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Leveduras Contaminantes do Processo de Fermentacdo Alcodlica: Diversidade
Taxondmica e Metabolica.

Resumo

Amostras de mosto, vinho levedurado ¢ leite levedurado foram coletadas durante o
perfodo de maio a dezembro de 1992, em duas usinas de agticar e dlcool da regido de
Piracicaba e Capivari no Estado de S8o Paulo, O estudo teve por objetivo o levantamento da
diversidade de leveduras presentes na fermentagio alcoglica. Foram utilizados o3 meios
WLN 4gar (para contagem total de leveduras), WLD dgar (para contagem de leveduras ndo-
Saccharomyces cerevisiae), Lisina dgar (para deteco de leveduras ndo-Saccharomyces) €
Lin dgar (para detecgiio de leveduras tipo Saccharomyces). Foram isoladas 439 linhagens,
sendo 221 da usina de Piracicaba e 218 da Usina de Capivari. Na Usina de Piracicaba o
género Saccharomyces se constitain o contaminante mais freqiiente (44,8%), seguido de
Candida  (38,9%), Pichia (54%), Zygosaccharomyces/Torulaspora  (2,7%),
SaccharomycodesiHanseniaspora (1,8%), Cryptococcus (1,4%), Issatchenkia (1,4%),
Schizosaccharomyces (1,4%), Trichosporon (1,4%), e Rhodotorula (0,.9%). As linhagens de
Candida isoladas foram as leveduras contaminantes mais significativas e consistiram de C.
mropicalis (30,2%), C. stellata (25,6%), C. rugosa (12,8%), C. krusei {10,5%), C.
guilliermondii var. membranaefaciens (5.8%), C. colliculosa (3,5%), C. milleri/C. holmii
(3,5%), C. guilliermondii (2,3%), C. lusitaniae (2,3%), C. magnolice (2,3%) e C. urilis
(1,2%). Na Usina de Capivari o género Candida foi o contaminante mais freqliente (43,6%),
seguido  por  Saccharomyces (33.0%), Zygosaccharemyces/Torulaspora  {(10,1%),
Kluyveromyces (8,7%), Issatchenkia {1,8%), Rhodotorula (0,9%), Schizosaccharomyces
(0,9%), Pichia (0,5%) e SaccharomycodestHanseniaspora (0,5%). As linhagens de
Candida foram classificadas como C. stellata (46,3%), C. tropicalis (20,0%), C. krusel
(10,5%), C. rugosa (9,5%), C. colliculosa (6,3%), C. kefyr (4,2%), C. dattila (1,1%}, C.
lipolytica (1,1%) e C. parapsilosis (1,1%). As Saccharomyces detectadas incluem também
as linhagens selvagens. A maioria das linhagens contaminantes foram caracterizadas como
fermentadoras, assimiladoras do etanol, osmotolerantes, termotolerantes, urease ¢ DBB
negativos € com brotamento multipolar. Espera-se, com estes resultados, obter melhor
conhecimente da microbiota contaminante, € por conseguinte estabelecer sistemas de

monitoramento mais eficazes nos processos de fermentacio utilizados.



Contaminating Yeasts in Ethanol Fermentation Industries: Metabolic and
Taxonomic Diversity

Surmnmary

Samples of cane juice (mosto), fermenting broth {vinho) and yeast cell slurry (leite
levedurado), were collected during the peried of 1992 May to December, in 2 ethanol
fermentation industries i Sdo Paulo State, from 2 different cities: Piracicaba and Capivari.
Both them had a pure strain as the starting inoculum. This study aims the survey of the
yeasts diversity present in ethanol fermentation processes. Medium WELN-agar (total yeast
count), WLD-agar (non-Saccharomyces cerevisiae cells count), Lysine-agar (detection of
non-Saccharomyces) and Lin-agar (detection of Saccharomyces type cells), were used for
enumeration and isolation of the yeasts. 439 strains were isolated, mamely 221 from
Piracicaba e 218 from Capivari. Among the 221 strains isolated from Piracicaba, the genus
Saccharomyces was the most frequent (44,8%), followed by Cuandida (38.9%), Pichia
{5,4%), Zygosaccharomyces/Torulaspora (2,7%), Saccharomycodes/Hansenlaspora
{1,8%), Schizosaccharomyces (1,4%), Issaichenkia (1,4%), Trichosporen (1,4%}),
Cryptococcus (1,4%) e Rhodotorula (0,9%). Yeasts belonging to Candida sp. were the
most significant contaminant, and congisted of: C. tropicalis (30,2%), C. steliata (25,6%}),
. rugosa (12,8%), C. krusei (10,5%), C. guilliermondii var. membranaefaciens (5,8%),
C. colliculesa (3,5%), C. milleri/C. holmii (3,5%), C. guilliermondii (2,3%), C.
lusitarniae (2,3%), C. magnoliae (2,3%) and C. urilis (1,2%). Among the 218 strains
isolated from Capivari, the genus Candida was the most frequent contarmninant (43,6%),
followed by Saccharomyces (33.0%), Zygosaccharomyces/Torulaspora (10,1%),
Kluyveromyces (8,7%), Issatchenkia (1,8%), Schizosaccharomyces (0,9%), Rhodotorula
(0,8%), Pichia (0,5%) and SaccharomycodesiHanseniaspora {0,5%). Candida swains
were classified as C. stellata (46,3%), C. tropicalis (20,0%), C. krusei (10,5%), C. rugosa
{9.5%), C. colliculosa {6,3%), C. kefyr (4.2%), C. dattila (1,1%), C. lipolytica (1,1%) ¢
C. parapsilosis (1,1%). The detected Saccharomyces include also the wild strains. Most
of the strains were fermentative, ethanol tolerant, osmotolerant, thermotolerant, urease
and DBB negatives and vegetative reproduction by multipolar budding. It 1s expected that
these results will be useful to improve the knowledge on the contaminating yeasts in
ethanol production plants, and that this will be of help to establish more efficient systemns
for microbial control and monitoring in the ethanol fermentation processes.



1- INTRODUCAO

(s problemas de contaminagio microbioldgica associados com os processos de
producio de agficar e dlcool em usinas devemn ser rigorosamente analisados desde a
matéria prima, € os processos de obtengdic e moagem da cang de aglicar, onde gualquer

contarninacfo € considerada relevante, até a obtengfo do agtcar e a destilagio do dlcool.

Estudos de caracterizagio taxondmica ¢ metabdlica de microrganismos
contaminantes presentes nos processos industriais sdo de extrema importincia na tentativa
de diminuir ou evitar os problemas cavsados a4 produtividade, conseqiieniemente

reduzindo os danos econdmicos implicados no processo.

A redugio da produtividade na fermentaco alcodlica pode ser ovasionada pelos
seguintes efeitos acarretados por microrganismos contaminantes: consumo de sacarose €
de nutrientes do mosto; consumo de dlcool produzido no processo; alteragbes
desfavordveis ds células de leveduras devido a produtos de metabolismo indesejdveis;
obstrugiio de equipamentos devido a producio de gomas; floculagio do fermento, que
acarreta em perdas de células de levedura no fundo das domas ou nas centrifugas; e
excesso de dcidos ou ougos produtos quilnicos utilizados para combater a infecgdo
(AMORIM & OLIVEIRA, 1982).

Embora os microrganismos contaminantes de vérias etapas do processo
fermentativo tenham sido estudados, pouco se conhece sobre a contaminagio por
leveduras, j4 que a maioria dos trabalhos abordam o levantamento de bactérias infectantes.

A diferenciacio entre leveduras do processo e leveduras contaminantes (leveduras
selvagens) € um problema muito complexo. Existe uma série de técnicas gue podern ser
utilizadas para diferenciar células de leveduras das células de bactérias contaminantes do
processo fermentativo, como contagem de células ac microscopio (FINGUERUT er alii,
1986), coloragho de células com azul de metileno {(LEE ef alii, 1981}, coloragio
diferencial com safranina O e azn} de metileno (MORAES er alii, 1989). Porém a
diferenciagiio entre leveduras do processo e leveduras contaminantes pode ser conseguida
com a utilizagio de meios de cultura seletivos para certos grupos de leveduras. Ha
também indmeros fatores que influenciam estes processes de monitoramento de leveduras
contaminantes e alguns pardmetros sfio insuficientes ou pouco precisos na identificaco



destas leveduras. A simples observagio visual, a microscopia éptica ¢ 0 uso de meios
seletivos s&0 importanies para a constatagio de contaminantes, mas ndo fornecem dados

confidveis para a identificago destes microrganismos.
Com base nesses pardmetros, os objetivos principais deste trabatho s3o:

- Detectar e isolar leveduras contaminantes do processo fermentativo de duas usinas de
agticar ¢ dicool durante o perfodo da safra 92/93.

« Caracterizar taxonomicamente os grupos de leveduras isolados.

«» Caracterizar o perfil metabdlico dos principais gropos de leveduras contaminantes do
processo fermentativo.



2- REVISAO DA LITERATURA

2.1- Aspectos Gerais da Taxonomia de Leveduras

Leveduras sio fungos predominantemente unicelulares que possuem reprodugio
vegetativa por brotamento ou fissio. A sua distribuigdo na natureza € ampla, podendo, na
sua maioria ser encontradas em folhasg, flores, frutos, grios de cereais e outros substratos
contendo agtcares (CARMO DE SOUZA, 1969). Podem também ser encontradas no
sole, no ar, em dguas de lagos, rios e mares, sobre a pele e no inftestino de animais e de
alguns insetos. A distribuigdo na natureza ocorre por varios vetores, COmo ventos ¢
correntes de dgua ¢ de ar (PHAFF er alii, 1978; PHAFF & STARMER, 1987). Algumas
leveduras sdo causadoras de doengas em plantas e animais, enquanto outras sic
deterioradoras de alimentos, bebidas e outros materiais.

A histéria das leveduras estd intimamente associada aos fendmenos da fermentagio
e a utilizagio de substratos contendo agdcar, O uso destes microrganismos para 0
processamento de alimentos A base de frutas e extratos de grios de cereais € conhecide
desde os primérdios das civilizagDes, se estendendo até nos dias de hoje, onde ainda sio
utilizadas para a fabricagio de vérios tipos de bebidas alcotlicas como o vinho e a cerveja
(PHAFF et alii, 1978).

As primeiras observagBes microscépicas de leveduras foram feitas por Antoinie
van Leenwenhoek, em 1680, analisando a fermentagfio de cerveja. Em 1825, Cagniard de
la Tour, Kiitzing e Schwann, estudando leveduras em cerveja e vinho demonstraram que
tais microrganismos apresentavam capacidade de reprodugZo por gemulaggo.

Mais tarde, Pasteur demonstrou que as leveduras possuem habilidade respiratéria e
fermentativa, ¢ introduzic métodos de obtengio de culturas puras. Em decorréncia desses
estndos, Emil Christian Hansen descreveu caracteristicas morfoldgicas e fisiologicas das
leveduras, estabelecendo o primeiro sistema de identificacfio em 1896, que abordon a
caracterizacdo de um grande niimero de espécies, muitas das quais reconhecidas até hoje.
Guilliermondii, em trabalhos realizados entre 1920 e 1928, expandin o conhecimento das
relagbes sisterndticas e ciclos vitais das leveduras, criando vérias chaves dicotOmicas para
o0 uso em identificagio destes microrganismos (PHAFF et alii, 1978).



O primero esquema de classificagiio completo e acessivel para leveduras
esporulantes foi proposto por Stelling-Dekker em 1931, Lodder, em 1934 e Diddens ¢
Lodder, em 1941, desenvolveram sisternas de classificagio para leveduras néo
esporulantes (PHAFF er alii, 1978; KURTZMAN & PHAFF, 1987). Nestes esquemas
foram discutidos alguns aspectos fisiolégicos importantes da classificacdo, como a
habilidade das leveduras em fermentar glicose, galactose, sacarose, maltose, lactose e
rafinose, e em crescer em determinados agiicares e alguns compostos nifrogenados, tais
como sulfato de amdnia, asparagina, uréia, peptona e nitrato. Bedford (1942), Wickerham
¢ Burton {1948) e Wickerham (1931) incluiram nas chaves de classificagio tesies de
assimilacdo com 40 compostos de carbono, aceitos até hoje na sistemdtica de leveduras
{(KURTZMAN & PHAFF, 1987}, Em 1952, Lodder ¢ Kreger-van Rij escreveram a mais
extensa publicacio sobre taxonomia de leveduras, revisada por LODDER (1970),
BARNETT e alii (1983), KREGER-VAN RIJ {1984b) ¢ recentemente por BARNETT er
alii (1990). Na tentativa de simplificar os processos de identificagio de leveduras foi
editado um programa para computadores de acordo com as publicacbes de BARNETT ef
atii (1983 e 1990), utilizando-se predominantemente de testes fisioldgicos. Este programa
permite a seleglio de espécies com resultados semelhantes 3s espécies ndo conhecidas, ¢
pode ser utilizado para espécies com caracterfsticas individuais ou para um ndmero de

espéeies com caracteristicas em comum.

As leveduras sdo classificadas como fungos pertencentes a divisio Eumycota
{Eumycetes), classes Ascomycetes, Basidiomycetes e Deuteromycetes. As leveduras
ascomicéticas ¢ basidiomicéticas produzem esporos e apresenfam um ciclo sexual jd
conhecido. As leveduras deuteromicéricas, também conhecidas como  leveduras
imnperfeitas, ndo possuem ciclo sexual conhecido ou descrito, apresentando caracterfsticas
morfoldgicas semelhantes as leveduras ascomicéticas ou basidiomicéticas (KREGER-
VAN RIJ, 1984a; KURTZMAN, 1988; PHAFF, 1990). Atnalmente existem cerca de 550
espéeies de leveduras descritas, sendo que a maior parte dessas descrigfes estd baseada
gm poucos isolados (BARNETT er alii, 1990).

Leveduras sdo tradicionalmente caracterizadas, classificadas e identificadas atraveés
de caracteristicas morfolégicas e fisiolOgicas. Para a identficacdo especifica, estudos
bioquimicos e de exigéncias nuricionais s3o mais relevantes que tragos morfoldgicos e
sexuais, 08 quais sdo importantes na determinag@o genérica. Diferencas na fermentagfo e
assimilagio de compostos de carbono sfo critérios importantes na taxonomia e
identificagéio de Jeveduras. Esses microrganismos apresentam uma variagfio na habilidade



de fermentagfo de aglcares. Alguns grupos apresentam fermentagiio vigorosa da glicose,
comoe Kluyveromyces, Saccharomyces, Torulaspora e Zygosaccharomyces, enguanio
outros, como Lipomyces ¢ Steripmatomyces sio estritamente ndo-fermentativos (VAN
DER WALT & YARROW, 1984). As leveduras dependem de fontes de carbono orgénico
para seu crescimento e obtengo de energia, sendo os carboidratos os nutrientes de maior
importincia. Alguns agiicares simples como a glicose, frutose e manose sfo assimilados
por todas as espécies estudadas (CARMO DE SOUZA, 1969), enquanto que alguns
oligossacarideos, polissacarideos, dlcoois primdrios, polidis, 4cidos orgénicos, pentoses,
tetroses, hidrocarbonetos e lipideos sfio utilizados seletivamente por algumas espécies
(PHAFF, 1990}. As leveduras sfio capazes de utilizar diversas fontes de nitrogénio para
seu crescimento. Normalmente apresentam habilidade de assimilar amonia, mas nem
semipre de assimilar nitratos, nitritos, aminas ou alguns aminoicidos. Muitos géneros sio
caracterizados pela incapacidade de utilizar o nittato como Saccharomyces,
Kluvveromyces, Pichia ¢ Debaryomyces, enquanto que nos géneros Hansenula,
Pachysolen, Citeromyces e Wickerhamiella todas as espécies utilizam o nitrato. Entre as
jeveduras imperfeitas podem ocorrer linhagens nitrato-positivo e nitrato-negativo, como
nos géneros Candida e Trichosporon (VAN DER WALT & YARROW, 1984},

O crescimento a temperaturas elevadas, em meios com altos teores de aglicares ou
cloreto de sédio, 0 requerimento de vitaminas, a susceptibilidade a certas drogas como a
cicloheximida ¢ a produgio de determinados metabdlitos sdo critérios também utilizados
na descriclio e classificaciio de leveduras, e sdo importantes uma vez que auxiliam no
agrupamento das linhagens de acordo com o habitat da levedura.

Embora muitos estudos sobre a caracterizagdo de leveduras jd tenham sido
elaborados, uma classificagdo perfeita € ainda um grande objetivo a ser alcancado. A
classificacdo ideal deve estar bascada na filogema destes microrganismos, Esta interacdo
classificagdo-filogenia € de grande importncia pois permite predizer similaridades
genéticas entre o8 microrganismos, fornecendo informagdes necessdrias para a descoberta
¢ avaliaco de parentescos entre linhagens e espécies, resultando em uma maior
compreensic da evolugdo das leveduras (KREGER-VAN RiJ, 1980; 1984a;
KURTZMAM, 1988}, Grandes progressos na taxonomia de leveduras vem ocorrendo em
fungiio do emprego de técnicas moleculares gue fornecem informagdes essenciais sobre a
composiciio quimica da parede celular e seqii€ncias de dcidos nucléicos e proteinas
{MEYER, 1991), o que t€m resultado na descoberta de novas espécies e rearranjos de

géneros e espécies jad conhecidos,



A determinagio da composigio de bases de DNA, estabelecida pela porcentagem
de guanina mais citosina (G+0), tem aberto novos caminhos para uma melhor separagio
das espécies de leveduras. KURTZMAN & PHAFF (1987). em uma revisio da
composigio de DNA de leveduras, mencionaram que leveduras ascomicéticas apresentam
um conteddo de G+C abaixo de 50% (entre 27-50%), enquanto que as basidiomicéticas
apresentam valores superiores (entre 50-70%), embora algumas espécies de ascomicetos
tenham sido encontrados com valores de G+C pouco acima de 50%. As leveduras
ascomicéticas sdo freqiientemente fermentativas e nfio possuem as enzimas urease e
DNAse. As leveduras basidiomicéticas, com raras excecdes, sio estritarmente oxidativas,
apresentam urcase © DNAse, € quando reagemn com o sal diazonium blue B (DBB)
revelam uma colorag@o vermelho-violeta,

Nos dltimos anos técnicas de identificacdo de leveduras foram aprimoradas e
novos géneros ¢ espécies foram descritos on rearranjados.

Os testes fisioldgicos DBB e hidrélise da uréia sdo de grande importdncia para
classificar e distinguir estados anamérficos de leveduras ascomicéticas e basidiomicéticas
(HAGLER & AHEARN, 1981). HAGLER & MENDONCA-HAGLER (1991)
propuseram um método alternativo em que estes testes séo realizados simultaneamente. A
reaglo positiva ocorre apenas para leveduras basidiomicéticas e seus anamérficos,

apresentando uma resultado rapido ¢ segaro,

Estudos realizados por FONSECA (1992) indicaram que a habilidade das
leveduras em assimilar dcido tartdrico tem valor taxondmico. A maioria das linhagens que
cresce em meios contendo dcido tartdrico como tnica fonte de carbono sio leveduras

basidiomicéticas. Poucas leveduras ascomicéticas utilizam estes compostos.

Recentemente, leveduras e “yeast-like-fungi” associados a substratos naturais,
pertencentes aos géneros Pichia ¢ Hansenula foram estudados e rearranjados em outros
géneros e sub-géneros, originados pela heterogeneidade do grupo e confirmado por
andlises taxondmicas mais profundas. Assim, o género Pichia foi dividido em dois sub-
géneros: Pichin e Hansenula. Sugeriu-se que linhagens com esporos em forma de chapéu
pertencentes aos géneros Pichia e Hansenula fossem consideradas do género Pickia. As
espécies de Pichia com esporos em forma de saturno foram exclufdas deste género e
mncluidas no género Williopsis. Foram excluidas também espécies de Pichig com esporos
globosos, que foram colocadas no género Zygopichia. As espécies com esporos em forma



de chapéu e formadoras de micélio verdadeiro foram colocadas no género Hyphopichia
(KOCKOVA-KRATOCHVILOVA et alii, 1989).

YAMADA & BANNO (1984) exclufram espécies anamorficas do género
Sterigmatomyces, que se teproduzem por conidios e niio desenvolvem balistosporos,
estabelecendo um novo género, Fellomyces. Mais tarde, o género Kurtzmanomyces foi
descrito constituindo-se de linhagens anteriormente denominadas de Fellomyces nectairei
(YAMADA et aiii, 1988a). YAMADA et alii (1988b) agraparam linhagens pertencentes i
Sterigmatomyces wingfieldii, descrevendo um novo género, Tsuchiyaea. Estes t8s novos
géneros (Fellomyces, Kurtzmanomyces e Tsuchivaea) apresentam gspécies produtoras de
conidias, que ndo desenvolvem balistosporos e s30 anamdrficas.

NAKASE et alii (1989) descreveram um novo género de leveduras,
Ballistosporomyces, constituido por duas espécies: Ballistosporomyces xanthus ¢
Ballistosporamyces ruber. Bssas leveduras foram isoladas respectivamente de folhas de
Acer rufinerve e Vitis ficifolia var. lobata, ¢ se reproduzem por balistosporos e
esterigmaconidias, mas nfo por gemulagio.

Uma nova espécie de levedura, Candida fragi, foi descrita por SUZUKI ez alii
(1991). Essa linhagem foi isolada em 1962 da fermentagfio de morangos, e estava
depositada em uma colegio de culturas como C. sake ou C. naralensis. A distingdo entre
C. fragi e as demais espécies foi possivel em fun¢io do emprego de novas técricas
guimiotaxondmicas,

Através da homologia e composigdo de bases de DNA, SPAAN er alii (1993),
descobriram wma nova espécie de levedura, descrita como Mixozyma vanderwaltii. Essa
linhagem foi isolada de um inseto encontrade em inflorescéncia de Protea repens no sul da
Africa. Estes autores propuseram urna nova chave de identificacio para as espécies do

género Myxozyma.



2.2- Microrganismos Contaminantes do Processo de Produgio de Alcool

Na obtencdo de dlcool pela fermentacio de matérias primas que contenham
carboidratos sdo realizadas duas operagdes distintas: a fermentagfo e a destilagfo. Delas
dependem a qualidade ¢ a quantidade de dlcool produzido. A fermentagio € uma etapa
importante do processo € envolve a transformagio dos agicares em 4dlcool através da agZo
de leveduras fermentativas. Nessa fase sdo inimeras as formas de perdas que contribuem
para a redugdo do rendimento ¢ da produtividade industrial. A destilagdo consiste na
separagdo do 4lcool produzido na fermentagiio, que quando bem controlada nfo causa
grandes perdas para o processo.

O processo de produgio de etanol utilizado pela maioria das usinas de agtcar €
dlcool € o Melie-Boinot, o gual baseia-se na alimentagfio semi-continua de uma série de
dornas de fermentagio onde se adiciona um indculo de leveduras proveniente de um ciclo
anterior. Neste processo a cana de agticar € lavada para a remocgio de solo ou impurezas
antes de se proceder a extra¢do do caldo, que € entfio wratado pelos métodos quimico
(calagem} e térmico. O mosto € constituido basicamente de caldo tratado e em alguns
casos de caldo suplementado de melago e nutrientes. Apés a adigio do indculo de
leveduras, os agticares do mosto 580 convertidos em dlcool, didxido de carbono € outros
subprodutes. O mosto fermentado (vinho levedurado) € centrifugado resultando em duas
fases, a fase leve (vinho delevurado} ¢ a fase pesada (leite). O vinho delevurado, rico em
dlcool, € direcionado a destilacfio, & o leite, rico em leveduras, € tratado com dcido
sulfiirico ¢ retorna ao ciclo seguinte (LIMA er alii, 1982; FINGUERUT er alii, 1983).

A utilizagfo de um inéculo de leveduras adequado € de extrema importincia para
o bom desenvolvimento do processo fermentativo, pois as leveduras estdo intimamente
relacionadas com a conversfio dos aglicares da matéria prima em dlcool. Portanto, 4
escolha do fermento de leveduras empregado pelas usinas de agicar e dlcool deve atender
a certos requisitos bdsicos, como: resisténcia s condigBes adversas do meio, estabilidade
¢ rapidez fermentativa, tolerdncia ao dlcool e boa produtividade,

A qualidade da matéria prima; a avaliacdo do controle microbioldgico; a selegio de
leveduras mais resistentes a alteracfes quimicas e fisicas; bem como a otimizagio da
fermentacdo alcodlica através do controle da temperatura, pH, composigio €
concentragdo de nutrientes no mosto, sdo alguns aspectos sugeridos por FINGUERUT et
alil (1983} para um melhor aproveitamento do processo fermentativo das usinas.



Segundo SERRA ¢ alif {1979), as pnimemas informagBes a respeito de
contaminantes da fermentagio alcodlica sdio descritas por Dejonghe em 1889, Guichard
ern 1896 ¢ Monvoison em 1910, relatande a ocorréncia de microrganismos em mostos de
grios € de beterrabas, e citando as fermentacBes lifica, acética ¢ butirica como
indesejdveis. Ainda de acordo com SERRA et alii (1979), Neves em 1938 constatou as
mesmas infecgbes acidentais em fermentagdes alcodlicas a partir de caldo de cana de
agticar e melago, inferindo a presenca de bactérias Jiticas, acéticas e butiricas no processo
fermentativo, ¢ descrevendo os principais sintomas caracteristicos de cada tipo de
comtaminagio, como acidez do mosto e diminuigdo da velocidade de liberagdo de gds
carbbnico.

As infecgdes acidentais, paralelas & fermentagfio alcodlica, podem provocar
problemas ao processamento, acarretando em perdas no rendimento alcodlico. Os géneros
de bactérias comumente associadas com essas fermentagSes sio Lacrobacillus ¢
Lencorostoc (fermentacio ldtica), Acetobacter (fermentagBo acética) ¢ Clostridium
{fermentagdo butitica) (GALLL 1961 apud GALLQ, 1990). Nos setores de fermentaco ¢
destilagdo os principais microrganismos encontrados s&o as bactérias ldticas promotoras
de fermentagtes indesejdveis (COPERSUCAR, 1983}

Segundo AMORIM & OLIVEIRA (1982) as bactérias contaminantes comumente
encontradas na fermentacdo alcodlica sfio Acetobacter, Lactobacillus, Clostridium,
Bacillus, Aerobacter, Streptococcus ¢ Leuconostoc, o que ocasiona uma diminuigio do
rendimento alcodlico ¢ da porcentagem de células de leveduras vidveis. GALLO (1990}
estudando a contaminacio bacteriana em leite levedurado antes e apés a adigio de HpS0,,
mosto resfriado e vinho final verificon uma maior predominincia de bastonetes Gram
positives identificados como Lactobacillus e Bacillus, Os géneros Micrococcus,
Pediococcus, Streptococcus, Staphylococeus, Leuconostoc e Enterobacter toram iselados

em menor fregiiéncia,

A preocupagdio com o0s contaminantes nos processos de fermentacdo estd
relacionada aos transtornos que tais microrganismos podem provocar. Nos dliimos anos,
diversos trabathos t8m sido conduzidos com o objetive de identificar as causas de redugio

da produtividade, e desta forma, aperfeigoar o processo de fermentago etandlica.



Um problema bastante comum encontrado no processamento devido a ago de
microrganismos € a formagio de goma. Muitas espécies de microrganismos produzem
polissacarideos capsulares e excretam suas gomas, elevando a viscosidade do caldo e
causando entupimentos nas tubulagBes, bombas, centrifugas, peneiras e trocadores de
calor (TILBURY, 1975}. Um microrganismo bastante estudado come produtor de goma é
o Leuconostoc mesenterpides. Ele transforma a sacarose e glicose em dextranas dando

formagfo a massa gelatinosa.

Aém do Leuconpstoc outros microrganismos sio também immportantes ¢ em
determinadas condigbes podem comprometer seriamente o processo de fermentagio.
Alguns géneros como Klebsiella e Enterobacter, habitantes naturais da cana de agicar,
sdo capazes de se desenvolver nos eguipamentos de extragdio e transporte do caldo de
cana, ¢ desencadear um processo de produgiic de goma. De acordo com YOKOYA
{1989), outras bactérias, pertencentes ao género Acefobacter, normalmente se
desenvolvern em equipamentos onde o contato com o ar € mais intenso. Para reduzir o
actimulo de gomas € necessdrio que haja boas condiges de sanitizaglo e limpeza dos
equipamentos, embora isto ndo evite o crescimento de microrganismos no caldo ¢

posterior contaminagio.

A floculaglo, formacg#o de flocos compostos de células de leveduras e bactérias, €
um outro problema que ocorre na fermentagio alcotlica levando a perdas significativas na
produtividade de dlcool (ROSE, 1980). A ocorréncia deste fendmeno pode ser causada
pela presenga de linhagens floculentas de Jeveduras e por bactérias contaminantes,
principalmente Lacrobacillus fermentum. O mecanismo de floculagio nio € totalmente
esclarecido, mas um modelo proposto é o "modelo das lecitinas”, no qual hd uma ligacio
especifica entre as proteinas (lecitinas) das células floculantes e os receptores da parede
celular das células bacterianas. Ha relatos de gque com a floculagdo aumenta o tempo de
fermentagio e diminui a superficie atil das células de leveduras, ocorrendo um decréscimo
no rendimento fermentativo de aproximadamente 15% (SERRA et alii, 1979).

Muitos microrganismos infeciantes na fermentagio alcodlica sdo provenientes do
solo e da flora epifita aderida a cana de agtcar e sio transportados até as destilarias onde
se multiplicam. O género Bacillus, habitante natural do solo, pode ser transportado aos
equipamentos de extragio do caldo através do solo aderido a cana de agtcar. Havendo
condi¢fes favordveis, estes microrganismos podem se multiplicar causando problemas ao
processamento da usina (YOKOYA, 1989).
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Estudos demonstram que as folhas e colmos de cana de agticar sadia podemn conter
cerca de 1042 10" bactérias/g ¢ 10° a 10 fungos filamentosos e leveduras/g (DUNCAN &
COLMER, 1964). Embora a cana sofra um processo de lavagem antes de ser submetida a
mMoAgHN, nem sempre este processo ¢ eficiente e muitos microrganismos podem ser
carreados por dguas contaminadas.

A gueima da cana de aglicar, uma pritica utilizada para facilitar o processo de
colheita e diminuir as impurezas vegetais, eleva a temperatura do caule a 55-85°C mas ndo
parece destruir bactérias termorresistentes. E o caso do género Lenconostoc, encontrado
com igual freqii€nela antes e depols da queima da cana (BEVAN & BOND, 1971).
Acredita-se que a cera que envolve o colmo da cana apresente uma atividade
bacteriostdtica e, com a sua retirada pelo calor awavés da queima da cana, os
MiCrorganismos possam crescer mais liviemente, utilizando como meio o préprio caldo
exsudato da cana.

Os processos de colheita da cana de agdcar e de extragio do caldo de cana podem
envolver a participagio de microrganismos contaminantes, em maior ou menor intensidade
dependendo do tipo ¢ das condigdes de operagbes utilizadas. Os contaminantes no setor
de extragdo do caldo de cana sdo essencialmente fungos filamentosos, leveduras, bactérias
iaticas e bactérias esporuladas. As bactérias acéticas sio normalmente encontradas em
moendas e peneiras {COPERSUCAR, 1983).

SILVA (1988) realizou um levantamento da variagiio quantitativa e qualitativa dos
microrganismos aerbicos presentes no caldo de cana clarificado, pasteurizado e pré-
resfriado, coletados na entrada e saida da torre de resfriamento em umna usina do Estado
de Sdo Paulo. Os resultados demonstraram que ¢ nimero € a variagio de contaminantes
aumentou paralelamente com uma pequena redugio dos valores de pH do caldo. Q
contaminante mais frequente foi Lactobacillus, segmdo de bactérias pertencentes 4 familia
Micrococcaceae, dos géneros Leuconostoc ¢ Bacillus e de linhagens pertencentes 3 famflia

Entercbacteriaceae, além de linhagens de leveduras.

Por apresentar altos teores de nutrientes orginicos e inorganicos, altos teores de
aguicares, a., pH e temperatura favordveis, o caldo de cana permite o desenvolvimento de
MICrorganismos  contaminantes por se tratar de um 6timo substrato de crescimento
(COPERSUCAR, 1983; GALLO & CANHOS, 1991). Os microrganismos presentes no
caldo padem ser originados nfio 56 da cana, como também de focos de contaminagdo das
moendas, difusores, esteiras e outros equipamentos. Apesar de ser um meio propicio, ndo
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sdo tados os microrganismos capazes de competir ¢ crescer no caldo de cana, O nilmero ¢
o tipo de microrganismo presente dependem das condigbes peculiares de cada etapa do
processo de fermentagdo, selecionando o desenvolvimento de certos grupos de
microrganismos. No caldo misto, que € wma mistura de caldos dos diferentes estdgio das
moendas, as bactérias laticas sdo altamente adaptadas a se desenvolverem devido ao pH
relativamente baixo. Por outro lado, altas temperaturas associadas aos valores de pH
scidos imitam o crescimento microbiano, mas favorecem o desenvolvimento de bacténas
termofilas esporuladas, como Bacilluy subtilis, B. stearothermophiius e espécies de
Clostridium (BEVAN & BOND, 1971; TILBURY, 1973; CLARK ef alif, 1980).

Além destes, outros fatores contribuem para o aumento da populagio de
microrganismos, como: falta de assepsia da sala de fermentacfo, falta de limpeza das
dornas e canalizacGes, refrigeragio insuficiente das domnas de fermentagio, dornas abertas
8 expostas a0 ambiente, austncia de controle da acidez e nutrientes do mosto (SERRA e
alif, 1979), variagbes nas formas de colheita, gualidade da cana de agicar, pragas e
doengas, condigbes climéticas oscilantes, armazenamento madequade do melago et
(GALLO & CANHOS, 1991,

A degradacio da sacarose por microrganismos pode resultar na formacfio de
acidos ldtico e acético. Estes dcidos orginicos juntamente com outros metabdlitos (dlcooils
superiores € polissacarideos) sfio indesejiveis e podem afetar a atividade fermentativa da
fevedura envolvida no processo (BEVAN & BOND, 1971; AMORIM & OLIVLEIRA,
1982; YOKOYA, 1989).

Estudos indicam que 13% da perda de sacarose na fermentagio alcodhica € devido
a inversic quimica, 25% devido 2 atividade de enzimas extracelulares € 62% devido ao
crescimento microbiano nas moendas. (TILBURY er afii, 1977). Teoricamente € possivel
eliminar essa perda de 62% de sacarose através de medidas adequadas de sanitizacdo.
Porém, na pratica esse limite quase nunca € atingido. Com o uso de métodos apropriados
de limpeza e aplicaciio correta de agentes antimicrobianos t8m-se conseguido reduzir em
17 a 35% as perdas de sacarose por causas microbianas (YOKOYA, 1989).

Para se obter um melhor rendimento na fermentagio € preciso que se d€ ac mosto
condighes que minimizem o desenvolvimento de microrganismos infecciosos, sem
interferir no metabolismo normal da levedura, Além de tratamentos higi€nicos preventivos,
estas condighes podem ser conseguidas com o uso de agentes antimicrobianos. Muitos

produtos quimicos e antibidticos sfo utilizados em baixas concentragBes na tentativa de
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controlar a infecgdo bacteriana na fermentagio alcodlica, sem interferir na capacidade
fermentativa da levedura empregada no processo. O 4cido sulfdrico € usualmente
empregado como agente de desinfeccio, podendo estar também associado com outros
tipos de produtos quimicos.

Uma associagiio de antibidticos recomendada € a de penicilina € cloranfenicol
{AQUARONE er alii, 1968).

Sato et alii (19802} utilizaram na desinfecgfio do mosto sulfato de aminosidina
lucensomicina na concentragio de 0,4 mg/l, porém sem apresentar nenhuma agio
antimicrobiana. Estudos comparativos de SATO er alii (1980b) mostraram que vinhos
levedurados de mostos tratados com diversas associagfes de antibiéticos, como penicilina
G potdssica, hexaclorofeno e cloranfenicol nas concentragdes de 1000 U, 4 mg ¢ 3 mg/l,
respectivamente, se mostraram  mais  eficientes que os antibidticos anteriores ¢
apresentaram rendimento alcodlico de 10 a 12% superiores aos vinhos nio tratados,

FURLETTI et alii (1981) estudaram a desinfecgio do melago de cana de agtcar
através da acfio antibidtica da penicilina cristalina V 4cida e de dois produtos contendo
como  priipio  ative  2-(tocianometiltio) benzotiazol e  2-hidroxietit  2,3-
dibromopropionato. Estes autores verificaram que as substincias pesquisadas nfo
interferem no processo biolégico da fermentagio, apresentando um grande potencial de
emprego na desinfeccio de usinas.

Para o controle do desenvolvimento de cocos & micrococos recomenda-se ¢ uso
de penicilina V dcida (AMORIM & OLIVEIRA, 1982).

Visando alcancar melhores resultados na produgio de dlcool, PATERSON er alii
(1988), avaliaram o processo de fermentagfo etandlica em wumna destilaria no Estado da
Parafba, Através de controles fisico-gnimicos e microbiolégicos do caldo de cana, vinho,
leite de levedura e fermento tratado, verificaram que o sistema convencional de
recuperagio de fermento com abaixamento de pH pela adicio de dcido sulfiirico
apresentou melhores resultados de eficiéncia, produtividade e rendimento da fermentacio,
quando foi utilizada a cepa Saccharomyces uvarum 1Z. 1904,
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O emprego de produtos quimicos e antibidticos em mostos de fermentagio, com ©
objetivo de impedir ou controlar o desenvolvimento de microrganismos contaminantes,
tem awmentado consideravelmente. Normalmente as usinas estdo equipadas para realizar
um controle preventive e corretivo de infecgles, mas devido a altas taxas de reprodugio
microbiana, nem sempre € possivel modificar as condigbes do processo industrial em
tempo suficiente, justificando-se 0 uso destes antibidticos, Na grande maioria, a utilizagio
de agentes aptimicrobianos visa controlar apenas ¢ crescimento bacteriano, e pouco € feito
em nivel de leveduras contarmnantes. Portanto, a simples tentativa na redugdo de bactérias
pode nao melhorar o rendimento alcodlico ¢ até mesmo agravar o problema da
contaminagdo. A aplicagiio destes produtos deve ser feita através de critérios rigorosos de
dosagem visando controlar a infecgio e evitando aplicag8es que levem ao estabelecimento

de microrganismos resistentes.

2.3 - Leveduras Contaminantes em Usinas de Aciicar e Aleool e em Outros Processos

Fermentativos

Para que o rendimento, a produtividade e a flexibilidade do processo de
fermentagio sejam maximizados, deve-se procuarar manter o equilibrio entre as populagbes
microbianas em meio favordvel &s leveduras, ¢ neste sentido o controle microbicldgico €
considerado um instrumento extremamente importante.

Estudos da biodeterioragdo da cana colhida demonstraram que a populagio
microbiana presente pode elevar-se em quantidades significativas. Lactobacilos, leveduras
¢ bactérias acidofilas apresentam uma relagdo direta entre o grau de contaminagdo e o
tempo de estocagem da cana. Os lactobacilos mostraram ser os principais MiCTOrganismos
respongdveis pela deterioracio da cana estocada por 10 dias. Alguns grupos de leveduras
foram também capazes de deteriorar a cana (TILBURY, 1968 agpud GALLO, 1950).

Estudando microrganismos presentes desde a cana verde até a fabrica, BEVAN &
BOND (1971) isolaram vérias bactérias (Bacillus cereus, Pseudomonas € Streptomyces),
alguns géneros de leveduras (Saccharomyces, Torula e Pichia) ¢ um fungo filamentoso
{Penicillium). Esses microrganismos metabolizam o agiicar rapidamente e sio resistentes a
temperaturas de 50-55°C. Os mesmos autores conseguiram isolar do colmo da cana vérias
espécies de Saccharomyces e bactérias do género Leuconostoc. Todos 0s microrganismos
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se mostraram muito ativos, revelando que as fissdes dos colmos constituem um excelente
substrato para o desenvolvimento de microrganismos. Do caldo de cana misto em
floculagiio detectaram a presenga de Leuconostoc mesenteroides e de uma levedura nfio
identificada, podendo se tratar de Hansenula ou Pichia. Esta levedura suplementa os
fatores de crescimento para o Leuconostoc, que em roca fornece um meto dcido.

LIMA et alii (1974) analisando a deterioracao do caldo bruto, caldo misto ¢ dgua
de embebicio, 1solaram e identificaram virias espécies de Bacillus e Leuconostoc, além de
Aerobacter aerogenes © Pseudomonas incognita. Dentre as leveduras encontradas
predominaram os géneros Candida (C. diddensii, C. fabiani, C. intermedia, C.
santamariae) ¢ Rhodotorula (Rh. pallida ¢ Rh. rubra), além de Cryptococcus kvetzingii,
Hansenula  polymorpha, Kloeckera corficis, Saccharomyces uvarum, Torulopsis
norvegica e Trichosparon cutaneum, isoladas pelo método de diluicdo em série, em meio
de YM égar.

Com o objetivo de se obter microrganismos mais adequados ae caldo de sorgo em
fermentacio natural, CEREDA er glii (1989) isolaram em meio de malte 4gar, 65
linhagens de leveduras identificadas e distribuidas em 7 géneros: Candida,
Saccharomyces, Hansenula, Zvgosaccharomyces, Pichia, Debaryomyces € Torulaspora.

Viras leveduras utilizam o melago como substrato para seu desenvolviments com
pouca ou nenhuma produciio de etanol. Ha relatos de que estas leveduras selvagens sdo
introduzidas como contaminantes nas usinas através da cana de agdcar, e encontrando
condigdes favordveis de desenvolvimento, se instalam em moendas, equipamentos cu em
galpdes de armazenagem, caso as condigBes de sanitizacio ndo sejam adeguadas
(YOKOYA, 1989).

Analisando amostras de melago de agtcar cristal € demerara armazenados durante
trés anos, SOUZA et alii (1977), vertficaram a presenca de 14 linhagens de leveduras,
sendo elas: Hansenula henricii, H. canadensis, Rhodotorula pallida, Sporobolomyces
roseus (isoladas do melago de demerara), Cryptococcus albidus var. albidus, Cr.
infirmominiatus, Candida  melinii,  Debaryomyces  camtarelli,  Qosporidium
margaritiferum, Rhodotorula graminis, duas linhagens de Torulopsis candida e duas
espécies de Torula (isoladas de melago de cristal). Estes autores constataram também a
presenca de vdrios géneros de bactérias ¢ fungos filamentosos, como Bacillus,
Enterobacter, Sarcina, Aspergillus, Penicillium, Cladosporium, Papulaspora, Monilia ¢
Gliocladium.
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Nem sempre a presenga de leveduras contaminantes implicam em problemas na
redugiic da produtividade industrial. Muitas vezes essas leveduras podem auxiliar e até
MeSmo serem promissoras no processo fermentativo, Para uma eficiente preoducio de
etanol a partir de carboidratos € necessdria a utilizacio de linhagens de leveduras com alta

capacidade fermentativa.

Novas linhagens de Saccharomyces cerevisiae foram isoladas do processo de
fermentaco de amostras coletadas em usinas alcooleiras no final da safra da cana de
agticar (BERTOLINI e alii, 1991). Estas linhagens apresentaram capacidade fermentativa
em altas concentragbes de sacarose em meio sintético, sendo bastante promissoras se

aplicadas em escala industrial.

A eficiéncia da produgio de etanol depende também da utilizacdo de linhagens de
leveduras tolerantes tanto ae etanol como a altas temperaturas (ROSE, 1980) e altas
concentragBes de acdcares (LALUCE et qlii, 1993). Muites tabalhos t€m sido
desenvolvidos com o propésito de selecionar de processes fermentativos leveduras
termotolerantes (GARCIA & ALCINA, 1981; BARWALD & HAMAD, 1984 apud
DFEAK, 1991; VAN UDEN, 1984; ANDERSON er alii, 1988) ou etancl-tolerantes
(BENITEZ et alii, 1983; CASEY & INGLEDEW, 1986; D'AMORE & STEWART,
1987; ERNANDES et alil, 1990).

Linhagens de leveduras selecionadas de usinas de agiicar e dlcool foram
examinadas quanto as habilidades de crescimento e fermentagio em moste de cana de
agdcar, até a producgio de dlcool em temperaturas de 40°C (LALUCE er alii, 1993).
Normalmente a temperatura étima para alta produgio de dlcool ocorre 5 a 10°C acima da
temperatura 6tima de crescimento celular; porém, em meios com alta concentracdo de
gtanol, a temperatura Stima para produgio de dlcoo! torna-se mais baixa.

GARCIA & ALCINA (1981), analisando a flora microbiana do bagago de cana de
agvicar, isolaram linhagens de Kluyveromyces ¢ Brettanomyces capazes de crescerem em
temperaturas de 40°C, além de viérios espécies do género Bacilius e Aspergillus.

Em trabalhos de BARWALD & HAMAD (1984 apud DEAK, 1991) amostras de
caldo de cana de duas usinas de cana de agtcar, 23 linhagens de leveduras pertencentes a
9 géneros e 11 espécies foram selecionadas. Dessas leveduras, 7 linhagens de

Kluyveromyces marxianus mostraram-se¢ tecnicamente importantes por serem tolerantes a
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temperaturas de 35°C. As outras linhagens nfc apresentaram caracteristicas
termotolerantes e nfio assimilaram a sacarose.

ANDERSON et alii (1988) selecionaram através do meio YM dgar leveduras
termotolerantes de usinas alcooleiras capazes de fermentar a sacarose em temperaturas
superiores a 400 C. Através da taxonomia numérica verificaram que dentre os 44 isolados,
33 faram identificados como Kluyveromyces marxianus var. marxigaus, alguns com
capacidade de crescer em temperaturas de 47°C. Outros isolados foram distribuidos entre
os géneros Candida, Debaryvomyces, Hansenula, Geotrichum e Saccharomyces.

Observacdes realizadas por D'AMORE & STEWART (1987} mosiraram que a
maioria das linhagens etanol-tolerantes ndo produz altas concentracdes de etanol e vice-

versa, indicando que estas caracterfsticas sfo independentes.

Novas linhagens de leveduras etanol tolerantes foram isoladas da fermentagao
etandlica para produgio de dlcool combustivel. Estudos revelam que essas linhagens
foram capazes de produzir e tolerar concentracbes de etanol acima de 20% na
fermentago do mosto de cana de agticar (ERNANDES ez alii, 1990). )

Estudos da biodeterioragdo da cana de agficar mostraram perda de at€ 0.5% do
teor de agicar e problemas de refinagfio, devido a contaminagfo por leveduras osmofilas,
capazes de crescer em valores de ay, abaixo de 0,65% (TILBURY, 1980}, As leveduras
foram isoladas em 4gar Scarr osmdéfilo e as principais linhagens identificadas como
Saccharomyces rouxii {(ap6s 3 dias de incubagfio) e Torulopsis candida (ap6s 5 dias de
incubagdo). Este meio restringe o crescimento de fungos filamentosos e bactérias, sendo
que leveduras ndo osméfilas apresentam crescimento mais lento, normalmente bem
superiores a 5 dias de incubagao.

Ainda de acorde com TILBURY (1980), durante o processe de produgfo de
agticares de beterraba ¢ de cana, leveduras encontram Gtimas condigbes de crescimento,
com ay entre 0,575 a 0,825. Com essas caracteristicas, leveduras osmofilicas
(Zygosaccharomyces rouxii, Debaryomyces hansenii, Candida etchellsii, C. versatilis e
C. gropengiesseri) e leveduras ndio osmofilicas (FPickia anomala, P. farinosa e
Saccharomyces cerevisiae) sio largamente encontradas nesses tipos de agtcares,

DEAK (1991) realizou uma revisdo extensiva a respeito de leveduras
contaminantes em diversos substratos, como frutas ¢ vegetais, sucos de frutas, cereais ¢
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produtos da panificagio, produtos processados ¢ fermentados, bebidas alcodlicas e

produtos com altas concentragdes de aciicares.

Alguns autores t8m se preocupado com a deterioragdo microbiana de agucares,
constatando ndo somente a deterioraciio do aglicar armazenado, como também a
decomposi¢do dos produtos manufaturados com este acticar. Os principais fatores de
deterioragio 840 o alto teor osmético dos cristais de agdicar e os baixos valores de a,., que
facilitam o ataque de microrganismos, principalmente fungos filamentosos e leveduras
xerotolerantes. Isto pode ser comprovado pelos estudos de JOLY (1968) que constatou
um elevado ndmero de fungos filamentosos (Penicillium, Syncephalastrum, Aspergillus,
Trichoderma e Mycelia) e leveduras em amostras de agticar mascavo. Dentre as leveduras
encontradas destacam-se Saccharomyces acidifaciens, Candida utilis, Torulopsis famara
¢ Rhodotorula glutinis.

Mais tarde, também em amostras de agiicares, verificou-se a presenga de fungos
filamentosos, leveduras e bactérias. Os géneros de fungos filamentosos de mafor
ocorréncia foram Penicillium, Aspergillus e Mucor, e de bactérias foram Leuconostoc,
Aerobacter, Sarcina, Micrococeus, Pseudomonas, Bacillus e Clostridium. As espécies de
leveduras encontradas nas amostras estudadas foram Saccharomyces rouxii, Sacch. bailii
var. osmophilus, Sacch. bisporus var. mellis, Sacch. rosei, Kluyveronyces marxianus | e
08 generos Torulopsis e Rhodotorulg (BIDAN & HEITZ, 1973).

Verificando a qualidade microbiolégica do agiicar cristal superior, SOUZA er alii
(1983), detectaram a presenga de coldnias de Aspergillus niger, Penicillium sp,
Rhodotorula pilimanae e micélios estéreis em 4 diferentes marcas de agiicar encontradas
comercialmente no Estado de 830 Paulo.

TOKUOKA er alii (1985) isolaram de 265 amostras de produtos agucarados
diversas linhagens de leveduras. Zygosaccharomyces rouxii apresentou o maior indice de
freqiiéncia entre os isolados. Em 10 amostras de agtficar bruto ¢ refinado, ¢ em 125
amostras de melago, encontraram espécies de Schizosaccharomyces octosporus, Schiz.,
pombe, Torulaspora globosa, Candida mannitofaciens e diversas linhagens de
Zygosaccharomyces rouxii.

Virios estudos sobre a fermentago da producio de vinho relatam a ocorréneia de
leveduras selvagens nlo-Saccharomyces, oriundas das préprias uvas, como é o caso de
Hansentaspora uvarum, Kloeckera apiculata, Candida stellata, Issatchenckia orientalis,
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Metschnikowia pulcherrima e Pichia anomala (GOTO & YOKOTSUKA, 1977; KISH et
alii, 1983, FLEET et alii, 1984; PARISH & CARROLL, 1985; HEARD & FLEET,
1986), resultando e uma microflora mista. O fator determinante na composiciio dessa
microflora de leveduras estd relacionado com o aumento na concentracio de dlcool devido
a fermentacio.

Pesquisas sobre a ccorréncia de leveduras na fermentagdo de vinho revelaram que
40 a 72% da populagio era composta por Hanseniaspora uvarum, 13 a 19% por Candida
stellata e a espécie Metschnikowia pulcherrima apresenta um baixo indice de fregiiéncia
(GOTO & YOKOTSUKA, 1977). Mais tarde, PARISH & CARROLL (1985) verificaram
a predomindncia de H'spora uvarum nos estagios iniciais da fermentago de vinho. Qutras
dez espécies pertencentes a seis géneros também foram isoladas: Hansenula osmophila,
Candida albicans, C. edax, C. humicola, C. sake, Lodderomyces elongisporus, Pichia
membronaefaciens, Rhodotorula glutinis, Rh. minuta e Saccharomyces cerevisiae.

MORA e alii (1988) analisaram qualitativa e quantitaivamente as leveduras
presentes em mosto fermentado para a produgéio de vinho e selecionaram a partir de YM
dgar vdrias linhagens contaminantes. Enfre elas a mais predominante foi Candida stellata,
seguida de C. pulcherrima, Kloeckera apiculata, Kl japonica, Khiyveromyces
thermotolerans, Issaichenkia terricola, Debaryomyces hansenii, Zygosaccharomyces
rouxii ¢ Cryptococcus albidus.

YANAGIDA ef alii (1992) realizaram um levantamento da flora de leveduras em
uvas associadas ao processo fermentativo, o que contribui para a discusso sobre a
microflora do vinho, Analisando 11 amostras de uvas pertencentes a guatro variedades
diferentes, constatou-se as espécies Kloeckera apiculaia, Hanseniaspora occidentalis,
Cryprococcus  albidus, Cr. laurentii, Rhodotorula glutinis, Rh. minuta, Candida
pilcherrima, C. steatolytica € mais 4 espéeies de Candida ndo identificadas.

A maioria das leveduras contaminantes na fabricacdo de cervejas € pertencente ao
género Saccharomyces, como € o caso de Sacch. exiguus e Sacch. cerevisiae. Apenas 20
a 30% das contaminagbes s&o membros de outros géneros, como Dekkera (D. intermedia
e D. anbmala), Candida (C. boidinii ¢ C. sake), Pichia (P. jadinii ¢ P.
membranaefaciens), Debaryomyces hansenii, Hanseniaspora wvarum, Kluyveromyces
marxignus, Rhodotorula glutinis e Saccharomycodes ludwigii (BACK, 1987 apud
DEAK, 1991).
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2.4- Meios de Cultura para Detecciio de Leveduras em Processos Fermentativos

Virios meios de cultura sio recomendados para a enumeragio de leveduras em
hebidas alcodlicas, como Extrato de Malte, Oxitetraciclina Glicose Extrato de Levedura,
Rose Bengal Cloranfenicol, YM, Universal Beer, Orange Serum ¢ WLN (THOMAS &
ACKERMAN, 1988). Estes meios no sio seletivos para leveduras e nem sio especificos
para leveduras contaminantes de bebidas alcoblicas, porém apresentam resultados

satisfatdrios.

Muitos meios de cultura t8m sido desenvolvidos com o propésito de selecionar
diferenciar leveduras do género Saccharomyces e ndo-Saccharomyces de processos de
fermentacdo de vinhos e de cervejarias, j4 que nesses processos o nimero de leveduras

contaminantes também € alto, e o controle da linhagem ¢ essencial para obtenglio do

bugqué e sabor das bebidas.

O emprego de compostos inibitérios ou nutrientes especificos aos meios de cultura
permitemn o desenvolvimento de apenas alguns grupos de leveduras. Espécies selvagens de
leveduras Saccharomyces sio detectadas em meios com cristal violeta em suas
formulagBes, por exemplo, Schwarz Differential Medium (SDM), Cristal Violeta dgar, Lin
4gar ¢ Lin dgar modificado. Para diferenciar leveduras nio-Saccharomyces o meio Lisina
dgar ¢ amplamente usade em processos fermentativos. Esse meio contém essencialmente
lisina como Gnica fonte de nitrogénio, o que impede o crescimento da maioria das espécies
de Saccharomyces, por inibir a sintese de aminodcidos pelas leveduras. Uma desvantagem
do meio Lisina dgar é que ele muitas vezes permite o crescimento de espécies do género
Saccharomyces, que ndo se desenvolvem em meios com cristal violeta, assim como meios
com cristal violeta muitas vezes permite também o crescimento de leveduras ndo-
Saccharomyces (TAYLOR & MARSH, 1984).

Um meio contendo etanoel e bisutfito (ESY 4gar) foi desenvolvido por KISH ez alii
(1983) para suprimir o crescimento de leveduras nfo-Saccharomyces e permitr a
contagem do género Saccharomyces durante os primeiros estdgios de fermentagfo do
vinho, HEARD & FLEET (1986), analisando um meio seletivo para a enumeragic de
leveduras durante a fermentagio do vinho, determinaram que o meio Lisina dgar permite o
desenvolvimento de espécies ndo-Saccharomyces como, Kloeckerg apiculata, Candida
stellata © Saccharomycodes ludwiggi, supriminde o crescimento de Saccharomyces
cerevisige, RODRIGUEZ (1987) desenvolveu um sistema de identificagdio baseado no
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crescimento de leveduras contaminantes de vinho em meio livee de pantoienato ¢ Lisina

dgar.

Meios seletivos e diferenciais sdo utilizados com bastante freqiléncia em inddstrias
de cerveja para detectar leveduras contaminantes em seus processos. Muaitos desses
estudos foram revisados por LIN (1975), LONGLEY e¢f alii (1978), HARPER (1951) ¢
HOPE (1987). Dentre estes meios destacam-se o Lisina dgar, Cristal Violeta 4gar,
Schwarz Differential Medium (SDM), Wallerstein Laboratories Nutrient (WLN), Lin dgar,
Actidiona dgar, Sulfato de cobre dgar, entre oufros.

Analisando a contaminagfio de cervejas, LIN (1975} testou a eficiéncia de 5 meios
diferenciais para o isolamento de leveduras selvagens: Cristal Violeta, SDM, Lin, Ligina e
Actidiona. Os melos Cristal Violeta, SDM e Lin mostraram-se indicados para o
isolamento de leveduras selvagens pertencentes ao género Saccharomyces. O meio Lin
apresentou melhores resultados detectando linhagens de Saccharomyces como Sacch.
willianus, Sacch. pastorianus, Sacch. diastaticus, Sacch. cerevisige var. ellipsoideus ¢
Sacch. fragilis. J& os meios Actidiona e Lisina sdo indicados para a selegdo de leveduras
selvagens nfo-Saccharomyces, porém o meio Lising mostrou-se mai§ promissor,
detectando Candida mycoderma, C. pseudotropicalis, Breftanomyces bruxellensis,
Kiveckera apiculata, Pichia membranaefaciens etc. Portanto, segundo este autor, os
meios Lising e Lin foram mais eficientes para a detecgio de leveduras selvagens em

cervejaria.

LONGLEY ez glii (1978}, na intenciio de facilitar o controle microbiolégico e de
encontrar melhores resultados na detecgéio de leveduras contaminantes em cervejaria,
modificaram os meios de Cristal Violeta dgar e WLN dgar adicionando uma mistura de
ergosterol + Tween 8. Essa nova composigdo estmulou o crescimento do gé€nero
Saccharomyces, permitinde o desenvolvimento de ¢olonias malores que a de outros

géneros.

Analisando os microrganismes presentes na cerveja, HARPER (1981) verificou a
presenca de bactérias acidéfilas, coliformes e inhagens do género Zymomonas, Através do
meio WLN acrescido de 25 ppm de clorotetraciclina, ele isolon védrias leveduras
pertencentes aos géneros Saccharomyces, Hansenula, Pichia, Torulopsis, entre outros.
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Estudos comparativos na detecgfio de leveduras contaminantes em cervejaria
demonstraram que os meios Lisina dgar, Sulfato de Cobre dgar e Pantotenato dgar foram
bastante confidveis na busca de leveduras selvagens nfio-Saccharomyces. No entanto,
estes meios avaliados ndo foram promissores em relagiio a leveduras selvagens do género
Saccharomyces (ROCKEN & MARG, 1983 apud DEAK, 1991).

HOPE (1987) também sugere o uso dos meios Lisina ¢ Lin para o isolamento de
leveduras selvagens de cerveja. Este mesmo autor constaton gue o 4cido cindmico,
quando adicionado ao meio de cultura em concentrag8o de 100 pg/mi, consegue
selecionar um grande ndmero de leveduras contaminantes do processo de produgdo de

cerveia.

Devido a escassez de literatura sobre metodologia para a sele¢do de leveduras
contaminantes da fermentagio alcodlica, OLIVEIRA & PAGNOCCA (1988) analisaram
vérios meios de culturas utilizados em cervejarias ¢ os adaptaram para usinas de aglicar e
dicool. Os meios utilizados foram: WLN {(Wallerstein Laboratories Nutrient Agar) para
contagem total de leveduras; WLD (Wallerstein Laboratories Differential Agar) com
adicio de actidiona, para contagem de leveduras selvagens ndo-Saccharomyces
cerevisice; Lisina dgar indicado para detectar leveduras selvagens ndo-Saccharomyces;
Lin 4gar modificado pela adicio de ergosterol + Tween 80 e pela alteragdo na
concentragde de cristal violeta, indicado para Saccharomyces; ¢ Nakagawa dgar para
detectar Sacch. diastaticus, contaminante de cerveja. Estudando usinas que operam com
linhagem de Sacch. uvarum, selecionaram do fermento centrifugado, fermento tratado ¢
do mosto em fermentaciio, linhagens de Sacch. cerevisice (WLN e WLD), Candida
famata (Lin dgar e Nakagawa dgar) ¢ Hansenula anomala (Nakagawa dgar).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 - Coleia das Amostras

As amostras utilizadas para o desenvolvimento deste trabalho foram coletadas no
decorrer da safra 92/93 de cana de agticar, em duas vsinas: Usina Costa Pinto S/A Agicar
e Alcool, localizada na cidade de Piracicaba (SP) e Usina Acncareira Santa Cruz S/A,
localizada na cidade de Capivari (SP). As duas usinas em estudo utilizam como fermento
inicial o IZ 1904 por apresentar condigGes propicias para a fermentacfo alcodlica. Esse
fermento € uma linhagem de Saccharomyces uvarwn, atualmente classificada como
sinbnimo de Saccharomyces cerevisicge (KREGER-VAN R, 1984b), obtido pelo
Instituto Zimotéenico "Prof. Jayme Rocha de Almeida” da Escola Superior de Agnicultura
"Luiz de Queiroz”, da Universidade de Sdo Paulo, em Piracicaba, SP.

No perfodo de maio a novermnbro de 1992 foram realizadas seis coletas de amostras
de mosto, vinho levedurado ¢ leite levedurado utilizadas para o isolamento de leveduras
contaminantes do processo fermentativo nas duas usinas de agdcar ¢ dlcool. As coletas
foram definidas em um niimero de wés coletas por usina, sendo a primeira coleta no inicio
da safra 92/93, a segunda coleta em um periodo imtermedidrio da safra ¢ a terceira coleta
no final da safra, totalizando 6 coletas de amostras.,

As coletas na Usina Costa Pinto S/A Agicar ¢ Alcool foram realizadas nos dias 07
de maio (62 dia de safra), 24 de junho (492 dia) e 09 de outubro (1492 dia) e as coletas na
Usina Agucareira Santa Cruz S/A realizadas nes dias 01 de junho (72 dia), 15 de jutho
{519 dia) e 03 de novembro (1628 dia).

As amostras foram acondicionadas em frascos de vidro (500ml) estéreis e suas
respectivas temperaturas foram determinadas no local de coleta. As amostras foram
transportadas ao laboratério em recipiente de isopor com gelo, onde foram imediatamente

processadas, em um perfodo méximo de 8 horas apés a coleta.

Assepticamente foi separada uma aliguota de cada amostra para determinagio do

pH e Brix.
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3.2 - Processamento das Amostras

As amostras coletadas foram submetidas a dilui¢Ges seriadas e plaqueamento em
diferentes meios de cultura. Apds a contagem do nimero de unidades formadoras de
colbnias (UFC’s) foi realizado o isolamento, a purificagéio e a identificacfio das linhagens

Tepresentativas.

3.2.1 - Contagem de Microrganismos

Para a contagem dos microrganismos, as amostras foram submetidas a diluigBes
decimais em série, seguindo o método de transferéncia de 1 mi da amostra para tubos de
ensaio com 9 mi de dgua destilada estéril, até atingir as dilui¢Oes adegquadas. As diluighes
10-1 2 10-8 foram plaqueadas em superficie.

Foram utilizados os seguintes meios de cultura:

. WLN agar
5,0% de glicose, 0,055% de KH,PO,, 0,0425% de KCl, 0,0125% de CaCl,.2H,0,
0,0125% de MgS0.7H0, 0.00025% de FeCli.6H0, 0,00025% de
MnSO,.4H,0, 0,5% de casitona, (,4% de extrato de levedura, 0,0022% de verde
de bromoecresol e 2,0% de 4gar, pH=3,5.

» WLDdgar

WLN dgar suplementado de actidiona a 2,5 ppm.

Lisina Agar

1,17% de YCB, 0,1% de Lisina e 2,0% de 4gar.

. Lin 4gar

0,4% de extrato de levedura, 0,2% de extrato de malte, 0,2% de peptona, 1,0% de
glicose, 0,1% de K:HPOQ,, 0,05% de NH,CI, 0,0006% de cristal violeta, 0,01% de
fucsina sulfito e 2,0% de dgar.

Para inibir o crescimento de bactérias utiizou-se dcide nalidixico e ampicilina a
uma concentragio final de 50 ppm para cada antibibtico. As placas, em duplicata, foram
incubadas a 30°C por um perfodo de 3 a 7 dias e as coldnias foram contadas.
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3.2.2 - Isolamento ¢ Parificacio de Leveduras

Apés a contagem dos microrganismos, coldnias de diferentes meios de cultura
foram selecionadas de forma & compor uma amostragem representativa da micrebiota
contaminante das amostras examinadas. As coldnias morfologicamente distintas foram
assepticamente transferidas para seus respectivos meios de isolamento, repicadas pelo
método de estrias de esgotamento, purificadas e codificadas, Apds a incubagio a 30°C
por 48-72 horas, foram caracterizadas quanto & coloragfo, britho, textura, superficie,
forma, margem e elevacio das colfnias. Os ¢6digos das culturas isoladas e purificadas se
encontram listados nos ANEXOS 1 ¢ 2.

As culturas das placas de isolamento foram submetidas a urna segunda purificagdo
pelo método de estrias de esgotamento em meio de GYP “Sabouraud” dgar (2.0% de
glicose, 0,5% de extrato de levedura, 1,0% de peptona e 2,0% de dgar). Apds a incubagio
a 27°C por 72 horas, as colfnias foram caracterizadas, em estereoscOpio, quanto a

coloracfo, brilho, textura, superficie, forma, margem e elevagio das colnias.

As colfnias foram transferidas também para caldo GYP “Sabourand” (2,0% de
glicose, 0,5% de extrato de levedura e 1,0% de peptona) e incubadas a 27°C por 24
horas. Apés este periodo a pureza das linhagens foi constatada através de exame

microscdpico em preparagio de 1amina a fresco,

3.2.3 - Preservacio dos Isolados

A minimizacio de perdas da viabilidade das culturas, visando a estabilidade das
caracteristicas genéticas e propriedades industriais das hinhagens, foi obtida utilizando-se
de trés métodos distintos de preservagfo: repique ¢ armazenamento a 4°C, preservagdo
em Sleo mineral e hofilizagdo.

As culturas puras foram transferidas para tubos inclinados contendo meio GYMP
agar (2,0% de glicose, (,5% de extrato de levedura, 1,0% de extrato de malte, 0,2% de
fosfato de sédio monobdsico ¢ 2,0% de dgar, pH=5,5) (HAGLER, 1978) e apds o
crescimento das lnhagens foram estocados a 49C. Essas culturas foram reativadas
pertodicamente para identificagio.

25



As culturas foram também submetidas ao processo de preservagio em Oleo
mineral, que consisie no crescimento das linhagens em tubos inclinados de GYMP dgar
por 24 horas e estas enifio sdo recobertas com uma camada de Sleo mineral estéril e
mantidas a temperatura ambiente,

Para evitar a possibilidade de perdas as culturas foram também depositadas na
Colecdo de Culturas Tropical e preservadas pelo método de hofilizagBo de acordo com
KIRSOP & SNELL (1984). Os c6digos das linhagens depositadas na Cole¢io de Culturas
Tropical (CCT) estio listados no ANEXO 2.

3.3 - Caracterizacao das Leveduras

O estudo taxonOGmico das leveduras foi efetuado utilizando-se a metodologia
recomendada por LODDER (1970), KREGER-VAN RIJ (1984b) ¢ BARNETT er alit
(1983 e 1990), gue consiste na classificagio baseada em caracteristicas de reprodugio
vegetativa, reprodugio sexnada e testes fisiolégicos e bioquimices. Além destas Hteraturas
hasicas, ontros frabalhos dedicados 2 identificacdo de leveduras como HAGLER &
MENDONCA-HAGLER (1991), MORAIS (1991) e ROSA {1993) também foram

consuliados,

Utilizou-se a técnica de "replica plate” (replicac@io multipla) para os testes de
assimilacdo de compostos de carbono e nitrogénio, produgdo de esporos sexuals,
formagfio de balistosporos, resisténcia & cicloheximida, crescimento em meio sem
vitaminas, osmotolerincia a 50% de glicose e a 10% de Na(l, produgio de dcidos a parir
da glicose, sintese de compostos amilGides ¢ a reagdo com DBB (Diazonium Blue B). No
caso de dividas na interpretaciio dos resnltados, os testes foram repetidos em tubos de
ensaio, especialmente para os testes de produgdo de dcidos e da assimilagio de compostos

nitrogenados, como nitrato de potdssio.

A técnica de “replica plate” consiste na replicagiio simultinea de 235 linhagens
diferentes contidas em uma placa matriz com o auxilic de um multinoculador (FIGURA
1a, 1b). Este sistema foi desenvolvido no Laboratdrio de Taxonomia e FEceologia
Microbiana do Institute de Microbiologia da U F.R.J. (HAGLER, 1978).
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O inéculo utilizado para estes testes foi preparado a partir de culturas crescidas em
GYP “Sabourand”™ dgar por 48 horas, que foram transferidas para tubos com "Yeast
Nitrogen Base" (YNB) 10x (6,7g em 100ml de d4gua destilada), contendo 0,1% de glicose,
onde permaneceram por S dias a 279C, sendo agitados diariamente para exawrir suas
reservas nutritivas. Decorrido esse perfodo, aliquotas de cerca de 0,3 ml dessa suspensiio
celular foram transferidas para os orificios da placa matriz do multinoculador, para serem

inoculadas nas placas-testes.

Linhagens de Candida versatilis (CCT 0098), Saccharomyces cerevisinge (CCT
0770), Kluyveromyces lodderi (CCT O777), Schizosaccharomyces pombe (CCT (780),
Trichosporon beigetli (CCT 1903, Candida krusei (CCT 2635), Pichia pastoris {CCT
2644) e Hansenula anomala (CCT 2648) foram utilizados como culturas-padrdo para

confirmagio e comparacfo dos resuitados.

Para a apresentagio dos resultados referentes 2 identificagiio das leveduras foram
utilizadas as seguintes notages: (+) resposta positiva 3 prova; (-) resposta negativa a
prova; (1) resposta lenta & prova; {f) resposta fraca & prova; (¢) coldnia creme; (b) coldnia
branca; (be) colénia brancoe-creme; (v) coldnia vermelha; (bm) brotamento muitilateral;
{bb) brotamento bipolar e (nd) resultado ndo determinado.

3.3.1 - Caracteristicas da Reproducio Vegetativa
3.3.1.1 - Morfologia das cflulas vegetativas

Arranjo, forma das células e o tipo de divisdo celular apresentados pelas culturas
foram observados através de andlise microscopica das linhagens crescidas em meio ligitido
(caldo GYP “Sabouraud™) a 27°C por 24 horas. Caracteristicas como formagfio de anel,
pelicula e sedimento também foram observadas em perfodo de 7, 14 e 21 dias.

As caracteristicas de colorago, britho, textura, superficie, forma, margem ¢
elevacio das coldnias em meio s6ldo foram observadas tanto em GYP “Sabouraud” dgar
como em meio de isolamento (WLN dgar, WLD dgar, Lisina dgar ou Lin dgar), através de
estereoscopio, apds a incubacgio a 309C por 48-72 horas.
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3.3.1.2 - Microcultivo

Algumas leveduras apresentam & caracteristica de formar pseudomicélios, micélios
verdadeiros e/oun artrésporos em determinados meios de cultura.

Culturas de leveduras foram inoculadas na forma de um risco em placas de Pemi
contendo meio de CMA (Corn Meal Agar - Difco) e recobertas com laminulas estéreis
para a observagio destas caracteristicas. As placas foram incubadas a 279C e observadas
em microscGpio dptico apés 5 a 7 dias de incubagfo. Em algumas linhagens fol possivel
também verificar a formagio de esporos sexuais.

3.3.1.3 - Formacio de balistosporos

A formagio de balistosporos foi verificada utilizando-se da t€cnica de dois fundos
de placas de Petri unidas com fita adesiva, umna contendo melo pobre (CMA) e outra
contendo meio rico (GYP “Sabouraud” dgar). As culturas, inoculadas no meio CMA
através da téenica de “replica plate” descrita no itern 3.3, foram incubadas a 27°C por 3 a
4 semanas, com o meio CMA na parte superior, para gue, na presenca de balistosporos,
estes descarregassem seus esporos no meio GYP “Sabouraud” Agar, e entlo pndessem ser

observados macroscopicamente e posteriopmente ao microscépio éptico.

3.3.2 - Caracteristicas da Reproducho Sexuada

A produgiio de esporos sexuais foi verificada aravés de andlise microscépica das
linhagens desenvolvidas nas placas com meio de isolamento,

As culwras de leveduras foram também inoculadas nos meios de Acetato dgar de
Fowell {0,5% de acetato de sédio wihidratado, 2,0% de dgar, pH=6,5~7,0), YM d4gar
{0,3% de extrato de levedura, 0,3% de extrato de malte, 0,5% de peptona, 1,0% de
glicose ¢ 2,0% de dgar) e CMA ntilizando-se da técnica de "replica plate” descrita no item
3.3 para a observagio da produgfo de esporos. Apds a incubagio a 27°C por 5 a 7 dias,
foi verificada a produgio de esporos ao microscipio 6ptico em preparagio a fresco,
anotando-se o tamanhe € a forma dos ascos e ascOsporos, o ntmero de ascsporos por
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asco, 2 deiscéncia dos ascos, bem como a presenca ou auséneia de conjugacio. No caso
da ndo produgio de esporos, a cultura foi novamente incubada por um periodo de um
més, e 18minas foram preparadas periodicamente para a verificag@o destas caracteristicas.
QOutros melos de esporulacdo como Gorodkowa dgar e MEA também foram utilizados.
Em casos de suspeita, com dificil visnalizacdo dos esporos, foi adotada a técnica de
coloracio de esporos pelo método de Virtz para sua confirmacio. Este método consiste
na coloragio das células de levedaras fixadas em ldmina de vidro com selugio de 5,0% de
verde de malaquita a 80°C (aquecimento em bico de Bunsen) por 60 segundos, seguido da
lavagem em dgua corrente por 30 segundos e posterior coloragiio com solugfio de 0,5% de
safranina por 30 segundos a temperatura ambiente e lavagem com dgua corrente. As
células vegetativas coram-se em vermelho e os esporos sexuais em verde.

3.3.3 - Caracteristicas Fisiologicas e Bioguimicas

Estabelecida a pureza e determinadas as principais caracteristicas morfoldgicas da
culturas, foram realizados os testes para a verificagio das principais caracteristicas

fisiologicas e bioguimicas.

3.3.3.1 - Fermentacao de carboidratos

As linhagens foram testadas quanto a habilidade de fermentar diferentes
carboidratos. As culturas que demonstraram capacidade em fenmentar micialmente a
glicose foram em segunida testadas quanto & capacidade de fermentar alguns dissacarideos
(sacarose, maltose ¢ lactose), trissacarfdeo (rafinose) e hexose (galactose). Os
carboidratos foram preparados em solugles estogues a 6%, com excegdo da rafinose a
12% ¢ foram esterilizados por filtracdo (Millipore) em membranas de celulose (0,221m de
porosidade).

O poder fermentativo das linhagens fol verificado em tubos de ensaio com tubos
de Durham invertidos, contendo 2ml de Meio Basal (0,45% de extrato de levedura, 0,75%
de peptona e solugio de azul de bromotimol até a coloragfio verde-garrafa) acrescido de
imi do carboidrato em estudo. Os tubos foram moculados com 0,1ml de uma suspensido
celular densa de culturas de 24 horas crescidas em GYP “Sabouraud” 4gar ¢ incubados a
27°C. As leituras foram realizadas diariamente observando a produgio de dcido através
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da mudanga de coloragio do meio basal para amarelo, e a formagio de gds capturado no
interior do tubo de Durham. As observagOes foram feitas por um perfodo méximo de 21
dias,

Para efeito de identificagio s6 foram considerados positivos os tubos que
apresentaram produgio de gds. A quantidade de gds produzida e a velocidade de
producio indicaram o potencial fermentativo das linhagens e o registro dos resultados foi

feito considerando-se:
. Positivo: quando o tubo de Durham continha de 1/3 a 3/3 de gds em 1 a 3 dias de
incobacdo

. Lento: quando o tubo de Durham continha de 1/3 a 3/3 de gds em perfodo superior 2 3

dias

» Fraco: quando o tubo de Durham continha apenas bothas de gas

. Negativo: guando ndo havia a produgio de gas

3.3.3.2 - Assimilacao de compostos de carbono

Para a caracterizagdo das linhagens isoladas foram testados as seguintes fontes de
carbono;
. Hexoses: glicose, galactose, L-sorbose, L-ramnose
. Dissacarideos: sacarose, maltose, celobiose, trealose, lactose, melibiose
« Trissacarideos: rafinose, melizitose
« Polissacarideos; antido solivel, inulina
. Pentoses: D-xilose, L-arabinose, D-arabinose, D-ribose

. Alcoois: eritritol, ribitol (adonitol), D-manitol, inosito], metanol, etanol, glicerol,
galactito] {dulcitol), D-glucitol (sorbitol)

- Acidos orginicos: dcido succinico, dcido citrico, 4cido DI-latico

. Glicosideos: o-metil D-glicosidio, salicina
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As fontes de carbono foram preparadas em solugdes estoque & 5%, com excegdo
da rafinose a 10% e foram esterilizadas por filragdo em membranas de celulose (0,22um
de porosidade) através de filtro Millipore. Todas as fontes de carbono foram utilizadas em
uma concentragio final de 0,5%, exceto a rafinose, que foi utilizada a 1%. As solugles de

acidos orgénicos tiveram seus pHs ajustados para 3,6

A inoculagdo foi feita através da técnica de “replica plate”, descrita no item 3.3, em
placas de Petri contendo “Yeast Nitrogen Base" 10x (YNB) e a solugle estoque do
composto de carbono a ser testado, acrescidas de 2% de dgar. Foram inoculadas também,
placas com YNB #gar + glicose como controle positivo € placas com YNB dgar (sem a
fonte de carbone) como controle negativo. As placas, inoculadas a partir da placa matriz,
foram incubadas a 270C.

As leitaras foram realizadas com 7, 14 ¢ 21 dias, adotando-se wma escala de O a 3
para avaliagio do crescimento, considerando ndio somente o difimetro da coldnia, mas

também a densidade e o vigor do crescimento, baseado no seguinte critério:

3+: quando a densidade da coldnia fol aproximadamente igual ao controle positivo {meio
com glicose);

2+: quando a densidade da colbnia foi inferior ao controle positivo, porém bastante

superior ao controle negativo {meio sem glicose);
1+: quando houve pouco crescimento, porém superior ao conirole negativo;
0: negativo, quando o crescimento foi semelhante ao controle negativo.

Para efeito de identificagio foram censiderados como positivos os resultados 3+ ¢
2+. O resultade 1+ foi considerado fraco e o resultado 0 como negativo.
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3.3.3.3 - Assimilagiio de compostos de nitrogénio

A capacidade de utilizar alguns compostos nitrogenados como tnica fonte de
nitrogénio foi detectada pela téenica de "replica plate” utilizando-se o meio "Yeast Carbon
Base” (YCB) 10x (11,7g em 100ml de 4gua destilada) acrescido de 2% de dgar e de
solughes estoques das seguintes fontes de nitrogénio:

« Nifrato de potdssio 0,782/100ml
+ Nitrito de sédio 0,26g/100ml
» L-Lisina 0,56g/100ml
» Etilarmina 0,642/100ml

Como controle positivo foram utilizadas placas com YCB 4gar + glicose, e como
controle negativo placas com YCB dgar (sem fonte de nitrogénio),

A inoculaglio, as leituras e os resultados foram verificados da mesma maneira que

na assimilagfo de compostos de carbone.

3.3.3.4 - Resisténcia i cicloheximida

A habilidade das leveduras em suportar altos teores de cicloheximida (actidiona)
foi verificada utitizando-se da téenica de "replica plate”. A cicloheximida foi testada nas
concentragbes de 100 ppm e 1000 ppm. Os procedimentos para a realizacio do tesic e
andhse dos resultados foram semelhantes aqueles descritos no item 3.3.3.2.

3.3.3.5 - Crescimento a diferentes femperaturas

A capacidade de crescimento das culturas a 37°9C e 40°C foi verificada utilizando-
se caldo GYP “Sabourand”. Os tubos de ensaio foram inoculados ¢ incubados em banho-
maria, com o nivel da dgua pelo menos um centimetro acima do limite superior do meio
existente nos tubos. As leituras foram realizadas através da twrbidez do meic apés 48
horas de incubagio.
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3.3.3.6 - Crescimento em meio sem vitaminas

As Hinhagens foram testadas quanto a capacidade de crescimento na aus€ncia de
vitaminas. As culturas foram inoculadas em meio de "Vitamin Free Base” dgar (VEFB) pela
técnica de “replica plate” anteriormente descrita. Os procedimentos para a realizagio do
teste & andlise dos resultados foram semelhantes aqueles descritos no item 3.3.3.2.

3.3.3.7 - Osmotolerancia a 50% de glicose e a 10% de NaCl

A resisténcia das linhagens a altas pressdes osméticas foi verificada utilizando-se
os meios de GYP dgar + 50% de glicose (50,0% de glicose, 1,0% de extrato de levedura €
3,0% de dgar) e de 10% de cloreto de sédio + 5% de glicose (10,0% de cloreto de sédio,
5% de glicose, 10ml de solugiio de YNB e 2,0% de dgar), através da técnica de "replica
plate”. As placas foram incubadas a 27°C e as leituras realizadas em 7, 14 e 21 dias de
incubagdo, conforme descrito no item 3.3.3.2.

3.3.3.8 - Producio de Acido a partir da glicose

A capacidade de produgfo de dcidos a partir da glicose foi verificada pela
inoculagio das culturas em meio de CaCO3 dgar (0,5% de extrato de levedura, 5,0% de
glicose, 0,5% de carbonato de célcio e 2,0% de 4gar), utilizando-se da técnica de "replica
plate”, conforme descrito no item 3.3. Apés 7 dias de incubagio a 279C, o dcido formado
pelas linhagens € capaz de dissolver o carbonato de cdlcio disperso no meio de cultura,
produzindo halos wansticidos.

3.3.3.9 - Sintese de compostos amildides

As placas utilizadas como controle positivo (YNB 4dgar + glicose) no teste de
assimilagdo de compostos de carbono foram utilizadas para verificar a sintese de
compostos amildides, Aj)és 21 dias de incubagfoe as placas foram recobertas com solugio
de lugol durante alguns minutos. Em casos positivos ocorre uma alteracio da cor da

coldnia para uma coloragio aznlada,
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3.3.3.10 - Hidrolise de Uréia + DBB

O teste conjugado DBB + uréia € um método alternativo onde o teste de coloragfio
de DBB e o teste de hidrélise da uréia sdo observados simultaneamente (HAGLER &
MENDONCA-HAGLER, 1991).

Apbs o crescimento em GYP “Sabouraud” dgar as culturas foram inoculadas em
tubos contendo YCUB-Uréia dgar (1,17% de YCB, 0,02% de fucsina 4cida, 2,0% de 4gar ¢
2,0% de wéia esterilizada por filtracio, pH=5,3) ¢ incubadas a 27°C por 72 horas. A
produgio de urease foi verificada pela mudanca de coloragdo do mejo de rosa para

incolor.

Ap6s a leitura da urease os tubos foram incubados a 55°C por 16 horas. Em
solugdio de tampio tris (0,25M/pH=7,0) foi adicionado o sal DBB (o-dianisidine
tetrazotized, Sigma), sob rigorosas condigbes de refrigeracfio, Imediatamente apds a
mistura dos reagentes, pingou-se algumas gotas desta sclugfo sobre as culturas. Apds 1 a
2 minutos realizou-se a leitura do teste. A reacfio foi considerada positiva guando
apresentou uma coloragfio vermelha escura ou violeta, e negativa quando ndo houve

alteracio de cor.

Além do teste conjugado DBB + uréia, o teste DBB foi confirmado separadamente
em placas de GYP “Sabouraud” 4gar, inoculadas pela técnica de “replica plate” ¢
incubadas a 27°C por 21 dias.

A habilidade de hidrolisar a wréia fo1 também verificada pela inoculagio das
culturas crescidas em GYP "“Sabourand” dgar por 24 horas em meio de Uréia dgar (0,1%
de glicose, (,1% de peptona, 0,5% de NaCl, 0,2% KH,PO,, Iml de solugio 0,12% de
vermelho de fenol e 2,0% de 4gar, pH=6,8). Apds o crescimento a 27°C por 5 a 7 dias
observou-se o crescimento positivo pela mudanga de coloragio do meio de cultura, que

passa de amarelo para rosa intenso.
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3.3.3,11 - Atividade da arbutina

As colturas de leveduras crescidas em GYP “Sabouraud™ dgar foram transferidas
para Arbutina dgar (0,5% de arbuting, 0,5% de extrato de levedura, 2,0% de 4gar € 1ml de
solugo 1,0% de citrato férrico de amdnia) para a verificagio da habilidade em hidrolisar a
arbutina, Apds a incubagdo a 27°C por 5 a 7 dias foi observada a mudanca de coloragdo
do meio de cultura de branco para marrom escuro, indicando resultado positivo.

3.3.4 - Selecio das Culinras

Diante da dificuldade em se idenuficar em nivel de espécie um grande nimero de
isolados de leveduras, alguns testes de identificacdo foram sclecionados para triagem €
agrupamento das linhagens. A realizagfio de um conjunte simplificado de testes
preliminares permite o agrupamento de linhagens idénticas, diminuindo o niimero de
culturas submetidas aos testes completos de identificagdo,

O conjunto simplificade de testes preliminares constituiu-se de morfologia das
células vegetativas, microcultivo, formacio de balistosporos, crescimento em YM 4gar,
Avcetato dgar Fowell e CMA e MEA (5,0% de extrato de malte e 3,0% de dgar) para
observagio da produgio de esporos sexuais, assimilagio de glicose, sacarose, celobiose,
erifritol, inositol e nitrato de potdssio, fermentagio da glicose, crescimento a 37°C,
produgio de dcido a partir da glicose, sintese de compostos amiléides, teste conjugado
"DBB -+ uréia", gue foram realizados com todas as linhagens isoladas.

Apdés a realizagio desta triagem, conseguiu-se agrupar os isolados com
caracteristicas morfolégicas, fisiolégicas e bioguimicas semelhantes entre si, identificando-

os em nivel de género.

O género Candida, por ser mais significativo e por representar pumericamente a
maior parte das linhagens contaminantes nas amostras analisadas, fol submetido aos testes
completos de identificagio, sendo classificado em nivel de espécie.
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4 -RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 - Contagem Microbiana

As TABELAS 1 e 2 mostram os parmetros fisico-quimicos determinados nas
amostras coletadas nas duas usinas de agiicar e dlcool estudadas,

Os resultados das contagens microbianas das amostras examinadas encontram-se
descritos na TABELA 3. Pelos valores encontrados, nota-se que houve uma diminuigio
do nimero de microrganismos encontrados no meio WLN dgar em relagic aos outros
meios de cultura utilizados. Este fato € compreensivel jé que o meio WLN dgar € indicado
para contagem tatal de microrganismos, enquanto que os outros meios sio seletivos para
determinados grupos de leveduras.

4.2 - Ocorréncia de Géneros de Leveduras nas Diferentes Amostras

A partir dos meios de cultivo ntilizados (WLN dgar, WLD 4gar, Lisina dgar e Lin
dgar), foram isoladas 439 linhagens de leveduras referentes as seis coletas realizadas.
Através da TABELA 4 verifica-se gque foram isoladas 221 linhagens de leveduras das
amostras coletadas na Usina Costa Pinto S/A Agticar e Alcool ¢ 218 linhagens da Usina
Agucareira Santa Cruz S/A.

A lista de g€neros e o mimero de linhagens de leveduras isoladas das amostras de
masto, vinho levedurado e leite levedurado coletadas nas usinas Costa Pinto ¢ Santa Cruz
encontram-se na TABELA 5.

Das 221 linhagens isoladas da Usina Costa Pinto, 213 (96,39%) apresentaram
respostas negativas aos testes de DBB + wéia (HAGLER & MENDONCA-HAGLER,
1991) sendo consideradas ascomicéticas ou seus estados anamoérficos. As 8§ linhagens
restantes (3,61%) responderam positivamente a estes testes ¢ foram consideradas
pertencentes aos géneros Cryprococcus, Rhodotorula e Trichosporon. A partir do
conjunto simplificado de testes morfoldgicos, fisioldgicos e bioquimicos conseguin-se
classificar as 221 linhagens de leveduras em nivel genérico, ficando assim distribuidas:
Saccharomyces (44,80%), Candida (38,91%), Pichia (5,43%), Zygosaccharomyces/
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Torulaspora (2,72%), Saccharomycodes/Hanseniaspora (1,81%), Cryptococeus (1,36%),
Issatchenkia  (1,36%), Schizosaccharomyces (1,36%), Trichosporon (1,36%) e
Rhodotoruia (0,.90%) (FIGURA 2).

Das 218 linhagens isoladas da Usina Santa Cruz, 216 (99,08%) apresentaram
respostas negativas aos testes de DBB + uréia sendo consideradas ascomicéticas pu seus
estados anamérficos. Somente 2 linhagens (0,92%) responderam positivamente a estes
testes e foram classificadas como representantes do género  Rhodotorula
(deuteromicética). A partir do conjunto simplificado de testes morfoldgicos, fisioldgicos e
biogquirnicos, os 218 isolados foram classificados nos seguintes péneros: Candida
(43,58%), Saccharomyces (33,03%), ZygosaccharomycesiTorulaspora (10,09%),
Kluyveromyces (8.71%), Issatchenkia (1,83%), Rhodotorula (0,92%),
Schizosaccharomyces (0,92%), Pickia (046%) e Saccharomycodes/Hanseniaspora
{0,46%) (FIGURA 3).

Algumas linhagens submetidas aos testes preliminares de identificagio
apresentaram caracteristicas morfoldgicas e bioguimicas muito semelhantes entre si e
pertencentes a dois géneros distintos. Por este motivo, estas linhagens ndio puderam ser
caracterizadas em um {inico género ¢ foram entdo enquadradas nos grupos
Saccharomycodes/Hanseniaspora e Zygosaccharomyces/Torulaspora.

Alguns géneros de leveduras foram isolados apenas em uma das usinas de agticar e
dlcool (TABELA 35). Trichosporon e Cryptococcus foram detectados apenas na Usina
Costa Pinto, enquanto que Kiuyveromyces foi isolado apenas na Usina Santa Cruz. Alguns
generos foram detectados em apenas uma ou duas amostras coletadas na Usma Costa
Pinto. Zygosaccharomyces/Torulaspora foi isolado apenas das amostras de vinho
levedurado, Rhodotorula foi isolado apenas de leite levedurado e Cryprococcus apenas de
maosto. Schizosaccharomyces fol encontrado nas amostras de vinho ¢ leite levedurados,
enquanto que Trichosporon foi detectado em mosto ¢ leite levedurado. O mesmo ocorren
com as amostras coletadas na Usina Santa Cruz. Os géneros Rhodotorule ¢
Saccharomycodes/Hanseniaspora foram isolados apenas das amostras de mosto,
enquanto  que Pichia foi isolado apenas de leite levedurado. O género
Schizosaccharomyces foi detectado nas amostras de vinho e leite levedurados.
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A microbiota associada aos processos fermentativos nas duas usinas de agtficar e
dlcool em estudo, constituiu-se basicamente de linhagens ascomicéticas e seus estados
anamorfos. Ocorreu uma predomindncia de géneros fermentativos, como Saccharomyces,
Candida, Pichia, Zygosaccharomyces/Torulaspora, Schizosaccharomyces, Issatchenkia,
Kluyveromyces e SaccharomycodesiHanseniaspora, que fermentaram vigorosamente a
glicose, Este resultado estd em concordéncia com ountros trabalhos de levantamento de
leveduras em processos fermentativos. ANDERSON er afii (1988) selecionaram de usinas
de cana de agucar diversos géneros de leveduras termotolerantes, como Kluyveromyces,
Saccharomyces, Candida, Hansenula, Geotrichum e Debaryomyces.

Poucos géneros € em baixa freqiiéncia foram encontrados como ndo
fermentadores, como Trichosporon, Cryptococcus € Rhodotorula. Apesar destes géneros
apresentarem caracteristicas oxidativas ¢ nfo serem fregilentemente encontrados em
fermentagdo, muitos autores tém isolade estes microrganismos de processos fermentativos
¢ produtos com altos teores de agiicares (MORA et glii, 1988).

JOLY (1968} isolou de amostras de agicar mascavo uma linhagem de
Rhodotorula glutinis. MORA et alii (1988) detectou linhagens de Cryptococcus albidus
em mosto do processo de produglio de vinho. Linhagens de Rhodotorula pallida, Rh.
rubra, Cryptococcus kvetzingii € Trichosporon cutaneum também foram encontrados em
moendas de usinas de cana de agicar (LIMA et alii, 1974). Em amostras de melago de
aglcar cristal e demerara, SOUZA et a¢lii (1977) isolou linhagens de Rhodotorula pallida,
Rh. graminis, Cryptococcus albidus var. albidus e Cr. infirmominiatus, além de outros
géneros oxidativos.

A grande matoria (41,23%) das linhagens contaminantes das amostras de mosto,
vinho € leite leveduarados foi pertencente ao género Candida. O género Saccharomyces foi
também bastante freqiiente (38,95%), embora muitas destas linhagens possam vir a serem
caracterizadas como S. cerevisiae, ou seja, o préprio fermento empregado na produgio de
dlcool pelas usinas estudadas, j4 que este grupo ndo foi caracterizado em nivel especifico.
Os outros géneros de leveduras isoladas representaram apenas 19,82% do total da

microbiota contaminante.
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A ocorréncia dos géneros Saccharomyces e Candida como contaminanies em
usinas ¢ destilarias € fregiiente na literatura. LIMA ez alii (1974) detectaram espécies de
Candida (C. diddensi, C. fabiani, . intermedia e C. santamariae) € Saccharomyces (S.
wvarum} como deterioradoras do caldo bruto, caldo misto e dgua de embebigio, em
moendas de usina de cana de acficar. Em trabalhos realizados por OLIVEIRA &
PAGNOCCA (1988) encontrou-se no fermento centrifugado, fermento tratado e mosto
em fermentacdo, vérias espécies pertencentes aos géneros Candida e Saccharomyces,
come C. famata, S. kluyveri, S. cerevisiae, além de Hansenula anomala. CEREDA et alii
(1989) também detectou a presenga destes dois géneros em caldo de sorgo em

fermentacio natural,

Em levantamentos da microbiota contaminante de amostras de melago e agiicares
os géneros Saccharomyces e Candida estdo sempre relacionados (JOLY, 196%; BIDAN &
HEITZ, 1973). SOUZA et alii (1977) isolaram de amostras de melago de agtcar cristal
hinhagens de Cardida melinii. TILBURY (1980) 1solou linhagens de Candida etchellsii,
C. versatilis e C. gropengiesseri do processo de produgiio de agiicares de cana e
beterraba, e linhagens de Saccharomyces rouxii de cana de agicar em deterioracio.

TOKUOKA et glii {1985} cita os géneros Zygosaccharomyces, Torulaspora,
Schizosaccharomyces e Candida como constituintes de melaco, aglicar bruto e refinado,
Porém, o género Saccharomyces nlo foi detectado em nenhuma destas amostras

analisadas por estes autores.

4.3 - Ocorréncia de Espécies de Candidg nas Diferentes Amostras

Em decorréncia da grande diversidade taxondmica e da importincia metabdlica do
género Candida e em fungio da alta ocorréncia dentre os contaminantes isolados, este
género foi selecionado para caracterizagio taxonOmica completa. O género Candida
mostrou ser o grupo de mator fregii€ncia entre os demais grupos contaminantes isolados
{41,23%), e por isto foi selecionado para identificaciio em nivel de espécie. Portanto, com
as 181 linhagens pertencentes ac género Candida foram realizados os testes completos e
necessfirios para a identificacfo em nivel de espécie. A lista de espécies e o nimero de
linhagens de Candida isoladas das amostras de mosto, vinho levedurado e leite levedurado
coletas nas usinas Costa Pinto e Santa Cruz encontram-se na TABELA 6.
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As espécies mais freqiientes entre as 86 linhagens de Candida isoladas da usina
Costa Pinto foram classificadas como Candida tropicalis (30,23%), C. stellata (25,58%),
C. rugosa (12,79%) e C. krusei (10,46%). Outras espécies também foram classificadas
porém com uma fregliéncia mais baixa: C. guilliermondii var. membranaefaciens
(5.81%), C. colliculosa (3,49%), C. milleriiC. holmii (3,49%), C. guilliermondii
{2,33%), C. lusitanige (2,33%), C. magnoliae (2,33%) e C. wilis (1,16%) (FIGURA 4).
As 95 linhagens do género Candida isoladas da usina Santa Cruz foram classificadas
como Candida stellata (46,32%), C. tropicalis (20,00%), C. krusei (10,53%), C. rugosa
(947%), C. colliculosa (6,32%), C. kefyr (4,21%), C. dattila (1,05%), C. lipolytica
(1,05%) e C. parapsilosis (1,053%) (FIGURA 5).

As linhagens classificadas como C. milleriiC. holmii apresentaram caracteristicas
morfoldgicas e bioguimicas pertencentes 3 estas duas espécies. De acordo com
BARNETT ez alii (1983 e 1990) C. holmii apresenta habilidade de crescimento na
auséncia de niacina e pantotenato de célcio, engnanto que . milleri apresenta resultados
de crescimento varifiveis ou duvidosos na presenca destas vitaminas. Em nossos estudos
ndo foi verificado a habilidade da assimilagio de niacina ¢ pantotenato de cdlcio e
porianto, estas linhagens foram enquadradas no grupo C. millerifC. holmii.

A maioria das espécies de Candida encontradas tanto na usina Costa Pinto, como
na usina Santa Cruz, foram linhagens fermentativas {88,95%). Dentre estas linhagens
75,69% foram capazes de fermentar a sacarose, Por outro lado, 24,31% das linhagens ndo
foram capazes de fermentar a sacarose sendo leveduras selvagens indesejdveis, como € o
caso de C. krusei, C. rugosa, C. lusitaniae, C. lipolytica e C. parapsilosis. Caso ocorra
condighes que venham a favorecer o crescimento destas linhagens, tode o processo
poderd ser afetado com a queda na produtividade e perda do fermento.

Através da TABELA 6 pode-se observar que algamas espécies foram isoladas em
apenas uma das usinas de agficar e dlcool. Candida guilliermondii  var,
membranacfaciens, C. milleri/C. holmii, C. guilliermondii, C. lusitaniae, C. magnoliae ¢
C. urilis foram isoladas apenas na Usina Costa Pinto, enquanto que C. kefyr, C. daitila, C.
lipolytica e C. parapsilosis foram encontradas apenas na Usina Santa Cruz. Algurmas
espécies foram isoladas em apenas uma ou duas das amostras analisadas na Usina Costa
Pinto. C. colliculosa ¢ C. utilis foram encontradas apenas nas amostras de leite
levedurado. C. rugosa, C. krusei e C. magnoliae foram isoladas das amostras de vinho e
leite levedurados, C. guilliermondii var. membranaefaciens e C. milleriiC. holmii foram
isoladas das amostras de mosto e vinho levedurado, engnanto que C. guilliermondii e C.
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lusitaniae foram isoladas das amostras de mosto ¢ leite levedurado. O mesmo ocorreu
com as amostras coletadas na Usina Santa Cruz. C. dattila foi encontrada apenas nas
amostras de leite levedurado, C. lipolytica nas amostras de mosto e C. parapsilosis nas
amostras de vinho levedurado. C. rugosa e C. kefyr foram isoladas das amostras de vinho
¢ leite Tevedurados.

Candida stellata, a espécie do género Candida mais freqiiente entre os isolados,
foi detectada nas amostras de mosto, vinho e leite levedurados coletados nas duas usinas
em estudo. Esta espécie estd freglientemente associada a microbiota de uvas € sucos de
uva (BARNETT er alii, 1983 e 1990; MEYER ¢t alii, 1984) ¢ a processos de
fermentagfo de vinho (GOTO & YOKOTSUKA, 1977; FLEET et afii, 1984; HEARD &
FLEET, 1986; MORA et alii, 1988). GOTO & YOKOTSUKA (1977) verificaram que 13
a 19% dos contaminantes da fermemtagio do vinho eram compostos de C. stellara.
MORA et alii (1988) 1elata que C. stellata foi a espécie contaminante mais fregiiente em
mosto da fermentagiio de vinhos branco e tinto, principalmente no inicio do processo

fermentativo.

Candida tropicalis, a segunda espécie de maior ocorréncia entre os isolades de
Candida, ocorreu tanto nas amostras de mosto como de leite ¢ vinho levedurados,
coletados mas duas usinas em estudo. BARNETT ef afii (1983 e 1990} relatam a
ocorréncia desta espécie em amostras de melago, frutos, solo, dgua, savekraut, homem e

outros mamiferos.

Candida krusei esteve presente tanto nas amostras da usina Costa Pinto como na
usina Santa Cruz. Esta espécie e seu estado pexfeito Issatchenkia orientalis estio
associadas a deterioragfo de cervejas (BARNETT et alii, 1983 ¢ 1990), a processos de
fermentagio industrial (MEYER ef alif, 1984) e a fermentacio de vinhos (FLEET er alil,
1984; HEARD & FLEET, 1986). BARNETT ef alii (1983) também relataram o
isplamento de 1. orientalis em amostras de solo, ar, logurte, cacau, homem € outros

mamnmiiferos,

A espéeie Candida rugosa foi isolada das amostras de vinho e leite levedurados
tanto da usina Costa Pinto como da usina Santa Cruz. Esta espécie ndo foi detectada nas
amostras de mosto. De acordo com BARNETT ef alii (1983 e 1990), C. rugosa esta
relacionada com a microbiota da produgio de sake, a fibricas de margarina € a insetos.
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Torulaspora delbrueckii, estado perfeito de Candida colliculosa, j4 fol encontrada
como constituinte da microbiota de uvas, sucos de uvas, processos de producio de vinho
(BARNETT et alii, 1983 € 1990; MEYER et alii, 1984), agticar bruto e usinas de cana de
agiicar (MEYER et alii, 1984). Em nossos estudos, C. colliculosa foi isolada de amostras
de mosto, vinho ¢ leite coletadas na usina Santa Cruz ¢ em amostras de leite levedurado
coletadas na using Costa Pinto.

Candida kefyr foi isolada apenas em amosiras de vinho e leite levedurados
coletadas na wsina Santa Cruz. De acordo com BARNETT er alii {1983 e 1990) esta
espécie foi isolada de usinas de agdcar e fébricas de vinho. Seu estado perfeito,
Kluyveromyces marxianus também estd relacionado com processos fermentativos e
produtos com altos teores de agdcares. BIDAN & HEITZ (1973) isolaram esta espécie de
amostras de aglcares. BARWALD & HAMAD (1984, apud DEAK, 1991) analisando a
microbiota contaminante do caldo de cana em usinas de cana de aciicar, isolaram linhagens
termotolerantes de Kluyveromyces marxianus, promissoras por serem capazes de crescer
em temperaturas de 55°C. ANDERSON er alii (1988) também detectaram em usinas de
cana de agticar linhagens termotolerantes de Kluyveronmiyces marxianus var. marxianus,
capazes de fermentar a sacarose em temperaturas superiores a 40°C. Algumas destas
linhagens apresentaram habilidade de crescimento em temperaturas de até 47°C. Em
nossos estudos, as linhagens de C. kefyr foram capazes de crescer a temperaturas de 40°C.

Candida guilliermondii, estado imperfeito de Pichia guilliermondii, foi isolada em
amostras de mosto ¢ leite levedurado coletadas na usina Costa Pinto. Esta espéeie ndo foi
encontrada nas amostras coletadas na usina Santa Cruz. P. guilliermondii foi detectada
em amostras de sake, cerveja, solo, ar, flores, suco de frutas e insetos (BARNETT ez alii,
1983).

Espécies de Candida dartila jé foram encontradas em uvas, geléias de ameixa, solo
(MEYER ez alii, 1984), vinhos e frutas (BARNETT et alii, 1983 ¢ 1990}. Seu estado
perfeito, Khuyveromyces thermotolerans, € comumente associado a mosto de fermentagio
de vinho (MORA et alil, 1988) ¢ cervejas (BACK, 1987 apud DEAK, 19913. Em nossos
estudos apenas urna tinica linhagem foi isolada de leite levedurado coletado na usina Santa

Cruz.
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As linhagens de Candida millerifCandida holmii foram encontradas somente em
amostras de mosto e vinho levedurado na usina Costa Pinto. Saccharomyces exiguus,
estado perfeito de C. holmii, foi isolada de mosto de uvas para a produgiio de vinho,
pepine fermentado, solo e saverkraut (BARNETT et alii, 1983 ¢ 1990).

Uma dnica linhagem de Candida wtilis foi isolada da usina Costa Pinto na amostra
de leite levedurado. JOLY (1968) detectou linhagens de C. ufilis em amostras de agiicar
masvcavo ¢ BARNETT et alii {1983) relaciona esta espécie como contaminante de
destilarias, flores, homem e outros mamifferos. Pichia jadinii € reconhecida atualmente
como fase perfeita de C. utilis e foi isolada como contaminante em fabricas de cervejas
(BACK, 1987 apud DEAK, 1991).

Somente uma linhagem de Candida parapsilosis foi isolada em amostras de vinho
coletada na usina Santa Cruz. Nenhuma linhagem de C. parapsilosis foi detectada na usina
Costa Pinto. De acordo com BARNETT et alii (1983 e 1990) ¢ MEYER et alii (1984)
esta espécie j4 foi isolada de amostras de cervejas, suco de frutas, dgua, pickles e indistria
de producio de dcido citrico.

Candida lusitanige (estado imperfeito de Clavispora lusitaniae), C. guilliermondii
var. membranaefaciens (estado imperfeito de Pichia ohmeri) e C. magnolige foram
isoladas apenas nas amostras coletadas na Usina Costa Pinto, Em trabalhos anteriores niio
hd registros destas espécies ocorrerem em processos fermentativos ou associados a cana
de acicar. BARNETT ef alii (1983 ¢ 199(0) indica que C. lusitanige estd associada ao
homem ¢ outros mamiferos, a frutas citricas, a peras e dgua. C. guilliermondii var.
membranaefaciens ja fol isolada de pimenta vermelha fermentada, do homem e outros
mamiferes. C. magnoliae foi encontrada em flores de Magnolia sp, abelhas, sucos de

faranja concentrado e no homem.

Uma Gnica linhagem de Candida lipolytica foi isolada de mosto coletado na usina
Santa Cruz. Yarrowin lipolytica (sindnimo de Saccharomycopsis lipolytica) é reconhecida
come a fase perfeita de C. lipolytica. Ambas jd foram isoladas de 6Gleo de oliva,
muargarinas, hidrocarbonetos, solo ¢ alguns mamiferos (BARNETT e alii, 1983 ¢ 1990;
MEYER ez alii, 1984), porém nfio hd evidéncias de que tenham sido encontradas em

processos fermentativos.
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4.4 - Ocorréncia de Leveduras Durante a Safra 92/93

No processo fermentativo para a produgio de agdcar e dlcool, no decorrer da safra
92/93, houve um predominio de leveduras pertencentes aos géneros Candida (41,23%) e
Saccharomyces (38,95%). Este fato foi verificado tanto na Usina Costa Pinto, que
apresentou 44,8% de leveduras do género Saccharomyces e 38,9% de leveduzas do
género Candida, quanto na Usina Santa Cruz, que apresentou 43,6% de leveduras do
género Candida e 33,0% de leveduras do génere Saccharomyces.

De acordo com a FIGURA 6 verifica-se que na Usina Costa Pinto, no inicio da
safra, houve uma predominincia de leveduras do género Candida (57,14%). Linhagens de
Saccharomyces somaram apenas 12,25% do total de leveduras isoladas no processo de
fermentagfio e 30,61% das Jeveduras foram constituidas por outros géneros. Na segunda
coleta, realizada em um perfodo 1ntermedidqio da safra, ocorreu um aumento significativo
da fregiiéncia do género Saccharomyces (59,46%) e uma diminui¢io do género Candida
(32,43%) e de linhagens pertencentes a outros géneros de leveduras (8,10%). No final da
safra metade das leveduras presentes no processo fermentativo eram pertencentes ao
género Saccharomyces. O género Candida apresentou uma freqgiiéncia de 34,69% e os
outros 15,30% das linhagens foram caracterizadas como pertencentes a outros géneros de

leveduras.

De acordo com a FIGURA 7 verifica-se que na Usina Santa Cruz, durante todo o
perfodo da safra houve uma predominincia de leveduras do género Candida no processo
de fermentagfo. No inicie da safra, 51.72% das leveduras presentes nas amostras
analisadas eram pertencentes ao género Candida, 25,86% de leveduras pertencentes ao
genero Saccharomyces € 22,42% das linhagens foram caracterizadas como outros géneros
de leveduras. Na segunda coleta realizada em um perfodo intermedidrio da safra, ocorreu
uma diminumigic da fregiiéncia do género Candida (41,03%) e um pequenc aumento das
leveduras do género Saccharomyces (34,61%). Outros géneros de leveduras somaram
24.36%. Na terceira coleta realizada no final da safra, as porcentagens de leveduras
presentes no processo fermentative mantiveram constantes, O género Candida apresentou
uma freqii€ncia de 40,24%, Saccharomyces apresentou uma fregiiéneia de 36,58% e
outros géneros de leveduras somaram 23,18%.
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4.4.1 - Leveduras Contaminantes na Primeira Coleta

Das amostras coletadas na Usina Costa Pinto foram isoladas 49 linhagens de
leveduras, distribuidas de acordo com a TABELA 7. Houve uma predominiincia do
género  Candida  (57,14%), seguido dos géneros Saccharomyces  (12,25%),
ZygosaccharomycesiTorulaspora (8,17%), Cryptococcus (6,12%), Schizosaccharonyces
(6,12%), Trichosporon (6,12%), Issatchenkia (2,04%) e Pichia {2.04%) (TABELA 8§},
Das 28 linhagens pertencentes ao género Candida, a espécie mais freqiiente foi
classificada como C. tropicalis (32,14%), seguida das espécies C. steflara (25%), C.
krusei (21,43%), C. colliculosa (7,14%), C. guilliermondii (7,14%) e C. lusitaniae
{7,14%) (TABELA 9).

Analisando os dados da TABELA 5 verifica-se que nas amostras de mosto, vinho
levedurade e leite levedurado o género Candida foi o de maior freqiiéncia, com 40%,
50% e 72,73% respectivamente. Qutros géneros foram encontrados na amostra de mosto,
como Saccharomyces (20%), Cryprococcus (20%), Issatchenkia (6,7%), Pichia (6,7%) e
Trichosporon (6,7%). No vinho detectou-se também os géneros Zygosaccharomyces!
Torulaspora (33,33%), Saccharomyces (8,33%) e Schizosaccharomyces (8,33%). Os
géneros  Saccharomyces, Trichosporon e Schizosaccharomyces também  foram
encontrados na amostra de leite, em fregiiéncias ignais de 9.09%.

No mosto a espécie de Candida de maior ocorréncia foi classificada como €
tropicalis (50%), seguida das espécies C. guilliermondii, C. lusitaniae e C. stellata, com
fregii€ncias iguais a 16,70%. Na amostra de vinho detectou-se as espécies C. tropicalis,
C. krusei ¢ C. stellata, com frequéneias iguais a 33.33%. A amostra de leite foi a que
apresenton wn maior niimero de espécies, classificadas como C. krusei (25%), C. stellata
{23%), C. ropicalis (25%), C. colliculosa (12,50%), C. guilliermondii (6,25%) e C.
lusitaniae (6,25%) (TABELA 6),

Das amostras coletas na Usina Santa Cruz foram isoladas 58 linhagens de
leveduras, distribuidas de acordo com a TABELA 7. Houve uma predominincia do
género  Candida (51,72%), seguido dos géneros Saccharomyces  (25,86%),
Zygosaccharomyces/Torulaspora (10,35%), Kluyveromyces (6,90%),
Schizosaccharomyces (3,45%) e Rhodotorula (1,72%) (TABELA 8). Das 30 linhagens
classificadas como pertencentes ao género Candida, a espécie C. stellata foi a que
apresentou uma maior oconréncia (40%), seguida de C. tropicalis (30%), C. krusei (20%)
e C. colliculosa (10%) (TABELA 9),
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Nas amostras de mosto, vinho levedurado ¢ leite levedurado o género Candida
apresentou wna maior ocorréncia, com 50%, 41,18% ¢ 61,90% respectivamente, No
moste detectou-se também a ocorréncia dos  géneros  Saccharomyces (25%),
ZygosaccharomycesiTorulaspora {15%), Kluyveromyces (5%) e Rhodotorulg (5%). Nas
amostras de vinho e leite encontrou-se os mesmos géneros ¢ com fregiiéncias bastante
préoximas. No vinho os géneros presentes foram Saccharomyces (29.41%), Kluyveromyces
{11,76%), ZygosaccharomycesiTorulaspora (11,76%) e Schizosaccharomyces (5,88%).
No leite foram detectados os gé€neros Saccharomyces (23,81%), Kluyveromyces (4,76%),
Schuzosaccharomyces (4,70%) € ZygosaccharomycesiTorulaspora (4,76%) (TABELA 5).

Mo mosto a espécie de Candida mais freqiiente fo1 C. stellata (50%), seguida de
C. tropicalis (30%), C. colliculosa (10%) ¢ C. krusei (10%). Na amostra de vinho
detectou-se a presenga de tr€s espécies de Candida classificadas como C. krusei
(42,86%), C. stellata (42,86%), e C. tropicalis (14,28%). No leite a espécie de maior
ocorréncia foi C. rropicalis (38,46%), seguida de C. stellata (30,77%), C. collicilosa
(15,38%) e C. krusei {15,38%) (TABELA 6).

4.4.2 - Leveduras Contaminantes na Segunda Coleta

Das amostras coletadas na Usina Costa Pinto foram isoladas 74 linhagens de
leveduras, distribuidas de acordo com a TABELA 7. Houve uma predomindncia do
género Saccharomyces {59,46%), seguido dos géneros Candida (32,43%), Pichia
(4,05%), Rhodotorula {2,70%) e SaccharomycodesiHanseniaspora (1,35%) (TABELA
8. Das 24 linhagens pertencentes ao género Candida, linhagens classificadas como C.
stelfara foram mais freqiientes (45,83%), seguida de C. rugosa (20,83%), C. tropicalis
(16,67%), C. milleri/C. holmii (8,33%), C. colliculosa (4,17%) ¢ C. utilis (4,17%)
{TABELA 9).

Nas amostras de mosto, vinho levedurade e leite levedurado o género
Saccharomyces foi o de maior ocorréncia com fregiincias de 62,5%, 69,56% ¢ 51,43%
respectivamente. No mosto, além do género Saccharomyces, foi detectada a presenga do
género Candida com 37,5% de fregiiéncia. No vinho também encontrou-se os géneros
Cundida (26,09%) e Pichia (4,35%). No leite foram detectados também outros géneros
como  Candida  (34,28%), Pichia (5,71%), Rhedotorula  (5,71%) e
SaccharomycodesiHanseniaspora (2,86%) (TABELA 5).
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No mosto 66.66% das espécies de Candida foram classificadas como C. stellata e
33,33% como C. milleri/C. holmii. No vinho levedurado a espécic de Candida mais
fregiiente foi C. stellara (50%), seguida de C. tropicalis {33,33%) ¢ C. rugosa {16.67%).
Na amostra de leite Jevedurado as espécies encontradas foram C, rugosa (33,33%), C.
stellata (33,33%), C. rropicalis (16,67%), C. colliculosa (8,33%) ¢ C. utilis(8,33%)
{TABELA 6).

Das amostras coletadas na Using Santa Cruz foram isoladas 78 linhagens de
leveduras, distribuidas de acordo com a TABELA 7. Houve uma predominincia do
género  Candida (41,03%), seguida dos géneros Saccharomyces (34,61%),
Kluyveromyces (10,26%), Zygosaccharomyves/Torulaspora (10,26%), Issatchenkia
(2,56%) e Pichia {128%) (TABELA 8). Das 32 linhagens pertencentes ao género
Candida, a maioria foi classificada como C. stellata (62,50%), seguida de C. colliculosa
(9.37%), C. kefyr (8937%), C. tropicalis (9,37%), C. krusei (6,25%) e C. lypolitica
(3,12%) (TABELA 9).

Nas amostras de mosto e vinho levedurado o género Candida foi o de maior
ncorréncia com 42,86% e 40,91% de fregiiéncia, Outros géneros também foram
encontrados no mosto como Saccharomyces (32,14%), Kluyveromyces (10,71%),
ZygosaccharomycesiTorulaspora (10,71%) e Issarchenkia (3,57%). No vinho também
detectou-se a presenga de Succharomyces (31,82%), Kluyveromyces (13,64%) e
Zygosaccharomyces/Toruiaspora (13,64%). No leite levedurado os géneros Candida e
Saccharomyces foram encontrados em freqiifncias iguais (39,29%), seguidos de
Kheyveromyces e ZygosaccharomycesiTorulaspora (71,14%), e Issatchenkia e Pichia
{3,57%) (TABELA 5).

No mosto a espécie de Candida que apresentou maior fregliéncia foi C. stellata
(41,67%), seguida de C. colliculosa (16,67%), C. krusei (16.67%), C. tropicalis
{16,67%) e C. hpolytica (8,33%). No vinho a maioria das espécies de Candida fol
composta de C. steliata (77,778%), seguida de C. colliculosa (11,11%) e C. kefyr
(11,11%). C. stellara também foi a espécie mails abundante na amostra de leite (72,73%),
segnida de C. kefyr (18,18%) e C. tropicalis (9,09%) (TABELA 6).
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4.4.3 - Leveduras Contaminantes na Terceira Coleta

Das amostras coletadas na Usina Costa Pinto foram isoladas 98 linhagens de
leveduras, distribuidas de acorde com a TABELA 7. Houve uma predominfincia do
género Saccharomyces (50%), seguido dos géneros Candida (34,69%), Pichia (8,16%),
SaccharomycodesiHanseniaspora (3,06%), Issatchenkia (2,04%) e Zygosaccharomyces!
Torulaspora {2,04%) (TABELA 8). Das 34 linhagens pertencentes ao género Candida, a
espéeie C. tropicalis fol a gue apresentoun uma maior ocorréncia (38,23%), seguida de C.
rugosa (17,65%), C. guilliermondii var. membranaefaciens (14,71%), C. stellata
(11,76%), C. krusei (8,82%), C. magnoliae { 5,88%) e C. milleriiC. holnui (2,94%)
(TABELA 9).

Na amostra de mosto 50% das linhagens encontradas foram classificadas como
pertencentes ao género Saccharomyces, 42,86% como Candida, 3,57% como Pichia ¢
3,57% como SaccharomycodesiHanseniaspora. Na amostta de vinho os géneros
Saccharomyces ¢ Candida foram detectados em freqiiéncias iguais (36,36%), seguido de
outros géneros come Pichia (15,15%), Zygosaccharomyces/Torulaspora (6.06%),
Issatchenkic (3,03%) e Saccharomycodes!Hanseniaspora (3,03%). A maioria das
linhagens encontradas no leite levedurado foi classificada como do género Saccharomyces
{62,16%), segnida dos géneros Candida (27,03%), Pichia (5,40%), Issatchenkia (2,70%)
e SaccharomycodestHanseriaspora (2,70) (TABELA §).

No mosto 75% das espéeies de Candida foram classificadas como C. fropicalis,
16,67% como C. guilliermondii var. membranaefaciens e 8,33% como C. stellata. A
amostra de vinho foi a que apresenton um maior ndmero de espéeies, classificadas como
. tropicalis (33.33%), C. guilliermondii var, membranaefaciens (25%), C. stellata
(16,67%), C. krusei (8,33%), C. magnoliae (8,33%) e C. milleri/C. holmii (8,33%). Na
amostra de leite a espécie de maior ocorréncia fol C. rugesa (60%), seguida de C. krusei
(209%), C. magnoliae (10%) e C. steflata (10%) (TABELA 6).

Das amostras coletadas na Usina Santa Cruz foram isoladas 82 kinhagens de
leveduras, distribufdas de acordo com a TABELA 7. Houve uma predominincia do
género  Candida (40,24%), seguida dos g€neros Saccharomyces (36,58%),
ZygosaccharomycesiTorulaspora  (9,76%), Kluyveromyces (8,54%), Issatchenkia
(2,44%), Rhodotorula (1,22%) e SaccharomycodesiHanseniaspora (1,22%) (TABELA
§). Das 33 linhagens classificadas como pertencentes ao género Candida, a espécie C.
stellata foi a que apresentou uma maior freqiiénecia (36,36%), seguida de C. rugosa
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(27.27%), C. tropicalis 21,21%), C. krusei (6,06%), C. dartila (3,03%), C. kefyr
(3,03%) e C. parapsilosis (3,03%) (TABELA 9,

Na amostra de moste o gé€nero Saccharomyces foi 0 de maior ocorréncia, com
48,48%, seguida dos géneros Candida (21,21%), Zygosaccharomyces/Torulaspora
(15,15%), Khuyveromyces (6,06%), Issatchenkia (3,03%), Rhodotorula (3,03%) e
Saccharomycodes/Hanseniaspora (3,03%). Nas amostras de vinho levedurado ¢ leite
levedurade o género Candida apresentou uma maior freqii€ncia em relagio aos demais
géneros, com 47,83% ¢ 57,69%, respectivamente. No vinho os géneros Saccharomyces ¢
Kiwyveromyces (21,74%) e ZygosaccharomycesiTorulaspora e Issatchenkia (4,33%)
também foram detectados. No leite encontrou-se também os géneros Saccharomyces
{34,61) e Zygosaccharomyces/Torulaspora {7,69%) (TABELA 3).

No mosto encontroa-se duas espécies de Candida classificadas como C. tropicalis
{37,14%) e C. srellata (42,86%). No vinho a espécie de Candida mais fregiiente foi C.
stetlara (63,64%), seguida de C. rugosa (18,18%), C. krusei (9,09%) e C. parapsilosis
{9,09%). Na amostra de leite as espécies de Candida encontradas foram C, rugosa
{46,67%), C. tropicalis (20%), C. stellata (13,33%), C. datilla (6,67%), C. kefvr (6,67%)
e C. krusei (6,67%) (TABELA 6).

4.5 - Variacgio da Microbiota em Relacio aos Meios de Cultura

(s meios de cultura wiilizados para o isolamento das leveduras se mostraram
eficientes, j4 que conseguiram o desenvolvimento de uwm ndmero diversificado de

linhagens,

A TABELA 10 mostra o nimero de linhagens de leveduras isoladas a partir dos
meios WLN dgar, WLD 4gar, Lisina dgar ¢ Lin dgar, utilizando-se amostras de mogto,
vinho levedurado ¢ leite levedurado coletadas nas usinas Costa Pinto e Santa Cruz.
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4.5.1 - Eficiéncia do Meio WLN Agar

O meio WLN 4gar, indicado para uma contagem fotal de leveduras, evidencicu as
diferengas morfolOgicas das colnias com uwma ampla variagio de coloragiio, brilho,
superficie, forma e margem (FIGURA B). Houve o desenvolvimento de colfnias branca,
branco-creme, creme, verde, verde-claro € branco-esverdeado; brilhante, perolada,
transparente ou opaca; superfices lisa, levemente rugosa ou rugosa; forma circular ou
irregular; margem inteira, ondulada ou ciliada. A producdo de dcido foi verificada pela
grande maioria das coldnias, que produziram uma coloragfo amarela so meio de cultura
devido a viragem do indicador verde de bromocresol.

Através desse meio detectou-se os géneros Saccharomyces (13,45%), Candida
{18,3589),  Zygosaccharomyces/Torulaspora  (4,43%), Rhodotorula  (1,77%),
Cryptococcus (0,88%) e Issatchenkia (0,88%) (TABELA 10). Outros géneros isolados
em outros meios de cultura ndo foram detectados no meio WLN 4gar.

As linhagens identificadas como Saccharomyces apresentaram em sua maioria
coldnias de superficie lisa, forma circular e margem inteira, peroladas e com colorago
branco, creme ou verde, ou ainda branco nas margens e verde ao centro. Algurnas culturas
apresentaram-se com superficie levemente rugosa, margem ondulada e forma irregular,
com coloragdo variando engre o branco, verde-clarc e verde-escuro. Os isolados
clasgsificados como ZygosacchuromycesiTorulaspora apresentaram colbnias lisas, inteiras,
circulares, brilhantes, de coloragBo creme, verde ou creme-esverdeado. As colbnias
pertencenies ao género Rhodororula ndo produziram 4dcido e portanto ndo modificaram a
coloracio do meio de cultura, que permaneceu verde. As duas linhagens do género
Rhodotorula isoladas possuiam coloragdo ocre, superficie lisa, inteira, circular e brithante.
A tnica linhagem de Issatchenkia isolada no meio WLN 4gar apresentou coloragfo
branca, brilho perolado, superficie lisa, margem ondulada, e forma circular. A linhagem
classificada como Cryprococcus também nfio produziu dcido € nfio modificon a coloragio
do meio. Sua coldnia apresentou-se opaca, com coloragio creme, superficie complexa e
rugosa, margem inteira e forma circular,

Das 21 linhagens pertencentes ao género Candida, 16 isolados foram classificados
como C. stellata {76,19%), 3 isolados como C. fropicalis (14,29%} e 2 isolados como C.
milleri/C. holmii (9,52%). As linhagens de C. stellata apresentaram, em sua grande
matoria, col8nias lisas, circulares, inteiras, com coloragfo branco, creme, branco-creme,
verde ou branco nas margens € verde ao centro, peroladas, transparentes ou brilhantes,
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Uma coldnia, com coloragdo branco nas margens ¢ verde ao centro, apresentou-se¢ de
forma Irregular, superficie levemente rugosa, margem ondulada e brilho perolado. Outra
colomia, de coloragiio branca, apresentou-se de forma circular, superficie levemente
rugosa, margem inteira ¢ britho perolade. Os isolados de C. tropicalis possuiam margem
ciliada, britho perolado, superficie lisa ou levemente rugosa, forma circular e coloragio
brance ou branco-esverdeado, Os dois isolados de C. milleri/C. holmii apresentaram
colnias brancas, lisas, inteiras, circulares e peroladas.

Outras espécies de Candida com fregii€ncias de ocorréncia alias em outros meios
de cultura ndo foram detectadas no meio WLN dgar. [sso talvez tenha ocorrido devido a
utilizagio de diluicBes mais altas neste meio de cultura, por se tratar de um meio bisico
para contagem total de leveduras, o que pode ter impedido o crescimento de ountros
grupos. HARPER (1981), através do meio WLN 4gar, isolou de cervejaria leveduras
pertencentes aos géneros Saccharomyces, Hansenula, Pichia Torulopsis etc.

4.5.2 - Eficiéncia de Meio WLD Agar

O meio WLD dgar foi formulado a partir do meio WLN 4dgar suplementado com
actidions a 2,5 yg/ml, concentracio indicada para inibir o desenvolvimento de
Saccharomyces cerevisize ¢ nfo interferir no crescimento de outras leveduras. Assim
como o meio anterior, 0 WLD dgar evidencia a produgfio de 4cido pelas linhagens através
da mndanca de coloragdo do meio de cultura, que passa de verde-azulado para amarelo.

As coldnias desenvolvidas no meio WLD dgar apresentaram ampla variedade de
cores como branca, branco-creme, creme e diversas tonalidades de verde, ¢ ampla
variedade de tamanho, desde coldnias puntiformes até coldnias grandes. As coldnias foram
também caracterizadas com superficie lisa, levemente rugosa ou complexa; forma irregular
ou circular; margem inteira, ondulada ou cibiada, e brilho perolado, transparente ou
brilhante (FIGURA 9).

37,27% das linhagens isoladas neste meio de cultura foram pertencentes ao género
Candida, 32,73% pertencentes ao género Saccharomyces, 14,54% pertencentes ao género
ZygosaccharomycesiTorulaspora e 10,00% pertencentes ao género Kluyveromyces. Os
géneros Schizosaccharomyces (2,73%), Cryptococcus (0,91%), Pichia (0.91%) e
Trichasporon ((,91%) também foram isolados em fregii€ncias menos significativas
{TABELA 10).
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A maioria das linhagens identificadas como Saccharomyces apresentaram colénias
peroladas, de superficie lisa, margem inteira e forma circular, coloragio variando entre
verde escuro, verde claro, verde mostarda, branca nas margens ¢ verde ao centro, branco-
creme e creme. Alguns isolados apresentaram colonias com superficie levemente rugosa,
margem inteira, forma irregular e brilho perolado, de coloragio branco-creme ou verde
com margens branca. Outros isolados possuiam coldnias lisas, inteiras, peroladas,
irregulares e de cor verde-claro. As linhagens classificadas como Zygosaccharomyces/
Torulaspora apresentaram col8nias lisas, circulares, inteiras, peroladas ou brilhantes, de
colorag@o verde-escuro, verde-claro, verde-escuro com margem branca, verde-claro com
margem crere ou creme. Coldnias lisas, inteiras, circulares, peroladas ou brilhantes, de
coloragdo branca, creme ou creme-esverdeado foram classificadas como pertencentes ao
género Kluyveromyces. Alguns destes isolados apresentaram colbnias bem grandes.
Coldnias classificadas como Schizosaccharomyces apresentaram coloragio creme, branca
ou creme-esverdeado, superficie lisa, forma circular, margem inteira ou ondulada,
perolada ou brilhante. Um dnico isolado de Pickia apresentou colnia branca, lisa, inteira,
circular ¢ brithante. A tnica linhagem de Trichosporon possuia coldnia creme, superficie
lisa, margem ondulada, forma circular e brilho perolado, A linhagem de Cryptococcus
possuia colbnia creme, Hsa, inteira, circular ¢ brithante. Os isolados de Trickosporon ¢
Cryptococcus 1o modificaram a coloragio do meio de cultura, indicando a ndo produgio

de dcido.

O meto WLD 4gar mostrou-se bastante propicio para o desenvolvimento de uma
alta variedade de espécies de Candida, como C. tropicalis (46,34%), €. colliculosa
(12,19%). C. rugosa (12,19%), C. guilliermondii var. membranaefaciens (9,76%), C.
kefyr (1,32%), C. guilliermondii (4,88%), C. lipolytica (2,44%), C. parapsilosis (2,44%)
e C. urilis (2,44%). Coldnias com forma circular, brilho perolado, superficie lisa ou
complexa, margem ciliada, de coloragiio branco-creme foram classificadas como C.
tropicalis. Outras coldnias de C. tropicalis apresentaram colorag@io branca ou branco-
esverdeado, superficie lisa, margem inteira, forma circular, opacas ou peroladas. Todas as
linhagens de C. rugesa eram formadas por colonias puntiformes, brancas transparentes,
Lisas, inteiras e circulares. Os isolados de C. colliculosa possuiam coldnias lisas, inteiras,
circulares, brilhantes, de coloraciio branca, verde-escuro, ou verde ao centro com margem
branca, As linhagens de C. guilliermondii var, membranaefaciens apresentaram colbnias
Iisas, intetras, circulares, peroladas, brancas ou brancas com centro azulado. Uma fnica
linkagem apresentou colbnias brancas, Hsas, inteiras, iregulares e brilhantes. As trés
linhagens de C. kefyr apresentaram coldnias de coloragfio mostarda, lisas, inteiras,
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circulares e peroladas. Os dois isolados de C. guilliermondii possuiam coldnias brancas,
lisas, inteiras circulares e brilhantes. As linhagens de C. wrilis, C. lHpolytica e C.
parapsilosis foram caracterizadas por apresentarem colbnias brancas, lisas, inteiras,

circulares e peroladas.

4.5.3 - Eficiéncia do Meio Lisina Agar

Lisina 4gar € um meio de cultura que contém essencialmente lisina como lGnica
fonte de nitrogénio, o que impede o crescimento de algumas espécies de Saccharomyces,
como §. cerevisige e S. carlsbergensis por inibir a sintese de aminodcidos. As linhagens
desenvolvidas neste meio de cultura apresentaram-se com tamanho bastante reduzido,
com coldnias pequenas e puntiformes. Verificon-se uma baixa variagio de colorago das
coldnias, normalmente formada por coldnias brancas ou branco-cremes. As colBnias foram
caracterizadas também pela supesficie lisa, rugosa, levernente rugosa ou hirsuta; margem
inteira, ondulada, ciliada ou filamentosa; forma circular; com britho perolado,
transparente, brilhante ou opaco (FIGURA 10).

Apesar do meio Lisina dgar ser seletive para leveduras nfio-Saccharomyces, o
género Saccharomyces foi isolado em uma freglidncia de 27,50%, juntamente com o
género Candida (40,00%). A alta ocorréncia de Saccharomyces no meio Lisina dgar deve-
se a utilizagio de reservas enddgenas por estas linhagens, j4 que a grande maioria dos
isolados apresentaram colOnias puntiformes ou pequenas quando comparadas ao tamanho
das coldntas de outros gé€neros. Dutros grupos de leveduras também foram detectados
neste meio como: Fickia (10,00%), Kluyveromyces (6,67%), Zygosaccharomyces/
Torulaspora (5,83%), Issatchenkia (5,00%), Saccharomycodest Hanseniaspora (4,16%)
e Rhodotorula (0,83% ) (TABELA 10).

Os isolados do género Succharomyces apresentaram, em sua maioria, colGnias
pequenas ou puntiformes, de coloragio branca, superficie lisa, margem inteira, forma
circular ou ondulada ¢ brilhante. Outras linhagens apresentaram coldnias puntiformes,
superficie lisa, margem ondulada e ciliada, forma circular e britho perolado. ColGnias
brancas, levemente rugosas, circulares e peroladas também foram classificadas como
pertencentes ao  género Saccharomyces. As linhagens identificadas como Pichia
apresentaram  colonias brancas, circulares, lisas ou levemente rugosas, inleiras ou
onduladas, peroladas, transparentes ou opacas. As linhagens dos géneros Kluyveromyces e



Zygosaccharomyces/Torulaspora apresentaram  colonias pequenas € brancas, lsas,
inteiras, circulares e brilhantes. Um dnico isolado de Kluyveromyces apresentou colbnia
bem grande, branca, lsa, inteira, circular e  brilhante; ¢ wuwm isolado de
Zygosaccharomyces/Torulaspora apresentou coldnias branco-creme, Hsa, inteira, circular
e brilhante. A maioria das linhagens de Issatchenkin possuiam colnias puntiformes,
brancas, lisas, inteiras, circulares e peroladas. Um isolado apresentou collnias brancas,
transparentes, lisas, ciliadas e circulares. Um outro isolado apresentou colOnias de
coloracfo branca, superficie lisa, margem ondulada, forma circular e opaca. Todas as
linhagens identificadas como Succharomycodes/Hanseniaspora apresentaram colOmnias
brancas, lisas, inteiras, circulares e peroladas. Uma inica linhagem de Rhodotorula
apresentou coldnias pequenas, de coloragio vermelha, superficie lisa, forma circular,

margem inteira ¢ brilho perolado.

Das linhagens pertencentes ao género Candida, a espécie de maior ocorréncia foi
C. wropicalis (47,92%), seguida de C. krusei (25,00%), C. rugosa (10,42%), C.
colliculosa (8,33%), C. dattila (208%), C. guilliermondii var. membranaefaciens
(2,08%), C. kefyr (2,08%) e C. magnoliae (2,08%). As linhagens identificadas como C.
tropicalis apresentaram coldnias morfologicamente bastante variadas. A maioria delas
possuiam coloragiio branca ouw creme, transparentes, superficie lisa, forma circular e
margem ciliada. Outras coldnias apresentaram coloraco branca, superficie lisa, forma
circular, margem inteira on ondulada e brilho perolado. Algumas colOnias possuiam
superficie rugosa, margem ondulada e ciliada, forma cirenlar, colorago branca e britho
perolado. Os isolados identificados como C. krusei apresentaram colbmias brancas,
irregulares e expansivas, rugosas ¢ hirsstas, opacas ou peroladas. Coldnias menores ¢
opacas desta mesma espécie apresentaram coloragdo branca, superficie levemente rugosa,
forma circular e margem inteira. As linhagens de C. rugosa apresentaram colfnias brancas,
lisas, inteiras, circulares e peroladas. Um isolado apresentou margem filamentosa e outro
superficie levemente rugosa. Todos os isolados identificados come C. colliculosa
apresentaram coldnias brancas, pequenas e transparentes, com superficie lisa, margem
inteira e forma circular. As linhagens de C. guilliermondii, C. dattila ¢ C. magnoliae
apresentaram colbnias brancas, lisas, inteiras, circulares e brilhantes. A tnica linhagem de
C. kefyr isolada no meio Lisina dgar apresentou as mesmas caracteristicas das trés (ltimas

espécies citadas, exceto que suas coldnias eram puntiformes.
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TAYLOR & MARSH (1984) afirmam que o meio Lisina dgar muitas vezes
permite também o desenvolvimento de espécies do género Saccharomyces que nio
conseguem crescer em meios contendo cristal violeta, HEARD & FLEET {19863,
analisando a fermentagio do vinho, detectaram através de Lisina dgar linhagens de
Candida stellata, Saccharomycodes ludwiggi e Kloeckera apiculata (estado imperfeito do
género Hanseniaspora).

4.5.4 - Eficiéncia do Meio Lin Agar

O meio Lin dgar € indicado para a deteccio de leveduras do genero
Saccharomyces. Devido a presenca de cristal violeta esse mejo dificulta o
desenvolvimento de leveduaras de outros géneros (LIN, 1975; LONGLEY er alii, 1978;
TAYLOR & MARSH, 1984; OLIVEIRA & PAGNOCCA, 1988). Apesar disto, 73,96%
das linhagens isoladas neste meio foram pertencentes ao género Candida ¢ apenas 19,79%
foram pertencentes ao género Sqccharomyces, Outros grapos também foram detectados,
como Schizosaccharomyees (2,08%), Trichosporon (2,08%), Cryptococcus (1,04%) e
Rhodotorula (1,04%) (TABELA 10).

As linhagens desenvolvidas no meio Lin dgar apresentaram uma alta variagHo de
coloragio, com colOnias branca, lilds, rosa-claro, branca-rosada, roxa ou alaranjada.
Houve o desenvolvimento de colonias com superficie lisa, levemente Tugosa, Tugosa,
hirsuta ou complexa; margem inteira, ciliada, filamentosa ou ondulada; forma circular ou
irregular; brithantes, peroladas ou opacas (FIGURA 11).

Linhagens de g€nero Saccharomyces apresentaram colbnias brancas, complexas,
inteiras, circulares ou irregulares e peroladas. Alguns isolados apresentaram colbnias
pequenas ¢ brancas, levemente rugosas, inteiras, circulares e peroladas. Outros isolados
ainda apresentaram coldnias de coloraglio lilds, superficie complexa, margem inieira,
forma irregular € brilho perolado. Um dnico isolado possuin colonias brancas, lisas,
inteiras, circulares e brilhantes. As duas linhagens pertencentes ao génere Trichosporon
desenvolveram coldnias brancas, hirsutas e rugosas, onduladas, circulares e opacas. Um
isolado de Schizosaccharomyces apresentou coldnias rosa clarop, lilds, inteiras circulares, e
peroladas; outro isolade apresentou colbnias brancas, hirsutas, rugosas, filamentosas,
circulares e opacas. A tunica linhagem de Crypfococcus isolada no meio Lin dgar
apresentou-se com coloragdo rosa claro, superficie lisa, margem inteira, forma circular e
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brilhante. A linhagern de Rhodotorula apresentou essas mesmas caracteristicas, exceto em
relagfo a sua coloraglo, que foi alaranjada.

Das 71 linhagens pertencentes ao género Candida, 50 isolados foram classificados
como (. stellata (70,42%), seguida de C. rugosa (14,08%), C. krusei (9,86%). C.
lusitaniae (2,82%), C. magnolinze (1,41%) e C. milleri/C. holmii (1,41%). As linhagens
de C. stellatn apresentaram colOnias lisas, inteiras, circulares e brilhantes, de coloragiio
branca, branca-rosada, rosa, 1ilds e roxo. Colbnias levemente rugosas, inteiras, circulares,
peroladas, brancas, lilds ou roxas também foram identificadas como C. stellata. Os
isolados classificados como C. rugosa apresentaram coldnias brancas, inteiras, peroladas,
lisas ou complexas, circulares ou irregulares. A maioria das linhagens de C. krusei
apresentaram colbnias opacas de colorago lilds com margem branca, superficie hirsuta,
margem c¢iliada e froma circular. Qutras colOnias apresentaram-se brancas, levemente
rugosas e rugosas, ciliadas, opacas, circulares ou irregulares. As linhagens de C.
lusitaniae, C, magnolige ¢ C. milleri/C. holmii apresentaram coldnias morfologicamente
muito serelhantes, de colorag@io branca, superficie lisa, margem inteira, forma circular ¢

brilhantes.

4.6 - Diversidade Taxondmica
4.6.1 - Taxonomia das Leveduras em nivel de Género

Os resultados dos testes sobre as caracterfsticas morfoldgicas, fisiolégicas e
bioquimicas das leveduras submetidas aos testes preliminares de identificagio encontram-
se na TABELA 11. A partir destes testes conseguiu-se a classificacfio das linhagens em
nivel genérico. A lista das linhagens pertencentes a cada grupo de identificacio estd no
ANEXO 1.
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Do total de 439 isolados, 424 linhagens apresentaram respostas negativas aos
testes de DBR e uréia, sendo classificadas como periencentes aos géneros Candida,
Issatchenkia, Khuyveromyces, Pichia, Saccharomyces, Saccharomycodes/Hanseniaspora
e Zygosaccharomyces/Torulaspora. Dez linhagens apresentaram respostas positivas 4
estes testes, sendo enquadradas nos géneros Cryptococcus, Rhodotorula e Trichosporon,
Apenas 5 linhagens, identificadas como Schizosaccharomyces, apresentaram Tesposta
positiva ao teste de uréia e resposta negativa ao feste de DBB. Nenhuma das linhagens
isoladas produziu significativamente 4cido a partir da glicose e nem produziu
balistosporos. As linhagens esporuladas foram também freqgtientes, sendo que 56,50% dos
isolados produziram esporos esféricos, reniformes ou em forma de chapéu.

Cento e sefenta e uma linhagens pertencentes 4 7 biotipos diferentes foram
enquadradas no género Saccharomyces de acordo com as chaves de identificagio de
RARNETT er alii (1983 ¢ 1990) ¢ YARROW (1984a). Todas as culturas apresentaram
gemulagio multipolar, assimilaram e fermentaram vigorosamente a glicose, cresceram a
370C, produziram ascos persistentes com esporos esféricos, nio conjugados, em nimero
de 2 a 4 esporos por asco ¢ apresentaram coldnias com coloragao variando entre branco e
branco-creme. Nenhum biotipo produziu micélio verdadeiro, artrGsporos, pelicula em
meio lquido, compostos semelhantes ao amido e ndo assimilon nitrato de potdssio,
celobiose, eritritol € M-inositol, Em alguns biotipos observou-se a formacio de
- pseudomicélio ¢ a assimilagio da sacarose.

Vinte e oito linhagens pertencentes a 4 biotipos diferentes apresentaram colonias
com coloracio branca, gemulagfo multipolar, assimilaram e fermentaram vigorosamenie a
glicose, cresceram a 379C e produziram ascos persistentes, conjugados, com €sporos
esféricos. Estes biotipos ndo produziram micélio verdadeiro e nem artrésporos, n#o
produziram pelicula em meio liquide e nem cOmMpostos semelhantes ao amudo, nao
assimilaram nitrato de potdssio, eritritol ¢ M-inositol. Treze culturas néo produziram
pseudomicélio, 6 cultaras assimilaram a celobiose e ouftras 3 ndo assimilaram a sacarose.
De acordo com BARNETT ef alii (1983 e 1990) ¢ YARROW (1984c.d) estes biotipos
podem se enquadrar nos géneros Zygosaccharomyces ou Torulaspora, j4 que esses dois
géneros apresentam caracteristicas similares s observadas por estas culeuras.



Colénias com coloragio branca ou branco-creme, gemulagio multipolar,
fermentago vigorosa da glicose, produgio de ascos deiscentes com esporos reniformes
nio conjugados, assimilagio da glicose ¢ da sacarose, inabilidade em assimilar nitrato de
potdssio como tnica fonte de nitrogénio, inabilidade em assimilar eritritol € M-inosiiol
como tnicas fontes de carbono, crescimento a 379C, inabilidade para a produgic de
compostos amilSides, foram caracteristicas observadas em 19 linhagens de leveduras
classificadas como pertencentes ao género Kluyveromyces (BARNETT et alii, 1983 ¢
1990; VAN DER WALT & JOHANNSEN, 1984). Estas linhagens estdo distribuidas em 4
biotipos distintos. Dois deles, com coldnias de coloracdo branca e branco-creme,
assimilaram a celobiose ¢ os outros dois biotipos nfo assimilaram este composto de

carbona,

Caracteristicas como produgiio de pseudomicélio e micélio verdadeiro, gemulagdo
multipolar, produgio de ascos deiscentes, ndo conjugados e com esporos esiéricos,
formagio de pelicula em meio Hquido, crescimento a 379C, assimilacio da glicose,
inabitidade em assimilar a celobiose, eritritol, M-inositol ¢ nitrate de potdssio, inabilidade
de fermentar a glicose, ndo produgfio de artrésporos ¢ de compostos semelhantes ao
amido foram observadas em 4 linhagens distribufdas em 3 biotipos distintos, classificados
como pertencentes ao género Pichia, de acordo com BARNETT et alii (1983 ¢ 1990) e
KURTZMAN (1984¢), A coloragdo das coldnias variaram enire branca, branco-creme e
creme, e um biotipo assimilou a sacarose. Um outro grupo de linhagens, composto de 3
biotipos, também foi classificado como Pichinz, porém este apresentou caracteristicas
diferentes do grupo anterior, como produciio de pseudomicélio, aus€ncia de micélio
verdadeiro e artrésporos, colonias com colorag@io branca ou branco-creme, gemulago
multipolar, ascos persistentes, conjugados € com esporos esféricos, formagio de pelicula
em meio Hquido, fermentagdo lenta da glivose, crescimento a 379C, auséncia de
compostos semelhantes ao amido, assimilagio da glicose, inabilidade em assimilar nitrato
de potdssio, celobiose, eritritol € M-inositol, estando de acordo com as chaves de
identificacio de BARNETT et afii (1983 e 1990) ¢ KURTZMAN (1984¢). Um destes
biotipos apresentou resultado positivo na assimilagfio da sacarose. Um terceiro grupo de
linhagens, composto de 2 biotipos, apresentou as seguintes caracteristicas: aus€ncia de
pseudomicélio, micélio verdadeiro e artrésporos, auséncia de pelicula em meio liquido,
gemulacfio multipolar, fermentagio da glicose, ascos deiscentes com espores em forma de
chapéu, assimilagio de nitrato de potdssio, glicose, sacarose ¢ eritritol, ndo formagio de
compostos semelhantes ac amido e a inabilidade em assimilar M-inositol como winica fonte
de carbono. Um dos biotipos nfio crescen a temperatura de 370C e assimilon a celobiose.
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Este terceiro grupo, de acordo com BARNETT et afii (1983) ¢ KURTZMAN (19842)
enquadra-se no género Hansenula. Porém, BARNETT ef alii {(1990) agrupam ao género
Pichia as linhagens com estas caracterisiticas, jd que a maijoria das espécies do génern
Hansenula foram reclassificadas ¢ agrupadas ao género Pichia, embora ainda fossem
mantidas 3 espécies deste género,

Sete culturas perfencentes a 2 biotipos diferentes foram classificadas como
representantes do género fssatchenkia (BARNETT er alii, 1983 e 1990, KURTZMAN,
1984b). As culturas apresentaram as seguintes caracteristicas: gemulagio multipolar,
formag@o de pseudomicélio, auséneia de micélio verdadeiro e artréspores, fermentacio
positiva da glicose, crescimento a temperatura de 370C, presenca de pelicula em meio
Hquido, inabilidade na produgio de compostos amiléides, formagio de ascos persistentes,
ndo conjugados e com esporos esféricos, assimilagdo positiva da glicose e sacarose, e
assimilaglo negativa de celobiose, eritritol, M-inosito] e nitrato de potdssio. Os dois
biotipos de Issatchenkia diferenciam-se apenas pela coloragio de suas colbnias,

Gemulacio bipolar com células apiculatas, presenca de fissfio, producdo de
psendomicélios, auséneia de micélios verdadeiros e artrésporos, auséncia de pelicula em
meio Hauido, fermentacio vigorosa da glicose, crescimento a temperatura de 37°C,
inabilidade em produzir compostos semelhantes ao amido, produgio de ascos persistentes
com esporos esféricos, habilidade em assimilar a glicose ¢ inabilidade em assimilar eritritol
& M-inositol foram caracteristicas observadas em 5 linhagens distribuidas em dois biotipos.
De acordo com BARNETT ef alii (1983 ¢ 1990) e KREGER-VAN RIJ (1984a) estes
biotipos podem ser pertencentes aos géneros Saccharomycodes ou Hanseniaspora, 38 que
estes dois géneros apresentam caracterfsticas muito similares. Um dos biotipos, com 4
hnhagens, apresenton colonias de coloragiio branco-creme e assimilon a sacarose;
enquanto que o outro biotipo, com apenas uma linhagem, apresentou colfnia branca e
assimilou a celobiose.

Cinco linhagens distibufidas em 3 biotipos distintos apresentaram respostas
positiva ao teste de uréia e negativa ao teste de DBB, reprodugio exclusivamente por
fissfo, ascos deiscentes com esporos esféricos, assimilagio e fermentacHo vigorosa da
glicose, crescimento a 37°C, auséncia de psendomicélio, micélio verdadeiro ¢ artrGsporos,
inabilidade em assimilar nitrato de potdssio como tnica fonte de nitrogénio e em assimilar
M-inositol como tnica fonte de carbono. Estas cuolturas foram classificadas como
pertencentes ao género Schizosaccharomyces (BARNETT et alii, 1983 e 1990;
YARROW, 1984b), Dois biotipos apresentaram colbnias branca-creme, auséncia de
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pelicula em meio Hquido, inabilidade em assimilar sacarose, celobiose e eritritol, diferindo-
sc apenas pela sintese de compostos semelhantes ao amido. Ouiro biotipo apresentou
colbnias de coloragiic branca, formagio de pelicula em meio liquido e habilidade em
assimilar sacarose, celobiose e erifritol.

Quatro culturas distribuidas em dois biotipos foram classificadas como
pertencentes ao género Rhodotorula por apresentarem coldnias de coloragio vermechha,
gemulagio multipolar, auséncia de pseudomicélio, micélio verdadeiro e artrésporos,
auséncia de pelfcula em meto Hquido, auséncia de reprodug@o sexuada, ndo crescimento a
370C, habilidade em assimilar mtrato de potdssio, glicose € sacarose, inabilidade em
fermentar a glicose ¢ em assimilar eritritol ¢ M-inositol, estando de acordo com
BARNETT et alii (1983 ¢ 1990) ¢ FELL er alii (1984). Os biotipos de Rhodotorula
diferenciaram-se apenas pela assimilacgo da celobiose.

Colbnias de coloragio branca, gemulagdo multipolar, presenca de pseudomicélio,
micélio verdadeiro e artrdsporos, presenca de pelicula em meio lquido, crescimento a
379C, auséneia de reproducdio sexuada, habilidade em assimilar glicose, sacarose e
celobiose, inabilidade em fermentar a glicose, inabilidade em assimilar nitrato de potéssio e
eritritol foram caracteristicas observadas em 3 culturas, distribufdas em 2 biotipos e
classificadas como pertencentes ao género Trichosporon (BARNETT et alii, 1983, 1990;
KREGER-VAN R1J, 1984a). Estes dois biotipos diferenciaram-s¢ apenas pela assimilagio
do eritritol,

Trés culturas de um dnico biotipo foram identificadas como Cryptococcus por
apresentarem coldnias de coloragfio salmdo, gemulagio multipolar, formagio de pelicula
em meio Hquido, habilidade em assimilar glicose, sacarose, celobiose, eritritol ¢ M-
inositol, inahilidade em fermentar glicose e em assimilar nitrato de potdssio, n&o apresentar
reproducio sexuada e nem formaciio de compostos semelhantes ao amido, estando de
acordo com BARNETT er alii (1983 e 1990) ¢ RODRIGUES DE MIRANDA (1984).



4.6.2 - Taxonomia das Leveduras do Género Candida

Os resultados sobre as caracteristicas morfoldgicas, fisiolégicas e bioguimicas das
leveduras submetidas a identificagio em nivel de espécie encontram-se nas TABELAS 12
¢ 13. A lista das espécies de Candida isoladas nas usinas Costa Pinto e Santa Cruz estd no
ANEXQ 2.

Todas as 181 linhagens que foram identificadas em nfvel de espécie apresentaram
reprodugido assexuada por brotamento multipolar ¢ resposta negativa ao teste de DBB e
urease, com exceglo de uma linhagem de C. lipolytica que respondeu positivamente ao
teste de uréia. A coloragio das coldnias em meio YM dgar ou GYP dgar variaram entre
branca, branca-creme e creme. A presenca de espécies produtoras de psendomicélio e
micélio verdadeiro foi fregiiente. No total, 99 linhagens apresentaram pseudomicélio e 45
linhagens apresentaram estruturas de micélio verdadeiro. Setenta ¢ seis linhagens nio
produziram nem psendomicélio € nerm micélio verdadeiro e 6 linhagens produziram apenas
micélic verdadeiro. Nenhuma das linhagens identificadas apresentou artrésporos.

Candida stellata foi a espécie mais isolada, com 66 culturas caracterizadas em 19
biotipos. Predominaram culturas que crescem a temperatura de 37°C, mais alta que a
méxima descrita para a espéeie (BARNETT er alii, 1983 ¢ 1990; MEYER er alii, 1984,
Os biotipos de (. stellara diferiram da descrigio padriio pela fermentacido dos agicares
galactose, maltose e rafinose, crescimento em meio contendo 50% de glicose e, algumas
culturas, pela formagio de pseudomicélio. Apenas uma linhagem hidrolison a arbutina,
descordando da descrigfo padrio,

As 45 linhagens de C. tropicalis estdo caracterizadas em 13 biotipos. Um dos
biotipos, composto por 3 culturas, apresentou um perfil fisiolégico e bioguimice similar 3
descrigho da espécie (BARNETT er alii, 1983 e 1990; MEYER ez afii, 1984). O maior
biotipo, composto de 20 culturas, diferiu da descrigdo padrio apenas por nio hidrolisar a
arbuting; € um outro biotipo, com 5 culturas, também diferiu neste mesmo teste. Bsses
dois biotipos diferenciam-se entre si pela assimilagiio da celobiose. Outros dois biotipos,
compostos por 5 e 2 linhagens, diferenciaram da descrigiio padrio for assimilar fracamente
Dl-lactato e por ndo hidrolisar a arbutina, caracteristicas consideradas varidveis dentro da
espécie. Os outros 8 biotipos constituem apenas de uma Winica linhagem.
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Algumas linhagens de C. rugosa divergiram da descricio padrio da literatura
{BARNETT ez alii, 1983 e 1990; MEYER e alii, 1984) por crescer em meios com 50%
de glicose, ndo assimilar etilamina, glicerol, DL-lactato, succinato, por assimilar D-xilose,
L-arabinose, D-arabinose, D-ribose, ribitol e o-metil D-glicosideo ou por fermentar
lentamente a glicose.

Candida krusei, estado imperfeito de Issatchenkia orientalis, apresentoun 19
hnhagens pertencentes a 5 biotipos distintos, que diferitam da descrigfo padrio
(BARNETT e afii, 1983 ¢ 1990; MEYER er alii, 1984) apenas por ndo assimilar ou
assimilar fracamente succinato, ¢ algumas por crescer em meio com 50% de glicose. Os
biotipos apresentaram resultados negativo para a assimilagio de D-ribose e positivo para
assimilacdo de glicerol. Apenas um biotipo, representado pela coltura 135B, nio cresceu a
temperatura de 40CC. Outros biotipos diferiram entre si pelo crescimento em meio com
50% de glicose e assimilagfo de succinato e citrato.

Candida colliculosa, estado imperfeito de Torulaspora delbrueckii, foi
representada por 9 linhagens pertencentes a 7 biotipos diferentes. Todas as culturas
hidrolisaram arbutina ¢ cresceram em meios contendo cicloheximida a 100 ¢ 1000 ppm, o
que as diferem da descricio padrio (BARNETT ef alfii, 1983 e 1990; MEYER et alii,
1984). Além disto, a cultura 102A difere também pela assimilacio da celobiose e a cultara
38A pela assimilag@o da celobiose e da salicina. Os biotipos diferem entre s nos testes de
fermentaciio da galactose e maltose, crescimento em meio livre de vitaminas, assimilacio
de celobiose, inulina, ribitol, o-metil D-glicosideo, salicina e produgdo de pseudomicélio.

As linhagens identificadas como C. guilliermondii vas. membranaefaciens, estado
imperfeito de Pichia ohmeri, diferiram da descrigdio da espécie por fermentar maltose,
assimilar succingto e citrato, e crescer em meios com cicloheximida a 100 e 1000 ppm
(BARNETT e alii, 1983 e 1990; MEYER er alii, 1984). A linhagem 185A diferiu
também por assimilar melizitose, enguanto gue as oufras quatro linhagens diferiram
també&m por ndo cresceremn em ribitol, quando esse compostoe fot usado como tinica fonte
de carbono.

Quatro linhagens distribuidas em 3 biotipos diferentes foram identificadas como C.
kefyr, estado imperfeito de Kluyveromyces marxianus, As caracterfsticas destas culturas
estdo de acordo com a descrigdo da literatura, proposta por BARNETT er alii (1983 ¢
1990) e MEYER et alii (1984). Os 3 biotipos diferiram entre si pela formacio de
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pseadomicélio, fermentagio da maltose, crescimento em meio com 50% de glicose,

assimilagdo de celobiose e DIL-lactato.

Trés linhagens, representadas por 3 biotipos distintos, diferiram entre si pela
fermentagio da rafinose, crescimento a 50% de glicose e assimilagio de o-metil D-
glicosideo. Essas culturas diferiram da descnigho padriio por fermentar a maltose ¢ crescer
a 370C, temperatura acima da descrita como méxima de crescimento das espécies
(BARNETT ¢t alii, 1983 ¢ 1990; MEYER et alii, 1984). Um biotipo, representado pela
finhagem 77A, diferiu da descriciio padrio também por nfio fermentar a rafinose. Gutro
biotipo, representado pela linhagem 217A, diferiu pelo crescimento a 50% de glicose e
pela assimilagio de o-metil D-glicosideo. De acordo com MEYER er alii (1984) linhagens
com estas caracteristicas podem ser enquadradas tanto em C. miilleri como a C. holmil
festado imperfeito de Saccharomyces exiguus). Segundo esses autores, C. holmii ¢
fisiologicamente similar a C. milleri, diferindo apenas na porcentagem de guanina +
citosina no DNA. Além disso, de acordo com BARNETT er alii (1983 e 1990), C. holmii
apresenta habilidade em crescer na auséncia de niacina e pantotenato de cdlcio, enguanto

que C. milleri apresenta resultados varidveis ¢ duvidosos.

C. guilliermondii, estado imperfeito de Pickia guilliermondii, aqui representada
por dois biotipos diferiram entre si na assimilacdo de L-sorbose, inulina, D-ribose, L-
ramnose € succinato. Estas dnas linhagens nfo fermentaram a rafinose, caracteristica
vandvel na descrigio da espécic (BARNETT er alii, 1983 ¢ 1990). Um dos biotipos,
representado pela linhagem 24A, diferiv da descrigBo padrfio por assumnilar fracamente
melibiose e por nfo assimmilar inulina e succinato (MEYER et alii, 1984), o que nio
ocorren com © outro biotipo, representado pela cultura 4A, gue assimilow estes

COmpostos.

Dois biotipos classificados como C. lusitaniae, estado imperfeito de Clavispora
tusitaniae, divergiram entre si pela coloragio de sua colbnias, fermentacfio da galactose e
assimilaciio de o-metil D-glicosideo. Estes biotipos diferiram da espécie descrita na
literatura pela fermentacfio da galactose ¢ pela assimilagio de D-ribose e succinato
(BARNETT et alii, 1983 ¢ 1990; MEYER et alii, 1984). A fermentacfc da galactose ¢ a
assimilagdo de D-ribose sfo caracteristicas consideradas varidveis pelas descricbes

consuliadas,
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Os dois biotipos identificados como C. magnolige diferem entre si pela
fermentagio da sacarose, crescimento em meios contendo 50% de glicose e 10% de NaCl,
asstmilacBo da erilamina, galactose, celobiose e rafinose, O biotipo representado pela
cultura 220A fermentou sacarose, crescen em meio contendo 50% de glicose e em meio
com 10% de Na(l, hidrolisou arbutina, assimilou etilamina e rafinose, e assimilou
fracamente a galactose; enquanto que a cultura 202A ndo apresentou estas caracteristicas,
mas assimilou galactose ¢ celobiose. A fermentagio da sacarose € a assimilagiio dos
compostos  L-sorbose, trealose, D-ribose, succinato e citrato sio caracterfsticas
consideradas varidveis na espécie de acordo com BARNETT et alii {1983 e 1990) ¢
MEYER et alii (1984),

A linhagem de C. dattila, estado imperfeito de Kluyveromyces thermotolerans,
fermentou fracamente a rafinose e assimilon ribitol, caracteristicas consideradas varigveis
na descrigdo da espécie (BARNETT et alii, 1983 e 1990; MEYER er alii, 1934).

Uma linhagem apresentou resposta positiva ao teste da uréia ¢ negativa ao teste
DEB, sendo entdio, identificada como €. lipolytica, estado imperfeitc de Yarrowig
lipolytica. Esta cultura diferiu da descrigiio padrio por ndo assimilar succinato e etilamina,
esta dltima caracteristica considerada varidvel na descri¢io da espécie (BARNETT er alii,
1983 e 1990; MEYER er alii, 1984).

Uma linhagem, identificada como C. parapsilosis, apresenton resultados similares
ans da descrigdo da espécie (BARNETT et alif, 1983 e 1990; MEYER et alii, 1984).

A tnica linhagem de C. wtilis, estado imperfeito de Pichia jadinii, diferin da
descrigdo padrao por fermentar a maltose, nfio crescer em meio sem vitaminas, assimilar a
galactose, ndo assimilar rafinose, D-xilose, salicina, DL-lactato, succinato e citrato, e por
crescer em meios contendo cicloheximida a 100 e 1000 ppm (BARNETT ¢r alii, 1983 e
1990; MEYER et alii, 1984).



4.7 - Diversidade Metahdlica

As espécies fermentadoras totalizaram 88,95% do total de linhagens pertencentes
ao género Candida. Vinte e dois isolados fermentaram apenas glicose representados por
C. krusei, C. lusitunige, C. magnoliae & por uma linhagem de C. rugosa. Glicose e
sacarose foram fermentadas por 137 linhagens, sendo que 130 dessas também
fermentaram galactose, 111 fermentaram também maltose ¢ 105 fermentaram
stmultaneamente galactose e maltose.

Uma linhagem de C. magnoliae fermentou apenas glicose e sacarose. Apenas duas
linhagens identificadas como C. lusitaniae € C. parapsilosis fermentaram glicose e
galactose. Vinte e duas linhagens fermentaram simultancamente glicose, galactose e
sacarose. Apenas seis linhagens fermentaram a glicose, sacarose e maltose, representadas
pelas espécies C. colliculosa, C. utilis e C. dattilu. Esta dltima também fermentou
fracamente a rafinose.

Todas as linhagens de C. tropicalis fermentaram os agidcares glicose, galactose,
sacarose e maltose. Um dnico isolado de C. kefyr fermentou o$ acgticares glicose,
galactose, sacarose, maltose ¢ lactose. O agdcar lactose foi fermentado apenas por 4
hnhagens de C. kefyr.

A rafinose foi fermentada por poucos isolados (35,36%), em sua grande maioria
apresentando wma fermentac@o lenta ou fraca. Apenas 15 linhagens de C. stellata, 2
linhagens de C. milleri/C. holmii e 1 linhagem de C. guilliermondii var.
membranaefaciens  fermentaram  vigorosamente a rafinose. Dezenove linhagens
identificadas como C. rugosa e a linhagem de C. lipolytica ndo fermentaram a glicose.

Os resultados dos testes de assimilagio de compostos de carbonoe mostram que
53,04% das linhagens de Candida identificadas, assimilam apenas de 1 a 6 compostos
além da glicose, 13,81% assimilam entre 7 a 12 compostos e 31,49% assimilam entre 13 a
18 compostos dentre os 30 testados. Apenas duas linhagens identificadas como C.
guilliermondii ¢ uma linhagem de C. tropicalis assimilaram entre 19 ¢ 24 compostos de
carbono além da glicose. Nenhuma linhagem assimilou mais que 25 compostos de
carbono. Isto demonstra que predominaram espécies com caracteristicas assimilativas
resiritas, isto €, com habilidade de utilizar poucas fontes de carbono.
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Inositol e metanol nfo foram assimilados por nenhuma linhagem de Candida.
Eritritol foi assimilado apenas por uma linhagem de C. lipolytica e etanol foi assimilado
por 61,88% dos isolados de Candida. Apenas as linhagens de C. stellata, C. utilis e uma
linhagem de C. magnoliae ¢ de C. milleri/C. holmii nfio assimilaram etanol. Melibiose foi
assimilada apenas por duas linhagens de C. guilliermondii, uma delas fracamente. Lactose
foi assimtlada pelas linhagens de C. kefyr e fracamente por duas linhagens de C. fropicalis.

Os resultados dos testes de assimilagdo de compostos de nitrogé€nio demonstram
que 98,34% das linhagens néo assimilaram nitrato de potdssio ¢ nem nitrito de sédio.
Apenas duas linhagens de C. magnoliae e uma linhagem de C. wtilis foram capazes de
crescer em melos contendo esses compostos como finica fonte de nitrogénio. Essas trés
linhagens também foram capazes de crescer em mefo contendo L-lisina efou etilamina. Das
178 linhagens gue assimilaram L-lisina, 75 nfio cresceram em meio contendo etilamina.
Apenas trés Iinhagens (C. milleri/C. holmii) nfo assimilaram nem L-lisina e nem etilamina,
Nio foi constatada nenhuma linhagem que tenha assimilado etilamina e ndo L-lisina.

Apenas 28 linhagens cresceram em meio livre de vitaminas ¢ 34 linhagens
apresentaram resposta positiva ao teste da hidrolise da arbutina, Nenhuma linhagem
apresentou sintese de compostos semelhantes ao amido. Nos testes de resisténcia a
ciclohexirmda, 37,57% das linhagens cresceram em meios contendo cicloheximida a 100 e
1000 ppm. A concentragio de 1000 ppm inibiu o crescimento de C. parapsilosis, porém

isto ndo ocorren a 100 ppm.

A osmotoler@ncia foi um fator importante ja que 135 linhagens cresceram em meio
contendo 50% de glicose, dentre os quais 76 cresceram também em meio com 10% de
MaCl. Doze linhagens cresceram em meio com 10% de Na(l, mas nfo cresceram em 5(%
de glicose, e 59 linhagens cresceram apenas em 50% de glicose, mas ndo em 10% de
NaCL

Os testes de crescimento a diferentes temperataras revelaram um alto niimero de
inhagens crescendo a temperaturas mais elevadas do que aquela descrita como méxima
para © crescimento das espécies. Das 181 linhagens de Candide, 179 linhagens
apresentaram crescimento a 37°C. Dentre estas, 78 linhagens apresentaram resultado
positivo ao crescimento a 409C. Apenas duas linhagens, uma de C. dattila ¢ ontra de C.
stellata, ndo apresentaram crescimento a 37°C.
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TABELA 1 - Par@metros fisico-quimicos das amostras coletadas na Usina Costa Pinto S/A
Agticar e Alcool.

12 Coleta: 12/05/92 58 38 148 | 40 | 295 | 48 | 431 27 -

28 Coleta: 24/06/92 57 30 16,1 4,0 34 20 - - -

32 Coleta: 009/10/92 5.3 29 18,15 38 31 20 | 27 23 -

TABELA 2 - Par@metros fisico-quimicos das amostras coletadas na Usina Acucareira Santa
Cruz S/A.

18 Coleta: 01/06/92 381 - 77 | 430 - 1,2 4,37 - -
28 Coleta: 15/07/92 488 29 18,5 | 438 355 4.5 4.55 35 -
33 Colets: 03/11/92 581 30 18,7 | 4,35 31 0.3 3,99 33 -
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TABELA 3 - Contagem microbiana em UFC/ml das amostras coletadas

13 Coler 325x10% | 490x108 | 483x109 | 645x105 | 7.17x10% | 2.89x10°

22 Coteta 1332106 | 4862108 | 7.56x109 | 191x106 | 140x108 | 857x108 | WLN4agar
3% Coleta 199106 | 310x108 | 1.18x109 | 148x10% | 121x106 | 222x108

12 Coleta 242x103 | 722x105 | 825x10% | 539x10% | 414x10% | 2982105

22 Coleta 366x10% | 586x10% | 6,68x10% | 141x108 | 377x104 | 138x10° | WLDsgar
34 Coleta 9,18x105 | 2.86x10° | 562x105 | 272x10% | 9.50x102 | 1,13x10°

12 Coleta 7182103 | 2.66x10% | 945x105 | 350x10° | 370x10% | 2,.86x10°

24 Coleta 3.66x10% | 3.00x102 | 1552103 | 508x105 | 335x103 | 1905103 | Lisina dgar
32 Coleta 357x105 | 3.10x103 | 755x102 | 554x105 | 1,22x100 | 1,33x105

12 Coleta 9755102 | 171x107 | 935x10° | 730x10% | 7.95x10% | 3.75x100

78 Coleta 8002102 | 1,05x105 | 233x105 | 212x103 | 140x16% | 520x10% | Lin 4gar
3% Coleta 1L,1510% | 2.14x10% | 242x10% | 387x103 | 200x102 | 146x10°

TABELA 4 - Total de linhagens de leveduras isoladas em cada uma das 6 coletas

realizadas em duas usinas de agticar e dlcool.

Costa Pinto

49

74

98

221

Santa Cruz

58

78

82

218
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TABELA 5 - Lista de géneros ¢ niimero de linhagens de leveduras isoladas das amostras coletadas
na Usina Costa Pinto $/A Acicar e Alcool e na Usina Acucareira Santa Cruz S/A.

Candida

12

i2

i6

i2

i

12

i1

i3

1t

15

Cryptococcus

Issatcheniia

Kluyveramyces

Pichin

Ruodatoruls

Saccharomyces

10

14

16

12

18

23

16

i1

SaccharomycodesiHanseniaspora

Schizosaccharomyees

Trichosporon

ZygovaccharomyessiYorulaspora

Total

16

28

12

23

33

22

35

37

20

28

33

i7

22

23

21

28

26
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TABELA 6 - Lista de espécies e ntmero de linhagens de Candida isoladas a partir das. amostras
coletadas na Usina Costa Pinto S/A Agticar € Alcool e na Usina Agucareira Santa Cruz S/A.

C. colliculosa 2 1 1 2 i 2

., duttifa 1. H

C, guilliprmondii i i

£, puilliermendii  var 2 3
membranasfociens

C. kefyr 1 2 ] 1

C. brusei 2 1 4 z 1 2 3 i 2 i

. hipotytica

. busitaniae 1 1

C. magnoliae 1 i

Comifleriil. holmii 2 i

. parapsilosiy 1

C. rugosa i 4 8 2 7
. stellata i 4 1 2 3 2 4 4 1 5 5 3 3 7 7 4 8 2
C. tropicalis 3 9 2 2 4] 4 2 3 2 4 1 3 1 3
. wiliv 1

Totat 6 f 12 6 & 12 F 16 12 1 16} 10| 12 7 7 9 3 I S G A S O I
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TABELA 7 - Nimero total de linhagens isoladas a partir das amostras coletadas na Usina
Costa Pinto S/A Actcar e Alcool e na Usina Agucareira Santa Cruz S/A, durante a safra
92/93.

Maosto 15 20

1" Coleta Vinho 12 17 107
Leite 22 21
Mosto 16 28

2? Coleta Vinho 23 2 152
Leite 35 28
Mosto 28 33

3% Colera Vinho 33 23 180
Leite 37 26
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TABELA & ?brcentagcm de géneros isolados em cada coleta realizada na Usina Costa
Pinto S/A Agiicar e Alcool e na Usina Agucareira Santa Cruz S/A.

Candidu 57,14 32,43 34,69 51,72 41,03 40,24
Cryptacoccis 6,12 - - - - -
Issaichenkia 2,04 - 2,04 - 2,56 244
Eluyveromyces - - - 6,90 10,26 8.54
Pickia 2,04 4,05 3,16 - 1.28 -
Rhodotorula - 2,70 - 1,72 - 1,22
Saccharomyees 12,25 59,46 50,00 25,86 34,61 36,58
Sacchuronpcodes/Hanseniuspora - 1,35 3,906 - - 1,22
Schizosaccharomyces 6,12 - - 3,45 - -
Trichosporon 6,12 - - - - -
ZygosaccharonyeesiTorulaspora 8.17 - 2,04 10,35 10,26 976

TABELA 9 - Porcentagem de espécies de Candida isoladas em cada coleta realizada na
Usina Costa Pinto S/A Agicar e Alcool ¢ na Usina Agucareira Santa Cruz S/A.

€ colliculosa 7.14 41 10,00 9,37 -
€. datiila - ~ - - - 3,03
C. guilliermondii 7,14 - - - - -
C. guifliernmondii var. membranacfaciens - - 14,71 - - -
C. kefor - - - - 937 3,03
C krusei 21.43 - 8,82 20,00 6,25 6,06
C. lipolvtica - - - - 3,12 -
€, lusiraniae 7.14 - - - - -
C, magneliae - - 3,88 - - -
C. milleri!C. holmil - 8,33 294 - - -
C. parapsilosis - ~ - - - 3,03
. ruposa - 20,23 17,63 - - 21,27
. stellgia 2500 | 4583 | 1176 1 40,00 1 6250 | 36,36
. rropicalls 12,14 | 1667 1 3823 | 3000 | 937 21,21
. utilis - 4,17 - - - -
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TABELA 11 - Resulitados dos testes preliminares dos géneros de leveduras isoladas da Usina Costa
Pinto S/A Acticar e Alcool e da Usina Acucareira Santa Cruz S/A.

NY de Isotadas 124 13 23 1 2 ]

Pigmento b bc b he be b
Preudomicélio - . + + + +
Micélio Verdadeire - - - - - - -
Artrdsporc - - - - - .
Brotamento biny b bm bm bm hn brn
Pelicula - - - . N -
Fermentacio da Glicose + + + + + + +
DBB - - - - - R -
Urease - - - -
379¢ + + + + + + +
Sintese de Amido - - - - -
Produgio de Acido - -
Balistosporos
Esporos
Agcos
Conjugacio
Nitrato de Potdssio
Glicose
Sagaroze
Celobinse
Eritriio} - -
M-Tnositol - - - - -

3
3
'
3

1
+
F
€

T SR
L = I £ 47
.
ke e
LN co I £ o)
B AT
- e

i
1

+ 1+
+ |+
+ |+
+ 1+
+
+
+

L]

1

1
T
v
]
1

1
1
1

N¥ de Isolados 13 6 6 3 1 1 5 2
Pigmento b b b b b hc b b
Pseudomicélio - + + + + + +
Micélio Verdadeire - ~ - - - - - -
Artrospiro - - - - - - - -
Brotamento bm bm by bm bm bm b birn
Pelicula - - - - - - - .
Fermentaco da Glicose + + + + + + + +
DBEB - - - - - . - -
Urease - - - - - - - -
37°C + + + + + + + +
Sintess de Amido - - - - - - - -
Producio de Acide - - - - - - - -
Balistosporos - - - - . - . .
Esporos & [ © e T I T ¥
Ascos B B P p d 4 d d
Conjugacio + + -+ + - . - -
Mitrato de Potissio - - - - - - - R
Glivose + + + + + + + +
Sacuarose + + + - + + + +
Celobiose - - + - - - + +
Eritritol - - - - - - - -
M-Inositol - - - - - - . .
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TABELA 11 {continuaciio)

NZ de Isolados

Pigmento

Pseudomicélio

Micéhio Verdadeiro

Artrésporo

Brotamento

Pelfcula

Fermentaciio da Glicose

DEB

Urease

37°C

Sintese de Amido

Producio de Acido

Balistosporos

Esporos

Ascos

T

Conjugacio

1

+ P i

Nitrato de Potéssio

(Glicose

Sacarose

+ |+

+ |+

Celobiose

Eritrito!

LR RE R

M-Tnositol

. N2 ge ISDI"E;:ias

Pigmento

Preudomicélio

+ g flun

Micélio Verdadeiro

1

Artrdsporo

Brotamento

Pelicala

Fermentacio da Glicose

DERR

Urcase

379C

Sintese de Amido

Frodogio de Acido

Balistosporos

Esporos

Ascos

L o I 1

Conjugacio

e

T

Nitrato de Potdssio

Glicose

Sacarose

+ |+

+ |+

+ |+

Celobiose

Eritrital

M-Tnositol




NQ dz: isaiaﬁbé .

Pigmenio

Pseudomicehio

Micéhio Verdadeir

Artrdsporo

Brotamento

Pelicula

Fermentacio da Glicose

4

$ {4+ |y

DREB

1

Lrease

F i+

37C

+ |+

+ |+

Sintese de Amido

+ |+ 1+

Producio de Acido

Balistosporos

i

Esporos

Ascos

e {09

[=PR L.

Conjugacio

1

1

Nitrato de Potéssio

(looss

Sacarose

+ i b

Celobiose

Eritritol

M-Inositol

N2 de Isolados

Pigmento

Pseudomicélio

Micélio Verdadeiro

Artrdsporo

N N 1

Rrotamento

n

Pelicula

-+

Fermentagio da Glicose

DRB

Urease

37°%C

ot 4

Sintese de Amado

Produgiio de Acido

Balistosparos

Esporos

Ascos

Conjugacio

NMitrato de Potdssio

(rlicose

Sacarose

Celobiose

Eritritol

+ i+ i+ 14

M-Inosiiol

AR EEEE S U AR AN A A AN AR E R A L AR e L LR

O N L
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S

{(+) resposta positiva ao leste

{£) esporos gsféricos

{-) resposta negativa ao feste

{r) esporos reniformes.

{h} coldnia branca

{d) ascos deiscentes

{v} colbnia creme

{p) ascos persistenics

{he¢} coldnia branco-creme

{bm) brotamento multipolar

(v} colOnia vermelha

{bbibrotamento bipolar

{s) coifnia salmic

{f} fissfo

{ch} esporos em forma de chapéu
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TABELA 12: Resultados dos testes maorfologicos, fisioldgicos ¢ bioquimicos das Jeveduras pertencentes ao género
Candide, isoladas da Usina Costa Pinto 8/A Aciicar e Aleool,

Pigmento
Peeudomicélio
Micélio Verdadeiroe
Ferm. @Glicoge
Ferm. Galactose
Ferm. Sacaroge
Ferm. Maltose
Ferm. Lactose
Ferm. Rafinoge
DBB

Urease - -
3?0{: &+ Y + +
409C - - - -
gintege Vitaminas - - - - - -
Sintese Amido - - - - - - - - -
50% Glicose + + - - + + -

10% WaCl - - - - - -
Froducdo Acido - - - - -
Hidrélise Arbutina
tiitrate Potésgic - -
Hitrite Sédic -
L-Ligins +
Etilamina
Glicose +
Galactose -
L-Borboge -
Maltosa - -
Sacaroge + + + *

Celobione - - - - - -
Trealoge - -
lactose - - -
Melibione - - - - - -
Eafinoae + + + + + + +
HMelizitoge - - - - - -
Inulina - - - - -

Amido Scoldvel - - - - - - - - -
D-Xilozse - - - - - -

L-Arabinose - - - - -
D-Arabinoge - - - - - -
p-Ribogre - - - - - -
L-Ramnose - - - -~ - - -
Branol - - -

Glicercl - - - - - -
Eritritol - - - - -
Bikitol - - - - - -
Galactitol - - - - -
P-¥anitol - - - - - - - - -
D-@Fluelitoel - - - - - -

g-Maetil Glic. - - - - - - -
Salicina - - - - -

PL-Lactato - - - - - -
Succinate - - - -

Citrato - - - - - -
M-Inogitol - - - - - -
HMetanol - - -
B 1400 - - - - - -
cH 1409 - - - - - - - _
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TABELA 12: (continnacio)

Pilgmento be be b b b t b
Fepeudomicélio - - - - - - - - -
¥icélioc Verdadeiro - - - - - - - - -
Ferm. Glicose + ¥ + + + + + + +
Ferm. GalactogRe * + + + + + + + +
Ferm. Bacarose + + + + + + + + +
Ferm. Maltose + 1 - + - * + + 1
Ferm. Lactose - - - - - - - - -
Perm. Rafinosze £ £ £ - £ - + - £
DEe - - - - - - - - -
Urease - - - - - - - - -
379¢ + £ £ ¥ + + + £
A0°¢ - - - - - - - - -
Sintese Vitaminas - - - - - - - - -
Sintese Amido - - - - - - - - -
50% @licose - - - - - - - + -
16% NacCl - - - - - - - - -
Produgdo Acido - - - - - - - - -
Hidrdlise Arbutina - - - - - - - -

Nitrats Potéssic - - - - - - - - -~
Nitrito sddic - - - - - - - - -
L-Lisina + + + + + + + + +
Etiiamina - - - - - - - - -
Glicone + + + + + + - + +
Galactose - - - - - - - - -
L«Sorboge - - - - - - - - -
Hzlitose - - - -~ - - - - -
Sacaroge + + + & + +

Celobiose - - - - - - - - -
Tresleose - - - - - - - - -
Lactose - - - - . - - - -
Melibiome - - - - - - - - -
Rafinose + + + + + + + + +
Melizitose - - - - - - - - -
Inuiina - - - - - - - - -
Anido Soldvel - - - - - - - - -
D-Xilose - - - - - - - - -
L-arabinose - - - - - - - - -
D-Arabinosne - - - - - - - _ =
L~Riboge = - -~ - - - - - _
L~Eamnosse - - - - - - - - _
Etrancl - - - - - - - - -
Glicerol - - - - - - - - -
Eritritol - - - - - - - - -
Ribitel - - - - - - - - -
Galactitol - - - - - - - - -
D-Manitol - - - - - - - - -
D-Glucitol - - - - - - - - -
a-¥Metil Glic. - - - - - - - - -
SBalicina - - - - - - - - -
Dl~Lactato - - - - - - - - -
Suesinateo - - - - - - - - -
Citrato - - - - - - - - -
M~Inogitol - - - - - - - - -
Metanol - - - - - - - - -
CH 100 - - - - - - " - -
CH 1500 - - - - - - - - -
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Pigmento
Peeundomicélio
Micelio Verdadeiro
Ferm. Glicose
Ferm. Galuactore
Fer;m, Sacaroge
Ferm. Maltose
Ferm. Lactose
Ferm. Rafinosze
DEB

Ureage

37%¢

46%¢

Sintege Vitaminas
Sintese Amido
50% Glicoze
i0% HalCl
Producgio Acide
Hidrdlise Arbutina
Ritrate Potdssioc
Nitrito 8ddic
L-Lisina
Brilamina
Glicome
Srlactone
L—-Sorboae
Maltose
Sacaroge
Celobiore
Trealoge
LactoBe
Melibiose
Rafinose
Melizitose
Inulina

Amide Solivel
Db-Xilose
Li~Arabinose
D-aArabinoge
B-Ribose
L-Ramnoss
Etanol
Glicersl
Eritritol
Ribitol
Galactitol
p-Manitol
bB-@Glucitol
g-Metil Glic.
Salicina
DL-Laotato
Succinato
Citrato
M-Inogitol
Metanol

OHO 14849

CH 1000
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[

[ . I |

1

L3

P+ %

N

1 4 + 4+ & th4 + + &

R R R T E R Y

[

L

I . A -

1 + 4+ ¢t 1+ + 1

+*

1

R R R

1T+ 1+ + M+ 4+ 1 o+ R

LI R N

80




TABELA 12: {continuacio)

Pigmento o bc ] o L] b b ¢ b
Yeeudomicalio + + + + + * * + +
Micélio Verdadeireo + + + + + + + + +
Ferm. Glicose + * + + + * + * +
Ferm. Galactose + + + + + + + + +
Fexrm. Sacarose + + + + + +* + + 3+
Ferm. Maltore + + + + + + + + +
Ferm. Lactose - - - - - - - - -
Ferm. Rafinose B ~ ~ - - - - - -
DEB - - - - - - - - -
Urease - - - - - - - - -
37°¢ + + + + + * + + +
40%¢ + + + + + + + + +
Sintege Vitaminas - - - - - - - - -
S8intese Amido - - - - - - - - -
B0% Glicore + * + + % + 4 +* +
10% NacCl + + + + + + + + +
Produgic Acide - - - - - - - - -
Bidrdlise Arbutine £ - £ £ £ - - £ -
Nitrato Potdseio - - - - - - - - -
Hitrito gsdédic - - - - - - - -
L-Idgina + * + 4 + + + + +
Boilamina + + + + + + + + +
Glicose + + + + + + + + +
Galactose + + + + + + + * +
L-Sorbose + + + + + + + + +
M¥altose + + + 4+ + + % + +
Saoarose + + + + + + # Iy +
Celoblose + - + + + + + 3 +
Trealose + + + + + + + + "
Lactoge - - - -~ - ~ - - -
Melibioge - - - - - - - - -
Eafinose - - - - - - - - -
¥elizitose + + + + + +

Tnulina - - - - - - - - -
Amido Soldvel + + * + + + + + +
b~Xiloge + + + + + + + + +
L-Arabinoge - - - - - - - - -
L-Arabinose ~ - - - - - - - -
D-Riboge - - - - - - - - _
L-Raymose - - - - - - - - -
Btanol + + + + + + +
Glicerol - - - - - - - - -
Eritritol - - - - - - - - -
Ribitol + + + + + + +
Galactitel - - - - - - - - -
D-Manitel + ¥ + + + + 3 + +
b-Blucitel + + + + + + + + ¥
t-Hetil Glic. + + + + + + + + +
Salicina - - - - - - - - -
Dl-Lactato - - - - - - - - -
Sucoinato + + + + + + + + +
Citrate + + + + + + + + *
H-Inositol - - - - - - - - -
Hetanol - - - - - - - - -
CH 100 + * + + + + + + +
CE 1000 + + + + + + +
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TABELA 12: {continugcin}

Pigmento b b b b b b ba ba be
Poseudomicélic + + + + + + + + +
Micélic Verdadeiro 4 + + * + + + + +
Perm. Glicose + + + + + + * + +
¥Yerm. Galactose + + + + + + + + +
Ferm. Sacarose + + £ + +* + + + +
Ferm. Maltose + + + + * + 3 4+ +
Perm. Lactose - - - - - - - - -
Ferm. Kafinoge - - - - - - - - -
DRB - - - - - - - - -
Trease - - - - - - - - -
37%¢ + + + + + + + + +
40°¢ + + + + + + + + +
fintese Vitaminasz - - - - - - - - -
Sintese Amido - - - - - - - - -
£0% Glicose - - - - 3+ + + * 3
10% HaCl + + + + + ¥ + + +
producic Acido - - - - - - - - -
Hidrdélise Arbutina - - - - - - - - -
Hitrato Potdssio - - - - - - - - -
Hitrite sddio - - - - - - - - -
L-Ligina Ex + + + + + + + ¥
Erilamina + + + + - * + - ¥
elicoge + + + + + + + + +
Galactose + + + + + + + * +
L~Sorbose + + + + + + + + +
Maltose 4+ + + + + Fy + + +
Sacarose + + + + ¥ + * + +
tlelobioze - - - - + + " - -
Trealose + + + + * + + * +
Lactoge - - - - - - - - -
Melibione - - . - - - - - -
- Rafinose - - - - - - - - -
Melizitose + + + + + - +
- Inuidina - - - - - - - - -
Amide Solivel + + + + + + + * +
D-Xilose + + + + + * + + +
L-Arabinose - - - - - - - _ -
D~Arabinoge - - - - - - - . -
D-Ribogze - - - - - - - - -
L-Ramnoge - - - - - - - - -
Etanol + + + + + * + + +
Glicercl - - - - - - - - -
Eritritol - - - - - - - - -
Ribitol + + + s + +
Galactitol - - - - - - - - -
b-Manitol + + + + + + + + +
D-Glucitel + + + + * + & + +
ag-Metil Glic. + + + + + + + + +
Salicinas - - + - - - - - -
pL-Lactato - - - - - - - - -
Buccinato + + + + + + + + +
gitrato * + * + + % + + +
#¥-Inogitol - - - - - - - - -
Metanol - - - - - - - - -
CH 100 + + + * + + + + +
H 1000 + + + 4+ + + +
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Pigwento
Peeudomicélio

Micélio Verdadeiro

Ferm. GlicoBe

Ferm. Galactope

Ferm. Sacarose
Parm. Maltose
Ferm. Lactose
Ferm. Ratfinose
DEB

Urease

379

46%¢

Zintesge Vitaminas

gintesge Amido
50% Glicose
10% Hacl
Produgdo Acide

Hidrdlise Arbutina
Ritrate Potasgsio

Hitrito sédin
L~Lisgina
Etilamina
Glicose
Galactose
L~Sorbose
Haltose
Bacarose
Celobloge
Trealosa
Lactose
Melibiose
Rafinose
¥elizitose
Inulina
amide Soltvel
D~Xilosge
L-Arabinose
D-~aArabinose
p-Ribose
L-Ramnose
Etanol
Glicereol
Britritol
Ribkitol
Galactitol
D-Manitel
D-Glucitol
g-Metil Glic.
Balicina
DLi-Laactato
Sucoinato
citrato
¥-Tnositoel
Metanol

CHE 180
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TABELA 12: {continuacam

Figmento
Paeudomicélio
Hicéllio Verdadeiro

Ferm. Gllcose
FPerm.
Ferm,
Ferm.
Ferm.
Ferm.
DEB
Urease
3o
40%¢

Maltoge
Lactose

Sintese Vitaminas

gintege Amido
50% Glicoge
16% HacCl

Froducido Acido
Hidrdlise Arbutina
Nitrato Potdsgsio

Nitrite g8dédic
L-Lisina
#tilamina
Glicone
Galactope
L-8orboge
Maltose
Sacarcse
Celobiose
Trealose
Lactoge
HMelibiosas
Rafinose
Melizitoze
Inulina
Amido Solivel
D-Xilcae
L-Arabinose
D-Arabinose
D-Riboge
L-Ramnose
Etancl
Glicerol
Eritritol
Ribitol
Galactitol
D~¥anitol
D-Glucitol
g-Metil Glic.
Baliicina
DL-Lactato
succinato
Citrato
¥-Inositol
Hetanol

CH 100

CH 1000

Galactone
Bavarsse

Rafinose
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+
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A 12:{continuaciio)

11
Pigmento b b b b

Psendomicélio + - + + + - - +
Micélic Verdadeiro ~ - - -

Ferm. Glicose - - - -

Ferm. Galactose - - - -

Ferm. Sagaroge - - - -

¥erm. Maltose - - - -

Ferm. Lactose i - - -

Farm. Rafinose - - - -

oae - - - -

Urease - - - -

37°%C + + + + + + + * +
40°¢ - - - - - - - -
Sintege Vitaminas
Sintese Amido

Eg% Glicome

10% Rall

Producle Acido
Hidrdlise Arbutina
Mitrate Potédssio
witrito S6dic
L~Ligina

Btilamina

Glicoge

Galactose
L-Sorbozse

Maltoze

Sacarnse

Celobliose - - - -
Trealoge - - - -
Iactoge - - - - - -
Helibione - - - - - -
Rafinose - - - - - -
Melizitose - - - - - - -
Ionulina - - - - - -

Amido Soltvel - - - - - -
b-Xilose - £ - - - -
L~Arabinose - - - - - -
D-Arabinose - - - - - -
D-Ribose - - - - - -
L-Ramnoge -
Etanocl +
Glicerol -
Eritritol -
Ribitol -
Galactitel -
D-Manitol +
P-Glucitol +
g-Metil cGlic. -
Salicina .
PlL~Lactato -
Succinato - - - - - - - + -
gCitrato - - - - - - - -
B-Inositol - - - - - - .
Hetanol - - - - - -

Fas: S N 111 - - - - - - - - -
CH 1000 - - - - - - - - -
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TARELA 12:(continuacio)

Figmento be | b b b beo
Peeudomicélio e + - - - * +
Micélio Verdadeiro - - - - - - "
Ferm. Glicoge - - + + + * +
Ferm. Galactose - - + + + - 1
Ferm. Sacaroge - - + + + - -
Ferm. Maltose - - + - - - -
. Ferm., Lactose - - - - - - -
. Ferm. Rafinose - - - - - - -
DRR - - - - - - -
Urease - - - - - - -
37°¢ + + + + + +
4% - - - - - + +
Sintese Vitaminas - - £ f - - -
gintege Amido - - - - - - -
50% Glicose ~ - + + + + +
10% Nacl + * - - - + "
Produgio Acido - - - - - - -
Hidrslige Arbutina - - + + + +
Hitratoe Potdssioc - - - - - - -
Hitrito sSddic - - - - - - -
L~Lizina + + + + + + +
Btilamina - - + 4+ + + +
glicose + + + + ¥ + +
Galactoge ¥ + + + + - -
L-Sarbose + + + + + + *
Maltose - - + + + + +
Bacarose - - + + + + +
Celobiocse - - - + * + +
Trealose - - + + + + +
Lactoze - - - - - - -
Helibiose - - - - - - -
Rafinosze - - &+ * + - -
Melizitope - - - - - +

Inulina - - + + - - -
Anido Solivel - - - ~ - - -
p-Xilose - - - - - & &
L-Arabinose - - - - - - -
p-Arabinose - - ~ - - - -
D-Riboge - P - - - - -
L-Ramnoge - - - - - + &
Etanol + + + + + + +
Glicerscl + + - - - + +
Britritol - - - - - - -
Ribitel - - - - - + +
Galactitol - - - - - - -
b-Manitol + + + + + + +
D-Glucitel + £ + + + + +
f-Metil Glic. - - + - f + £
Salicina - - - o+ - + +
DL-Lactato - - - - - - _
Succinateo - - - - - - -
gitrato - - - - - - -
¥-Inogitol - - - - - - -
MHetanol - - - - - - -
CH 100 = - + + + - -
CH 1000 - - + + + - -
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ABELA 12:(continuacho)

Pigmento b b I b I b
Paeudomicéllo + + + + * +
Mivéllio Verdadeiro - - - - - -
Perm. Glicose + + + + + +
Ferm. Galactome - + + + + +
Ferm. Sacaroge + + + + + +
Ferm. Maltose + + + + + +
Ferm. Lactose - - - - - -
Ferm. Rafincse - - - + - £
DRB - - - - - "
Urease - - - - - -
3T°C * + + 3 + &
40%¢ + + + + + -
Sintege Vitaminas - - - - - -
Sintege Amido - - - - - -
B% Glicose - + + * *
10% Wa(l - - - - - +
Produgio Acldo - - - - - -
Hidrdlisge Arbutina + + + +
Nitrato Potassio + - - - - -
Hitrito sédio + - - - - -
L-Lisina + + + + + +
Etilamina + + + + + +
Glicoge + + + + + +
Galactore + +* + + + +
L-8crbose - + + + + ¥
Halitose + + + + + +
Sacaroge 4 * + + + %
Celoblioge + * + + + $
Trealose + + + + + +
Lactose - - - - - -
Helilbiose - - - - - -
Rafinose - + + + " +
Helizitome £ £ E £ +
Inulina - £ £ £ £ -
Amido Soldvel - - - - - -
D-%ilose - - - - -

L~Arabincse - - - - - -
D-Arabinose - - - - - -
D-Ribkose - - - - - -
L~Ramnosge - - - - - -
Etancl -~ + + + + +
elicercl + + + + + +
Eritritol - - - - - -
Ribitol - - - - - +
Galacstiteol - - - - - -
D-Manitol - + + + + +
D-Glucitel - + + + + +
a-Metil Glic. 4 4+ + + +
Salicina - + + + - +
DL-Tactato - - - - - -
Sucocinateo - - - - - -
citrato - - - - - -
M-Inositol - - - - - -
Hetanol : - - - - - -
CH 160 + + + + 3 +
o 1000 + Y + + s ¥
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TARELA 12; (continuacho)

Pigmento
Pgeudonicélio
Micélio Verdadseiro
Ferm. Glicose
Ferm., Galactore
Ferm, Sacarose
Ferm. Maltose
Farm. Lactose
Ferm. Rafincose
DBB

Ureunse

37%

45°¢

Bintege Vitaminas
Bintese Amido
E0% Glicose
10% MacCl
Produgic Acido
Hidrdlise Arbutina
Nitrate Potéssio
Hitrito 8ddic
L-tdisgina
ftilapina
glicope
Grlactope
L-Sorbose
Maltose
Sacarose
Celobiose
Trealose
Lactogse
Helibioze
rafinosge
Melizitoge
Inuiina

Amido Solivel
D~Xilose
L-Arabinoge
D-Arabinosge
D-Riboge
L~Ramnosge
Etanol
Gilicerol
Britritol
Ribitol
Galactitol
D-Manitol
D-Glucitol
g-Metll Glic.
Balicina
DL-Lactato
Suceinato
Citratoe
H-Inoceitoel
Hetanel

CH 100

CH 10460
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TABELA 13: Resultados dos testes morfolégicos, fisiologicos e bioguimicos das leveduras pertencentes ao género
Candida, isoladas da Usina Acucareira Santa Cruz S/A,

b b b b

Pigmento h+) b
Ppeudomicélio
Hicélio Verdadeiro
Ferm. Glicose
Ferm. Galactose
Ferm. Sacarose
Ferm., Maltose
Fern. Lactose
Perm. Rafinose
DRB

Ureasgse

37%¢

P - - - - - - - -
Sintege Vitaminas
Sintese Amido - - - - - -
50% Glicose *+ + + - + + + + +
10% Nacl - - - - - - - - -
Froducio Acido - - - - -

Hidrélige Arbutina - - - - - - -
Hitrato Potéasgsio - - - - -
Hitrite 8bdio - - - - - - -
EL-Ligina + + ¥ + + * " + 5
Etilamina - - - - -

Glicose + - + + + + + + +
Galactose - - - - ”

L~Sorhosge - - - - - -
Maltose - - -
Sacarose * + ¥ +
Celcbiose - - - -
Trealoae - - -
Lactose - - - - -
Melibioge - - - - -
Rafincge * + + + + + + + +
Melizitose - - - -

Inuiina - - - -
Amideo Solivel - - - - -
D-Xiloge - - - -~ - -
L-Arabinose - - - - -
D-aArabinoge - - - - - - -
D~Biboge - - - - - -
L~Ramnose - - - -
EBtanol - - - - -
Glicercl - - - -
Eritritel - - - - - -
Ribiteol - ~ w - - - - -
galactitol - - - - -

D-Manitol - - - - -
D-Glucitol - - - - - a - - -
a~Metil alic. - - - - - - -

Balicina - - - - - -
DL-Lactato - - - - - -
sucginato - - - - -
Citrato - - - - - -
H-Inositeol - - - - - - -
Metanol - - - - - - -
CH 100 - - - - - - - -
¢ 10400 - - - - - - - - -
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TABELA 13:{continuaciio)

ot

ey
|+
oo
0

3

Pigmento
Peeudomicéelic
Micélic Verdadelro
Perm. Glicose
Ferm., Galavtoge
Farm. Sacarose
Form. Maltoze
Ferm,. Lactose
Fers., Rafinosne
oBp -
Urease -
37% + + + + +
40°C - - - - - - - -
sintese Vitaminas - - - - - -

Sintese Amido - - - - - - -
50% Glicose + + + + + + ¥ +
1I0% NaCl - - - - - - -
Produgio Acido
Hidrdélise Arbutins
Witrato Potidssic
Ritrito Sddic - - - - - - -
L-Lisina
Etilamina
glicose
Galactose
L-Sorhose - - - -
i Haltose - - - - - - - -
dacarose + + + * + + +
Celobioge - - - - - -
Trealcose - - -
Lactose - - - -
Malibiose - - - - - -
Rafinocse + % + + s 4+ +
Melizitose - - - - - -
Inulina - - - - -

Amido Sclivel - - - - - - - -
D-Xiloge - -~ - - - -

L-Arabinose - - - - - - -
D-Arabinoge - - - - - - -
D~Ribose - - - - - -
L-Ramnose - - - - -

Etanol - - - -
Glicerol - ~ - - - -
Eritritol - - - - - - - -
Ribitol - - - - - - -
Galgotitol - - - - - -
D-¥anitol - - - - - -
D-Glucitol - - - - - - -
g-Meril Glic. - - - - - -
Salicina - - - - - -
BlLi-Lactato - - - - - - - -
Suecinato - - - - -

Citrato - - - - - -
¥-Inesitol - - - - - - - -
HMetanol - - - - -

CH 100 - - - - - - - _
CE 10600 - - - - - - - _
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TAE%ELTA 13:(

Pigmento
Paeudomicélio
Micélic Verdadeiro

Porm. Gllcoge
Farm.
Ferm.
Ferm.
Ferm.
Ferm.
DEB
freaxse
37%¢
40%¢

Bacarose
Haltoge
Lactose
Rafinoge

Sintege Vitaminas

Bintese Amido
B0y Glicose
10% Macl
Produgiio Acido

Bidrdélisge Arbutina
Nitrato PotAssio

Witrite s8édio
L-Ligina
geilamina
Glicose
Galactose
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Maltose
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Celobliose
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D-Zilose
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D-Arabinose
D-Riboge
I-Rampone
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Glicerol
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Ribitol
Galactitol
D-Manitol
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Galactose

=4

Eoe 4+ 4 1 1

1

I+ v i

i1

Pl 4+ 4+ 4+ F R

+

LI S B S |

r

L2 = T L N B

(I = T B I S

(I

4

+

t

E o4 1

i

LI = T I B

+

*3

T R N

+

P& 1 4

[+

Eo+ 3+ 4+ 1 3

L 3

91




TABEELA 13:{continuacio)

Pigmento
Peeudomicélio
Micélio Verdadeiro

Ferm. Glicoge
Felrni.
Ferm.
Ferm.
Ferm.
Perm.
LRE
Ureage
37%
4A0%¢C

Sacarose
Maltose
Lactoge
Rafinosge

Sintese Vitanminas

gintese Amide
50% Glilcope
10% NaCl
Produgdo Acido

Hidrdlise Arbutina
HNitrato Potéssio

Bitrite 8é6dio
L-~Ligins
Btijlamina
Glicose
Galactose
L-Sorboge
HMaltoge
Sacarose
Celoblose
Trealose
Lactosge
Melibiose
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Melizitoze
Inulina
Amido Solivel
D-Xiloge
L-arabinoge
D-Arabinose
D-Ribose
L-Eamnose
Ftancl
Glicercl
Eritritol
Eibitol
Galactitol
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CH 1600

Galactoge

T2 S MR A AP

+

P+ 1 &

b

LI R i N B |

1 b &

+

-

[

[+

LI o T B B SH . S|

1 + 1 % |}

t

2

FoE 4 4 4+ )

L 2

b

T

[0 o . S N o B N

P+ 1 F )

v

1 %+ 4+ 4+ 1 1

1

4=

1 4 4+ 4 |

1 4+ 1 % 1

T T O N N -

+

+

P+

e g

[ o T . S N I O |

92




TARELA 13:continuacio)

Pigmento
Peeudomicélio
#Micélio Verdadeiro
Ferm. Glicose
¥Ferm. Galactose
Ferm. Sacarose
Ferm. Haltoge
Ferm. Lactose
Ferm. Rafinoge
DEB

Urease - - - - - - -
A7°C + + + + + + *
40%¢ - - - - - - - - -
Bintese Vitaminas - - - - - - - -
Sintese amido - - - - - - - -
50% Glicone - - + - - + +

10% MNacl - - - - - - - - -
Producic Acido - - - - - - - - -
Hidrélisge Arbutina - - - - - - - - -
Mitrato Potdsgio - - - - - - -

¥itrito 3odio -
L-Ligina +
Etilamina
Glicoge
Srlactose
L-Sorbose -
Maltose
SBacarose + + + + -
Celobiose - - - - - -
Traaloge - - - - - -
Lactose - - - - - - - -
HMelibicase - - - - - -

Bafinose +* + + + + + + + +
Melizitoge - - - - - - - -
Inulina - - - - - -

Amido Soldvel - - - - - - - - -
D-%iloge - - - - - -

L-Arabinoge - - - - - - - - -
D-Arabinose - - - - - - -

D-Ribose - - - - - -
Li~-Ramnioge - - - - -
Etanol - ~ - - - -
Glicerol - - - - - - -
Eritritol - - - - - - - - -
Ribitol - - - - - - - - -
Galactitol - - - - - - - - -
P-Manitol - - - - - - - - -
B-GElucitol - - - - - - - -
-Meril Glic. - - - - - - - -
Salicina - - - - - - -
DL-Imactato - - - - - - - -
Succinato - - - -

citrato - - - - - - -
M-Inogitol - - - - - - - -
Hetnnol - - - - - -

CH 100 - - - - - - " - -
CH 1060 - - - - - " - - -
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Pigmento
Pseudomlcélio

Hie,
Farm,
Ferm.
Ferm. Sacarose
Perm. Maltose
Ferm. Lactose
Ferm. Rafinose
DEB

Ureage

3790

40%¢

Glicosge

Sintese Vitaminas

gintese Amido
50% Glicose
19% HaCl
Producio Acido

Bidrdl. Arbutina
Hitrato Potassio

Ritrite 8édio
L-Lisinm
Brilamina
Glicose
Galactose
L-Sorbose
Haltoge
Ssvarose
Celobiose
trealose
lactoge
HMelibiocge
Rafinose
¥ellzitose
Inulina
Amido Solivel
D-Xilose
L-Arabinose
p-arabincee
I-Riboge
L~Ramnoge
Etanol
Gliicerol
Eritritol
Rikitol
Galactitol
D-Manitol
p-Glucitel
-Metil clic.
8alicina
BL-Lactato
Succinato
citrato
¥-Inogitel
Hatanol
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Verdadeiro

Galactose

2

Flo4+ % 4 4

10 4 4 1 & 4

'+ 4 4+ F A+ ¥}

tr 4

+

ok M e+ b

t o+ o oo o O

T 1

[0 BN N B S N

E o + 4+ 4+ % 4 4 i

1 1 #

{

£

o o4 2

i

&

¢

N A

L

AN X

Lo TN N . A R

R

-+

1 + % 1

1

1 4+ + 1 1 4 4+ 4+ 1 ¥

+

A o I

R S O

1 1 4+

L 3

[ I

-~

Eod 0§ e+

+

(I N B S -

[ B O |

LI T I N

V¥ 4+ 4+ ¢+ 5 4

1+ 4+ 1

1 4+ 4+ 1 & 4+ 4 4 1

+

3]

T+ 4 4 + 4+ &N

1 i

[ S L B S I |

[ I R R N

It +

b

+

[ S |

4

[ I S TS T T A N

+

[ I N )

1 + 4+ 1+ + + 3

rh

R N N A

b+ o+ o+

+

1 % 4+ Fht & + %

+

L+ k0

I o1

LI T I L

PR

L

1 + 4+ + + 4 + + 1

oy o+

e

1+ 4

¥

+

E o Mt o+

T

+ &

L+ 4+ 1+

[ B I

It o+

[ . ]

L I |

+

I % 4+ 4+ + &

1

15+ + 1+

1

RO N I

Py o+

+

1+ + 13

¥

b+ o+ 1 o 4+ o+

1

&

94



13:{continuacio}

Pigmento b b be bo be he he be be
Pgeudomicélio - + ¥ + + + + * +
Micélic Verdadelre 2 + * - + + + + +
Fearm. Glicose + + + + + + + + *
Ferm. Galactose % 1 + + * + + + +
Ferm. Sacarose + + + + + + + + *
Perm. Maltose + 4 * + + + + + o+
Ferm., Lactose - - - - - - - - -
¥eri. Rafinome - - - - - - - - -
BB - - - - - - - - -
Ureage - - - - - - - - -
37%¢ + + + + + + + + +
40%¢ + * + + + r + + +
gintesne Vitaminas - - - - - - - - -
Sintege Amido - - - - - - - - -
0% Glicose * + + + * + % * +
10% NaCl + * + ¥ + + + + E
Froduglo Acido - - - - - - - - -
Hidrdlise Arbutina - - - - - - w - -
Nitrato Potdssio - - . - - - - - -
Hitritoe s8édic - - - - - - - - -
L-Lisina + + + 4+ + + + + +
Brilamina + + + + + + + + +
Glicose + + ¥ + + + + + +
Galactose + + + + + + * + +
L~Sorbose ¥+ ¥ 4+ + + + + o +
Haltose + + + ¥ + +* + + +
Sacaroge + FY + + + + + + +
Celoblose - -~ - - -~ - - - -
Trealose + % + * + + + + +
Lactose £ £ - - - - - - -
Melibiose - - - ~ - - - - -
Hafinose - f - - ” - - - -
Helizitose + * * & * +
Inulina - £ - - - ~ - - ~

1 amide Soldvel + + + + + + + + "
D-Xilose + + + + + + + + +
L-Arabinose - - - - - - - - -
D-Arabinose - - - - - - - - -
b~kibose - - - - - - - - -
I~Ramnose - - - - - - - - -
Etanol + + + + + + + + +
Glicercl - - - - - - - - -
Eritritol - - - - - - - - -
Ribitol + + + + ¥ + +
Galactitol - - - - - - - - -
D-Banitol + + + + + + Ex + +
D-Glucitol + + + + + + 4 + +
g-Metll Glic. * + + * ¥ + + + ¥
Salicina - - - - - - - - -
DL~Lactato £ £ - - - - - - -
Succinate + + + + + + % + *
Ccitrato + + + + + + + + +
H-Inositol - - - - - - - - -
Metanol - - - - - - - - -
¢CH 100 + + + + + + + + +
CH 10040 + + e + + +
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Pigmento
Peeudomicéliio
Micel. Verdadeiro

Ferm. Glicoge
Ferm.
Ferm.
Ferm.
Farm.
Ferm.
DRB
Ureage
37°¢
0%

Sacarose
Haltose
Lactose
Rafinose

fintege Vitaminag

Sintese Amide
50% Glicose
10% NaCl
producio Acido

Galactose

1 4 + 4

1 4+ +

Hidrdlise Arbutina-

Nitrate Potdssico

Hitrito Sédic
L-Ligina
Btilamina
Glicosze
Galactose
L~8orhoee
Maltose
Sacarose
Celobiose
Trealoge
Lactose
¥elibicse
Rafinose
Belizitope
Inulina
Amido Soldvel
D-Zilosze
L~Arabinoge
D-pArabinoge
D-Ribose
L-Ramnoge
Etancl
Glicerol
Eritritel
Ribitol
Galactitol
D-Manitol
I—-G@lucitol
g-Metil Giie.
Salicina
Di~Lactato
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gitrato
¥-Inagitol
Hetanol
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TABELA 13:{continuacan)

Figmento
Pseudomicélic
¥icéliio Verdadeiro

Ferm. Glicose
Perm.
Ferm.
FPorm.
Ferm.
Ferm,
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TABELA 13:continnacio)

Pigmento b b b b b be
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ELA 13{continuacin)

Pigmento b b b
Ppeudomicélic
Micélic Verdadelro
Ferm. Glicose
Ferm. Galactose
Ferm. Sacarose
Ferm. Maltose
¥erm. Lactose
Ferm. Rafinose
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Sintese Vitaminas
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{+) resposta positiva ao teste

{-) resposta negativa ao teste

{f) resposta frava ao teste

{}) resposia lenta ao teste

{b} coldnia branca

{c) coldnia creme

(bc) coldria branco-creme

{DBB) teste do azul de diazénio B
{CH) Cicloheximida

{1} resultado niio determinado
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FIGURA 1b - Placa de YM 4gar inoculada através do multinoculador (21 dias/27°C).
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Bhodotorala (0,9%%) |
Crypilococens (1, 36%:)
Trichasporon (1,36%) §

Schizosaccharomyces (1,36%) §

Issatchenkia (1,36%) §

Saccharenyeodes/ Harseniaspora (1.81%) §

ZygosaccharomyeesiTorulaspore (2,72%) §
Pichia (543%)

Candida (38,91%)

Saccharomyeis {44 809:) B

FIGURA 2 - Fregiiéncia dos géneros isolados das amostras coletadas na Usina Costa Pinto 5/A Agticar e Alcool.

SnecharomycodestHanventaspora (46% ) i
Pichia {0.46%) :

Schizosaccharomyces {0.52%)
Bhadproruty (0.82%)

Issaichenkin {§.83%]

Kiupveromyess {($.7 1%}

Zygosarcharemycest Toruluspora (10 69%)

Saccharopyees {33.03%)

Candidz (43 58%)

FIGURA 3 - Freqgiiéncia dos géneros isolados das amostras coletadas na Usina Acucareira Santa Cruz 5/A.
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C wilis (1 J6%) B
C.magnofiae (3,33%) &

. busitanios {3.33%} :

O gudlisr asendddi (3,375 )
C. midlerBC . holni (3 497}

£ ealliculose (349%)

& pufiliermondi var, membranaefacions (S 81%)

C. kruser (H146%) |

£ rugosa (12,79%) B

C. steliate (25 58%) K

€ ropicalis (30,29%) B

FIGURA 4 - Freqiiéncia das espécies de Candida isoladas das amostras coletadas na Using Costa Finto §/A

Agticar e Alcool.

. porapsilozis (1 05%] k
. bpofytica {1 5%}
. dirla {1 05%) P

C kefer (2.21%) [

O collfrufore (0,32%)

. rugasa (947%) B

€. bruzei {10.53%) B

. popicalis (20,00%)

. sivllata (45,32%) B

FIGURA 3 - Fregiiéncia das espécies de¢ Candida isoladas das amostras coletadas na Usina Agucareira
Santa Cruz S$/A.
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46 4
% 30 i Candida
e (tros GEREIS

20 4

10+
la. Coleta Za. Colsta 3a. Coleta

FIGURA 6 - Freqiidncia dos géneros isolados em cada uma das coletas na Usina Costa Pinto S/A

Agdicar e Alcool,

60 -
&
4
— i Sucrhuromyees
% 304 e Candida
el Crtross Géneross
& A
20 4
L
G } §
la. Coleta 2u, Colera 3a. Coleta

FIGURA 7 - Freqiiéncia dos géneros isolados em cada uma das coletas na Usina Agucareira Santa

Cruz §/A.
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FIGURA 8 - Placa de contagem e isolamento em meio WLN 4gar (amostra de mosto coletada na Usina
Costa Pinto S/A Agicar e Alcool).

FIGURA 9 - Placa de contagem e isolamento em meio WLD 4gar (amostra de leite levedurado coletada na
Usina Agucareira Santa Cruz S/A).




FIGURA 10 - Placa de contagem e isolamento em meio Lisina 4gar (amostra de leite levedurado coletada
na Usina Agucareira Santa Cruz S/A).

FIGURA 11 - Placa de contagem e isolamento em meio de Lin ag iafnosua de mosto coletada na Usina
Costa Pinto S/A Agiicar e Alcool).




5. CONCLUSOES

1.

A maiorig das leveduras contaminantes presentes nas amostras coletadas nas duas

usinas em estudo foram caracterizadas como leveduras ascomicéticas {97.72%).

Ocorreu uma significativa predominincia de linhagens fermentativas (92,20%) em
relagiio a linhagens oxidativas (7,74%), tanto nas amostras coletadas na usina Costa

Pinto, como nas amostras da usina Santa Cruz.

Saccharomyces ¢ Candida foram os géneros predominantes nas amostras coletadas.
A usina Costa Pinto apresentou 44,8% de Saccharoniyces, 38,9% de Candida ¢
16,3% de leveduras pertencentes a outros géneros. A usina Santa Cruz apresentou
33,0% de Saccharomyces, 43,6% de Candida ¢ 23,4% de outros géneros de

leveduras.

Qs géneros  Pichkia,  Zygosaccharomyces/Torulaspora, Khiyveromyces,
Saccharomycodes/Hansenkaspora, Issarchenkia, Schizosaccharomyces,

Trichosporon, Rhodotoruda e Cryptococcus também foram isolados.

Os géneros Trichosporon e Cryptococcus foram detectados apenas na usina Costa

Pinto, enquanto que Kluyveromyces foi isolado apenas na usina Santa Cruz.

A grande maioria das espécies de Candida foram caracterizadas come sendo

linhagens fermentativas (88,95%).

As espécies Candida stellata (36,46%) e C. tropicalis (24,%86%) foram predominantes
em relagdo as demais espécies de Candida isoladas. Essas duas espécies
representaram mais da metade do némero de linhagens contaminantes do género

Candida.
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10,

i1,

12.

Outras espécies de Candida foram isoladas: C. rugosa, C. krusei, C. colliculosa, C.
guilliermondii  var. membranaefaciens, C. kefyr, C. milleriiC. holmii, C.
guitliermondii, C. lusitaniae, C. magnoliae, C. wtilis, C. dattila, C. lipolytica e C.

parapsilosis.

As espécies C. guilliermondii var. membranaefaciens, C. milleri/C. holmii, C.
guilliermondit, C. lusitaniae, C. magnoliae ¢ C. utilis foram isoladas apenas na usina
Costa Pinto, enquanto que C. kefyr, C. dantila, C. lipolytica e C. parapsilosis foram

encontradas apenas na usina Santa Cruz.,

Aproximadamente 56,50% dos isolados produziram esporos sexuais. Nenhum dos

jsolados produziu balistosporos e nemn produziu significativamente dcido & partir da

glicose,

Os meios de coltura utilizados para o isclamento de leveduras se mostraram
eficientes, j4 que'conscguiram o desenvolvimento de um ndmero diversificado de
linhagens. O meio Lisina 4gar (descrito na literatura como seletivo para leveduras
nio-Saccharomyces) e o meio Lin dgar (descrito na literatura como seletivo para
leveduras do género Saccharomyces) foram eficientes tanto para o isolamento de

linhagens nao-Sacchaoromyces como linhagens Saccharomyces.

Muitas linhagens (30,91%) podem possuir alto potencial biotecnolégico ou
aplicabilidade industrial pela capacidade em fermentar vigorosamente a sacarose, por
assimilar etanol, pela habilidade de crescimento a temperaturas de 40°C e por serem
tolerantes a altas concentragbes de glicose. Essas linhagens foram caracterizadas
como Candida tropicalis, C. guilliermondii, C. guilliermondii var.

membranaefaciens e C. kefyr.
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ANEXO 1 - Lista dos géneros isolados das amostras coletadas nas usinas Costa Pinto e Santa
ivos codigos de identificacdo

&

Saccharonryces Meosto/W 1A Leate/WLN 1B
Mosto/WEN ZA Leite/WLN 3R
Visho/WLN 10A Leite/WLN 4B
Leite/WLN 264 Leite/WLD 6B
Leite/WILN 284 Vinho/WLN 7B
Mosio/Lizina I7A Vintho/WLN 8B
Leite/WEN 1A Mosto/WLN 10B

Leite/WLN 52A Mosto/WILN 128
Leite/WLN S4A Mosto/WILN 14B
Masto/WIN 354 Vinho/WLD 168
Maosto/WLN S6A Leite/ WLN 38R
Mosto/WLN 57A Mosto/WLD 398
Vinho/WILN S8A Muosto/WLD 43B
Vinho/WLN S6A Vinho/Lisina 478
Vinho/WLN 60A Viaho/Lisina 48R
Yinho/WLN G1A Mosto/WEN 508
Vinho/WLN 624 Mosto/WLN S51B
Vighe/WLD G3A Vinho/WLN 628
Leite/Lisina 64A Leite/WEN 548
Vinho/Lisina 65A Leite/WLN 658
Muosto/Lisina GHA Vinho/Lisina G68R
Mosto/Lisina 67TA Leite/Lisina a9B
Mosto/Lisina GRA, Mosto/Lising F0B
MostofLisina T3A Muosto/Lisina 7iB
Mosto/Lisina T4A Mosto/Lising 2B
Muostofisina TEA YVinho/WLN 73R
Mosto/Lisina THA Virnho/WLN 208
Leite/ WILN T9A Mosto/WLN 4B
Leite/WLN RiA Leite/ WEN 508
Leite/WLN 2A Leite/Lisina 588
Leite/WIN 83A Leite/Lisina 100R
Leite/WILD £4A Mosto/Lisina 1048
Leite/WLD B0A Mosto/Lisina 1058
Vinho/WLD ARA Leite/Lin 1118
Vinho/WLD RGA Lene/in 114B
Vinho/WLD S0A Mosto/Lin 1158
Vinho/WLD 514 Leite/WLN 1248
Leite/WLD 534 Leite/WLN 1258
Leite/WLD D4A Vinho/WLN 1278
{eite/WLD 954 Leite/Lisina 1318
Leite/WLD 96A VinhofLisina 1328
Leite/WLD G7A Vinho/Lisina 1338
Vinho/WLD 115A Vinho/WLN 1338
Vinho/WLD 1164 Vinho/WLN 1381
Yinho/WLD 1174 Vinho/WLN 1418
Vinho/WLD 118A Vinho/WLN 1438
Leite/WLD 1194 Vinho/WLN 1448
Leite/Lin 1204 Maosto/WLN 1488
Leite/Lin 121A Mosto/WLN 1408
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ANEXQO 1 - {Continnacio)

Muosto/W

Koot

1508

Vinho/Lin 1224
Leite/WIN 124A Mosto/WEN 1518
Leite/WLN 1254 Mosto/WLN 153R
Leite/WLN 126A Mosto/WILN 154B
Leite/WLN 1274 Mosto/WLN 155B
Eeate/WLN 128A Mosto/WLN 1568
Leite/WLN 1304 Mosto/WLN 1578
Leite/WLN 131A Eeite/WLN 15368
Vinho/WLMN 132A Leite/WLN 1598
Vigho/WLN 1334 Leite/WLN 1608
Vinho/WLN 13A Leite/WLN 1618
Viaho/WLN 1354 Leite/WLN 1628
Vinho/WILN 136A Leite/WLN 1638
Vinho/WLN 137A Leite/WLN 1548
Vinho/WLN 138A Maosto/Lisina 1868
Vinho/WLN 135A Mosto/Lisina 1878
Mosto/WLN 140A Masto/Lisina 1888
Mosto/WELN 141A Leite/Lisina 1918
Mosin/WEN 142A I eite/Lisina 1938
Mosto/WEN 143A MostofLin 1978
Mosto/WEN 144A Muosto/Lin 198B
MostofWLN 145A Maosto/Lin 2008
Visho/WLD 148A Mosto/Lin 2038
Muosto/WED 1554
Mosto/WLD 156A
Leite/WLD 164A
Leite/WLD 1654
Leite/WLD 166A
Leite/WLD 167A
Leite/WLD 168A
Leite/ WLD 1694
Leite/WLD 170A
Lejte/fWLD 171A
Leite/WLD 1724
Leite/WLD 1734
Leite/fWLD 1754
Leits/WLD 176A
Vinho/Lisina 177A
MuostofLising 190A
Mosto/Lasina 191 A
Leite/Lisina 195A,
Masto/Lin 20HA
Mosio/Lin 2054
Muosto/Lin 206A
Mosto/Lin 2074
Leite/Lin 210A
Leite/Lin Z11A
Leite/Lin 212A
Vinho/Lin 218A
Vinho/Lin 219A
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ANEXQ 1 - (Continuacio)

thy : : &
Zvgosaccharpmyces] Vinho/WLD YA Mosto/WLN
Torulaspora Vinho/WLD 304 Mosto/WILN 1iR
Vinho/WLD 40A Mosto/WEN 138
Vinho/Lisina 44A Virho/WLD 158
Vinho/WLD 153A Vinho/WLD 198
Vinho/WLD 1544 Leite/WLD 428
Vinho/WLD 4B
Vinho/WLD 778
Mosto/WLD 228
Leite/WLD 858
Vinho/Lisina 958
Leite/Lisina QOB
Mosto/WLD 1288
Muosto/Lisina 1368
Vinho/WLN 1428
Mosto/WLN 1468
Leite/WLD 1708
Mosto/WLD 1788
Mosto/WLD 1798
Masto/Lisina 1818
Mosto/Lisina 185B
Leite/Lizina 1958
Kluyveromyces Leite/WLD 5B
Mosto/WLD 17B
Vinho/WLD 18B
VinhofLisina 468
Vinho/WLD 758
Mosto/fWLD 133
Leite/WLD 87R
Leite/WLD 358
Vinho/Lisina G5B
Vinhey/Lisina o8
Mosto/Lisina 1078
Mosto/WLD 1308
Mosto/WLD 1768
MostofLisina 1828
Vinho/Lising 1898
Viho/WLD 2008
Vinho/WLD 210B
Vinho/Lisina 2118
Virnho/Lisina 212B
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ANEXD 1 - (Continuagho)

Fichin MostofLisina 12A ieite/Lisina 101B
Leite/Lisina 984
Vinho/Lising 1044
Leite/Lisina H5A
Leite/WLD 174A
VinhofLising 178A
Vinho/Lisina 1794
Vinho/Lisina 181A
Vinho/Lisina 183A
Yinho/Lisina 1844
Mosio/Lisina 1894
Leite/Lisina 1984
Issatchemkia MostofLisina 47A Leite/Lisina 103R
Vinho/Lisina 1824 Mosto/Lisina 1068
Leite/Lisina i97A Mosto/WLN 1528
VinhofLisina 2148
Schizosaccharomyces Vinha/WLD BA Vinho/WLD 208
Leite/WLD 23A eitefLin 238
Leite/Lin 64
Saccharcmycodes! L eite/Lisina 994 Mosto/Lising 1838
Huanseniaspora YinhofLisina 180A
Mostoflisina 1924,
Leite/Lisina 196A
Rhodotorila Leie/WIN S04 Mosto/Lin 548
Lette/WLN 123A Muosto/Lisina 1R0B
Frichosporon Mosto/WLD SA
Leitg/Lin 1A
LeitefLin 324
Cryptococcus Mosto/WLLD 3A
Mosto/Lin 30A
Mosto/WIN 48A
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ANEXO 2 - Lista das espéeies de Candidu isoladas nas usinas Costa Pinto ¢ Santa Cruz e seus respectivos cédigos de
jdentificag@o {codigo inicial e cédigo da CCT).

C. stellata Muosto/bin A 3008 Leite/WLN 2B 3452
Vinho/WLN 114 3011 Leite/Lin 218 3553
Leite/WILN 25A 3064 Vinho/Lin 258 3556
Leite/WLN ZIA 3075 Mosio/Lin 268 3857
Eeite/WLN 20A 3077 Mosto/Lin 278 3558

Lete/Lin 35A 3458 Leite/Lin 378 3568
Yinho/Lin A2A 3096 Mesto/Lin 448 3573
Leite/WLN S53A 3461 MuostofLin 52B 3576
Mosto/Lin 654 3462 Mosto/Lin 538 3789
Mosto/Lin TOA 3463 Vinho/Lin 538 3577
Mosto/Lin 71A 3464 Vinho/Lin S68 A578
Mosto/Lin 724 3465 Leite/Lin 578 3579
Leite/WLN 80A 3468 Vinho/WLN 638 3582
VinhofLin H07A 3531 Vinho/WLN TUB 3586
Leite/Lin 1084 3533 I site/WLN 91B 31388
Leiteflin 112A 3536 Leite/WEN 928 3793
Yinhoflin 1134 3537 Mosto/Lin 038 3530
Vinho/Lin 114A 3538 Leite/Lin 108B 3592
Leits/WLN 1294 3539 Leite/Lin 1058 3503
Muosto/Lin 2013A 3717 Leite/Lin 1108 3504
YinhofLin 215A 3784 Leite/Lin 1178 3503
Vinho/Lin 216A 3785 Feite/Lin 1138 3596
Mosto/flin 116R 3597

Mosto/Lin 1178 3598

Yinho/Lin 1188 34815

Mosio/Lin 119R 3616

Vinho/Lin 1208 3617

Vinko/Lin 1218 3618

Vinho/Lin 1228 3619

YinhofLin 1238 3620

Leite/WLN 1268 3621

Mosto/Lin 1R 3794

Vinho/WLN 1378 3623

Vinho/WLN 1408 3624

Vinho/WLN 1458 3628

Mosto/iin 1958 3643

Mosto/Lin 201B 3644

Mosin/Lin 2008 3645

Leite/Lin 2058 3647

Lette/Lin 2068 3648

Vinho/Lin 2158 3651

Vinho/Lin 2168 3797

Vinho/Lin 2178 3682

Vinho/Lin 2188 3653
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ANFEX0 2 - (Continuagio)

MuostofLisina

C. tropicalis Mosto/Lisina 13A 3013 288 3554
Mosto/Lisinn 14A 304 Mosto/Lasing 298 3560
Mosto/Lisina 154 s Leite/Lisina 3R 3562
Leiteflisina 18A 3053 Leite/Lisina 328 3363
Leite/Lisina 20A 3055 Leite/Lisina 348 35635
Leite/WLD 21A 3057 Vinho/Lisina 358 3566
VinhofLisina 434 3097 Leite/WLD 418 3570
Vinho/Lisina 454 309% Mosto/WLD 448 3571
LeiteflLisina 49A 3460 Leite/Lisina 518 3875
Vinho/WLD g7a 3470 Mosto/WLD &7B 3584
Leite/WLD QA 3471 Mosto/WLN 238 3791
Leite/Lising 1014 3527 Leite/WLD 898 1587
Vinho/Lisina 108A 3530 Mosto/WILN 1478 3626
Maosto/WLN 146A 35443 Leite/WLD 1738 3634
Vinho/WLD 47A 3541 Leite/WLD 174R 3635
Vinho/WLD 1494 3542 Mosto/WELD 1758 3636
Vinho/WLD 1304 3543 Mosto/WLD 1778 3637
Maosto/WLD 1584 3547 Mosto/Lisina 184R 3638
MostofWLD 1594 3348 Leite/Lisina 1948 3641

- Mosto/WLD 160A 3549
Mosto/WED 162A 3551
Mosto/WLD 163A 3727
Vinho/Lisina 186A 3725
Mosto/Lisina J87A 3724
Mosto/Lisina 188A 3723
Mosto/Lisina 1934 3781
C. rugosa Vinho/Lisina 100A 3526 Vinho/WLD 1668 3628
Leite/Lisina 103A 3520 Vinho/WLD 1678 3629
Leite/Lin 1084 3532 Leite/WLD 1688 3630
Leite/Lin 1104 3534 Leite/WLD 1718 3632
Lee/Lin 1114 3535 Leite/WLD 1728 3633
Leite/Lisina 194A 3722 Leite/Lisina 1968 3642
LeitefLisina 2014 3719 Leite/Lin 2048 3646
Leite/Lin 20BA 3716 Leite/Lin 2078 3640
Leite/Lin 2004 3782 Leite/Lin 204B 3796
Leite/Lin 213A 3783
Leite/Lin 214A 3715
C. krusei Leite/Lisina 16A e Leite/Lin 2B 3554
Lette/Lisina 174 3052 VinhofLan 248 3355
Leite/Lisina 12A 3054 Vinho/Lisina 368 3567
Leite/Lin 33A 3082 Mosto/Lin 458 3572
Yinho/Lin 41A 3008 Leite/Lisina 508 3574
Vinho/Lisina 46A 3100 Vinho/Lin 5858 3580
Leite/Lisina 1924 3721 Mosto/Lisina 94R 3590
Leite/Lising 200A 3720 Mosto/Lisina 135R 3795
Vinho/Lin 221A 3788 Leite/Lisina 193B 3640
_ VinhofLisina 2138 3650
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ANEXO 2 - (Continuaco)

1l fl

¢ colliculosa Leite/WLD 224 3058 Mosto/Lisina 30B 3561

Ledte/l 1sina IRA 3455 Eeite/Lisina 338 3564

Leite/Lisina 12A 3528 Leite/WLD 40B 3569

Mouto/WLD 60B 3581

Mosto/WLD 668 3383

Vinho/WLD 738 3583
C. guilliermondii Vinho/WLD 151A 3544
var. Vinho/fWLD 152A 3545
membranefaciens Mosto/WLD 157A 3546
Mosto/WLD 161A 3530
Vinho/Lisina 1R5A 3126

C. kefyr Vinho/WLD 788 3790

Leite/WLD BB 3792

LeitefLisina 102B 3591

Leite/WLD 1698 3631
. milleri/ Mosto/WELN TIA 3466
C. holmii Mosto/WLN TBA 3467
Vinho/Lin 217A 3786
. guitiiermondii Mosto/WLD 44 3005
Leite/WLD 244 3063
€. fusiranive MaostofLin 6A 3048
Leite/Lin 34A 3457
€. magnoliae Leite/Lisina 202A 3718
Vinho/Lin 2204 3787
C. urilis Leite/WILL 854 3405

. dattile Leite/Lisina 190B 3639

C. lipolytica Mosto/WLD 1298 3622

C. parapsilosis Vinho/WLD 1658 3627

Legenda - ANEXO 1e2

A; Cédigo para leveduras isoladas da Usina Costa Pinto
B: C6digo para leveduras isoladas da Usina Santa Cruz
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