et al. (1998), em estudo sobre a sucessdo ecolégica num processo
de fermentagdo espontinea, utilizaram um método de anilise de restrigio do
DNA mitocondrial (mtDNA) para avaliar a influéncia de fatores climaticos
sobre a dindmica populacional de linhagens nativas de S. cerevisiae. Para a
distincdo de diferentes linhagens, o mtDNA foi clivado com a enzima Hinf I,
enquanto que, para a distmg3o entre diferentes espécies, utilizou-se a enzima
Rsa 1. Com isto, todos os isolados foram identificados como sendo S. cerevisiae,
considerando que o padrio obtido com a enzima Rsa I revela fragmentos de
restricio espécie-especificos. Portanto, a técnica de amilise de restrigio do
mtDNA apresentou a vantagem de permitir uma distingdio entre diferentes
linhagens e também entre diferentes espécies.

A grande vantagem da utilizagsio da técnica de PCR é que, além de um
protocolo de execucdo muito simples, os resultados sdo diretos, com a presenca
ou auséncia da banda de amplificacdo, eliminando qualquer erro de interpretagio
e permitindo uma andlise mais ripida. Isto é de fundamental importincia,
principalmente quando se considera que nas técnicas de “fingerprinting” e
analise de restricio de mt DNA é imprescindivel a utilizagio de uma técnica de
extracio de DNA que permita uma digestiio completa do DNA para a obtengdo
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iii) Considerando a sua rapidez e sensibilidade, a técnica de PCR pode ser
utilizada para a identifica¢do de leveduras contaminantes.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AMORIM, H.V. Métodos analiticos para o controle da produgiio de alcool e
acucar. Fermentec — ESALQ - USP. 1996, v. 3. 103p.

AUGUSTYN, O.P.H.; FERREIRA, D; ROCK, J.L.F. Differentiation between
yeasts species and strains within a species by fatty acid analysis. Systematic
Applied Microbiology, Stuttgart, v.14, n°2, p.329-334, Jan. 1991.

BELIN, JM. Las leveduras. In: BOURGEOIS, CM.; LARPENT, JM.
Microbiologia Alimentaria, Fermentagies alimentarias.  Zaragosa:
Acriba, 1995. Cap.2, p.19-30.

CASTRO, MM.S. Leveduras contaminantes do processo de fermentacfio
alcoolica: diversidade taxondmica e metabolismo. Campinas, 1995, 124p.
(Tese — Mestrado em Ciéncias de Alimentos)

ECHEVERRIGARAY,S; TAVARES; GAL,O; HILLEL,J. Minisatellite probes
in yeast DNA Fingerpriting. Revista de Microbiologia, S3o Paulo, v.25, n°4
p.207-209, Mar., 1994

GIUDICI, C.; CAGGIA, C.; PULVIRENTI, A.; RAUNIER], S. Karyotyping of
Saccharomyces strains with different temperature profiles. Journal of
Applied Microbiology. [s.1], v. 84, n°5 p. 811-819.Sept. 1998.

GRIFFIN, HG. Direct PCR Screening of lambda and cosmid lilbraries. In:
GRIFFIN, HG.; GRIFFIN, AM. PCR tecnology current innovations.
Florida: CRC press p 53-57,1994

HAGLER, AN.; MENDONCA-HAGLER, L.C. A diazonium blue B test for
yeasts grown three days on yeasts carbon-base urea agar. Revista de
Microbiologia, Sdo Paulo, v.22, n.1, p.71-74, Mai. 1990.

HEARD, G.M.; FLEET, GH. A convenient microtitre assay procedure for

yeasts identification. Journal of Applied Bacteriology. England: Oxford,
v.63, n°8, p.447-451, Sept. 1990.

51



KREGER, VAN. RIJ, NJ.W. The yeasts: A Taxonomic study. Amsterdam:
Elsevier. 1984. 1082p. ‘

KURTZMAN, C.P.; FELL, JW. The yeasts: A Taxonomic study. Amsterdam:
Elsevier. 1998. 1055p.

MAIA, ABRA,; PEREIRA, A. J. G.; SCHAWABE, W. Tecnologia para
producio de aguardente de qualidade. Belo Horizonte: Fundacdo

Christiano Ottoni, 1993. 65p. (Curso de Extensao).

MAIA, ABR A ; RIBEIRO, J.C.GM,; SILVEIRA, L.C1I. Curso Associacdo
Mineira de produtos de Aguardente de Qualidade — Producéio artesanal de
aguardente de qualidade. Belo Horizonte: AMPAQ, 1995. 104p.

MARTIN, P.S. “ Pinga em mim”. Jornal SA. Belo Horizonte, 30 margo, 1997
p.24-27.

MARTINI, AN.; MARTINI, A. Saccharomyces Meyen ex Rees. In:
KURTZMAN, CP.; FELL, JW. The Yeasts, a taxonomic study.
Amsterdam: Elsevier. 1998. p. 361-363.

PECANHA, M.P. Pariimetros microbiolégicos da dgua de Ribeirdo Claro,
SP. Imstituto de Biociéncia. Universidade Estadual Paulista, 130p, 1993.
(Tese Mestrado-Microbiologia).

PRADA, G.M.M. Leveduras associadas as frutas de espécies mativas da
estacdio ecologica da Jureia Itaim (Peruibe — SP). Rio Claro: Instituto de
Biociéncia, Universidade Estadual Paulista, 1994. 134p. (Tese — Mestrado
em Microbiologia).

SABETE, J.; QUEROL, A.; GUILHAMON, S.M. Diversity of Saccharomyces
strains in wine fermentations analysis for two consecutive years. Letters in
Applied Microbiology,{s.I] v. 26, n°4 p. 452-455. Sept. 1998.

SATO, HH; PASTORE, G.M; PARK, YX. Study of some characteristics of
newly isolated Killer yeast. Revista de Microbiologia , Sao Paulo , v.4,
n°24 p.71-72., June. 1993

SILVA, C.AB. Producio de aguardente. Vigcosa: FUNBRAE, 1995. v. 4,
34p.

52



WALKER, G.M. Yeast physiology and biotechnology. England: Willy, 1998,
342p.

WICKERHAN, LJ. Taxonomy of yeasts. I-Technique of classification.
Washington: D.C.U.S. Departament of Agriculture, 1951. (Technical

Bulletin, 1029).

53



CAPITULO 3
ESTUDO FISIOLOGICO DAS LEVEDURAS FERMENTATIVAS
RESUMO

MENDONCA, Alexandre Tourino. Estudo fisiolégico das leveduras

fermentativas. Lavras: UFLA, 1999. 23p.( Dissertacdo — Mestrado em
Ciéncias dos alimentos).”

O processo de fermentagdo de produtos animais e vegetais para obtencio
de alimentos e bebidas tem sido empregado ha varios séculos em muitos paises.
O consumo de bebidas obtidas da fermentagfio de substratos variados como:
milho, cevada, melago, arroz e cana-de-aglicar, aumenta a cada dia. No Brasil, a
produgdo de aguardente de cana-de-agicar estd em tomo de 1,2 bilhes de litros
anuais, sendo 120 mithdes de litros produzidos no Estado de Minas Gerais. A
methoria da qualidade e do rendimento desta bebida passa por um processo
fermentativo onde as cepas de Saccharomyces cerevisiae convertem agilicares
do mosto a etanol. Dos 387 isolados de leveduras, 158 foram classificados como
Saccharomyces cerevisiae pelo método tradicional de classificagdo bioquimica e
fisiologica, e foram posteriormente confirmados pela técnica molecular de PCR-
(polimerase chain reaction). Os isolados identificados como Saccharomyces
cerevisiae foram testados quanto a produ¢do de CO, em tubos de Durtham. Deste
teste, foram selecionadas 50 leveduras, que passaram por um “screening” para
verificagdo e selecdo da levedura melhor produtora de etanol. Um isolado de
levedura sobressaiu dentre os demais em relagdo as caracteristicas fermentativas
desejadas (CA 116), e foi entdo testado em cinco bateladas sucessivas com meio
de caldo de cana diluido para 10 e 14° Brix. Neste teste, a levedura, além de uma
boa producdo alcodlica apresemtou a caracteristica de floculagdio, que ¢é
importante para fermentagido em bateladas.

* Comité Orientador: Rosane Freitas Schwan —~ UFLA (Orientadora),
Eliana Pinheiro de Carvalho — UFLA e Eustaquio Souza Dias — UFLA.
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ABSTRACT

MENDONCA, Alexandre Tourino. Physiological study of fermentative
yeasts. Lavras: UFLA, 1999. 23p. (Dissertation — Master Program in Ciéncia
dos Alimentos).”

The fermentation process of animal and plant products for
obtaining foods and beverages has been employed for several centuries in a great
number of countries. Consumption of beverages obtained from the fermentation
of different substrates such as: com, barley molasses, rice, sugar cane increases
each day. In Brazil, the production of sugar cane brandy (‘aguardente”’) is around
1,2 billion liters yearly, 120 million liters being produced in Minas Gerais state.
Improved quality and yield of this beverage undergo a fermentation process
where Saccharomyces cerevisiae strains give the product improvement of
quality. Out of 387 yeast isolated, 158 were identified as Saccharomyces
cerevisiae by the traditional method of biochemical and physiological
classification and were later confirmed with PCR-polymerase chain reaction.
The isolates identified as Saccharomyces cerevisiae were tested for ethanol
production in a shorter time period. From this test 50 yeasts were selected which
went thorough a secreening for both verifying and selecting the best ethanol
producing yeast. A yeast isolate overcame the characteristics desired (CA 116 )
and was then tested in five successive batches with a broth medium diluted to 10
and 14 ° Brix , respectively. In this test the yeast in addition to a good alcoholic
producer, it presented the floculating characteristic, which is important to the
beverage production per batch ‘

" Guidance Committee: Rosane Freitas Schwan — UFLA (Major
Professor), Eliana Pinheiro de Carvalho — UFLA and Fustaquio Souza
Dias - UFLA
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3.1 INTRODUCAO

O etanol pode ser obtido por via fermentativa ou sintética. A via
fermentativa é a mais importante para a produgdo de alcool etilico
(Fronza,1997). Varios grupos e géneros de microrganismos produzem etanol.
Algumas bactérias como, por exemplo, a Zymomonas mobilis, tém sido
estudada, para aplicagdo na indistria alcooleira (Jin ¢ Wang, 1981). Algumas
leveduras como Saccharomyces, Kluyveromyces, Schizosaccharomyces e

Pachysolen também podem converter agticar em etanol (Kurtzman e Fell, 1998).

/ Entretanto, a S. cerevisiae é o principal agente microbiano de produgio do

etanol, devido a seu elevado potencial de conversdio de mono, di e trissacarideos
em etanol (Walker, 1998). Uma caracteristica que pode ser observada no
metabolismo biossintético € que, ao invés de somente um carboidrato de reserva,
como ocorre nos demais microrganismos, as leveduras possuem dois: o
glicogénio e a trealose (Panek, 1991). Outra caracteristica associada a S.
cerevisiae é a capacidade de competic3o no meio fermentativo, uma vez que esta
levedura produz a toxina “killer”, capaz de eliminar naturalmente os
microrganismos competidores por substrato (Kurtzman e Fell, 1998). Em
estudos realizados por Jones et al. (1981), Saccharomyces cerevisiae é mais
adaptada para a produgdo de etanol combustivel do que a Saccharomyces
uvarum (renomeada por Kurtzman e Fell, (1998) para Saccharomyces bayanus),
por ser mais tolerante as condi¢Ses adversas do ambiente industrial.

As bebidas alcodlicas possuem caracteristicas proprias de aroma e sabor,
conferidas pela presenca de diversos constituintes do processo fermentativo
(Silva, 1995). Além do etanol, muitos compostos orginicos, como alcoois

‘superiores, acidos orgénicos, ésteres, entre outros, sio formados durante a

fermentagdo (Alves, 1994, Oliveira,1993). Estes compostos estio presentes,
embora de maneira diferenciada, em todos os processos que utilizam a
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fermentacdo alcodlica. Do ponto de vista microbiolégico, a diferenciacio
qualitativa e quantitativa destes produtos ¢ devida principalmente & estirpe de
levedura utilizada. A principal matéria prima utilizada no pais para a produgdo
de etanol é a cana-de-acuicar, por apresentar maior viabilidagle econOmica, ou
seja, ser de ficil cultivo e apresentar os nutrientes exigidos pelas leveduras
fermentativas (Silva,1995).

Varios fatores sdo responsaveis pela obtengdo de altas concentragdes de
etanol em menor tempo de fermentagio. Dentre eles, o potencial fermentativo do
microrganismo € o mais importante, pois exerce influéncia sobre o rendimento e
a produtividade de etanol (Maia et al 1993).

Em estudos realizados por Fronza (1997), foram testadas varias
concentracdes de etanol para uma mesma espécie de levedura e foi verificado
que algumas leveduras da mesma espécie reagiram de maneira diferente a
concentrages iguais de etanol, sugerindo que dentro de uma mesma espécie,
podem haver linhagens mais ou menos resistentes ao aciimulo de etanol . Em
outro estudo feito com leveduras isoladas da fermentagdo alcodlica para a
producdo de aguardente, Pataro (1998) comprovou que algumas leveduras da
espécie S. cerevisiae sio mais resistentes a concentragdes de 10% de alcool.

O objetivo deste trabalho foi selecionar o isolado de levedura S
cerevisiae melhor adaptado para producdo alcodlica, para ser aplicado nas
fermentacSes alcodlicas para a produgio de uma aguardente de qualidade.
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3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Microrganismo

Foram utilizados 158 isolados previamente ideatificados como
Saccharomyces cerevisiae, por métodos tradicionais (biogquimicos e
morfolégicos) (Kurtzman e Fell, 1998) e molecular (PRC) (Thangavelu e
Wheals® 1999). '

3.2.2 “Screening” da capacidade fermentativa

A habilidade de fermentar das linhagens isoladas e identificadas de
Saccharomyces cerevisiae foi verificada em tubos de ensaio com tubos de
Durham invertidos contendo meio basal (4,5% extrato de levedura 7,5% de
peptona, e 0,5 mg de solugdo de azul de bromotimol). A este meio foi acrescido
o carboidrato em estudo (glicose, sacarose ou frutose), perfazendo a
concentragio final de 1%. A selegiio foi realizada com relagdio a produgdo de gas
nos tubos de Durham invertidos. A quantidade de gis produzida e a velocidade
de produgio indicaram o potencial fermentativo das linhagens.

O potencial fermentativo de cada linhagem foi registrado segundo
técnica descrita por (Kurtzman e Fell, 1998), sendo os resultados avaliados da
seguinte forma:

Positivo: tubo de Durham com 3/3 de gas em 12 horas de incubagio.

Lento: tubo de Durham com 2/3 de gas em 24 horas de incubag3o.

Fraco: tubo de Durham 1/3 de gis em periodo superior a 24 horas de
incubacio.

Muito fraco: produgdo de pequenas bolhas de gis.

* comunicagiio pessoal
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3.2.3 Fermentacio

O teste de avaliagio da capacidade de produgio de etanol foi realizado
em duas partes. A primeira fase realizou-se em frascos com meio MF (3,0%
extrato de levedura, 3,0% extrato de malte, 5,0% peptona, 10,0% glicose), no
qual a principal fonte de carbono foi a glicose (10 g/L), e a segunda foi realizada
em fermentador de bancada de 2 litros, contendo caldo de cana diluido com
aproximadamente 100 g/L de sacarose.

3.2.3.1 Fermentacio em Erlenmeyers

Para este teste, foram selecionadas as 50 linhagens de Saccharomyces
cerevisiae que apresentaram produgdo de gés carbénico em menor tempo (12
horas).

Foi utilizado o meio MF distribuido em Erlenmeryers de 250 ml
contendo 100 ml de meio fermentativo. Os frascos foram esterilizados por 15
minutos a 121 °C e inoculados com culturas de 24 horas de crescimento.

A quantidade do indculo foi padronizada para todos os isolados
utilizando a medida de massa celular por espectrofotometria (ABS 600nm). As
culturas foram incubadas a 28°C por 24 horas.

3.2.3.2 Fermentaciio em pequena escala ( 2 litros)

Para avaliagio da levedura selecionada a partir do item 3.2.3.1, foi
utilizado o sistema de bateladas sucessivas em fermentador da marca Inceltech
LH. SGI, com capacidade de 2 litros. Para a fermentacdo em batelada,
inicialmente o inéculo foi produzido a partir da incubagiio da levedura
selecionada em meio MF (1400 ml) por 36 horas, ou seja, quando a levedura
atingiu a fase estacioniria. Esta avaliagfo foi realizada por meio de exame
microscopio optico (Ken A Vision, USA), avaliando a porcentagem de
brotamentos em uma contagem de 300 a 500 células. Apés este periodo, o meio
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foi retirado assepticamente da cuba do fermentador por meio do sistema de
esgotamento ¢ a biomassa acrescida de caldo de cana diluido até a concentragiio
de 10° Brix, iniciando-se a primeira batelada. Apés 36 horas, o mosto foi
retirado e a biomassa acrescida de caldo diluido até a concentragéio de 14° Brix.
Este procedimento foi repetido nas demais bateladas, perfazendo um total de
cinco bateladas.

3.2.4 Métodos Analiticos

Foram retiradas amostras em tempos pré-estabelecidos: 2, 8, 12, 24 ¢ 36
horas ap6s a incubagiio para a fermentagfio em erlenmeyers, e 12, 24 e 36 horas
para a fermentagao em pequena escala, onde foram avaliados viabilidade celular,
etanol, glicose, peso seco e pH.

3.2.4.1 Viabilidade

A coloragdo com azul de metileno foi usada para se obter um rapido
resultado da viabilidade da populagdo de leveduras. Uma por¢do de 1,0ml da
suspensdo foi corada com um igual volume da solugiio de azul de metileno
(0,01% azul de metileno, 2% citrato de sédio por volume) por cinco minutos.
Preparagtes umidas foram observadas em cimara hemacitométrica, e o nimero
de células vivas e mortas foi microscopicamente estabelecido, em uma

populacdo de, no minimo, 500 células (Schwan, 1999).°

* Comunicaco pessoal.
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3.2.4.2 Anélises cromatogrificas

Foram analisados glicose, frutose, trealose e etanol por cromatografia
liquida de alta eficiéncia. Foi utilizado um cromatégrafo (Shimadzu, Japdo)
equipado com detector ultravioleta e de indice de refragio, columa Shim-pak
SCR-101H operada a 40°C. A fase mével utilizada foi o dcido sulfiirico 0,25Na
um fluxo de 0,5ml/min. As concentra¢des foram determinadas por comparacio
com as curvas de calibrages para os compostos analisados

3.2.4.3 Peso seco

No final de 36 horas de fermentaco, 0 mosto foi centrifugado a 3500
Ipm por ¢inco minutos para a precipitagio da biomassa, e secagem posterior em
estufa a 64°C até peso constante (Amorim, 1996).

3.2.5 Trealose
A extragdo de trealose celular foi realizado de acordo com técnica
descrita por Riévillion et al (1996). As amostras de mosto foram retiradas do
fermentador com 36 horas de fermentagfio. As amostras foram centrifugadas em
centrifuga Jouam MR 1812 a 17000 1pm por 10 minutos. O sedimento foi
coletado e suspenso em agua destilada. A suspensiio de células foi submetida a
pulsos de 30 segundos em banho ultrassénico altemados com 10 segundos de
repouso, perfazendo um tempo total de 30 minutos.
v A determinacio do teor de trealose foi realizada por anmalise
cromatografica, conforme descrito no item 3.2.4.2.

3.2.6 Amostragens

As amostras foram coletadas em intervalos de 12 horas perfazendo um
total de 36 horas. Nestas amostras, foram realizadas analises de pH, Brix e
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viabilidade. Para as anilises cromatogrificas, foi retirado 1 ml do meio
fermentante para determinacio de glicose, frutose, sacarose , trealose e etanol.

3.2.7 Anilise estatistica

As varidveis produgiio de etanol e tempo de fermentagio foram
analisadas em DIC (Delineamento Inteiramente Casualisado) no esquema de
parcela subdividida no tempo por meio do software SISVAR'v 3.01*
(Departamento de Ciéncias Exata —UFLA), utilizando-se 0 esquema de Analise

de vaniancia;
F.V GL
LEVEDURASI1 49
Emo 1l 50
AVALIACC)ES 2 2
LEVI*AVA2 - 98
Erro 2 100
Total 299
3.3 RESULTADOS E DISCUSSAQ

No trabalho, foi observado que os diferentes isolados de Saccharomyces
cerevisiae apresentaram produgOes diferenciadas de etanol no decorrer do
experimento (Figura 1), embora se tenha usado o mesmo meio de cultivo para
todas as leveduras e o inéculo tenha sido padronizado para todas. A diferenga na
produgdo de etanol foi devida a capacidade de transformacgdio de agicares em
etanol, mais eficiente entre alguns isolados da mesma espécie. Basso et al
(1996), trabalhando com diferentes isolados de S. cerevisiae, encontraram
producdes diferenciadas de etanol entre os isolados. Em outros estudos com

termotolerdncia realizado por Peisino (1986), foi comprovado que leveduras da

° comunicag3o pessoal.
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mesma espécie (Saccharomyces cerevisiae) apresentaram diferentes tolerancias

em varios graus de temperatura.

etanol ( g/L)

CA525 CA128 CA503 CA116 C

Leveduras

FIGURA 1. Produgio maxima de etanol (¢/L) por diferentes isolados de
Saccharomyces cerevisiae apés 12 horas de fermentacdo em meio contendo

10,0g de glicose.

3.3.1 “Screennig” de fermentacio

O teste fermentativo com trés fontes de carbono (glicose, sacarose e
frutose) foi realizado para selegio prévia de linhagens de Saccharomyces
cerevisiae que produziram maior quantidade de CO, em menor tempo nos tubos
de Duhram. Os resultados obtidos encontram-se na Tabela 1.

Foram selecionados 50 isolados de S. cerevisiae, que produziram CO, e
utilizaram os substratos (glicose, frutose e sacarose) em menor tempo de
incubagdo (12 horas), de acordo com a técnica descrita por Kurtzman e Fell
(1998) e Jouret (1995).



TABELA 1. Avaliagdio da capacidade fermentativa de isolados de
Saccharomyces cerevisiae em trés fontes de carbono (glicose,
sacarose e frutose) no meio basal.

Isolados de levedura 12 horas
glicose sacarose  frutose

50 313 33 373
63 273 2/3 213
26 1/3 173 13

Pequenas Pequenas Pequenas
19 bolhasde bolhasde bolhasde
CO, CO: CO:

3.3.2 Fermenta¢io em Erlenmeyers

A capacidade e velocidade das 50 linhagens de Saccharomyces
cerevisiaze em fermentar glicose foi investigada em meio liquido sintético
contendol0g/L. do carboidrato. Na Figura 2, podem ser observados os dados
obtidos para consumo de glicose e produgio de etanol por Saccharomyces
cerevisiae.

Foi observado um consumo de 6,48 g/L de glicose total presente no
meio nas primeiras oito horas apés o inicio do processo. Neste mesmo periodo,
foi detectada uma produgdo baixa de etanol 1,66 g/L. Nestas primeiras oito
horas, ocorreu uma intensa multiplicagio celular devido a presenga de oxigénio
(condigdes aerdbicas de crescimento) e outros componentes do meio rico. Este
aumento celular na primeira hora de fermentagio foi devido as condigSes
suficientes de aerobiose requeridas para o crescimento. Este resultado também
foi encontrado por Basso e Amorim (1988a) em estudos com quantidades
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diferentes de oxigénio no meio de cultivo, visando o aumento da biomassa
fermentante. Com o decréscimo de oxigénio disponivel no meio, as leveduras
passaram a realizar o metabolismo anaerdbico, convertendo o agiicar presente
em etanol e gas carbonico.

A viabilidade celular durante o periodo de fermentacio (36 horas) ndo
apresentou grandes variagdes nas linhagens testadas, ficando na faixa de 98%
em média no inicio da fermentagdo (8 horas) e 90% em média no final.
Resultados similares foram encontrados por Pataro (1998) na caracterizagao
fisiologica de leveduras fermentantes de caldo de cana para a fabricagdo de
aguardentes. Apos 12 horas de fermentagdo, houve uma queda na concentragio
de glicose e mesmo assim a levedura manteve sua viabilidade. Segundo Fronza
(1997) e Walker (1998), apds o término da fonte de carbono (glicose), a
levedura passa a utilizar o etanol para manter suas reservas de carboidratos.

A liberagdo de CO, da via glicolitica, durante o metabolismo
respiratorio das leveduras, proporcionou uma condi¢io de indugdo propria a
anaerobiose; indicando, portanto, que apés esta primeira etapa de multiplicacdo
celular, as S. cerevisiae entraram na fermentagio propriamente dita, ou seja,
conversao de glicose em etanol (Walker, 1998; Belin 1995). Como pode ser
observado na Figura 2 a produgdo de etanol é inversamente proporcional ao
consumo de glicose, conforme descrito por Kurtzman e Fell, (1998); Walker
(1998); Basso et al (1996) e Belim (1995).

A produgdo méxima de etanol foi variada entre as linhagens testadas. O
tempo maximo de producdo foi observado com 12 horas apés a inoculagédo
(tabela 2). Foi também observado que em todas as 50 leveduras analisadas
ocorreu um decréscimo de etanol apés 24 horas de incubagdo (Figura 2). Esta
perda de alcool pode ter sido devida, em parte, & evaporagdo ou a oxidagdo pelo
metabolismo das leveduras no ciclo de Krebs. Lehninger (1990) e Reed et al

(1973) relatam que apés o termino da fonte primaria de carbono a levedura passa
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a utilizar o etanol através da via do glioxilatoto para manuteng¢io do seu
metabolismo.

Os resultados de etanol produzido em fung¢so do tempo foram avaliados
para todas as linhagens testadas pelo teste de médias Sccot e Knnot (Ferreira,
1999). A Tabela 2 mostra os dados de etanol das 15 linhagens que apresentaram
maiores concentragdes de etanol, e mostra também que as diferencgas entre elas
ndo foram significativas a 5% de significincia pelo teste de Sccot e Knnot
(Sisvar v 3.01). Os isolados de maior produgdo alcodlica sdo os seguintes:
CA164, 506, 160, 271 e 116. Eles apresentaram uma produgio média em torno
de 5,32 g/L. A produgdo do isolado CA 116 foi melhor do que dos demais
isolados, apresentando 0,45 g/L mais etanol do que os demais isolados.
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FIGURA 2. Consumo de glicose e produgio de etanol durante a
fermentacdo alcodlica por Saccharomyces cerevisiae. As barras indicam os

desvios pradrio.
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O valor de pH do meio em fermentagio decresceu de 6,0 até 3.0 com
todos os isolados de S. cerevisiae testados. Este decréscimo foi provavelmente
devido é-produc;éo de acidos que é normalmente relatada em fermentagdes com
meios naturais. Alves (1994), em estudos com fermentagdes com meio sintético,
observou que a produgdo de acidos organicos, como o acético e succinico,
ocasionariam o abaixamento do pH do meio fermentante. Os valores baixos de
pH entretanto ndo interferiram na fermentacdo. As leveduras sdo
microrganismos acidofilos e valores de pH até 3,0 ndo afetam o metabolismo

fermentativo das leveduras (Angelis, 1992).

TABELA 2. Concentragdo de etanol das melhores leveduras produtoras de
etanol para o tempo de 12 e 24 horas de fermentacio.

Levedura Conc. de etanol apos12 horas Conc. de etanol apds 24 horas
glL* o/L *
76 4.8075 4,5936
108 57757 3,8233
116 5,8477 4,4029
123 4,0067 4.3830
128 4.9679 43483
143 4.6634 4.3560
160 5,1024 3,4151
164 5,3935 3,6340
208 4.93392 3,8500
271 5,1646 4,4003
486 4.7900 4.1829
503 5.0834 4.6946
506 5,1024 34151
509 4.9058 4.0168
525 4,8075 4.5478

*Os resultados ndo diferiram estatisticamente pelo teste de médias **Scoot e
Knnot (5% de significancia).

**FERREIRA, D.F. Sistema de analise de variancia .Software nio publicado,
1999,

*Em negrito as melhores leveduras produtoras de etanol.
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O rendimento obtido durante a fermentagdio foi calculado em relagdo a
quantidade de etarol produzido por biomassa, aglicares redutores utilizados e
tempo de fermentagiio (Tabela 3).

-A alta produgdo de etanol pela CA 116 no periodo de 12 horas sugere
que este isolado tem potencial considerdvel para ser utilizado em processo de
fermentagdo alcodlica.

TABELA 3. Resultados de rendimento/produtividade de etanol apés 12 horas de

fermentagdo.
Levedura Protdutividade Produtividade de Produtividade de
etanol/ biomassa etanol /ART etanol/tempo de
fermentacio

76 0.1077 0.4873 0.3980
108 0.0965 0.5059 04172
116 0.1862 0.5863 0.4873
123 0.1840 0.5009 0.4140
128 0.1155 0.5515 0.4544
143 0.1005 0.4696 0.3886
160 0.115 0.5125 0.4241
164 0.1244 0.5473 0.4493
208 0.1660 0.4647 0.4116
271 0.1727 0.5205 0.4304
486 0.1555 0.4827 0.3992
503 0.1700 0.5101 0.4236
506 0.1059 0.5116 0.424]1
509 0.1301 0.4923 0.4088
525 0.1624 0.4807 0.4006

*ART= agticares redutores totais

Na Tabela 4, pode ser observado, a produtividade alcodlica das
leveduras selecionadas no periodo de 24 horas de fermentagdo. Pode ser notado
que os indices de produtividade sofreram um decréscimo quando comparados
aos resultados da Tabela 3. Este decréscimo da producéo de etanol pode ser em
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TABELA 4. Resultados de rendimento/produtividade de etanol apés 24 horas de
fermentacdo.

Levedura  Produtividade etanol/ Produtividade de Produtividade de

biomassa etanol /ART* etanol/tempo de
fermentacio
76 0.1036 0.4687 0.1914
108 ' 0.1473 0.3863 0.1593
116 0.1542 0.4856 0.2018
123 0.1623 0.4420 0.1826
128 0.0928 0.4431 0.1825
143 0.0939 0.4387 0.1815
160 0.0758 0.3486 0.1442
164 0.1003 0.4413 0.1812
208 0.1295 0.3857 0,1605
271 0.1472 0.4434 0.1833
486 0.1358 04215 0.1743
503 0.1570 0.4708 0.1956
506 0.0711 0.3433 0.1423
509 0.1064 0.4031 0.1674
525 0.1536 0.4578 0.1908

* ART= agticares redutores totais

fung3o da sua evaporagio, da diminui¢o da viabilidade celular ou do consumo
do etanol pela levedura, como descrito por Reed (1973).

Quando a concentragio de glicose apresentou-se a 1,08 g/L, a levedura
iniciou o uso de etanol como fonte de carboidrato, o que explica a queda na
concentra¢do deste metabolito. Fronza (1997) encontrou resultados similares ao
comparar leveduras crescendo em diferentes concentragdes de etanol. Quando a
concentragdo de glicose era baixa a levedura consumia o etanol como fonte de
carbono. |

O teste efetuado para estudo da produgio de etanol com quinze
leveduras selecionadas mostra diferengas no rendimento do processo. Os
resultados destes rendimentos sio mostrados na Tabela 5.
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TABELA 5. Rendimento em porcentagem de etanol produzido pelo etanol

esperado.
RENDIMENTO (%)
LEVEDURA 12 HORAS 24HORAS
108 77.38 59.09
116 90.38 74.85
123 76.78 67.74
128 83.88 67.71
143 72.08 67.33
160 76.34 53.49
164 83.36 67.20
208 71.87 59.60
271 79.82 68.01
486 74.03 64.65
503 78.57 72.56
506 78.65 52.78
509 75.82 62.08
525 74.30 70.76
76 73.82 71.00

*Rendimento tedrico: 1g de ART produz 0,511g de etanol.

Também nesta anilise, o maior rendimento foi apresentado pela
levedura CA 116, que se encaixa nos padrdes de rendimento proposto para a
agroindiistria de aguardente, onde menciona-se que uma levedura que tenha
melhor produgiio de alcool em menor tempo beneficiard os produtores,
aumentando assim seus rendimentos (Silva, 1995; Cleto, 1997). Pode-se sugerir
que esta levedura possue uma maior eficiéncia na utiliza¢do e conversio de
glicose em etanol, como observado por Walker (1998) quando este cita que a
maior eficiéncia em metabolizar glicose pode estar ligada a uma maior
capacidade enzimatica da via glicolitica. Esta alta eficiéncia pode beneficiar os
produtores, pois uma levedura que possui uma produgfio etanélica maior pode
aumentar o rendimento durante a safra, permitindo um maior lucro ao produtor.
(Silva, 1995; Novais, 1997).
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3.3.3 Fermentaciio em bateladas sucessivas

O processo de fermentagdio alcodlica em meio natural foi realizado em 5
bateladas sucessivas de 36 horas cada, utilizando caldo de cana diluido para 10°
Brix (primeira batelada) e 14° Brix (as quatro bateladas seguintes).

O crescimento da biomassa foi obtido em meio MF durante 36 horas
iniciais do processo, quando as células entraram entio em fase estaciondria de
crescimento. Apds estas 36 horas, o meio foi substituido por caldo de cana
dilvido para 10° Brix . Na tabela 6, podem ser observados os resultados de

- etanol, biomassa e trealose das cinco bateladas sucessivas apés 36 horas de

fermentacéo.

' TABELA 6. Resultado de trealose, etanol e biomassa de cinco bateladas

sucessivas apds trinta e seis horas de fermentacgo.

Batelada Etanol g/L Trealose g/ Biomassa g/100 mL

1 56,99 0,985 4,0
2 63,56 0,276 4,4
3 58,30 0,243 6,8
4 71,54 0,320 3,7
5 17,38 0,235 4,6

Na quinta batelada ocorren um decréscimo na taxa de etanol.
Possivelmente, ha um abaixamento da viabilidade celular devido ao estresse
causado pelo acimulo de etanol. Basso et al (1988) obtiveram, indices similares
quando utilizaram seis bateladas sucessivas com uma mesma levedura. Com esta
diminui¢do, o rendimento da quinta batelada sofren um decréscimo. Nobrega

+ (1994) cita em seu trabalho, que uma queda no rendimento podera levar o

produtor a ter prejuizos. A Tabela 7 mostra a produtividade e rendimento da
levedura CA116 em relagdio & produgdo de biomassa e ao consumo de ART e a
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quantidade de etanol por hora de fermentagcdio, em 5 bateladas sucessivas.
Ocorreu um diminuigdo consideravel em relagdio a produgio de etanol/ biomassa
e etanol /ART na ultima batelada (Tabela 7).

TABELA 7. Produtividade e rendimento da levedura CA 116 em cinco bateladas
apos trinta e seis horas de fermentago.

Batelada1 Batelada2 Batelada3 Batelada4 Batelada S

Etanol/biomassa 14 14 8,6 19,33 3,78
Etano/ART 2,85 3,18 2,94 3,58 0,86
Etarol/tempo 1,58 1,17 1,63 1,98 0,48
Rendimento% 79 33 85 90 49

*rendimento tedrico = 1g de ART produz 0.51g de etanol.
*ART = aglicares redutores totais

Outra caracteristica que pode ter influenciado a queda do rendimento na
ultima batelada foi a diminui¢io do conteudo de trealose celular ja que este
carboidrato de reserva serve como protegdo ao estresse causado pelo acimulo de
alcool. Mansure et al (1997) e Basso e Amorin (1988b) obtiveram resultados
semelhantes quando estudaram o estresse causado pelo etanol em leveduras de
fermentagdo alcodlica.

Uma caracteristica observada durante as batelada foi a floculagio da
levedura em estudo. Esta caracteristica é desejavel em fermentagdes em batelada
para evitar a perda da biomassa e eliminar a etapa de centrifugacio. Quando a
levedura apresenta tal caracteristica, ela, no final do periodo fermentante,
decanta-se no fundo da doma, evitando assim a perda de biomassa durante a
sangria da doma de fermentaco.
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3.4 CONCLUSOES

i} A produgdo de etanol foi significativamente diferente para as linhagens de
Saccharomyces cerevisiae testadas. De um total de 158 isolados, cinquenta
foram selecionadas pelo testes de Durham (teste fermentativo) apresentando
indice fermentativo superior &s demais. :

ii) Quinze dentre as cingilenta S. cerevisiae produziram maior quantidade de
etanol, que foi significativamente igual a 5% de probabilidade. A producido
média foi de 5,06 g/L em 12 horas de fermentacéio

iif) A levedura CA 116 foi selecionada por ter apresentado a mais alta
produtividade e rendimento alcoélico.

iv) A CA116 apresentou a importante carateristica de floculago.
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