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RESLUIMO

0 objetive desta rpesquisa foi estudar leveduras componentes
da microbiota de bebidas alcodlicas, wmelaco & wmosto de usines de
agiicar g &lcool, frutas e fFlores 2 sus provavel wutilirac3o ewm
processns  de fermentscfe. Fpi estudade com especial é&nfase as
bebidas aloodlicss andinas provenientes da regifio montankpsa dos
Andes situads em paises como Peru, Chile, Bolivia e Coldmbia sue
sae até hoje slaboradss artesanalmente.

Foram ispladas 311 CEPAE de leveduras, sendo 132
provententes gg 43 auostras de bebidas siceodlicas andinas
denominada “chicha” (Yiora®”, Talgarrobo”, “champd™, Twmasate” e
amendoimd v o vesto de fontes como Ffrulss ipessego, mambo,
neciaring, banana, pgra, lavranis, gbavate, @macd, wmaracuja o
carambnolal, flores, bebidas alcodlices brasileiras {fucupi,. beiid,
tarubil, sure de cana ¢ de amostras de usinas de agucar o alcotl

Az levedurass igoladés das 43 amostras oy bebidas slcotlicas
andinyg  foram submetides a3 prove de colorascie com [Dloreto P, R, 5
Triteniltetbtrarolium {(TILY, resultando 14,538% des vepzs de cor
vermelha, 35,34% de cor ross ¢ 2B.6846¥ de cor bDranca.

A sficiencia fermentatiwvas destas linkzgens Foi comparsdas

com bacoharomucsses govevigiae obltidas de fermentos comerciais

{Figishmann ¢ Italquaral. f5 7 cepas com maipr poder fermentative,
considerando~se como indice de fermentacBo 3 formacio de mais de &8

3 e Oy, foram identificadas como periencentes ao  género
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As  leveduras isoladas  de amostras das bebidss alrodlicas
andinas @ brasileiras, de flores ¢ de frutas foram comparadss
quanto & temperatura de crescimento e quanto & presenca do fator
“Killer”. Foram clascificadas como mesdfilas 344 cepas (F1,P3%), e
147 (2B, 77%) como termdfilas, sendo gue destas 185  (P@,54%)
crescevam a 44%0C e 3 {(9,39%) cresceram a 4790

Foram encontradas 2 cepas identificevas g classificadas como
Landida sp aue produziram fator "Killer” do tipo K. enauanto gues £

cepas identificadas compo periencentes ac géners Toruglaseora & 4

cepa  identificads come pertencente ac  zfnero Pirhip aprosentaram
Feprotro de sensibilidade g fator "Hiltler®™ diterente da

tlassificacgdo superids por WICKNER (419791



SUMHMARY

The abiective of this research was to use a wvarigty of
aicoholic beverases, molasses, and mashes from sugar and slcoohol
stations, flowers and fruits, as a source of yeasts for the study
ot the fermentation capability of the straing isolated and their
possible wtilization in fermentative processes. Beverages from the
mountein region of the Bndes, i.g. from Feru, CThile, Bolivia and
fomlombia, together with others from Brazil, were collected for this
purpose. A1 of the beverages were produced by home-browing.

& total of S41 sirains were isolated, and of these 132 were
phtained from forty Five alcohoiic beverages such as chicha, Jorsa,
sigarrobo, champy, masato e amendoin, whick are found in the Andes
region. The remaining sirsins were isclated from fruits such  as
peach, papaga, nectarine, bLbanans, pEar. Orange, avocado, apple,
passsion  fruit and satar fruit; from fiowers; brazilisn alcobolic
‘bevermges {i.e. tucupi, beiju, tarubadr; sugar cane Juicg and
samples from sugar and algchol stations.

The strains isolated Jrom the 435 sawmpies of beverages found
ir the Andes YREOLON  WEYE submitted to the TTC (2, 3, &5
tripheniltetrazolium chlipride) raloration test, resulbting in 146,384
nd strains with red colour; 95,36% exbhibiting sink colour and
28,88 showing white colour.

The alcohol production by the 132 strains isplated from the
andes region’ s heverages was investigated using the production of
£9. as an indication of the fermentation yield. Fleischmann and

Itaiquara commercial sirains of §. c¢erevisiag were used as
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standards. Seven strains were obltained which showed higher
fermentation capability than the standards (JR0g 0f Cé.). They were
identified as belonging to the genus Saccharnmucres The yeast
strains isolated from the fndes and Brazil's aicahmiic beverages
and from flowers and fruits were tested for their ability fto grow
ai  different temperatures and alse for the presence of “Killer"
fantors. 364 strains (71,323%) were rlassidtied as mesophilie, 147
(28,7745 as thermophilic, from whick 185 (298,54%) were able to grow
at 44670 and 3 (8,394 at 47~C.

Two strains ($-70 and 15-72) were identified as Candida sap
snd produced Killer factor Ke. Two strains (182 and 1B5) were

identified 8s bGelonging to the genus Torulsapory and ong strain

(22~79r as belonging to the genus Pichia, which showed spectrum of
senslibility and Killer factor differing From the rclassification

sugnested by Wickner (19793



1. INTRODUCZD

Besde a antiguidade os homems dedicaram-se 2 elaboracio
.de bebidas alcodlicas. Na época précolombina, vidrios tipos de
bebidas foram desenveolvidas no continente americana, ainda gue
de forma artesanal. Entre elas destacam-se 6 pulgue, o pﬁzai, &
chicha de milho e de abacaxi no Héxicé, as chichkas de diversas
frutas no Chile e a chicha de jara,l uma dag. bebidas mais
antigas e populares, no Peru, Bolivia, Colfémbis e.Eqﬁadnr; que
podem apresentar até 13 graus alcodlico.

A chicha de jora € obtida através da fevmentacd3o natural
dos agurares contidos no milho maltado. Outro tipo de chicha,
de consumo muito difundido entre os habitantes da regido
oriental do Peru, & obtida da mandioca tratads com saliva,
sendo  conhecida como chicha de masato. Esta ditima apresenta
semelhanga com certas bebidas alcodlicas dos indigenas 4o
Brasil, comp caisuma & tucopi.

Essas bebidas fermentadas podem apresentar virios tipos
de leveduras gue podem tambem ser encortradas em solo, Tlores g
frutas.
£ presente trabalho teve por objetivo: 13 80 isclamenio e
identificacHo de leveduras da hbebidas fermentada ds origsm
andina denominada “chicha”. £2) Estudar a capacidade de redugio
do reagente Cloreto 2, 3., § Trifeniltetrazolium <(TTC) pelas
leveduras isoladas 3) Estudar as cepas de lTevedura isoladas de
amopstyas de Yechicha', flores, frutas, suco de cana, selago e
sosto de usinas de fermentac3o alcodlica e bebidas alcodlicas

brasileiras (beijd, tucupi, tarubd) guanto ap desenvolvimento



2
em diferentes temperaturas. 4) Estudar fodas as cepas de
leveduras iscladas gquanto 2 presenca de fator “Killer”. 8)
Estudar a eficiéncia da fermentag8o alcodlica do melago, por
teveduras isoladas da  “chicha', tampa?andama com a Cepas de

Saccharomyces cerevisiae contidas gm fermentos comereiais

(Fleighmann & Itaiauara).



2. REVISAO BIBLIODRAFICA

2.4. ORIGEM HISTSRICA

& chicha de Jjora, uma das mais antigas bebidas, &
oriunda do Perd. Sua origem remonta-se a #poca pré-inca, sendo
amplamente consumida também em outros paises, como Colémbia,
Bolivia, Equador e Chile (VASQUEZ, 173@).

Hd indicios de <que a3 palavra thichs seja procedente do

Caribe, {onde tamb2m & chamada “fAirawak"”}, a partir das palavras

“chichiatl” ou “chichal”. CLhichiat] deriva de duas palavras
"chichilia™ e "atl" que significam “Farmentar” e Tdgua”
respectivanegnte. Na segunda forma, chichal, rhi” significa
“com™ e “chal” significa “saliva” dando o sentido de ensalivar
o salivar. A palavra “chichal” descreve a via principal pela
qual a2 chicha foi feits no passade, usandog saliva para

converter o amido em agdcares facilitando a fermentag3o dos
agucares redutores & cofiseguente produgio de dlcool
{VASQUEZ , 1908 .

Nps idiomas gquechua e agmara, dos habitantes dos Andes
peruangs, as palavras “akka” ou Tzcoa”  significam chicha.
Enquanto gue Thuinapo sque’ significa chicha de milho
germinade. Ko idioma quechua o milho triturado e mastigado @
denominade “muko™ e os mastigadores “muccupuccukoe™. Entretanto,
atualimente, a chicha ¢ feita 3 partir de milho germinado (jora)l
2 triturado (MORKHEIRMER, 1%73).

No Chile, encontram-se espécies de chichas elaboradas a

partir de morango, uva € algarrocha. A algarroba também @
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utilizads pars obtencis de chicha ‘Pﬁiﬂﬁ indios de Turcuman, na
Argentina. HNo Peru, além da chichs de jorz utiliza-se a chichs
de masato obtida da fermentarBoc da mandioca. HNa PFolingsia,
particularmente em Samom, produz-se  um  vinho denominado
“akawa”. Este ultimo & obtido pelz mastiga¢Sc das raizes da
Biser mebhuysticuym e aprésenta as mesmas caracteristicas das
chichas {ULLOA & HERRERA, 1983). Ho Brasil, encontramos
“gaisuma” & Ttucupi” Teito de suco de mandiccs fresca, aquecida
g fermentada (CAMARA, 19471
g.2. ELAEQ&QGKG OAa "CHICHA DE JORAT

Mo peripdo pré-inca e inca, a selegdo da variedade de
milho foi um dos evitérios mails importantes parz a produglo de
“chicha" de boa qualidade. Atuslimente, & variedade mais
empregada ¢ a "Alasian” (SANCHEZ, 19643

& elabora¢ico de “chicha de jora” compreende duas etapas:
ohtengio da “jors” ou malte de milho & & obtengdo da chicha
propriamentie dita (SaNCHEZ, 19641) .
£.2.%5. Elaboracis de “Jora” ou Malte de Milho

& “jora”, produto ds  germinagfo do er8o do  amilho,
apresenta modificactes morfoldgicas e histoldgicas do grio aue

raguttam no desaparecimento das paredes celiulares do

endospeyrma, amaciamento do grao, degradac¢Bo das sroteinas e do
amido, assim como na formacaeo e libegragis de enzimas  cuda
atividade depende direta ou indiretamente das madangas
psrorridas. 4 germinacio ¢ rontrolads para limitar o

desenvolvimento das vadicuias & talo. f processns de maltsgem
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consta das seguintes etapas: obtencl3o da matéria prima (milho),
debulhamenta, selecdo dos grios, wmaceraglo, germinaclc e
SECaAgen.

As transformacles produzidas no cereal germinado
dependem principalimente da agia complexa das diferentes
enzimas, Ffundamentalwente de guatro tipos: amilases, proteasses,
Bralucanase e fitase.

Na regi%é da Serra Andina, a etapa de germinagio demora
de oito a gquinze dias dependendo da sstag8o (verfo ou inverno)
2 na regilo da costa tem uma duracio de quatro dias.

0 poder sacarificante do malte de milho representa 28%
do malte de cevada (Glasey & Marawoski citado por NORKHEIRMER,
19737
2.2.2. Elaboragdo da Chicha de Jora

Segundo o Csdigo “Sanitéria de Blimentos de Perd (1974),
denomina~se chiéha de jora a bebida obtida por fermentacio
alcodlica do milho maltado adicionado ou nSo de agucar.

& elabora¢Bo da chichas de Jjora nos paises Latino-
americanés tem.um rarater srtesanal & ¢ considerada uma arte.

Segue-5& o fluxograms ds produgdo de chicha:



Matéria prima (jora}

N/
Mozgem

relacio: dgus:jora {varia de 2:1 a 16.4)

N/
CocgBo e sacarificacie

a mistura @ aquecida lentamente até ebulicglo. O tempo varia de
&~ 24 horas

Vo
Filtrac8o
3 frio ou & quente

N/
ddicio de agucar _
relac3o “chicha”: agdcar, 3: €.,5

Inoculaglo
adig8o de fermentos comerciais ou residups que Ticam nos
cantaros ou rapadura de melago

Fermentagio
tempo: 48 h A 13 dias
temperatura: 1590 até 3&~C

W

Armazenagenm em recipientes de barro

Chicha

FIGURA 1 - FLUXOGRAMA DE ELABORACAD DA "CHICHA DE JORA™



B.2.3. Elabora¢8c do Masato
Butro tipe de chicha tradicional denowminado maéato,

corresponde 2 uma chicha de mandipca. A& espérie empregads ¢ a

mandioca brava ou Manihot ubilima, da familia das Euforbidceas.

A Figura 2 ilustra o processo de elaboragio de masabo.

Matéria srima
raizes de mandioca madura

lavagem
com agua

v

Cocel0 & trituragsdo
relugio agua: raizes de mandioca, 3:1 a 5:1
trituraglo rom madeira {(mago)d

Mastigac8o .
hidrdlise por ptialina e/ou adigio de fermentos comerciails
gquant idade de mandioca mastigada: 3% a 146%

Mistura
mandioce cozida + sandioca mastigada
relagio;: 5.1

\
Triturac8o e fermentacis
{empo: 24 ~ 4R horas.

AV

Armazenagem em recipientes de barro

Masato

FIGURA 2~ FLUXOGRAMA DE ELABORACAD DE “MASATO"

2.2.4. Outras Tipos de Lhichas

“4lém da chicha de jora e masato, tawmbeésm s3o obtidas
autras chichas, a partir de tubédreculos, raizes e vizomas Como
por exemplo “oca” (Familia das Oxalidess), batata, batata doce;

de frutas como “melle” (Familia das Terghintaceas), Ttuna”
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tfpuntia ficys), “aguaje” (Mauritia flewxunsa), harnana, abdbora,

figo da india, cacau 2 outros, de pseudp-rereais como ”quinua”

auinpal) # de cereais como cewvada (ANTUNEZ DE
MAYDLD, 19883 .

2.3. LEVEDURAS
2.2.1. Caracteristicas Gerais

s leveduras sio organismos unicelulares gue apresentam-
se sab formas muito variadas: esféricas, ovdides elipsdides,
cilindricas, triangulares, gte que podem desenvolver
estruturas filamentosas. Estas formas embora geralmente nBo
muito diferentes enitre as especies s8o0 as vezes caracteristicas
e contribuem para a classificagio taxonSmica (PELCZAR & RIED,
19647 .

Todas =as leveduras, praticamente, podem ser cultivadas
o meio solido e em me i o tiquidn apresentando s2u
desenvolvimento num periodo de 2-3 dias de incubacBo a 28-38 ~C
{{L.ODDER &t al, 1738).

Reproduzen-se vegeialbilvamente por  brotamente ou pov
fissio, £ sexualmente pela producl3o de gsporos {a celula que
contem 0% esporos  sexuais e protoplasma denominas-se asco, € 0%
esporos contidos no asco, ascosporos?. Em algumas espécies
unicelulares, depois da gemulagio as novas celulas de leveduras
pevmanecem unidas 3 célula mBe formando um pseudomicelio. Em
outros casos formam-se verdadeirps micélios por figsao

(PELCZAR & REID, 19860 .
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s colonias de leveduras em meios de cultura adequados,

apresentam morfologia diversificada. Aloumas 530 lisas, outras
rUSOsas, com a2 margem integira, irvegular, filamentosa,
ondulado, etec. & consisténcia das coldnias € geralmente
tigeiramente pasiesa, mas B0 envelhersr forna-se muls
consistente e seca. As leveduras poden ser pigmentadas ou niEn,
1 desenvolvimentn em meEin liguido farnece informasBes
importantes: como formsgio de sedimento, formaclo de peliculas
com diferentes carvacteristicas, ilhas, aneis, eicg. (LODDER,
12707,

Sslo, frutas e flores devido & presenga de agucares, 3o
substratos capaszes de  favorecer o desenvolvimento de leveduras
(PHAFF & STARMER, {%873.

As bebidas fermentadas descritas anteriorments £ que nan
sgfreram nenhum processc termice apds a Fermentagdo, podem
ainda apresentar leveduras vidwveis,
2.32.2.1. Coloragio com Cloreto de 2,3,3 Trifeniltetrazolium

iT7ES

6 TTL, comumente conherido como sal de Tetrazoliem, foi
preparads pela primsira ver em 1874 por Von Pechmann ¢ RBunge,
conforme citagio de SMITH (1951) Este reagente 2 rapidamente
solivel em dgua. Em 1941, KUHN & JERCHEL, sintetizaram varios
substitutes de TTC por um noOvo ProcCessc.

As solugfes neutras de TTC sofrem redugio em pH acido, e
certas leveduras e bactérias podem adouirir cor vermelha, peia

formagio de trifeniiformarzana, que & um composto insoldvel
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resultante da redugio do TTC (COTTRELL, 1947 e SHMITH, {9E3). ©
TIC tem sigo usado pars indicar a presenga de celulas wvisvels,
as qusis apresentam uma colorac8o vermelha, devido & reducBo do
corante & trifenilformazans. O TIC azpresenta assim uma vantagen
sobre o azul de metileno, (usado com 2 mesma %inalida&e); Jja
que -este dltimo & incolor no estado reduzido, nBo colorindo por
tanto as celulas viaveis (MATTSON et al, 1947}

Par outro lads, BUNZ (1949 wverificou que culturss
iavens de leveduras fermentatiwvas reduziam  rapidamenteg o TTL,
cendo oue a veagso era inibida completamente por aguecimento a
&0 ©F por trés periocdos alternados de 10 minutos, assim como 0s
dados de MATTSON et al (1947} demosiraram reagdo similar em
tecidos de origem animal e vegetal o que evidencia 4que 0©Os
cistemas enzimaticos s8o responsavels pela reducﬁg do TTL. Além
disso, BUNZ (194%) indicou que o extrato livre de ceéluls foi
rapidamente reduzido sor TTL, 0 gque Ccompyova que © coniunto de
enzimas presentes na levedura estd na forma soldvel e ativa na
soluc®o gque cataliza a wvia metabolicas libevradora de enevgia
meams  OEpOis de ter eido removido da estrutura de células
Wwivas.

{ EDERBERG  ¢(4948), usou a reagdo com TTC como indicador
PAFE diferenciar cepas de bactérias capazes de fermentar
acucares, de oulras Cepas de bactériass. Coldnias de leveduras
de tamanho pequenc (“petite”) desenvolvidas gm agar gligoss
foram assaciadas com  leveduras deficientes em respiracio,
conforme indicado por EPRUSSI et al, 194% e SLONINBKI 194%.

assim, os “petites” s¥e formadss com  perds de particulas
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citopliasmiticas, necessarias  para o desenvolvimento de  um
sistema de cifocrome completo. Fste conceitp redfproz  cubtros
dades da literaturz (RAUT, 1983 o 1954) .

RIED {1932y indicou QUHE 0o sistema celular, Bn
mitocdndrias ficam wermslthas pels reduclo do TTD a formazana,
gpquanto o citorlasma e miclen ficam incolores, asseourasndo-se
gue as mitocdndrias contém muitss enzimss que catalizam &
owidasBo dos nutrientes orgdnicos da  levedurs pels owialnio
moleculiar para produzivr didwido de carbono & dgua, libgrando
wuita energia durante estas owidapbes.

RAUT (1953, desenvolveuy uma téonics pars distinguir as
leveduras fermentativas das nko fermentativas. Culturas capares
de Fermentar sacarose produziam coldnias vermelhas em placass de
soar nutriente contendo sacarogse ¢ TTD, & rulturas incapazes de
fermentar eete acucar produzisn colonins hrancas. Fesba teécnmica
consistia em isolar mutantes, incaparzes de fermentar glicose,
romr @piuds da radizciEo ulirawvicleta., Apds radia;ﬁag roifnias
hrancas nip ferwesnisiivas oresciam  sobre  zgar glicose. NEo
chstante, ciones derivados dessas coldnias brancas fermentavam
wlicose tE2p rapidamente copmo acuelzs provenientes das colfinias
varmeihas., Assim as colfnizs hrancas diferiam daszs coldnize
vermelhas normais pels kabilidade de wiilizar a glicose, £ por
sgvrem incapazres de asbsorverss mni§éni3, devido a deficiéncis e
varips componentes do sistems citocromo. D autor sugeriu que a

deticifnoia wra herdada pels mutacio de um gen simples.



A deficiéncia em  warins componentes de citocromos o
teveduras resulta ds dncspacidade das células em consumir ou
abnorver porigénioc, sendo esta caracteristica permanente e
transmitida de uma seracdo celular 3 outra (RAUT, 19352 p 1954)
DGUR et 3l (4937 chamaram “aer” ss coldnias brancas gque s3p
deficientes em  respiracio, em contraposicio s coldnizas
vermglhas seficientes sm  reepiragdo TAERT. OGUR et al (1957) 2
OGUR & JHOK, B7. (4958 tambem cbservaram gue 3 deficiencia de
respivacio das rcolfinias  “asr” estavam relmcionadas com  os
citorromos & que eram  intepaEes de ubilizar certos #cidos
organicos coms  fTonte ryincipal de BREerqgla para LR
desenvolvimento. Assim, admite-se gue o uso dHp TTL & uma
tecnica rapids pavas o dizgndsiico de levedurass mutantes oom
deficidncia respiratoria, possibilitands © sey u#4s0  pers  upa
ripigs swlecio destes mubtanites segundo DAalROFEN st al (1F70)

JAMBOR {4934 indicou  por seus  estudps polarvrocgraficos,
num  EEeip menor gu &, a vedurie do TIC produzr produts sem gaf &
sd  em soluches alralinas o produtp dz reduclo & principalimente
o formazans de cor vermeihs.

RHAeGHT {19589 empregoy  uma modifiracice da tecnica  de
robheviura do TS pare contager op nmatanies nas culiures. &
diferencizgao da cpRloracio vermelhs {normall g Drancas
{mutantes? apareciam mais nitidas ¢ ororriam mais rapidamente.
Nas populacBes de leveduras gue cresces sob condicBes normais,
cevea de 1% ou menos s3o mutantes deficientes respivatdrios gue

apresentam diferencas em caracteristicas morfolocaicas,

ficioldgicss e enzimaticas auando comparadas com as leveduras
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normais  respirvatdrias, Gegundo NABAI et al {19428}, cepas de
leveduras espaeificamente bhaplioides apresentam instabilidade e
mutante dgeficientes respiratdrios em alta frequeéncia sob
rondicBes novmais. Segundo estes autores o lugsr exato  do
sistems enzimatico onde BLOrre a redugso do TYE B
trifenil formazana ainda nio gstd  bem estabelecido. HEo
pghstante, notarem que 3 enzime succinzto ﬁeaid?ﬁgeﬁasﬁ, que
rataliza =2 convers3o de succinato @ fumsrate tem potencial
redox  similar aoc TTE. Aldm disso, esta enzima gstd diretamente
relacionada a cadeia de ftransporte de elélrons e & parte
integrante da membrans interna das mitocBndrias, ragio gque
torna esta enzima diferente das demais do wicin do  dcido
citrico. Na cadeir respivatdéria o TID resge finmaimente com o
citocromo oxidase terminal. Entdo, a redugis € acompanbada por
um ganko de zldtrons, que s8p ganhos pelo formszZana.

0 TTC também serve come  ul indicador pars contagem de
relulas vidveis. A reascloc depende da reduclo do indicador redox
TTE. pelas desidrogenases da  levedura, & trifenilformazanz
{vermelbhol Outra pesouisa realizads por  FARKCES ({985
mostrou  oup 3 rapaCidade de reducio das cdlulas depende tambeén
ds idade & nBc somente da conbtagem das celulas wviaveis.

Diversos pesguisadores tém trabazlbade com zepus de
leveduras iscoladas de sake. AKIYAMA e SUGAND (1967) relataram 3
aplicagSe da tecnica de coloraglp com TTC 3 estas colbnias e
phservaram diferencas entre as cores produzidas, sendo gque s
linhagem Kuokai Mo 7, uma das mais comuns, tornava-se de cor

vermelha devideo 2 reducl3o do TID,
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MURAKAMI et al {1982} verificaram gque leveduras Kupkai
utilizadas na fermentagio de sake, apressntavam toloracdo
vermelba através do teste de 1YL em meioc contende glicose. ﬁaﬂ
sutores verificaram gue guando foram uwsados oubtrogs  agdcares
como maltose, salactose,H-D glicosides em lugar de glicose, as
coldnias de leveduras apresentaram colovaclo diferénte. Alaoumas
coldnias eram deg cor rosa, brancs ou misturas de wvermelha o
TOSS ou branca dependendo da idade da coldnia efpu do tipo de
Tgvedura esmpregads.
£.3.2.2. frator HEiller em Levedura

Uma eoulra caracterisiics bioguimica 3 ser determinsda no
estudo das leveduras @ o efeitp “Killer® que conziste na
rapacidade gue algumas leveduras produpires towinas qgues wmaiam
putras leveduras.

BEVAN & MAKOWER (1943} descreveram  oue certes cepas de

Saccharomyces podiam ser clzssificadas em um dos fvrés fenctipos

gue eles denominaram e killer, sensivel e neutrs. Guando
celulas “killer” g “spneiveis” orescem Jjuntsas num mesmo meio de
rultura, uma grande proporvedo das sepnsiveis morrem, Células

neutras ndo matam células sengiveis nem $¥e mortas por celiulas
“Kiiler”. [ sgente liberado pelas cflulas “Killer” gue czuss a
morte das celulss sensiveis tem sido denominade fator “Killer”.
Porégr a levedura killer € imune a agao0 de seu proprvig fabtor
Kiiler.

WD & BEVAN  (1948B) repoviaram aque © feitor "Killer® na
igvedura ¢ de natureza protaica, & natureza protéica do fator

Killer purificado foi indicasda pela sus inastivacBo com papaina.
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# produgio & estabilidade do Fator Hiller € muito dependente
dass condigles de crescimento, 9que devem ser cuidadosamente
controladas. & towina Killer 8 uma proteina de baiwxp peso
molecular, cerca de 11.47@ deltons. @& toxina € hidrofébica,
sensivel a0 calor e & proteases, sendo setre%ada. na fase
exponencial de crescimento. Esta toxina € ativa e razoavelmente
estdvel em pH de 4,2 & 4,7 (FOLIN~CIDCALTEY, 41987 e TIPPER &
BOSTIAN, 19B43. Todavia, WOOD & BEVAN (1948} indicam uma faiua
mais vresirita de .pH: 4,6 @ 4,8, 0 fator Killer ¢ inativado em
temperaturas superiores a 23°0 ¢ em wvalores elevados de pH,
provavelimente devido a alteraches da eefrutura da proteina.

0 cardter "Killer" da levedura Sagcharomyces cerevisias

g um elemento gendtico rnBc mendeliang gue contere &s copas gue
o contem, duss propriedades: 17 capacidade de inativar cepas
sensiveis e BY imunidade da ceps 3 atividade "Killer™ {(VODKIN
et al, $974). Estudos gendticos té&m demonsirado uus o fendtipe
"Hitier” de B, g¢ereyisias enconira-se .ﬁﬁ citoplasms = estd
zasspCiado & presenga g RNA de fita dupls como particulas
virais. Dois tipos de dsRNA estBo envolvidos, o menor dsRNa €
designade como MdsRNA e tem =zido encontrado excliusiwvamente gm
linhagens “Killter™. Sua Qeorréncia, porem, parece S8T
contingéncia pRYR A presenga de gdeRNA msiores gque s80
designades como LJAeRNA (FINK & STYLES, {972, BEVAN et al, 1%973;
VODBKIN & KabLLIN, 1974; CLARE & DLIVER, 1%7%9).

GUNGE & EAKAGBULCHI (19813 relataram gue Kluyveromuces
Jactis IFO 1267 contém dois plasmideos DNA lineares gue sSo

desiagnados PEKIL e PGKIZ2 com pesos soleculares de 5,4 = 1@*
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daltons & B, 4 w 16% daltons regspectivamente. 0 K. lactis IFD
1247 ¢ levedura “Killer” ativas contra um certo grupo de

i 5 e ¥ § 3.1..&.3.1.&1&&55 ¢ .K. }m ; ¥ .g.

leveduras incliuindo 5.

g K. wanudenii. Verificou-seg que essas toxinas s8o

hidraliaad#s pela ftripsina.

ZORG et al  (49BE: estudaram uma cepa Hanseniaspors
yvarum, que apresentava cardter “Killer”™ 2 gue continha EBdasRNa.
g fator Hiller de H, uvarem foi transferido parsa g
cergvisize por fusio esfﬁrap}éamétiza.

Cepas de levedursa sensiveis «Fo inativadas quando
expostas as proteinas “Hiller” produzidas pov outvas leveduras.
4 molécula receptora da toxina parece ser Y
D-81,6 glucana gque pode ser separada de outras glucanas @
mananas da parede celular pela suz solubilidede diferencial em
aleali g dcido acético diluide (BUBSEY, 1%Bi).

4 ligacSo da toxinas & membrana possivelmenmte produz
stteracic de pev¥meabilidade pela formacio de poros, destruindo
o potencial eletroquimice da membrana 2 resultando na morte da
rétula devido a vazamento ssletive e nio contvolado de ATP
intracelular € ions K+, Concomitantementes, ocorre inibigio
roordenadas de toda sintese protéica e alteragBo do transporte
de prétons, ocbservando-se uma diminuigBo rapida da capacidade
de formar colfnias, e diminuig¥o do tamanho das células (BUSSEY
et al, 1973; KOTANI et al, 1977; DE LA PENA et al, 1%B1).

Na inativagSo de Jeveduras por toxinas de Sacchargmunes

e de Pirhin, parece gue ocerre uma ligagSo na celula sensivel
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em dois pstdgios: primeirp &2 parede 2 en sesuida 3 membrana
{Young ritado por ROBE & HARRIGON, 19873,

PHILLIGKIRK & YOUNG (4973) estudaram =2 ororréncis de
leveduras “Killer” em ampla taiwxa de génercs g espéries de
leveduras. De %44 linhagens de .Zeveduragg ciaa&i?iéadaa em.ea
génerps € 148 espéries, foram encontradas 59 cepas produtoras
de fator "Kililer”. Os autores detectaram guatre tipos de
atividade "Killer”™ com relacdo agc pH nas leveduras estudadas.
Leveduras “Hiller”™ tinham sido previamente relatadas somente no
génerc SBCOhaCOmMNIES.

Para evidenciar o efeito "Killer” s80 usadass placas com
mein de mgar YEPD contendo azul de metilenc com pH de 4,2 =
4.7, Sobre a superficie do wmeip s3p espzlhadas suspensles de
cepas de.laveduras sensiveis. fApds seragem sio feifas estrias
rom  cepas produtoras  de fator “Killer”. O efeito "Killer” £
evidenciado pelo aparecimento de zonas de inibicHo do
desenvolivimento, em forma dse estrias (€000 & BEVAN 1948

Umz CEpa de 8. cerevisias sensivel tem sido
%requéﬁtﬁmente usada Junto com = ¢epa #e R cCcereyvisiag
produtora de fator "Killer” HKi parz selecBo inicial de
linhagens "Killer”. & técnica permiite evidenciar gque, ¢ada
linhagem “Killer®™ @ i#ﬁﬁe 2 suz propriz  toxinag, mas pode ser
zensivel a2 toxinas sescretadas por  outras cepas. Este padrie
simples pode Ser afetado gquandc DETrYe variagio na
sensibilidade de linhagens, resultante de mutagBo = nivel
nuclear, segundo Young e Yagiu citads por TIPPER & BOSTION

{19843 .



Para wverificar o tipo de interagioc sentre leveduras
Hitdler”, der distintos perfis {(Ky & Kie) de atividade Killer
rontra  leveduras "Killer” foram estudados & as leveduras foram
giatingusdas por  sua toxins e especificidade 3 imunidade
(TIPPER & BOSTION, 19R4).

Iorulopsis sisbhrata ATCC 15424, produtors de  toxing
Killer pprs Ky, Ko € Kie., pode ser faciiments wmorits por oublras
leveduras “HEiller”. Este tipo de Fator Killer ¢ classificado
comn Ko, (WIDKNER 1979). Sendo aquz ns  onze peEvfis  podem zer
aohsprvados no QUADRD 1.

& =mtividade “Killer” dps tipos K., KEa, Kz 703

demonstrada somente pelas espéries do género Sacrharomuwoes L

tipn K, spresenta efeitos de maior intensidade. & atividade da
towina Killer ¥, pode ser devids 2 sus s3c30 ¢omo um srofontforo
au  iomcafore de  potdssio, esrocanic  gue & toxins de K lmoiis €
rogdificads  por uam  [INA plasmidial, gue inibe & sogenil Ticliase
ras celulas de levedurs sensivers (SHIMIZU et al, 1983

& fenctipn Ko & amplamente distribuido snirsg
Jinhagens de laboratdrio g linhagens selivagpens, gnguanto aus Kg
rem side sacontrado  suase gxolusivamenmte nos contaminantes oe
termentazio . fs towminzs K, ® ¥Ep 3o codificadazs por M, o8 Fe

duRNAs, respectivamente (PHEIFFER & F :DLER, 19832



GUADRD ¢ CLAESIFICADAD DAR LEVERBURAE “KILLER”

Tiepns de Leveduras Tipps de "Eiller"®
"Hiller"™ apresentados pelas
Ipverduras sensiveis
K. SarcrharORuces Uy ., NDYD 192® Rae Ko, Ka, Kaa
S rerevicias, ARPSPE, KLYD
23z, NWOYD P35,
Ki~88
&, bubrids. NOYD 831, 643

K 5 ceprevisiag, HOYD 738, 1861 Ke. Ka, Kog
8 dimstaticus, NOYD 713

K o 8. cppensis, NOYD Fal Ky, Ko, Kaig

¥4 Tprolnpaie olsbrats, WOYD ZBEB B,

Ko Oebrromuces vanriii, NOYD 577 Ks, Km, Ka, Ksa

Haneenylsy snomain. NIYD 234
H =mubpeliicuross, NOYD 14

K Hluwveromures frasgilie, NOYD SB7 K., Ka, Ka, ..

Hoy oy
Ko Candids valigs, NIYD 327 Ko, Ko, Ka, Ka,
By oy

Pickiz membransefapiens, "HOYD 333

B . znomsla, MDYLD 438 Ko Ko, Ko, Ka.
ié;—.r K:’s,:i\

;v;x:: __}:i_\ E‘sras i 3‘_; H{:Y{; S%@ L S Kﬁ; Kms Kd%s
. gﬁa P‘;Eﬁ# gﬁ,t&,
Flow e E . oprpsppbhidizepm KOYD 575 Ko, Bo, Ku, Ka.
%{g‘l‘_‘g ga; %‘i?‘: 5{@3
Hoga
é:gr _Z_, C‘?ah}ﬁzﬁg ﬁ?ﬁa 15 ig& K;A,é kmg Ki@

FONTE . WIDENER (179795
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Somente  linhsgens de lgvedura "Killevr” pertencentes

an  gEnero Saochmvompvres foram pasaiveis de instiwveglo  do

varater Killer. pelno tratamento com ricicheximida ou incubscio
a2 eisvadas temperazturas. As leveduras deg outros géneros  nio
Yaram glteradas 2m relacio  ao fator Killer por esies
tratzmentos. Fink ¢ Stulee citsdos por WICDKHNER (1974, relafam

gue linhaoens Killer crescidas na presengs de concentracdes

hrixas de cigiphewimida, tornam-—as sensiveis, com  perdsz  do
rarater Killer. O mesyd acontece Con tinhagens Killer de 5.
rersvisnine  orescidss a elevadas temperaturas. 6 2 concenirasao

fde cicloheximide oue  inibe o crescimento da Iswvedura "Riller”
varia rconforme 3 cepa. fodos of tipos de fator Killer K. g Ka
s%n rapidamente insbtivedos peig tratsmento com cicliohexlmids.
Fm ronireste, +fatores Killer Kp deespnsiram nivel muilo baiwmo de
instivas ko ne presenos de ciclohewimads

YUnrims linhspens “Killer” forap zDultivadas  em meio g
Aour YEDE  a 823, 3g, 37 e 4@ Muitase das colibnias
desenvolividas em  ftemperatura de 37 ou 420 ndo  mosiraram
svidinrias de movis ou  seressnbtarsm umaz mistura de celulns
Killer e sengiwe!l Enguanto gue as colonizs formatdas v 2370 ou
Fe=T Epreeent BV ED linhagens killer, geralmenis, adatd
mortalidede normal. Togas 2e ltinkagens mostraram  aumenio de
Frpagudnria de rolfnias ndo Hiller con sumenioc de temperatura,
Egta  “rcura” do plasmides 8 diferente des termolabilidade da
substincis Killer pbservado por WODDE & BEVAN (19683, jd que a

habilidade de crescimento das células que mataw foi vealizada &

23 ©r, temperatura na qual a toxina Killer € plemamente ativa
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CWIDKNER, 19743, Guando as colomias  fovam incubadas z plevads
temperabura, parYa inatiwve-las, @ cepz ABPET ({(%.¥ ni3p {oi
riterada, enguesnto NCYD 233 g 43¢ (ambas K.! foram inativadog.
Todos os "Killer” do tipo K perderam 3 atividade Killer, por
incubacdo & temperaturss elevadas , enguanto o “Killer” btipo Ko
mantgwve 2 ztividade

Pouca diferenga foi observads no interveleo de tempo z
Bger, NECESSETIO  DPars reduzir £ atividade Killer de

Sagcharpmuges sk, tipo K. ou Ke, 3 58K do seu velor original

{HARa 19BDY. 0O Killer ftipo Eg mostrou ser ligeivamente mais
termosstavel . HE: Killer do tipo K., foi consideravelments mais

sefdysl, a tewrperabtures de 3970, cue outros Sarcharomsares,

apresentando  uma redurdo da abtividade da ordem de S8Y%. Todas zs

linhaoens, testades, nEn perfencentss ag génerp Sarrbaromares

produrivran atividade Eiller com grande tereosstabilidads, )

sual  Yoi maior  gue bz periencentes 820 ggnero  SporhBrosures
graminadge. 7

& naturezs oo carster Killer nos grupsos K, 3 K.y @
diterente. Esiz observacac foi verificade pelos experimenios de

perdgs de atiwignde Killer p @gnglise do deRRSL LSopente oopécies

do gpEneYD  Spocharomuees  foram  inativadas g contem  osRN&

Kiliers do tipo K sBon rvapidamente inabtivados pelo traiamento
térmico € nac  por  afan g ciclicheximida, enguanio gue Ky
apresenta o reverspo come caracteristics. & peso molecular da
menor especie de deRNA (M) foil relacionado com o fator Killer,
asnim para K., Kg g Kz o0 pesos molecular Joi estimado em

1,3x16%; 1.010% & @,%x 1&* daltons, respectivamente. Esia
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sheservarho evidenriz oue o MdsRBKA delerming a naburers do fator
¥iller prodgurido, pois linhagerns inastivadas guasnto ac  fator
Killer nBo contém MdsBna., & constataclo de que leveduras de

e, nBn podem ser inativadas

sutros génerp, alsm de
gm  Sun arlo Killer & aspaventemente nBo contém dsBNA, indica que
2 bpee genetica para o carater Killer nestes organismos nio €
citoplissmatica. DOs fatores Killer, produzides por levedurss de
diterentes orupos Killer, mostraram sgr diferentes & acio de
enzrimas protepliticas. Linkeoens Killer dos erupos Ko, Kg @ KHn
contdm dois tipos de dshRNA.

Sloumas linkagens de BRocharomuees, taniadas da

jermentarBo  do vinho, prodguzsm trés  tipos difegrentes de fator
Killer, clussificados como Y~4, Y-46 & T-% (HARA, 1983}

BUSSEY & SKIFPER (1976) reportarawm aue na levedura L.
elabrats, o ¥fator Killer produzidoe de gee o DAL, apresenta
g,4% de sohrevivéncia pela auantidade de 119 ug de proteina/mh
ttpwine  THiller™) o sgue @ torna maxs sensivel aque as linhaosns

senciveic &, rerevisiae 536, Druptgcoccus nepfprmang ATLIOD 2085,

rapdids sibicans ATLED 7852 ¢ Schizosiiiharomures pomhe  ATLD

247 &, aue naEo  foraw afetados. & spbrevivenris foi estimads oor

sipaueemento apos 380 minutoes, Dugere-we  Que O fator Kilier

atuz, erintisaimente na membrans s 1. slabrats e que ambas I
aglphrats e &S fgrexisias sensiveis sao destruidas por um

MerBRnISmO COMmLmR,

Fermentaghes comeroizis, particularmente % que

empregam 5. cerevisiae, est3o sujeitas a contaminagd3o pelas

chamadas “leveduras selwvagens’™. Bebidas alcodlicas com haixo
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contetdo de  dlconl feerveias? tambeém estdo suisitas =z
rontaminac8o  por levedurss contaminantes (Young citado por ROSE
& HARRISON, 1987 .

Para produclo de cerveja, linbagens de leveduras Killer

de L. gerevisise KL-BB, foram produzidas pror reirocruzamento de

leveduras Killer de sake selvagem com um ancestral o2, ums das
melhores leveduras de vinho. Vdrias linhsoenz de hibridos
Eiller foram tmmﬁarﬁveia ap DL-2 ny habilidade de fermentaclo,
toleridncias 80s, cmﬁarag%n TTC, & crescimento em meio de Beta-
alanina 8 3370 (HaRa st &1 41288

Fesguisadores # industriais bLritinicos foram aéuteia%wﬁ
na sus utilizacio, mas os pesquisadores jaroneses introduriram
o curdter Killer em levedurss de sazke, e dessa forms =
Yermentagdo de zake foi protegida da inwvaslo poy contaminantes
de linhzeens seivagens (SPENDER & SPENDER, 1983 .

Mostos de ove sio usualwments nio pasteurizsdos antes da
%&rmgnta;gav fesim, muitas Tevegduras selvauens ge UYRS
influsngianm no mosto de Yermentacl8eo prejudicande o vinhs {odor
et ranho, Excessive #cideo woldtil, Yermentacdo incomplieta,
furbidez, etec. 2. HaRa et a3 {i1%HLY sugeriram 3 alternafive de
usar preparaciies de btoxing incorporada a micovirosss de  ume
tinhasoem ge levedura comercial. Em muitos casos. 3 misturas dos
genomas  da linhagen comercial e dosdor de carater "Killer"” pode
ser indesejiavel, mas Para iss0 O uso 4o retrocruzamento poderis

minimizar os efeitos indeseidveis.
YOUNG {(1981) utilizou crusamento rare entrez levedurss de

bebida fermentada comercial (polipldide, cepa nio cruzada) e
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repas  “Killer”™ hapldide ¥Harv, pava produzir leveduras de bebida

fermentada cal  carater TKiller” na fermentagio. fs cepas
“Killer” comportam-se identicamente 3 repas fermentativas nino
"Kilier™,

fis hibridos podem ajudar nz producie de bons vinhos, =
temperaturas relativamente baixzs (43 a 13%L). HaARA {17847
ohteve um Killer hibride (Bi-43 de wvinho wersz por Fusioe
protoplasmatica gnitre uma levedura Hiller de wvinho B.

cerpyisniszse SHY-1 e de §. hausnus. Os hibridos obtidos (Killer

tipp K1) foram celulasrmente tolerantes & 548

Yourng & Tablotbt |, citados por ROBE & HARRISON {1%87)
rescaliaram  gug towxinas Killer podem proteger 3 ogrvels dos
efeitos  da infecclo de levedura contaminantes. Preparagbes de
towina de leveduras Killer Ky, Ka, Ka, Ko &8 Kie Torase efetivasg
sm determinado grau, sendo sug s linhagem Killer Kie fol 2 mais
gfetiva de todss.

atraveés ds manipulacic gendtica & possivel a ihiradmcﬁa
de gqenes de fator Killer em linhagens industriais. O clone o LA
dp gen precurspdr  apresenta  imunidade # tomina £ tem sido
spquenciado B ewxpressc em lswvedura. LEE & HﬁSSQQ R
verificzrar ocue p vetor closadpo pode ser construide, utilizande
ne genes de imunidade & towxina Killer, propriedade de levedurss

transformantes, oue torna o plasmideo mais estavel.



2.2.2.3. Fermentaclo Alcodlics

Gualauer produto que contem glicose ou pulro carboldrato
conatitui matéria-prima para s ohitencio de etanol. As matérias-—
primas rices .em carboidratos poden conter agdcarss
fermentesciveis ou carboidratos mais complexos tmms. amido 8
celulose, aue devem ser previamente hidrolizados {MENEZES,
1788

MNa fermentagin ateodlica, as lgvedursas SHO 0%

microrganiswos  mals  importantes, destacando-se Saccharomuces

rareyicige g Sarrharomuces pombe auando o substrato e
constituide de hewoses (MENEZES 49823, Assim, =a glicose €
fermentada mais rapidamente gue & frutoge e as leveduras oxidam
3 glirose 8 D@z 2 etansl na auséncia de $x. A reagdo global
sstd vepresentasds segundn . 2 eguagic abaiwo (LIEVENSE e LIM,
19823 .

Co Hoigm Bu-wmm- e 3 B He BH O+ B D@s + B OATP

HEsta forme, 80 s produr @ oxidacdo parcial do composto
proénico & unicsmente £ liberads ums peguens parte de energia,
permanscendo ¢ restante nos  progutos resuitantes . Exsas
oxidacBes parcizis implicss ne utilizacdc ds mesma substdncia
coms  doador & veceptor de elétrons ac mesmo  iempn, © 0 gue
significa oue migumas wmoleéculas derivadss do cvomposto anicisl
3o oxidadas € outras reduzidas.

Ghservando & sgusgan anterior, alguns dos stomos de
carbong terminam em C8y, ums forma mais oxidada gue & glicose,

enguanto outros dtomos de carborno terminam comd 2lcool, e

estd mais reduzido gue a alicose.



[
i fermentacho alocoolica 2 muite difundids em leveduras

o menero Sarcharopmures, Eludveromdess, Er@taﬁamsaeﬁ,ett. Mo

cido pirdvico &

mﬁ

gecorrer da fermentacio alcodlica, o
descarborilado em acetaldeide e Cle & 3 reduclo de acetaldeids
leva 5 formacloc de etanol. Dutras substdncias §edem ser
produzidas ewm pouca guantidade principalwmente glicerol e acigo
acetico. & fermentacio alcedlica € realizada en meio
relativamente zcido. pH 0 3 & (SLHEIBAN 19BE).

ROSE  {(1976) destascs a import8ncia da selegio de novas
CLEPARS e leveduras Florulanies & topterantes 3 elevadas
roncentracoes de acucares, semelhante ao  gque  oLorre OO 05
melacos. Estas leveduras fermgentam, rvapidamente, produzindo

sproximacdamente 12 ¥ {(w/v) de 3lcool etilico.

fe raracteristicas gos  orgenismos  fermentativos s
imporisntes, = fim de minimizar os gusitos  envelvidos. Ow
BLOrOrgRAnismons devern sgv capnges de crescerer em aitas

----- s

concentraches de agdcar ¢ f[er alia tolerincia so alcool, entre
putras ceararteristicas (SKOTHNICKI et al, 1¥B815.

Snbe-se que o acumuio de etanel comp  produto final da
formentacie cause inibicds progressiva na Laxs oe ronversan de
acuCares Ppela Ee;eﬁura (6TRS et al, 1948). Este fendmens @
sariicuiarmente importante en rario  do sumento do tempo
requeridoe para & completa ronversic de agdcsr am estancl o gue

1imita =a concentragBo final de etanol ochtido (IMGRAM & BUYTEE,

i®84: .
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Segundo OSMAN & INGRAM (19833, o etanol alltera =
permesbilidade da membranza plasmatica da éluls microabisnsa,
permitindo perdas de cofatores & cosnzimas,

f elevardo da temperatura tem um gran&e gfteito
inibitdrio na producino de etanol (NAGODAKITHANA et.al, 1974) .,
De arordo com NAVARRD & DURAND {(4978). a concentragao de etanct
intraceiular atinge valores maximos sob altaes tempesraturas,
induzindo 8 morte da célula.

JONES et a] (1981} descreveram gue as especies de
Bagcharom apresentam  aiitas taxas de crescimgnto &
tempevaturas entve PB a 339C e acima de 4@~ ndc wncorrve
crescimento aa.ieveéuran

Fetima-se aque a temperatura otima de produgio de dlconl,
gtorre de § @ 18°0 acims dz  temperaturs ftima do crescimento
celular. Em meios ndo favordveis & fermentacdo e wits
concentracin ge etancl, & iemperatura  oitima pars  erodusio de
4leool torne-se mEis baixe (JONEERE et al,1981%.

ST et al (1983 usaranm fusfo esferoplesmatics para

para 2 producio rapids

nhterncie de um hibrido de Saccharom
de etancl (8% psv:, depois de 24 b de fermentacio s 420
AWNDERSOMN et =&l (4984 reportaras gue zlcumas linbhagens

de Ipveduras, igentificsdas como Klusverorpdors Sarxianys YAy,

marxisnus, foram capazes de fermentar vapidamente glicose e
melace ge cana 8 efanpl, a temperaturas acima de 47°C.

Putre estudo, demonstrou que a 43%C, o etaznol a SA(p/vy,
fui preoduzide depois de 18 h dé termentagio com  retengio da

viabilidade celular per varias linhagens de Kluvgweramures. N&o



phstante, linhagens de Kijugveromuces 2 Candida ndn sko

tpierantes an 2tansl da mesma forma que linhagens de

Ssgcharomyces (ANDERBON et al, (%86).

Dos poucos trabalhos sobre selegin de levedurss capazes
de crescer & fermentar a 46°C ou  mals, verificou-se gue
tinhagens de XKluvyveromuces foram mais termotolerantes  gue

linhagens de Saccharnmuces © Landida (B ANORE et al, 19B9).

Eztima-se gque 38-33X% dos rustos de Jfermentacio da
progucSe de etanol, a 32*C, s8c vresultade do processo de
resfriamento. fQuandn a temperaturs de _?9rmenta¢§a & aumentada

para 2790, oz custos de vesfrizmento deveriam diminuir a 1@k
dos custos de fermenteclo, diminuindo ainda mais  ao aumentar
para 460, a temperatura de fermentacio. A& recupsra¢io de
srtancl tornz-se  de hainwg custo guando OpEra-se B PELESL
temperaturas 2levadas. Por estas razies, pode ser econdmico @

terplcaments vantaionso Qperar fermentadores a glevadas

£ suplementacioc  de nutrientes pode peutralizar o3
efeitos stdversas dg temperaturss slevadas, resulttands np
asumentn de biomzssa celiular, que pode  levar 20 aumento  Os

produsio de sitanpl (I ANDRE et al, 49B8 s D AMDRE et al 1289,
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3. MATERIAIS E METODOS

2.4 . SELECEC DAS LEVEDRURAS
2.4.%. Coleta de Ampstras

Um total de 4% apostras de diversos tipos de "chicha”
comp “jora”, “masato”, “algarrobs”, “champu” e Tgquinua” foram
abiidag em diferentes regioes do Peru {Losta, Serra g Seiva)
como indicadas na Figura 3 o tambem da Bolivia, Coldmbia e
Chile, diretamente dos vendedores e produtorves destas bebidas
scpndicionadas em recipientes estéreis.
Mo Brasil, teoram coletasdas 312 amostras de diversas fontes.
Correspondendo 878 cepas  gue foram iscladas de frutas {mambe,
éabﬁtiaaba, sfesegn, abacaxi, ameixa, laraniz, melancia, maed,
pera, abdhora, nectarina, maraculid, banana, meilo & abagatel
cptetadss do CEASA de Dampinas, 2 cepas  ispladss oa  fruts
rarambola de S50 Luis (Estadp de Maranhio), 8 cepas iscisdas de
poivillio szédp de Rio Negro (Manaus), ¥ cepas isocladas de
levedura seca (Copersucar?, 17 cepss isocladas de {flores, ae
repas o ampstras de melaco e mosto de usinas de acdcar e
dlropl  situzdas no Cstado de SEc Paulo, 7 cepas pyrovenientes de
uma  colecdo de levedurzs, £ cepas de fermentos comercials
Fleischmann € Itaiguara, £ 34 cepas iscladas de tucupl, beiic e

suco de cana d#os Estados de Paras, Hanasus g Maranhio.
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3.4.8. Isnlamento e Selecio das Leveduras

Cerca de 3 mbh de cads uma das amestras de “chicha”,
hebides alcodlicas brasileiras e dss ampstras de melage & wosto
de wusinas de fermentacic foi adicionada em tubos de ensaio
cont endo i  mi de Soun deionizada esteri} ou diluids
adeausdamente para obtencSo de colbnias iscladas. As amosiras
de polvilho azedo, Floves g frutas foram colocados em tubos de
ensaic rcontendo § mL de hous deionizada estéril e apds agitscio
merinica por 1 minutps foi inoculado 1 slea desta diluicio em &
mlL  de meio extrato de leveduraz-polipeptona-dexirose {¥YPD) e
incubados por 48 horas a 300, Apds incubaclo, oz tubos de
ensaie foram agitados mecanicamenie por 2 minulos e 3@ ul da
amostraz foram inpculados em placas contendo welo Aagar Extrato
de  lpvedurm-polipeptona-dewtross (YPDA) constituldo de extrato
de  levedurs ©,3%, polipepiona €,5X, dexirose £%, KHeP04 ¢,E0%,
MaGl. FHe0® €,1¥%, sagar 2%, g cloranfenicol @,24%, ajustado a pH
=

fis placas foraw incubsdes a3 Je®L e 3 43=0 por 24 a 48
morzs. 65 conldnizs de levedura isocliadas e mov¥fologicamenie
diterentes +torsm transferidas para tubos conienso agsr YPDA
inclinzde e incubados a 38°C até desenvolvimento satisfatorio
das culturas Az culturas de leveduras foram reisoladas straves
de espotamento em meio de  Rgar YPDA. Bosteriormente foram
mant ides em geladeivra,
as leveduras iscladas das bebidas alcodlicas andinas  foram
sxaminadas gquanto a morfologis {(forma @ tamanho) atraveés da

colorac8o de “"GBram” e as leveduras de bebidas alcodlicas
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hrasileiras, amostras de flores, frutas, meisco e wmosto de
ysinas de flcool e scicar através dz coloracBe de  azul  de
metiteng (9,8835%5.

iz leveduras isocladss das bebidas alcodlicas andinas
foram examinadas quanto a morfologia {(forma e tamanho? atraveés
da coloracho de “Bram” g  as leveduras de bebidas atcodlicas
bracileiras, amosira de +flores, frutas, melage & mosto de
usinas de fermentagdo stravés da coloracio de azul de metileno

(9, 283%) .

n g ESTUDO DAS CaRACTERISTICAS BIOGUIMICAS DaAS LEVEDURAS
3.2.1. Estudo do comportamento frente ao Cloreto 2,3.3

Trifeniltetrazolium (TTL)

Para = verificsclo da capacidade de redugfo do TTC as
teveduras forsm suspensas em agus destilada rstéril em diluiglo
adeauads pars a obtencio de colbnias isoladas.

gmostras de 39 p1 das suspensoes tdas  leveduras PUras
foram inpculasdas em placas de Petri contendo melo de agar YRO
ronstituido de glicose 1%, peptons  #,8%, extrato de Tevedura
G.15%, KHePD., $.1%, Hob50. 7He® %3@42 e mgar 3% a pH 4.5  Apos
inorulncio, a&s placas de Petri  foram incubagas a2 3@~C por 24
horas (AKIYAMA & SUBAND 19473

Apds o desenvolvimeanto das coldnias adicionou-se  ums
“myeriay” de sgar de 15 mL de meic TIC (glicose ¢,5z, cloreto
73,5 trifeniltetrazolium €,63g e dsar 1,3g dissclvidos em 100
mi. de @Agua destilada, sendo o meio ajustade a3 pH 6,0

disenlvido em banhpo maria e esfriado = 42=0 (AKIYAMA & SUGAND



Led
Y1}

1947 . G5 placas foram incubadas a 3890 durante ¥ a 3 horas. A3
colfnias gue apresentaram coloraglo vermelha, rosa ou brancs.
toram transferidas para  tubos contendo wmeic de cultura YPDA
inciinado.

3.R.2. Estude do Desenvolvimento em Diferentes Temperaturas

A leveduras isoladas foram examinadas guanto E:S
rapatidsde de desenvolvimentio em diferentes tepperaburas
inorulsndo-as em placas contendo meic YPUA e sgar Extrato de
levedura—extrato .d@ maite {YM} seguido de incubagldo nas
temperaturas de 39, 49, 43, 46 e 47°0C durante 48 & 72 horas,
3.2.3. Detecglo do Fator "Killer™

& atividade “Killer' das leveduras foi detectada atraves
do métode de KODDE & BEVAN {(1%48) mpdificado.

s cédlulas de leveduras a serem estudadas e células
sadrS3a de leveduras CKiller™ foram  inoculadas gm placas de
Petri em meic agar Extrato de levedura-polipeptona-dentvose
(YEPD) constituido de extrato de levedurs 1%, perbtons 2%,
dextrose £Y e sgar 2,5% e incubadas a 30°0 por £ & 3 dias.

s rcélulss de leveduras selvagens g células padric de
teveduras “Killer” desenvolvidas no meio YEPD foram SUsSPensss
em sgus muteril obtendo-se posulasbes de 40% 3 107 células por
.  #is suspensBbes de células de levedura "Killer” padric K. e
Kays ?araﬁ inoruladas no meio  agar YEPD tamponado com 12% de
soluclo 1M de 4dcido citvico-fosfato a2 pH 4,5-8,003% de azul de
metilene (WOODS & BEVAN, 196B), tracando uma estria horizontal
de 1,9 cm de comprimento, e & suspensBes de leveduras selvagens

foram inoculadas em gatrias perpendiculares = anterior
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resultande ums figura em forma de cruz. Usou-se como linhasem

sensivel JTorulopsis glabrata ATCC 151846 (efeito Killer Kasl.

pigm disso wtilizou-se como padrdes =& linhagem J. cerevisiag
KL-88 (efeitpo Killer tipo Ki) ws. Torulpesis elsbraty ATCC
1531P4 {efeito Killer tipo Kaool).

Az  placas inoruladas  foram  incubadas s  23°C por 48
horas. As células sensiveis foram identificadas pela coloragdo
arul na resifo de cruzamenin das esitrias, indicando a morte das
cdlulas sensiveis ne meio contendo azul de metilenn. Células
neutras nSo apresentam reaclo na regido de cruzamento.

Aas cepas “Killer” selecionadas foram comparadas auanto
an fator “¥iller® de cepas produtoras de fatores Ke . K. Kz,

Ka, Ko, Ko, ¥», Ka. Ko, Kio & Kis.

#s repas de levedura produtoras de fator "itlevy® utilizadas
foram:
Kew; Smecharpmeces cerevisiap FBU 5B3L.

Ku: Spceharomyres [EISVISIAE WYL 781

Ke:; Candida slabratg NEYC 388,

Ke; Hansernuls anpmals NCYD 438,

Ke; Hluwverpmures DHRrIanus MEYD 587 .

Ko ns NOY 435
He; Hansenuls anomals NCYD 435,
Ko la mrakili NCYE Se¢

K.o: Kludveromusces drosaphilarus KNCYLD G735
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3.2.4. Estudo de Fermentac8o alcodlica

Pars este estudo de fermentssBeo alcodlica usou-se Como
substrato melago de cana de  agdear. Os  agucaves totais foram
determinados pelo métoda__?ena?~$ulfﬁricn (DUBODIS et =}, 17547,
& técnica de ?erméntacﬁ& %saﬁa foi a descrita por PARK & RIVERA
LiI982) .

Pars a preparacic do  indculo, as 132 linhagens ge
laveduras isa}aéas  selecionadas das bebidas andinas foram
inoculadas em frascos de Erlenmeser de 238 ml, contendo 5€ ml
de melagoc com 185 de acﬁca}es totais e 708 ppm de KHaPO.,
ajustado a pH 5,9 e incubadas = B2@eL  por 24 horag.
Pusteriormente, incculou-se 38 mb de indeulao a frasco de
Erienmeyer de 3086 wh. contendo ooo mi de melago com 24X de
acicares totais, 708 epm de KHePO. ajustado 30 pH 5.8 parz o
srocesso de fermentaglo. 0 processo o3 fprmentacie alcodlica
foi scompenhado através da perds de 00, ndaptando-se uma rolha
de horvachz com dispeositivo de vidrp na forms de U, cont@ndo
scidp sulfirico concentrado.

fe f$rascos foram incubados a 39°C & & perds de 00 foi
arompanhada por meip da variacio de peso. A guantidasde liberads
de 0. {m) represents o indice de fermentasBe ¢ foi medida
atraves da perda de (D em relaclo =ao tempo. As cepas
selecionadas obtidas apds fermentaclo a 38°L ¢ que apresentaram

meior desenvolvimenteo, foram incubadas a 46*( g 4370,

Bogf
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A4 atividade fermentativa das 133 linkhagens de leveduras
isgpladas das bebidas alcoedlicas andinas  foi compsrada wom 3
atividade fermentativa dos . fermentos comerciais Fleishmann e

Itatnuara tomados como padries.

7.3, INENTIFICACKD E CLASSIFICACED DAS LEVEDURAS

211 38 CepRs sgleciognadas Qe apressntaram 2%
caracteristicas de colorsgio vermelha apéa tratamento com
floreto 2,3,5 Trifeniltetrazolium (TTCY, desenvolvimento em
temperatura glevads, fator “Eiltler™, = boa stividade
fermentativa, Fforam identificadas & clisssificadas de acoprde com
x5 rhaves de classificaclo de KREGER~VAN RIJ (19840, e BARNETT
st a2l 11986). A classifivacio foi feita levando-se em conta as
caracferisticas morfoldgicas, fisicldgicas e biocuisicas e de
reprodusio.

5 % 4. Ceracteristicas Morfoldgicas das Leveduras

2. % 4.1 HMorfologis das lLeveduras &n Meio Lisguido e e Meio
Saiido
5.3.1.4.1. Crescimento ewm Meip Liguido.

# morfologia celular e o modo de reprodugdoc das
tinhagens foram examinados em mels de cultura liguide glicese-
extratg de levedura-peptone-agua contendo 2% de glicose, 1% dé
peptone @ @,3% 88 extrato de levedura sem ajusis de pH (KREBER-~
vanN RIJ 1984 . Inocularam-se 1 algada de culturas Jovens das 3¢
cepas selecionadas, em 3@ mb do meio de culturs descrito acima
conktidos em {frascos de Erlenmeger de 13¢ mL previamente

satarilizados. Apds & ou 3 dias de incubagBo s 2BC, as
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culturas foram ewaminadas 2 olho nd quanto as caracteristicas
de Fformscdo de pelicula, Floculscle, formaclo de sedimento g
ithas, e observagie microscopica de morfologis das células e
tipo de rveproducdo vegetativa., Repgtiu-se © exame apds 4
semanas & 2% ¢aracteristicas morfoldeicas foram pbservadas em
microscopic Zeiss, utilizando-se um aumento de 508 vezes.
3.3.1.1.82. Lrescimento em Meio Sdlido

Parsz o sstudo das caracteristicas wmorfologicas em meio
aglido 2% culturas foranm iémca%adag pe placas de Peiri contendo
meio de cultura constituids éar 24 glicoss, 1% de sxirato de
levedura, 2¥ de peptona e £,3% de #dgar, g também op meio YPDA
descrite no item 3.31.2. As placas foram incubadas s ZBYL por 3
a2 O dias.

Foi observado 3 Jorms e o wmodo de reproduclo  das
teveduras. 25 garacteristicas das coeldmiag  em meio  solido.
{textura, ror, caracterisiicas ds superficie, eievagio &
mgpecto das margems’d, das cepzs sm estude foram observadas =
olho nd. As caracteristicas das celulas foram obhservadas  enm
Microscdpio Zeiss utilizando-se um aumento de 568 vezes.
3.2.4.B. Formatlo de Pseudomicélio 2 Micélio Verdadeiro

Para este propdsite, utilizou-se a técnica de Dalmau
{Wickerham citadp por KREBER-VAN RIJ, 19845

Culturas jovens das cepas dg levedurazs em estudo, forasm
inoculadas na forms de gsiriz 2 ns forms de ponto na supevficie
de placss de Peiri contendo meic de agar~farinha de milho na
proporcio de 1,.5% de agar, i7% de extrato de ¥arinha de milho

parz 1L de Hgua destilada, come indicado na Figura 4. Ha secelo
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auiric

meio agor- farinhg de milho
em ploca de petr

faminulg estérit

FONTE : Wickerhars cifodo por KREGER-VAN RiJ{1284]

FIGURA 4 REPRESENTACAO ESQUEMATICA DA TECHICA DE DALMAU PARA ORSERVACAC DA
FORMAGAO DE PSEUDOMICELIC E MICELIO VERDADERO,
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central da sskria e em um dos pontos de inoculagdo colocou-se
uma laminuls esteril e a formacio de pseudomicelio e micelio
Faram wverificadas microscopicamente em aumento de 1835 vezes

apds imcubacio de 7 a 18 dias.

%.3.2. Caracteristicas Sewuzis: Formacio de Asco g

ABCOSPOYOS

Para wverificar a formacko de =asCot 2 2 BSCOSPOros, as

culturas jnvens dag tpwaduras  £m gstudo
previamente desenvolvidas gm meio de  sgar YM  durante 4B
horas a 300 foram inoculadas nos meins de Agar Aceiato

de Fowell {Fowell rcitado por KREBER-UAN RIJ, 1%84) e Agar
Gretato Mo Clars (Mo Clary et al, oitado por KREGER-VAN RIJ,
1984y

Para = preparscas do meio fAsar ascebtato de Fowell,
adicionou-se 2% de agar em  soluclc €.3% de scetats de sodio
trihidratado em @gua destilada, adjustada so pH &.5-7.%. é&pds
dizsoluclc do 3dgar por aguecimento em bankhe waria, o meio de
cultura +oi esterilizado eom tubos de ensaioc. Apds a incculagdo
das cepas dge leveduras, o% tubos de enszaio foram incubados por
3 wmeaes a £B=L

6z rcepas de leveduvras em estuds foram inoculadas em
tubps de enszio contendo #gar acetato de Me Clary constituldo
de ©,1% glicose, ©,18% cloreto de potassio, @,85% exirato de
tevedura, ©,88% acetato de sédies trihidratado e 1,3X dgar e

inrubzdas por 3 meses a8 28°0.
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2 3 3 Caracteristicas Fisicldgicas e Bioauimicas
4. %.3.4. UtilizacEo de Compostos de Carbono
%.3.3.%4.1. Fermenta¢B3c de Carbopidratos

Para o estude de termentacic de carbpidratos, amosiras
de B m} de spluclSo contendo 4,59 de extrato de levedura e 7,58
ge peptona por litro de dgua deipnizada, foram distribuidos em
bubuos de  ensain contendn tubos de Durham e depois
esterilizados. Adicionou-se assépticamente 4 mb  de solugdo 2%
{p/v} de glicose, galactose, Satavose, meliose, rafinocse,
lacrtose & melibiose previamente esterilizados 2 318190 durante
14 minuios (Wickerham citzdo por KREBER~-VAN RIL .

Para s inoctulagdo €,4 mbl de suspensio de células de
levedura, proveniente de  cultura de g4 =z 48 horas de
cresciments  ativo em agar YM, em 4,% mb de Sgus eateril ¥foi
adirionada aos tubos de ensain.

apds  inoculacio os  tubps de  ens2io foram incubados @
2520 durante ﬁﬁ. dias, com agitacBo esporaddica. apds incubagde
foi nhservada 2 fermacio  de gas oS tubos de Duhvram

rompRYEndo—S® COm tubes contendn O mESsmo Mmeio € sEm inpculacho.
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3.3.3.4.2. assimilagio de Compostos de Carbono

As cepas dg leveduras foram inoculadas zm  tubos
contendo 5 mL de caldo YM e incubadas durante 48 horas a 25°C.
fipds =B iﬂcﬁbacga a massa celular foi lavada duas vezes cém ot
mli de Agua destilada esterilizada centri%ugaﬁﬁswse 3 SUSPENSRO
de massa celular & 3880 rpe durante 1€ minutos. Uma amostra de
122 w1 de suspensio de 35,4x1¢* leveduras/mL foil adicionada
sssepticamente a tubos contendo 4.5 ml. de uma solucdo de

carboidratos estéril contends 19¢ msg de fonte de carbono

(RRCATORE, maltose, lactopse, rafinose, gslactose, ingsitnd,
amids soldvel, xilose, #dcido succinico, d-manitol, L-ramnose,
relobimee, #cido citrico, treazlose ou d-arabinose). A& segulr,

adicionou-se =mssépticamenie 8,5 ml de YHB {(Yeast Nifrogen Base)
dez wvezes reforcado esterilizade por filtracBo e os tubos forams
incubadeos a 280 por 4 semanas.
3.3.3.8. AssimilacBo de Uompostos de Nitrogénio ~ Nitrato
de Potdssio {KND {Nickersan citado pov
KREGER-VAN RIJ 1784)
Para wverificagclo da assimiiaa%m de Nés, culturas de P4 a
48 horas ¢g leveduras em nmeic YPDA foram inoculadas gm tubos
contendo 10 mL  de soluclo de 11,73 de YCUB {(Yeast Carbon Basel,
e &,78g de KNOy por litro de dgua deionizada. Us tubos foram
incuhados a 28°0 por 3, 8, 1@, g 135 dias.
fApds @ incubagBoc, adicionou-se 3 a 5 gotas de solucloe
contendo Bg de dcido sulfanilico por litro de dcido acético SN
2 3 a 5 gpotas de outra soluclo contendo Sg de slfa naftilamina

por litro de acido acético 5N,
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 desenvolvimento de uma coploragio vermelha indicando
presenga d2 nitrito foil consideradp como assimilaclo de nitrato
positivo. No caso de coloracBo amarels adicionou~se zinco em pd
diretamente no tubo de ensaio antes da interpretacio final.
49.%.3.3. Cresciments em SolugBo de (8% de Lloreto de Sddio =
5% de GBliceose (Wickernam, segundo KREBER-VAN RI1J,
19845
Adicionou-se 2.3 mb de uma solugdo preparsda  por
dissnlucio de 6,79 de YNB {(Yeast Nitrpgen Basel) em 106@ ml de
sgua destilada previamente esterilizada 3 tubos contendo 4.5 wmbl
de soluclo 18% de cloreto de sddic e 5% de glicose em 3gus
destilada g tambewm previamente esterilizads. fit SRQULY,
adicionou~se ®,1 ml de suspensio de levedura preparada Como ©
descrito no teste de assimilacSo de compostos  de carbons  no

item 3.3.3.1.

e resuliados obtides foram dnterpretades aquanto  ao
crescimento celular depois de 21 diass de incubacie = 2B7C.
sends considerados fracos (+1), moderados (+2) e intenso (431
3.3.%. 4. Crescimento 3 3790 e putras Temperaturas Hiximas de

Crescimento

sz cepas testadss foram inoculzdas em dgar YR & YPODA =
30=0, ASeC, 3PeC, 43°C, 44%L e 47°C por 2 £ A dias.
®.2.2.5. Crescimentn om Heio Livre de Vitamins {ickerkham,

spgungdp KREDBER-VAN RIJ:

0 meio de cultura ¥foi preparado por disaplugsn de 16,74
de Meio Rasal para leveduras sem vitaminas (Vitamin Free Yeast

Base) em 19086 ml de agua desmineralizada‘ A4 soluclo final foi
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sreparada adicionandoe-sr assepiicamente £.,5 mbL da solugis
concentrada a um tubo contende 4.5 wl de dgua  estéril.  As
leveduras foram inpculadss da mesme  forma como nos bubos  de
assimilachke de carbone., {3 tubos incubados 2 2590 apresentaran
rrescimento apds 7 dias.
3.3.3.4. ResistBncia a Cicloheximida (Actidiona) iﬁhi?§ef

segundo KREGER~VUaN RIJ 1%83)

tima amagtfa de 2,35 ml de sclugdo 9.%ig de cicliasheximida
pm acetonz foi adicionada & solugBo contende 4.7g de YNB {Yeast
Hitrogen Base), 1ég de glicose B2 188 m} de Egun
desmineralizada ¢ esterilizasdas por Filtragio. Adicionou-se
&.5 mi. desta solugBo em tubos contendo 4,5 wmb  de dgua
deionizada esteril. Os tubos foram inoculados da meswma forms
como nos testes de assimilagBo de carbone e aitrogénic. e
incubados tom 2eitagde a 2B®D por 3 semanas. Os resuliados  de
+2 opu +3 apds 7 dias de incubaclo foram considerados positivos,
apts 14 dias efou 2% dias come retardados, € © +1  como
negalbivo,
3.2.3.7. Coloracio com Diazonium Blue (DBB)

fs repas para estude foram ingruisdas em placas contendo
meip de cultura ficar Sabouraud modificzdo constituido de 4% de
glicose, B¥% de peptone, 8.8% de extrato de levedura e £ de
agar poy 3 semanss s 360

{0 rezmgente DBB fol preparado por dissclucBo de 18 mg de
sal DBBR (o~dianisidine tetrazotized Sigma) em 15 mlL de tampdo

TRIS 6,254, pH 7,0 e mantido em banho de gelo.



A4
fiphs  a incubagio dos wicrorganismos  em meio  Sabouraad
modificade foram aplicados duas gotas do veugente DEB  »a
superficie das coldnias. & reac¢Bo positivae € reconhecida guando
az coloniss desenvelvenm uma coloracBo vermelhp sscura  ou Cor

vermelho violeta apgs 1~ minutos & temperatura ambiente.
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4. RESULTADOS = DISCUSSAQ

4.4 ISOLAMENTO DAE LEVEDURAE
4.1.4. Isclamento das leveduras de bebidas aleodlicas
andinas
Qﬁlecianatam—ae parz sstudo 138 cepas de levedurazs de
acords com 3 soarfoliogin observsda em meio YPDA.
Estes dados indicam gque legveduras de forma ovalada (51.88%), e

o btemanho grands (33,794} foram predominantes {Quadrao 2).

GUADRD F
CARACTERSSTICAS HORFOLAGICAS DAS CELULAS DE LEVEDURAS ISOLADAS

DA% BEBIDAS ALCOSLICAE ANDINAS

Caracteristicas repas de levedursa
worfoiogicas ne %
1. FORMS
aiongadas cilindrica 34 25, 7&
redondas 7 2% 23,57
ovaladas &9 Se, 27
2. TaManHD
grangs 71 53,79
medio 4g 3F,. 12
pEGUERD iz B,8%
4. %1. 2. Ienlamento das leveduras de bebidas alcodlicas

brasileivas , amostras de flores, Frubtass, melage e

mosto de usinas de agdear e dlcool

Pelp processp de isplamento selecionaram-se 379 cepas de
leveduras pela coloracBo com splucloc de szul de wmetileno
apresentando a maioria delas as formas ovaladas e redondas @

tamanhs mediang e pegqueni.
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4.2, SﬁﬁﬁﬁTéRfSTICﬁS BIGQUIKILAS DaS LEVEDURAS ISDLADAS E |
SELECIDNADAS
4.2.4. BEstudo do  comportamento das iesvedurazs frente a0

Cloreto 2, 3, 8 Trifeniltetrazolium {(TTC).

fomon  indicam os dados do QUADRD 3 a maioria (35,36%) das
leveduras ohtidas apressntaram colora¢de rosa so teste de
redugio do  TTC. e acordo com oS resultados obtidos,
sglecionaran-se 132 linhagens de leveduras das guals 31
(38, 44%Y  Foram vermelhas, .42 (31,BRY) rosas e 3% {(BF, O34
hrancas.

& coloragSe vermelhs apresentada pelas D51 linhagens de
tpveduras deve-sg aos sistemas &esidragéﬁagag g enzimas do
sistens siicolsitico aua atuwa  nz reducio go TTD &
trifenilformazans, segundo indica STRAUSS et al (19487

ﬁ%if@&*EE que o uso do TTC é vantajoso sobre outros
indicadores comp teste de viabilidade, por ser um 405 pPOuUCos
compostos orsinicos sue possui  a capacidade  de colorir em
sntadp reduzido, como ilustra-se nos resulisdos do Juadro 3.

Meote Quadrsn as amostras 25, B8, 89, 32, 33, 35, 147,
12p-4 e 377 nSo apresentam célulms de leveduras vidveis porque
o8 azpresentam colfinias branca que pode ser devido i nip redug o
do indicador do TIC peias desidrogenases da leveduras =
trifenilformazam ou por incmpacidade das r£lulas em consumir ou

ahsorver oxigénio.



GUSDRD 3. NOUTRD © PORCENTAGEH DAS DOLENIAS DE LEVEDURAS COLORIDAS COM & TTU PROVERIENTES
B 45 4MOSTRAS DE BEBIDAS ALEDOLICAS ANDINAS

Ho de  Tipn Hamern de Huimers de Bigern de Tatal
amos- 4 eolinias coliniag rolénias de
bra hebida vergelbas ¥ rosas ¥ brancas X Ccolfniag
i chichs ¢ 2,73 & 3550 38 3518 1§8
2 rhichs 21 P47 A8 TEE 4 4,74 83
3 thicka B 4,3 £74 Fa. 13 i €,5 183
4 prazbo 137 56,44 B¢ W7 i 5,41 242
K] gilho 2 1,47 74 &4, 71 £3 .68 134
& chichz g 4,8 158 4,48 - - 148
7 chicha 17 14,85 149 ge. 7% - - i&é
g8 chicha 2 5By 48 94,11 - - 153
2 ehicka 7  B7 OBLES - - gé
1% chicha A 38,77 @ &%,83 - - i3
i1 chichz & &0,85 g 57,15 - - {4
ig ehichs 7 .73 45 G, 27 - = 78
12 chiche L7 S & O - §8d 85,88 - - $47
i4 chicha 2 p2,23 7 Fi,77 - - b4
{5 ehicka o83 S ST - - 84
1 ekichs 3 37,58 § L2 0R - - E
i7 thizhz ¥ 5,86 134 73,86 - - 144
18 rhicks - - f6 ifb. 44 - - 14
i% chighs 2 &2 3% 93,735 - - ¥
28 chichs - - g 188,80 - - P
7t thicha FopRR2 PR T 14 H i, 48 3
g2 chichz - - it 41,64 i g3 iz
£3 mroate - - i56  i9E, 68 - - 158 i
74 thirhy i5 &, B2 178 77,27 35 15, % 28
£4 gasaln - . - - g8 168 88 28
2t gazate - - 35 j6e. 08 - - KV
& paseio - - &2 198,88 - - 47
28 wanale - - - - 23 156,60 &3
2% prsube - - - - i3 168 .84 is
K1 masatn - - 3¢ g5, 72 3 14,28 35
3 gasein - - £6 PR, 57 2% 7L, 43 35
32 pasabl - - - - 3% 108,88 38
33 B2saln - - - - i7 189,86 ¥
34 tarubid £7 48,86 - - £ 32,68 27
35 chaapy ~ - - - & i0E,88 &
34 champi - - i &.53 i3 83,75 i
Ky gasaio 5 53,53 § i, 4 3 33,33 &
113 gaxsate 23 43,74 - - i 33,08 35
115 thicha i 13,83 ii2 Ba, IR - - i3
ii7 mpaliente - - - - 2 186,88 H
1i8 thicha 35 44,83 - - 44 53,93 74
149 chirka 45 81,8 - - i 18,19 55
1264 chicha - - - - 23 168,86 23
377 chichs - - - - 25 £66, 50 25
378 ehichka - - 34 ig0, 08 - - 35

Kédia (X} 14,58% 38,388 28,843
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4. 2. 8. Desenvolvimento en temperatura elevada

Foi testado o desenvolvimento de 511 cepas de leveduras
em meip YPDA e YM & temperaturas de 3@, 4@, 43, 46 e 47°(
{Quadrn 4. RNesta pesaguisa foram ohtidos 2 cepas (1i5-ig e 185~
2p} que cresceram 3 460 e 3 cepas (2~13, F-70 e 14-72) que
rresceram & temperatura maxima testada de 47°0 (Quadro 4). Os
dadns do Guadre 4 indicam gue a maioria das leveduras isoladas
550 mesdfilas (364 cepas de leveduras) gue representam 71,23%
do total de cepas de levedurss iscladas. Além disto, enire as
147 repas de levedurazs termifilas  gue representsm 28,774 do
total, as gque desenvoives em temperatura de 43%0 estic
presentes em maior porcentagem (28,34%4) .

QUATIRD 4

DESENUOLUIMENTD DAS CEPAS DE LEVEDURAS CULTIVADAS & DIFERENTES
TEM?ﬁRﬁéﬁﬁﬁS EM MEIQ YPDA £ YH

Temperatura Cepas ague apresenizram Ciaaal?icagﬁa de
mawima de desenvolvinento acardo com a3 bem-
crescimentp moomemeeee e e o s e peratura deg desen—

=L Ho % volvimento

3geL 3584 74,283 mestafilas

4@=f 37 7. &4 termofilas

B2 185 28,54 tprmofilas

4&=0 & 8,3% termafilas

4725 3 8,59 fermsfilas

.._._..~..«-«w—---....-*......_.-._..«..-...u...,__v_',....«...-..-.._._._..-..m....__..,.,._...»—w.m.«»m____m_*ww_.__wmmm__.wmw_——_»

4. 2.3, bBetecric do Fator "Kilier”

Um total de 5ii cepas de leveduras isoladas de diversas
fontes foram testadss quanto ac fator “"Killer”. Os resultados
referentes 3 presenga do fator “Killer™ em leveduras
provenientes das bebidas alcodlicas andinas estdo indicados no

fumdra §9. Verificou-se que 52 cepas foram sensiveis g B4 cepas
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foram neubtras ag fator "Killer” K, Nenhuma cepa apresentou
sensibilidade ao fator Killer ¥... Somente 3 cepas (975, 18-72
& E2-9%) apresentaram Fator "Killer” socbre Ipruloesis elsbrats
ATCE 13§24 que produzem Fator Killer K., comg pode ser
sheervadp na Figura 5, Compavativamente, das 374 cepas de
leveduras iscladas das bebidas e putras fontes brasileiras, 313
cepas  foram neubtras ac efeito Killer K., 33 cepas foram
sensiveis a Ky, e todas as cepas apraseniéram—se neubtras a0
Keg. EBpenrms s cepzs 183 e 185 apresentaram efeito Killer
contra L. glabrats ATCC 151246 (Killer K 4.},
' QUADRO S
REGPOSTA £ PRODUCAC DE FATOR "KILLER” EM CEPAS DE LEVEDURAE

PROVENIENTES DE BERBIDAS ALCDSLICAS ANDINABR E CEPAS DE LEVEDURAS

PROVENTIENTES DE BEBIDAS BRASILEIRAS, E DE QUTRAS FONTES
(FLORES, FRUTAS, MELADD F MOSTO DE USINAS DE aACuLAR E ALCOOLS

Tipo de Mo de cepas iecliadas TOTAL
Fabmr e s e e e o

“Kilier” Paises andinos Brasil

neutrs 85 L3 399
a K, "

sensiveis 38 a3 B
a K,

neutra 1B89 377 584
a Koy

Killer 3 4 5
8 Kga

o st T o rm U PSS I SRR TR 3 ek itk b Boh Kbk SR Vs el b ey rarbe b YA P S VIR T i g mrm e remb e Hh ik iR A St AR N i T R e e e e T W SR

0 Ouzdro &6 ilustra as 8 cepss que apvressntaram o fator
Killer contra K;, (9-75, 15-72, 22-90, 183 e I83). bem come as
leveduras provenientes dg  fermento comercial Fleischmann @

Itaiquara foram comparadas com as cepas de lesveduras indicadas
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FIGURA 5. FATOR "KILLER™ APRESENTADO PELAS CEPAS DE
LEVEDURAS (?-75, 15-72 e 22-90) ISOLADAS DAS

BEBIDAS ALCOOLICAS ANDINAS

TUNIC g owm o {
BIBLIOTECA BenTRAL il
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nn itam 3.2.3, que produzem efeito Killer Ko, Ko, Ka, Km, Ha,
Ko, Ka, Ko & Kin.

‘Segunde  WICKNER (197%7) as leveduras com fator Killer K.,
poden matar as leveduras :a& efeito Killer K , g & Kie; poreém,
-3 }evedura yrgdutara de efeito "Killer™ K,. pode cer morts

pelas demais leveduras "Killer™ (K, a Kie}.

GUADRD 4

FATOR "KILLER" DAS CEPa&S DE
LEVEDURAS SELECCIONADASR

{fepas Efeito Killer
de lpue- E{& Ka Ko f{‘q I{m KQ Ko Kﬁ Kw xma Ks.x

FF5 M + + + 2] N ] N H ) +
i5-7g N * + + M N M W K B +
2e-9e K + + + X + M N # % +
183 ) + N + K B K W + M +
185 ] + ) 4+ b N N K + B +
Filpiach. # N N N B B ) N $# M ¥
itaig. ¥ M M K K H M M * N #*
+: Kilier {Exemplio: Fator “EKiller™” da levedura %75 mata

jevedura Ka
¥:. sensiwvel {Exempico: Levedura  22-9¢ ¥foi morita pela levedurs

K igutra {(Ewemplo: Levedurs %73 pneutras a K. .3

Partanto, a ceps em quest3o de T. glabrata pode ser
usada para identificar o fator Killer (K, a Kea’ produrzido por
Teveduras.

#s  leveduras gque produzem o 2 Fator “Hiller” Ep, Ea,.
Ke & Kis demostraram sensibilidade &s cepas P-75 e 15-72.

A cepa 22-%90 apresentau. maior especkro de atividade

*Killer” em relacip hs demais. As repas 183 g 185 apresentaram
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ligeiras gdiferenga com 3 22-98 na classificac3o do  fator

“Killer™ indicada no Guadra §.

0 Fator “Killer” foi eviden;iaéa através do halo de
inibi¢3o de crescimente na drea de cruzamento da cepa sensivel
¢ ceps testada. As células de leveduras mortas devido a acBo de
toxineg Killer adaguirem coleracio aéu%. Esta caloracio deve-se
provavelmente & adsorgdc do azul de metilenc pelas células de
leveduras martaé explicado porgque ¢ azul de metilens possui
rargas positivas {(cations) «que se combina fortemente com os
constituentes celulares da  levedura carregados negativamente
(dcidos nucléices e polissacaridens dcides) segundo o indicado
por BORZANI E VAIRO (1%3R).

4.2.4, £studo da Fermentaclc Alcodlica

Heste trabalho zs cepas de leveduras foram incculadas no
meio e melago de cana comp fonte de sacarose,. ajustado 3 pH
3,2. O valor de pH do meio diminui até 3,5-3.7 ewm relacio ap
inicial,. devide 2 producBo de dcidos orpdnicos pela levedura.

Muitas cepas de S, Cergvisias crescem 2w ums ampla faixs
de pH (2,4 & 8,43, wmas ?ermenfam gm  intervalo de pH mais
restrito (3,3 a 4,83 (JOHEES et a1, 19Bi:.

No estudo da capacidade fermentativa de 132 cepas de
leveduras estudadas,. 44 cepas (33,334}, apresentaram saior
poader de fermentagB8o alcondlica do gque as leveduras comsrcizis
(Fileischmann g Itaigquara? num tempo de 238 horas de
fermentagBo, 3 temperaturas de 300, & produclSs de 00, foi
utilizada como indice de fermentagio alcedlica. Sustentando-se

gm cdlculos estequiométricos da reagBo de fermentacln, pode-se
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considerar que fg de C0u tapreaent& aprorimagaments 1lg de
etanol {itesm 2.3.2.3).

0 Guadre 7 iflustra a produgdo de L0, por cepas de
leveduras isoladas das behidas alcodlicas andinas que
spresentaram maior poder fermentative & 8 coloragio das
colénias de levedura ﬁam o TTC. Das 27 cepas indigadas comp as
melhores em poder fermentativeo, 7?7 delas praﬁuzirﬁm um Lteoar de
L@, superior & B0g e coleoracio vermelhs pela redugio com o TIC
e foram selecionadas pava posterior andlise de identificagio e
classificagho.

0s resultados do Quadro 7, verificam o indicade sgor
YOSHIDA et =1 {1?823, uma wvez gue as leveduras gque apresentaram
coldnias de cor wvermelho, pelo método de sonloracio de TTL
Também apreseantaram uma capacidade maior de assimilacBo e
termentarioc dos carboidrates guando comparada Ccom squelas que

apresentaram coldnias de Lor rosa ou branca.

Mas figuvras & a 16 estid representado o comportamento das
repas das bebidas alcodlicas andinas  guanto & producio de Dlg
durante 2z fermentagio alcodlica, comparado com o dos fermentoas
romertiais Fleischmann e Itasisumra.

Dhserva—-se na Figura ¢ aue o poder fermentativo das levedurass
2-~48, 3-22, 3-24, 4-87, p-i4, 1i-3, 3-23, 4-B8, i-i@¢, 3-2&, 3~
21, P-i2, 8~1%, 1-11 & na Figura 7 as cepas de leveduras [H-34,
7%, 15-7P, P-13, 24-82, B-P86, 1-4 & {-2 isoladas das bebidas

alcoflicas andinas fpi inferior as comerciais {(Fleischmann e

Itaiquara), sendo gue 3 producio de (@. das cepas 2~i8, 3-28 &
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3~84 foi muito prdiximo 3 fermento comercial Jtesisuars na Fioura

&
QUADBRDG 7

PRODUDAD DE £&, POR CEPAS DE LEVEDURAS ISOLADAS BF REBIDAS
ALCOGLICAS ANDINAS QUE APRESENTARAM MATOR PODER FERMENTATIUO,
EM Carnl DE MELADD E COLORADAD DAS COLONIAS DE LEVERURA COM O

’ TYE
Indoula: 30 ml de suspensio de leveduras em caldo de melago com
18% de acidcares tntais
temparaturs: 38°0; tewmpo: P38 horas

B T e e P e s

Ho de Depa formasio de L@ coloragan das
' {g? conldnias de
lTeveduras conm
o TTL
&~ 38 ' 2¢ .28 veprmelha
H~3Y 17.8¢ verselhs
B-~43 17,38 - vermelha
B-44 14,72 woarmelhs
ig~44 28,68 vermeliha
16,48 26,862 verpeiha
{g-4% 28,88 vermelhs
i1-58 78 vermeliha
1184 146,34 wermelha
11-32 21,35 wermeiha
13-953 A TOSR
1154 i&,%92 vermelha
11-33 17:14 vermeliha
1257 ' 16,58 : wvermel ks
{B-59 19,538 vermelha
$13~&1 19,63 vermelika
15~7@ 26,81 vermeliha
14&~74 =4 , 68 vernelihs
{981 16,74 vermelha
i%-8r ig. 7@ vermelihs
Eo-BD 18, &8 TSR
2i-84 17 .14 vermelhs
gL~-a7 ig.B% OSSR
L Pa-g i9.29%9 verpelha
F4-1 17 .82 vermelihsa
1182 i7 .88 vermelhs

1i9-& 18,84 vermelhs

e i A AT T e oy e o, s b ke ke S s g b e e ik A et b AR A A P B AR L P TP L (R e . e e . g s o i e At s, b, el i ek, bt in b e e bt
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f Figuvra B ilustra aque ss cepas 11-5@, &-3%, 8-43,
P1-B% . B-44, 19-81, 14-0%1, 18-837 g i14--8& spyesentaram maior
produsio de 08, em relacBo as cepas comprcisis Fleishmann @
Itaiguara.

& Jiguvra % iflustras sue =% cepas (8-89, 14-83, 138-&i
spresentaram maior produsle de (8. 4 Figura 18 ilustra gue as
cepas  fg-0B%, 11-33, 13-41 sooim como a0 Figura 11 ilustra
gue =% cepas  15-7¢, 1%¥-BE, 16~-74 ¢ L19-83 apresenlaram  malior

produrio de L@y sm relsclc as cepas comercisis Flgishmann @

(P RIQUBYR . fihteve-se com esses dados de formscio de D
secundn pode constatar-se cow ws  dados doo Buadro 7, BLEE BS
CEpRs i1~-52, 1B-44, $¢—-48, ig~4% (Fioura 1€ e 15-78,

14-F4 (Figurs 113 Joves as maiores produloras de [@y {superior

B 2Eel
fis Faguras 12, 13, 14, is g 17, mpreseniay nlfumass Cepas Aaug
produmen L8y em guantidade um POULG  SUPSErIOr -3 dos

fermentos comercigsis comp as cepas 2i-Bé&, 1154 (Figura 123,
cepz  BRi-87 (Figura 13), cepa £4-B (Figura 14}, cepa 34-1
(Figurs 143 2 cepas 119-8, 118-F (Figuvs 417}, A Faigurz 15
sjustra aue as cepas 35-1, 33-i, 3i-{, 34-2, 33-2, 3E-3, 3i-3 e
I2-E cubmetidas =z fermentsche foram wmuito infericres  ao
fermento coemercial Fleischmann,

Posteriormente, foram testadss tambem as cepas 13-7é,
.13, 9-75 & 1572 en temperaturas de fermentac8o de 48 a 439(

A cepa (5-786 foi seleciocnada por ser sensivel ac fator
“Killer” K. & apresentar alto iIindice de formacio de sltangl e

desenvoalvimento a 37=C. figs Cepas -73 e 1570 foram



5B

sgfecionadas pelo #fzpito "Killer™” o dessnvnlvimento demonstrado
a &7%C.

s resultados estip ilustrades no Guadre B ¢ nas Figuras
18 e 1¥. Hota-se gue 2 fermentarBo se complets apds 148 horas
de  fermentacio 2 4890 e 43°0 onde a producBs de 00, se mantém
praticaments constante. Na fermentaclo alcedlice & 43°C as
cepas  de lsveduras 9-73, {578 apresentaram maior producic de
E¢e do sue o fermento comercial Fleischmann. & rcepm  F-F3
apresentou  mzior profgugio de 08, na fermentagic a 480 g 4370

2m reiacgﬁﬁ ze oublvras Ccospas.

QUADRD 8

PRODUCAD DE C6. DURANTE & FERMENTACARD & 40°0 £ A& 43%C, POR
CEPAS SELECIONADAS DE LEVEDURAS ISOLADAS DE BERBIDAS ALCOSLICAS

ANDIHAE
HNo Bepa tormacho de D8y formacio de D8e
a 4= a A37L
{g} {gs
§-5 7,87 4,4
a-13 5,49 2,45
157 5,582 4,48
$15-72 g,5% &, 78
TmdB H.4% 7,15
Fleischmann &5,8Bs 4,28

i Fate ds producBo de etancl coovrer em  femperaturas
elevadas, da ovdem de 26-43°C deve-seg provavelments ap fato da
atividade do dlconl desidrogenase ser favorecids s 48°0 (JDNES
st al, $9Biy. De acorde <com D AMORE e STEUWARY, 19B7 ovorre um
asumento do teor de acidos graxos insaturados com o aumento da
temperatura, proporcionando uma gtima fluidizacBc na ssmbrana

para as atividades celulares, isto também poderiz ser um dos
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MELAGO DE CANA A 40°C COMPARADAS COM A5 CEPAS COMERCIAIS
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FIGURA 18- FORMACAO DE €O, POR CEPAS DE LEVEDURAS $.75, 15.72, 15-70 E 2-13 ATUANDO S0BRE
MELACO DE CANA A 43°C COMPARADAS COM AS CEPAS COMERCIAIS .
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fatores da produc3eo de etancl & temperaturas elesvadas pelas
leveduras estudadas.

fissim, trabalhos anteriovrmente realizados indicam gue os
génerns o leveduras sue se desenvolvem a elevadas temperaturas
Lomn Kinwveromuycegs e Landida ﬁ%a.impurt&n%as para ochtenglo de
repas de leveduras com esta carvacterfstica e altas prvodugio de
dlcvanl (DUAMORE et al 19E%:.

Alem disse, oe resultados obtidoes s8o0 concordantes com
ns  de NAGODOWITHANA et al (1974), gue indicam aque & =levagBo da
temperatura provoca um  grande efeito de inibicdo na raracidade
farmentativa das jeveduras sobve acls dos  agucares, segundo
rorrobora-se nos  resultados da ceps (56-70, Fleischmann £

Itaiguara.

4.7, IDENTIFICACED E CLASSIFICADAD DAS LEVEDURAD

& partir de 5ttt cepas dg leveduras isnladas Jforas
selecipnadas 3¢ cepas, segundo 0% critérics mencionados
anteriprmente e indicadas nos Guadros % ¢ 18, Fara &
identiticacio e ciasssificacBo = nivel de gérero por meisc  da
phservardo gz morfelingia e de provas bipauimicaz segundo

recomendado nas  chaves de classificacio de Hregevr-Van Rij

{1784}
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4.3.4. Tarscteristicns Morfoldpivcsas

As caracteristicas de wmorfolomia, tipe de reproduclio,
formaris de pseudomicédlioco e micélio wverdadeiro, formagio de
pelicula, +floculaclo, presenga e numero de ascosporos estao

ilustrados no Guasdro 9.

s cepas $-75, 1572, P2e-9e€, 41BI, 183, 46-38, 18&-44,
1e-48, 1@~4%, 1i-%2, 15-78, 16-74, 24a-1i, 24-3, BE¥-1, E%¥-3,
3e-1, 20-2, 3i-1, 38-1, 35-2, 346-2, 1151, 115-8p, 118-1,118-2,
1261, 377 e 378 apresentarasm brotamento multisslar com excecdo
da repn 33~1 gue apreszentou brotamento monopolar.

fis cepas 18-44, ig¢-48 e 148-1 n3o apresentaram
pessudonicélio. fim  cepas 3J6~8, 145-Bp e 377 apvesentaram
radeins rvamificadas de pseudohifas e as cepas 33~1 e 12@-1
toram as que apresentaram micgilieo verdadeivo.

Com respeits a formacSo de pelicala as  cepas  que
apresentaram Toram varias coms {85-72, BE-90 {rapidsmentel, 183,
18RS, 4-3B, 18-4&, 1@-48, 10-4%, 11-52, 13-7@, 14-74, 24~-1, B4-
3, 3t-i, 3B~1, 35-2, Bé-8, L15-8p, 11B-1, 131B-2 & 37R.

As cepas  P-73E, 15-7¢8, BR-98, 183, 185, 11~-32

apresentaram FloculagBo.



GUADIRO 9. CARACTERISTICAS HORFOLGGICAS DAS LEVEDURAS SELECIONADAS, OESERVADAS EX HEIO SSLIDD E EN HEIO L1QUIN0

Linkagens
de levedura
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razao da selecao
da levedura

produtora do efeito Killer

Ks, desenvolvimento  ate

47°C ¢ poder de fermentagio
alcodlica  superior as

leveduras comerciais a 46

e 43°C

produtora do efeito Killer
Ke, desenvolvimento  ate
47°C ¢ poder de fermentagio
alcoolica superior as
leveduras comerciais a 49
e 43°C

coRtia Ke, - Ks, K oKy

rrodutora do efeito Killer
contra ke Ko Koo K, ¢
desenvolvimento ate 37°r

Caracteristicas das colonias

Morfologia em meio liquido

ovoides

esferoidais

ovais a cilindricas

globosas redondas

Horfologia das colonias em meio solido tipo de
TEProdu-
30 vege-
rativa

COR: creme srotamento

SUPERFICIE: convexa lisa sultipolar

EORDA: regular, inteira

TEXTURA: macio aec inicio e depois reticulado

BRILHD: +/-

COR: creme ailtipolar

SUPERFICIE: lisa quase plana & apos { m8s apresenta

pouca elevacio.

SORDA: regular, inteira

TEXTURA: firme e compacta

ERILHO: +

COR: branca e apos 2 dias rosa gultipolar

SUFERF:CIE: convexa granulosa

BORDA: ondulada

TEXTURA: pastosa e apos ! semana granulosa
BRILHD: -

SUFERFICIE: lisa, brilhante

BORDA: 1nteira
TEXTURA: oranulosa e compacta
BRILHO: -

i — —— ——— T — A —— - — - =

75

formagao
formagao de de pelicula
pseudomice-
lio verda-

deiro

pseudomicelio -
zbundante. Pseu-
dohifas ramifi-

cadas que produ-

ZeR Cadelas de
blastosporos.

Fresenga €
numero  de
asCo5poT oS

Floculagao

S e T ——— e S e —— — — — — — — — T T e S R S S e ey e — e i T PR OTRW P S R S S e e e —— ---.1-..-_.hl—-—.'..---.._---—__._."__—“--- —_——— e e — — e e

apos { aes

pceudogicelio de $/-
cadelas ramifica- com sedimento
das de celulas

com blastosporos
tormados em ver-

pseudoaicelio +
abundante  de com sedimento
cadeias ramifi-

cadas tipo (d4)

dz Kreger-Yan Rij.

multipolar pseudomicelio de E

cadelas curtas

S e — i — N —— i i e —— ———— i S S S e s —

com sedipento

R EER e e e o —

-———-—-*-q-"-‘--*—_'#-’---:'-_---h—lﬂ i ——

aSCosporos

Eaal L ___ W KWl g ——

e, J e &
asCosporos
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continua. ..
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continuacao do Quadro §

1835 produtora do efeito Killer subglobosas COR: rosa tenue € apos { mes marrom clara multipolar pseudomicelio com  + - -
contra Kg, Ko, Ke & Ky © SUFERFICIE: compacta ¢ estriada cachos espessos  com sedimento 2, 3e4d
desenvolvimento ate 40°f BORDA: uniforme e inteira 35C0OSPOT0S

TEXTURA: granulosa
BRILRO: -

6-38 cor verselha com o TIC, globosas COR: creae aultipolar pseudomicelio - - 3
desenvolvimento ate 37°C, SUPERFICIE: convexas suito rudimen- com sedimento € i -4
e poder de fermentagac BORDA: estriacoes com certos rizoides tar anel brilhante asCOSpOT 05
alcoolica elevada a 39°C TEXTURA: macio

BRILHO: -

{0-46 cor vermelha com o TIC, globosas COR- creme claro gultipolar - +/- ~ &
desenvolvimento ate 37°C, SUPERFICIE: quase lisa, convexa ep YM _ i -4
¢ poder de fermentagio ¢ liso com YFDA | 35COSPOT0S
alcoolica elevada a 39°C BORDA: inteirva e reqular

TEXTURA: lisa, lustrosa com YM e mais brilhante com YFDA
BRILHOD: - com YH e +/- com YPDA

————— T ——————— — — . T — — S TEE M W M —m e e e S S S S SR S G mE e e s S e — —_—— e T — ——— —— — — S — T — T T S e e S e o P e Mt e T e e e e e e T e W G e T G R R G — — s o, S — — ——

{8-48 cor verselha com o TTC, globosas e medianas COR: branco & apos { mes creme sultipolar - +/- ; -
sensivel ao efeito Killer SUFERFICIE: elevagao moderada no centro com sedimento -4
tipo Ky, desenvolvimento EORDA: liageras estriagdes como rizoide com YH £ inteira £ anel compacto ASCOSPOT0S
ate 37°C, e poder de fer- com YFDA
mentac3o de etanol elevada TEXTURA: pastosa e apos { ®8s aranulosa
a 3@°C BRILHD: - com YH ¢ +/- com YFDA

{9-49 cor verselha com o TIC, elipsodals COR: creme aultipolar pseudomicelio + - ¥
sensivel ao efeito Killer SUPERFICIE: convexa com YM e elevagao mais bem ramificado f -4

- tipo Ky, desenvolvimento pronunciada com YFDA tipo d (KREGER- asCOSpoOros
ate 40°C ¢ poder de fer- BORDA: ondulada com Yh e inteira e lustrosa com YPDA VAN RIJ, 1984)
mentacao alcoolica elevada TEXTURA: aranulosa com YH e compacta com YPDA
R JWE ERILHD: - cos YH ¢ +/- com YFDA

{{-5¢0 cor vermelha cos o TTC, globosas COR: crepe aultipolar pseudomicelio +/- + +
sensivel ao efeito Killer SUPERFICIE: convexa com rugas € dobras com YHM bem, ramificado com sedimento {-4
tipo K¢, desenvolvimento ¢ ligera elevacao com YFDA tipo d (KREGER- e anel compacto asCOsporos
ate 37°C ¢ poder de fermen- BORDA: ligeras estriagdes com YM € borda inteira e lisa VSN RIJ, 1984)
tagac alcoclica elevada TEXTURA: granuloso com YM, convexa e liza com YPLA
a J0°C BRILHO: -

{5-70 cor vermelha com o TTC, cilindricas COR: creme com YH e branco com YPDA multipolar pseudomicelio : T = t
sensivel ao efeito Killer SUPERFICIE: convexa tom YM ¢ lisc com pouca bem ramificado, com sedimento i-4
tipo K¢ e poder de fermen- elevagao ¢ uniforme com YFDA tipo d (KREGER- e anel compacto asCoSporos
tagao alcoolica elevada "BORDA: estriada com YM e enteira com YPDA VAN RIJ, 1984)

a 39°C TEXTURA- parcialments estriado com YM ¢ compacto com YFDA

BERILHG: -/+
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i6-74 cor vermelha com o TIC, globosas COR: creme cor YH e branco com YFDA aultirolar pseudomicelio | e +
sensivel ao efeito Killer SUFERFICIE: certa elevagaoc no centro cog estriagoss com beg ramificado, -4
tiro Kg e poder de fermen- YH ¢ convexa con YPDA tipo d (KREGER- aSCOSPOT 05
tagao alcoolica elevada BORDA: ondulada com ligeiras ramificagoes que cubren VAN RIJ, 1984)
a 30°C a colonia toda com YK e anel tenue com YPDA
TEXTURA: hirsuto pelas estriagOes que cobrem totalmente
a colonia com YH e irregqular com YPDA
c4-1 sensivel ao efeito Killer ovaladas COK: creme cos YH € branco coz YFDA pultipolar cadelas rami- e - -
tipo K¢, desenvolvimento SUFERFICIE: com pouca slevag3o no centro e quase lisa ficadas de ce-
ate 43°.¢ BORDA: inteira, uniforme lulas ovais que
TEXTURA- compacta que suportam mui-
BRILHO: - com YH e 4+/- com YFDA tos blastosporos
£4-3 COT Tosa com- o - 1IE, ovaladas em cadeias COR: creme coe YM e branco com YFDA gultipolar pseudomicelio . - - -
desenvolvimento ate 43°C PEQUENAS £ EM ParEs SUPERFICIE: com elevagao pronunciada no centro com formagao com sedimento
BORDA: enrugada com borda micelial que se compactam de pseudohifas e um anel nao
TEXTURA: enrugada, aspera que .formam uma auito nitido
BRILHO: - cadeia de blas-
tosporos tipo
c e b (KREGER-VAN RIJ, 1984)
c7-1 desenvolvisento ate 43°C pvaladas es cadelas COR: creme aultipolar pseudomicelio = = =
PEQUEN3ES SUPERFICIE: elevagao pronunciada no centro e enrugada com formagao
BORDA. sicelial gue se compacta apresentando pronuncia- de pseudohifas
mento que forma uma
TEXTURA: enrrusada, aspera cadeia de blas-
BRILRO: - tosporos tipo
b (KREGER-VAN
RIJ 1984)
Ey desenvolvimento ate 43°C ovaladas alongadas COR: branca sultipolar pseudomicelio com -/+ = >
em cadeias curtas GUPERFICIE: convexa, elevagao moderada cadeias ramificadas
e gedianas BORDA: inteira de celulas alongadas
TEXTURA: magia, flexivel, regular e lisa que produz  muitas
RRILHD. + lastosporos que dao
uma aparencia abun-
dante das ramificagoes
36-1 desenvolvimento ate 43°C alongadas em cadelas COR: branca e creme apos | mes gultipolar pseudomicelio com 2 = =

curtas £ grandes

IR L I T — T — (W — = — | — " S_—_——_—_—— _—_—————— i ——— i —— i — T — S —————— T ——— —— —————— i ———— — e  — —— ———— —— i — — (S i — e R  — —  — ——— T ——— i —— T — T ———————— i —— i ———— - i ——— — e —— T — i —————

sur o CTCIE - elevagao no centro, como algodio e enrugado
ao redor
EORDA: micelial que se compacta, espalha-se apos § mes e
reduz seu tagznho
TEXTURA: envugada e aspera
tRILHD: -

cadeias muito ramifi- com sedimento
cadas de celulas e

blastosporos ocovren-

do a intervalos 1irre-

gulares

continua. ..



continuzacao do Quadro 9
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cor rosz com o T1C, desen-
volvimento ate 43°C

cor rosa com o T1C, desen-

volvimento ate 42°(

desenvolvimento ate 43°C

)
03
LY

desenvolvimento ate 43°C

COR: crema

SUPERFICIE: convexa, filamentosa, cotonosa

BORD4: apresenta halo com borda micelial nan muito
perceptivel em YH ¢ mais pronunciada com YFDA

TEXTURA: pastosa, pouco enrugada

BRILHD: -

Ovals € algumEas
ovoldes  @enores

COR: branca amarclada

SUPERFICIE: convexa, filamentosa, cotonosa

BORDA: apresenta cilios bem marcantes e pronunciados
com YN ¢ maroep ciliada n3o suito perceptivel
com YFIA

ovals em cadelas
curtas e grandes

TEXTURA: aspecto de algodao no centro e enrugada ao redor

BRILHO: -

COR: creme

SUPERFICIE: convexa, filamentosa, cotonosa
EORDA: micelar e compacta

TEXTURA: rugosa

BRILHD:. -

ovais a cilindricas

COR: creae

SUPERFICIE: convexas, filamentosa, cotonosa

BORDA: micelial

TeEXTURA: no centro cotonosa e compacta e aoc redor
TUgosa € aspera

BRILHD: -

ovais a cilindricas

aultipolar

gultipolar

aultipolar

gonopolar

i — e

pseudomicelio de - - -
tadelas ramificadas cedimento que

de células e blas- forma anel nitido

tosporos ocorrendo

a Intervalos irre-

gulares.
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com sedimento

pseudomicelio de
cageias ramifica-
das de celulas com
blastosporos for-
tormada em vertici-
los

pseudomicelio £/~ 5 e
abundante de ca-

deias ramificadas
com celulas alon-

gadas
aicelio verdadeiro = = v
abundante com sedimento  + apos | mes
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sensivel ao efeito Killer
tipo Kq & desenvolvimento

ate 43°C

sensive]l ao efeito Killer
tipo K. e desenvolvigenta

ate 43°C

cor rosa coe o TIC ¢ desen-

yolvimento ate 44°C

COR: branca
SUPERFICIE: convexa
EORD&: inteira e reauiar

TEXTURA: macia, lisa e compacta
BRILHO: +/- com YN ¢ + com YPDA

esferpidals

ovals COR: branca com YFDA e creme coe YH
SUPERFICIE: convexa e com elevagao soderada
BORDA: inteira e regular
TEXTURA: macia, lisa e flexivel
BRILHG: +

ov3ls COR: creme
SUPERFICIE: elevacao moderada quase lisa
BORDA: inteira e regular
TEXTURA: macia e uniforme
BRILAC: + com YN e +/- com YFLA

pultipolar

gultipolar

aulbipolar

pseudomicelio de
cadeias ramifica-
jas de celulas
com blastosporos
formada em ver-
ticilos

com sedimento

bl e e b LT T e p—————————————— D —————————————E R e e e g e g i 2 i i et B B P T e

radelas ramifica- +/- - =
das de pseudohifas
que produz cadelas
e grupos de blastos-

pseudomicelio con- - - -
siste de pseudohl- com sedisento

fas espessas €

alongadas arran-

jadas em formagoes

ramificadas irre-

gulares.
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continuacao do Quadro 9

{15-2p cor vermelha com o TIC, de- globosas COR: branca muiltipolar apresenta pseudohifas /- 4
senvolvimento ate 44°C e SUPERFICIE: elevagao pronunciada no centro (YH) em forma rudimentar cos sedimento ¢ i-4
¢ quase lisa com YFLA
hoa fermentagao alcoolica BORDA: inteira e regular ¢ formagao de aSCOSPOT a5
a. 30°C TEXTURA: lisa, lustrosa e compacta anel
BRILHO: +/-
{181 desenvolvimento ate 44°C esferoldals, aloumas COR- creme aultipolar -, somente apresen- +/- - -
cilindricas SUPERFICIE: convexa com elevagao moderada ta cadeia de celulas com sedimento
BORDA: inteira e levemente lobulada curtas
TEXTURA: macia, semi-lisa
BRILHD: -
f{8-2 cor veraelha com o TIC, ovals e algumas COR: branca sultipolar pseudomicelio com +/- - +
desenvolvizento ate 48°C sub-globosas SUPERFICIE: elevagao no centro pseudohifas de ca- cog sedimento =3
¢ poder de fermentagao de BORDA: lobulada e uniforme deias curtas de asCosSporas
etanol elevada a 38°C TEXTURA: lisa e compacta celulas
BRILHO:
i09-1 sencivel ao efeito Killer pvais cilindricas COR: creme sultipolar -,micelio verdadeiro - - -
tipo K e desenvolvimento SUPERFICIE: elevagao no centro com sedimento
ate 4¢°f RORDA: borde micelial n3o perceptivel com YH e
e perceptivel com YPDA
TEXTURA:-enrugada, aspera © no centro com aspecto de algodao
BRILHG: -
377 desenvolvimento ate 40°C pvals COR: creme aultipolar cadeias ramificadas = = -
SUPERFICIE: convexa e apresenta um anel de pseudohifas alon-
a0 redor da colonia gadas que produzes
BORDA: apresenta um anel e € uniforme pares de blastospo-
TEXTURA: macia e compacta T oS |
BRILHO: +/-
378 desenvolvimento ate 48°( ovais € COR: creme aultipolar pseudomicelio de ce- $ - -

lulas cilindricas com
coR cachos de blas-
tosporos em verticilos

SUPERFICIE: convexa e pouca elevagan

BORDA- 1inteirz e apresentz um anel uniforee
TEXTURA: compacta
BRILHD: +/-
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&5 cepas 22-98, 183, 189, &-38, 10-44, 1€-48, 12-47,
11-32, iﬁw?é, 16-74, 115-Fp e 11B-2 apresentaram aSCosSpRYos que
variam de 1 3 4 . Bendo que as cepas &~38, 10-44&, 10-4B, 10-47,
14-82,  45~-F8, L4&~74 £ 115-Ep que possuem o maior poder de
fermentacfo alcodlica apresentaram ascosporos de 1 a 4 contides
rum  RSCo nEao  conjugado. Fol  observade, em  alguns Casos,  [ue
zscnsporos apresentaram  forma globosa ®  elipscidal  curtas,

&e roepas 183 e

ravarteristica provavel no pénero
185 apresentaram asco  com tube de cornjugacBo abortive 2 & ceps
148-8 apresentou RRCO conjussdo.

Em alguns Casons A forma da célula pode sey
cavarteristica de um género particuelar ou gepécie (LODBOER,
19781, © que nip acontereu nesia pesquisa.

Ne resultzdos mostrados no Guadro 7 indicam que as CEpas
15-76, &~38, 18-44, 10-48 e 1i5-2p apresenlaram  ue angl

compacto e nitido.

mein s6lide apresentaram cor bBranca QU CTeEme na sua.maiuria £
somente a5 cepas 183, 185 apresentaram oY vOs: tEnue & apods
2 dizas 1= akterou parsa marron clars, =B fepa 2E-98
apresentou  cor branca e apfis 2 diéa marrom clara indicando
presenta de pigmentos nestas leveduras.

Ma Figura 2@ vimos gue a3 cepa $-73 apresentaz =
mor¥fologia GUASE similar a ceps 15-72, variando a2s
raracteristicas da textura que no caso da ?~7% apressnta-gse

reticulado apds um tempo. Na Figura 24 vimos que B Lepa 18446 &
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FIGURA 2@. CRESCIMENTOD EM MEIDO SoLIDOD (YPDA)Y DAS
CEPAS DE LEVEDURAS 9-75 e 15-72 IS50LADAS

DAS BEBIDAS ALCOALICAS ANDINAS.
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FIGURA 21. CRESCIMENTO EM MEIOD ) (YPDA) DA AS DE

LEVEDURAS ie-446 E 115-2p I1SOLADAS DAS BEBIDAS

ALCOOLICAS ANDINAS
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1i5-2p apresentaram caracteristicas morfoidgicas de SURS
coibnias  similares como  indicados no Ouadro 9. & morfologia de
rolifnias em meio sdlido, com formas de crescimento rugosas,
verruanses e estriadas, gue apresentam cerbias cepas., estio
sevalmente associadas a =bundante produgio de pseudomicelio ou
micélio verdadeiro (LODDER, 1978)
4 3.9, Caracteristicas Fisioldgicas ¢ Binguimicas

Através oo estude das propriedades fisioldgicas pode-se
descrever, diferenciar e identificar as linhagens de lsgvedura.
§.3.2.4. UtilizsgBo de Cowpostos de Carbono

fis  Jeveduras podem fermentar g assimilar detsrminadas
fontes de carbono.
£ 3. £2.4.4. Fermentagic de Agdcarss

Segundo o Guadro 1@, as cepas &-38B, 1¢-44, 1¢-48, 18é-4%,

1:1-52, 1% 76 p 4&-74 s8n caracterirzadas pela Fermentacdo
vignrosa deg acdcaress ocomo glicnse, galactose, SACBYOEE B
malinse . LODDER {19785 indiea como exenpio o gEnero

com caracteristica de apresentar fermentagio

580

vigorosa., Leveduras de g8neroc lLisgpmuces e
egtritamente nag fermentalivos, sngquantn  Que S8neYe  Como
Hansenula apresentam espécies que 650 ndc  fermentativos e
pspérigs fortemente fermentativos.

Ng case em que ocorre = fermentagio, a glicose sempre  sera
fermentads, como sucedee com as 3@ cepas experimeniadas, 1580
porque & hewsguinase (EC B.F.1.1) da levedura é mediada pelsa

fosforilaclo da glicoese. 85 cCepas 3It-9¢, 1i8-% ) 378
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fermentaram somente glicose, com excecdo da ceps 7P~98 aue nip
fermentou nenhum dos agdrares testados. |

f fermentagio de palactose ¢ mediada pela enzima
galactoguinase e 36X das leveduras testadas fermentaram sste
carboidrato.

& fermentagio de sacarose £ mediada pela invertase
F-D-frucrtofurannsidase ou  por giwﬁ*giiamgidase EC 3.28.4. .04
& estd asspciade a capacidade de fermentar rafinose. Segundo
O% resuitados  indicados no Guadro ie .as cepas $-75,
183, 19-44, 1e-48B, 1é-74, 24-4, 1i135~8p, LiB~2 e 377 de
ieveduraalcmn¥irmam gata associacho.
4  fermentaclo da maltose g mediada por sistemas
A -glicosidase, & & sempre associada com a fermentag3o de
GECEYOEE. & maloria das cepas testadas sgguiram rala
assSOCiagan.

& termentacio de lactose & meﬁi%ﬁa pela
@f“gaiacémﬁiﬁasa o ltactase (EL 3.2.1.2.3%. Mas as linkagens
975 g 415-72 foram as unicas que fermentaram este carboidrato.
& rafinpse podse aer  hidrolizada peia invertase e
g ~malactosidase na propor¢io de 1/3 e 273, respectivamente, ou
pode fermentar a molécula inteira.
4,3.2.1.2. BssimilacgBo de Dompostos de Darbono

fs raractaeristicas de assimilagda de compostos de
carbono das %&vedufaa gst o ilustrados no GQuadre 16,

fis provas de assimilaclo de carbono, s8o mais sensiveis

e as de fermentacio, revelan a presengz dep sisiemas
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gnzimaticos g permites a adaptacio da levedura a certos
compostos.

Fats prova de asssimilacBo foi realizada em temperatura
de 28%L . Outro parametro importante foi o pH, principzlimente na
precenga de acido succinico a pH 5,8, pois este walor pode
inftluenciar a assimilacio de agucares.

# wmpioria des  cepas de leveduras em estudo apresentaram
aszimilacio de D~galactose com exceglo dag cepas 1i8-1 & 378

Ewm velagio 2 assimilacBo de dicsacarideoss s maioria das
CEPas de leveduras testadas aprezentaram sesimilagio de
sacarcse & maliose com ewcerdp das cepaa_ii@*i g 378,

sproximadamente F8Y das cepas de levedurzs testadas
apresentaram assimilagdo do itrvissacarides rafinose enquanio gue
35% das cepas aprosentaram assimilacio do polissacarides amido.

Os resultados abtidos indicam & facilidade de
assimilacho de fonte de carbono simples Ccomo monossacarideos,
dissacarideos, trissacaridens e pulissacarideos,
regpect ivanente

" & porcentasemn de leveduras capzeEes de assimilarv pentose
rome L-arabinose 8 L-ramnose foi menor do gque cepas capazRes de
assimilar D-wilose.

4 3 2.2 anssimilacle de Compostos de Nitropgénip - Nitrato de
Potdssic
1s vresultados estlo indicados no Quadro 1€, sendo as 30

cepas de leveduras em estudo negativa quanto a assimilagBo do

pnitrato.
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Fara propdsitos de identificaclo £ classificag8e, a
rapacidage de usar o nitratn como fonte de nitrogdnipo £
avaliads pela determinacio do crescimento.

& rcapacidade de wsssimilacB3o de nitrato depende da agle
seguencinl  de uma efrie de sistema redultases. A ausdncia o
baiwg atividade de alguns dos sistemas particisantes resuliaria
na incapacidade de ubtilizar niltrato.
4.3.3,3,§rasciﬁ§sts 2% Soluglo de 18% de Cloreto de Sodic e 5% de Glicose

Segundo ot dados mostrades no  Quadre 1€, poucas cepas
nEn «ip osmototerantes, como a5 cepas 183, 1€-446, 19-48, £24-1%,
pe—t, 1i8-1, 377 e 378. Cepas recuperadas o substratoes com
altz concentracBo de agdcar Como no CRS0 O2s ;epag jsnlades =3o
geralmente reaiétentes a aita pressio oamdtica.

§.3.8.4 ﬁr&sﬁiﬁ@ﬁ%é % 37°0 ¢ putras Jespersturas Wéwimss de Crescissnto

Mhsprva-se que as temperaturas na faixe de 28 a 38°C sio
St imas para o crescimento de muitas espécies de leveduras, Fars
sdent ificasc8n £ classificagBo Foi de interesse determinay ©
crepacimento  das leveduras a 370, Constatou-se que PoUucas
tewveduras {linhagens 22-P& g 34-£) nado crescersm nesta
temperatura & as linhagens $-75, 15-78., 2-13 cresceram &
a7er pelo teste de termoresisténcia. Em geral, & capacidade de
crescimento & 37°C ¢ pwmpregads como um teste confirmative.

4. 3.8.5. Cresciments enm Meio Livre de Vitaminas

Os resultados obtidos nestes testes est8p indicados na
Tabela 1£. Nota-se que z maioria das linhagens crescem em meio
livre de vitaminas, enguanto um pequeno nudmerp de células naon

cresceram como -75, 18-4B 16-74, 34-2, 115-1g, 115-2p e fi8-1.
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Vitaminas essenciais an metabolismo de levedurzs indicam
exigénrias delas ou apenzs dg uma delas, & constituem um
criteric de diagndstico dtil na didentificacBo e classificaclo
de lewveduras. & rapacidsde de crescimenio num meio livre de
vitaminas & aceito como critdrio tawenfmico 2 wvaridvel., &
detecg3co da necessidade de wvitaminas gt d baseado na
proliferssio welular sob condigBes aerdbicas em meip sintéticeo
rampliste, porém sem fatares de crescimento.

4 374 Resisténciz s Ciclohexisids (Actidiona)

A resistencia das cepas de lewvepduras 3 civliohexwimida
estdo indicados no Quadre 1. Verifticou-se gus 17¥%  das
leveduras testadas s3o resistentes, 38% moderadamente sensiveis
g 53% =Bp sensiveis a cicloheximida.

Porem, este teste tem aplicagBo limitsda porgus  ha
possibilidade das linbagens se adaptarem em conceniragles
baiwas de ciclohewimida. 0Os resultados obtidos estBp indicados
o Guadro 1€
4.3.2.7. Doloragde com Diszonium Blue (DBB}

Bhserva~se no Gusdre 18 aue 85 cepas  de leveduras em
potude nio apresentaram reagdo com reagente de DER, confirmando

que nlo pertencem & grupp de Basidiomicetos.
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4 3 8. Identificaclo ¢ DlassificacBo das LDopas de Levegurss

Selecionadas
Abraves das caracteristicas tesiadas oM BS
morioidgicas, caracteristicas fisigldgicas e bioguimicas foram

identificadas 238 cepas de leveduras a3 nivel de saénero. O
recultado pode ser observado na Quadro £1.
Nas 3¢ cepas identificadas obteve-sg 16 cepas (40K} do

BrOmYIRS, T

génerac Candida , B cepas {(£é&,46%) do sénero
repas  (4,465%) do  génerp Torulasepra. 4 cepa (3,33%) do sénerso

Juygosaccharomaces e 4 cepa (3,33% do género Fichiz. Dbservou-

se que 2 mBioria das czpas peviencem ao sé@nervo Landids

A randida normalmente € um oénevo constituideo por
especies contssinantes nip desejsvels na fermentasio e s3o
provenientes da contaminapdo duranie o Precesso de elaboracia,
principalmente nos tratamentos posteriores  ao cozimento  da
ch;c&a. fs cepas  (9~7% e 4185-78) identificadas como Landids sp
foram iscladas de “chicha”

& chicha & submetida ap cozimento por  ftempo- mais  ou
menns prolongasdo (8 8 24 8 48 horas) e cont inud segundo VINAS
(1954); este tratamento teérmico € de importincia  fundamental
povous permite a @cfs des  amilases. Dests Fforma, & chicha
deveria manter-se livre de agentes contaminantes. 08 problemas
de rontaminacioc podem ser decorrentss de provedinentos
inaﬁequadqs g anti-higifnicos utilizados na sua prepavacap. Por
gxemplo, o enchimento da chicha nos  Cporongss’”  SAYA @
fermentagBo, 2 o use de “fermentos iniciadores”, aue co@

Freqgudncia 3o residuos de fermentaghes anteriores cule
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IDERTIFICACA0 DAR DIFERENTES CEPAS DE LEVEDURA BELECIONADAS
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No de cepa de levedura Gfnern
selecionad

2-F3

15-72

po-99

183 ' Torulasonrs 5k
185 Torulasnora sSb
&30 ' Barcharomuces sb
18~44 Careharnmnyoes op
1g-28 Saprchpromuarss Sp
-89 Corrharnm=ras G0
1152 Caocrharomeies 5p
15-70 BE
16—74 s
24-1

243

29-1

29-3

3g~1

38-2

314

351

331

35-2

Fh-E

115-ig

115 Gactharomuces sF
148-1% Candids sp

148~2 Iuopssatharopures g
12¢-4 Landida sp

377 Candids sp

378 fandida sp.
conteddo & uma mistura de ieveduras & bactérias. a

possibilidade destes microrganismos sobhraviverem £ limitada
devide as condigBes de pH dcido, anaerohiose, presenca de L8 e
ilcool durante o processce. Por outro lado, estes fatores nlo

e¥n limitantes para o desenvolvimento de leveduras toleranies
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ftiTs Candida, Pichiz que competen £ e 3 leveduras

formentativas

#5  caracteristicess bioguimicss rcomne efeito Killer tigo
Ke, termoresisténcias atd 470 g grau de Termentacio alcodlics

a 4@ e A4A3°0 observadas em ¥ cepas de Candids ap (¥-7F5 & 15-7E3

280 muito interesantes e deseiivels para cepas do  ghners
Satcharomyces, gue podem ser iransferidas mediante 3 introducio
de genes com as caracteristices deseiiveis atravis de fusks
protoplesmitica  ou esferoplasmdtica ou de pulros mecsnisnos

utiltizados pela gendtics hoje em dig



. OCONTLUSHESR
%d G coildnias de levedurzs provenientes das bebidas
sloosiices andines aprecsentaran a2 sweguinte cizssificegio

percentusl em relacio z coloraclo cem o TTE: 535,34% de colbnias
de Cor YOS5, 14 ,58% de cor vermelho g BB, 848Y de cor branca. &
cnioracie wermelhs des colfnias com reagente de TTD indica s
viahilidads dostrs  loveduras relacionads Lol UEBR maior
repacidade ne fermentseio  de scdoares gue aguelas cofbnias ds

cov rosa & branca, respectivamentes.

5 2 Com relzelo ag desenvolvimento s fempevaturas glovadas,
dasz  Si4 cepas de leveduras isoladas das diferentes Dbebidas
alrodlices e oubtras fontes, foram obiidas 344 cepas (73,83%
mesafilas aueg se deseavolvesn ' 300 g2 147 cepas (2B, FFX)
terméfi%aa dae muais 37 cepas (£5.17%) se desenvolvem a 4€°C,
182 cepas (FE,16%) = 43°C e 4 cepas {(2,73%) a 47°C.

1 interesse de obter cepas de leveduras que s desenvalvan &
slovadas Lemperaturas est& ns utilirac8c rpara PprOCessDs OE
fermentacin =zlcodlica sue swcontecs a tempevaturas superiores a
480 g evitar & inibiclo do eicrorganismo, © prejulEp gconbmico

e 5 guplidade inferior do produto final.



9%
2.3, As gepas de levedurzs %73 2 1{5-72 isoladzs dg bebidss
zlendlicas andinzs foram ideniificadas como periegncentes  an
gEnero Landids §§n Estas duas cepas apresentaram coloraclo rossa
com oo TYL, desenvolvinento a3 4790, Fator "Killer” tipo ¥, gue
refuts s atribugio destas caracteristica apenss & género

Saccharpmucres g poder de  fermentscdo alcodlica  superior  as

CepRS comerciais Figischoann g Itmiquara, & 48 e A4A3=0,
indicando Atimas curascteristicas B SEY aproveitads nE
teprmentacio alcodlics.

g4 & teps  PE-%F  isolada de  bebidas alcodlicas  andinas
{“chivhe de Jora”)y Foi identificada o clessificeds como Pilohis
s & &% Ccepas 18% e 185 provenientes de frutas (mamio} do
Brasil identificadas como Torulsspors sp apresentavam  efeito
Killer contra K, NBp se determinou o tipo de fator “Killer®
gue apresentaram estas cepas devido gue © sspecivo de atividade

“Killer” dp Pirhia sp & Iprulsspove sp ser ligeiramente mais

amplin oue o de Landida so.

Ump vep Guf a maipris das usinas nioc esterilizaw eficientemente
o material a3 ser fermentadn, 2 eplicaric de leveduras “"Hiller”
na fermentacle alcodlicea seria ubil pEYR inibicEp de
microrganismes contaminantes Através da manipulaclc gendtica é
possivel a introdugde de gens do  fater TKiller” na cepa

ingdustrial.



5.5 fAs cepas &~-3B, 16-44, 18-48, 1¢-4%. -8R, 1878, 14-74
g ”ii3~8p isgiadgas das bebidas alcodlicas andinzes {(Tghichka de

g apresentaram as

Jora®™) foram identificadas como
seguintes Ccarateristicas: coloracike wverselba com o TTD, poder
de Jfermentacioc a2lcodlica  superigr aos fermentons comercizis
Fipishmenn o Itainuara 2 3ger, e desenvolwimento & 0 370,
sendo ms cepms  L18-4¥ & 115-Zp que apresentaram desenvolvimento
2 4¢=C g 4&*0, respectivamente. Estas cepas de levedurss
GEIVAgEnSs apregsentam carvacteristicas impariantes LBRYR o

processy O fermentacBo alcodlice gue  podewm ey nelhorasdss #

apliradas na fermentacBo industrial.
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