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RESUMO

Cinco safras de trés unidades industriais de fermentacdo alcodlica foram
monitoradas quanto a dinamica populacional de cepas de levedura.
Preliminarmente, foram isoladas 122 leveduras em meio diferencial (WLN). Essas
leveduras foram avaliadas e classificadas segundo a performance fermentativa.
Desse total, 73 isolados apresentaram participagdo populacional superior a 10% e
foram submetidos a identificagéo taxondmica e avaliagdo do perfil de assimilacio
de fontes de carbono. Eles também foram caracterizados segundo o perfil
cromossdmico por eletroforese de campo pulsado.

As 73 leveduras selecionadas puderam ser identificadas como Saccharomyces
cerevisae, de acordo com os sistemas aceitos atualmente. Contudo, todos os
isolados dominantes da destilaria Clealco e grande parte daqueles da destilaria
Unialco ndo assimilaram maltose, e trés isolados da destilaria Diana (safra 95/96)
assimilaram melibiose. Todas as repetigbes de coldnias de mesma morfologia em
WLN obtiveram desempenho fermentativo e perfil cromossémico iguais. Isto indica
que a utilizagdo de um meio diferencial eficiente para o isolamento de leveduras
reflete a distribuicdo das cepas nas amostras. O sistema CHEF de cariotipagem
mostrou o0 desaparecimento das leveduras de panificagdo e a substituicao de
diferentes cepas na dominancia do processo, nas safras que utilizaram fermento
de panificagdo como inoculo. Nas safras em que o indculo foi uma levedura nativa,
observou-se a manutencdo dessa cepa por toda a safra. A avaliagdo da
performance fermentativa mostrou-se necessaria para a qualificag@o industrial das
cepas e para diferenciacao final entre cepas de mesmo cariotipo. A variedade de
caridtipos observada sugeriu a ocorréncia de cepas de levedura nativas
especificas para cada unidade industrial. Essas cepas representam uma reserva
de leveduras melhor adaptadas para utilizagdo como inéculo com maiores
garantias de estabilidade microbioldégica para os processos de fermentacao

alcodlica.
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SUMMARY

Five seasons of three alcoholic fermentation plants had been monitored in order to
verify the yeast strain population dynamics. At first, 122 yeasts had been isolated
using a differential media (WLN). These yeasts were evaluated and classified
according to their fermentative performance. Seventy-three isolates showed
proportion higher than 10% in the population and were subjected to taxonomic
identification and evaluation of the profile of carbon sources assimilation. They
were also characterized according to the chromosomal profile by pulsed-field
electrophoresis.

The selected 73 yeasts were identified as Saccharomyces cerevisae, according to
the currently taxonomic systems. However, all the dominant isolates from the
Clealco distillery and large part of those from the Unialco distillery didn’t assimilate
maltose and three isolates from Diana distillery assimilated melibiose. All the same
morphology colonies repetition in WLN showed the same fermentative
performance and chromosomal profile. This denotes that the utilization of an
efficient differential media for yeast isolation reflects the strain distribution in the
samples. The karyotyping CHEF system showed the bakers’ yeasts used at the
plant start disappear and that different strains were substituted in the process
dominance. In the seasons when the inoculum was indigenous yeast, the
maintenance of this strain had been noticed during all the season. The
fermentative performance evaluation showed to be necessary for the strains
industrial qualification and for the final discrimination between the same karyotype
strains. The noticed karyotype diversity suggests the specific indigenous yeast
strains occurrence for each plant. These strains represent a better-adapted yeasts
stock for inocula utilization with better microbiological stability guaranties for
alcoholic fermentation process.



Introducao

1. INTRODUGAO

No Brasil, a producdo atual de etanol combustivel a partir da fermentagéo de
cana-de-aglcar, alcanga 17 bilhdes de litros/ano (Wheals et al.,, 1999) e o setor
sucro-alcooleiro representa um segmento importante na economia € na geragao

de empregos.

A necessidade permanente de otimizacdo dos processos industriais traduziu-se,
entre outras condutas, na busca por linhagens de leveduras adequadas a
fermentacdo alcodlica. Varias técnicas tém sido utilizadas em programas de
selecdo e de melhoramento de cepas de leveduras para producdo de alcool
combustivel. Porém, a utilizagdo dessas cepas especiais em escala industrial tem
sido limitada (Panchal & Tavares, 1990). O aporte continuo de leveduras “nativas’,
presentes na materia-prima e nos equipamentos, para o processo tem tornado

inviavel a utilizagdo dessas cepas.

Atualmente, no Brasil, as fontes de Saccharomyes cerevisae para a industria
produtora de etanol sdo basicamente duas: levedura de panificacdo prensada e
leveduras isoladas de processos industriais. As leveduras de panificagéo utilizadas
como inéculo, pela grande quantidade utilizada, permitem o inicio mais rapido de
operacdo da unidade industrial. Porém, essas leveduras sdo substituidas por
leveduras “nativas” ainda no inicio da safra (Basso et al., 1993). A utilizagdo de
leveduras “nativas’ pré-selecionadas como inéculo, tém se revelado importante
para a obtencido da estabilidade microbiologia e operacional dos Pprocessos,
dominando a fermentagdo ao longo de toda a safra (Stroppa et al., 2000).
Contudo, sob condicdes operacionais inadequadas, leveduras “nativas” que
apresentam baixa produtividade em etanol podem dominar o processo de
fermentagao causando sérios prejuizos a industria (Andrietta et al., 1997).

O monitoramento da dinamica das populagbes de levedura em processos de
fermentacao alcodlica exige o emprego de técnicas de identificagdo que permitam
distinguir diferentes cepas, bem como a avaliagdo de sua performance como
produtora de etanol. Os sistemas classicos de identificacdo de leveduras baseiam-

se em caracteristicas morfolégicas e fisiologicas (Kreger-van Rij, 1984, Barnett et

1
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al,.1990) e séo incapazes de distinguir faciimente algumas espécies e, sobretudo
cepas de uma mesma espécie. O desenvolvimento de técnicas moleculares, como
a eletroforese de campo pulsado (PFGE), tem permitido a distingdo entre
diferentes cepas de S. cerevisae, bem como de outras leveduras (De Jonge et al.,
1986, Johnson & Mortimer, 1986; Casey et al., 1988; Tanaka et al., 1989 Vezinhét
et al., 1990; Yamamoto et al., 1991; Sheehan et al., 1991; Schutz & Gafner, 1994:
Briones et al., 1996; Izquierdo-Canés et al., 1997; Egli et al., 1998; Basso et al.,
2000).

Andrietta et al. (1995) propuseram o monitoramento das leveduras durante a
fermentag@o alcodlica através de uma metodologia denominada “Potencial
Fermentativo’. O método avalia as leveduras segundo sua capacidade
fermentativa, revelando informagdes pertinentes ao desempenho industrial das
cepas em questdo. Alguns dos parametros cinéticos de rendimento e
produtividade obtidos para as linhagens estudadas foram utilizados no
desenvolvimento de um sistema que classifica leveduras pela associagdo de seis
digitos correspondentes aos pardmetros avaliados (Andrietta et al., 1999).

A realizagéo de um controle da dindmica de populacdes que associa técnicas de
identificagdo com a avaliagdo do desempenho fermentativo de cada uma das
cepas de levedura dominantes, pode fornecer informagdes valiosas para o
aumento da produtividade dos processos de fermentacdo alcodlica. As
informagOes obtidas podem ser utilizadas na selecdo de leveduras nativas com
alto potencial fermentativo e na adequacdo dos processos as suas necessidades
através da elaboragdo e melhoramento de projetos e também da corregdo de
condutas operacionais inadequadas.

Este trabalho teve como objetivo acompanhar e comparar a dinamica populacional
de leveduras em diferentes processos de fermentagdo alcodlica industrial:
destilarias que utilizam como inéculo leveduras de panificacdo e outras que
utilizam leveduras isoladas do processo; diferentes safras de uma mesma
destilaria; processos batelada e continuos; diferentes plantas de fermentagéo
continua. Trés técnicas de caracterizagdo de leveduras foram utilizadas e
avaliadas neste trabalho: cariotipagem, taxonomia numérica e avaliagdo do
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desempenho industrial através das metodologias do “Potencial Fermentativo’ e
‘Capacidade Fermentativa”.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Evolugao dos Processos de Fermentagédo Alcodlica

A produc¢do industrial de etanol por fermentacgdo alcodlica iniciou-se no século XIX,
precedida pela producdo de aguardente (Almeida, 1940). Até a década de 60, do
século passado, foram amplamente utilizados os chamados processos classicos
de fermentagdo (Lima, 1960; Drews, 1964). Nestes processos, a dorna é
parcialmente preenchida com mosto e inoculada com parte do vinho de outra
dorna em estagio final de fermentagao (sistema de corte) ou inoculada com pé-de-
cuba individual produzido a partir de cultura nova, recém ativada em laboratorio
(Lima, 1960).

A partir da década de 60, o processo Melle-Boinot substituiu os processos
classicos rapidamente (Drews, 1964) e, posteriormente, todas as novas destilarias
instaladas sob vigéncia do Programa Nacional do Alcool (1975) foram equipadas
com este processo (Zarpellon & Andrietta, 1992). O processo Melle-Boinot surgiu
na Franga, na década de 30 (Almeida, 1960), e baseia-se na alimentagéo continua
de substrato ao fermentador até atingir o seu volume maximo. A alimentacao deve
acompanhar a curva de crescimento celular e conseqiente taxa de consumo de
substrato, de maneira que a concentragao de agucares totais permanega baixa e
constante (1,5-3,0g/). Na pratica industrial, a alimentagdo de substrato &
acelerada e observa-se uma concentragéo de agucares maior e crescente. Ao
final da fermentagao, as células de levedura sao separadas do meio fermentado
por separadoras centrifugas e retornam ao processo como inéculo de uma nova

batelada.

As vantagens do sistema Melle-Boinot, segundo Almeida (1960), sdo: economia
de acucar e elevagéo do rendimento em etanol devido a diminui¢cdo da reprodugao
celular; eliminagdo de contaminantes pela centrifugacdo; diminuicdo da
contaminagéo devido ao tratamento acido e eliminagado da necessidade de cultura
pura no preparo do pé-de-cuba (inoculo). Deve-se destacar também a redugéo no
tempo de fermentagao alcangada.
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A evolucdo natural do processo batelada-alimentada & a fermentagdo continua,
que ja operava em escala industrial na Franga na década de 30 (Borzani, 1960;
Finguerut et al., 1992). No Brasil, Rousselet (1962) cita estudos sobre fermentacéo
continua datados a partir de 1951. Neste processo, a levedura & adicionada ao
mosto produzindo um fluxo que alimenta continuamente o fermentador. O
processo de fermentacdo inicia-se na primeira dorna e prossegue ao longo de
uma linha de mais 3 ou 4 dornas. O vinho levedurado proveniente da ultima dorna
é enviado a um conjunto de separadoras centrifugas. Das duas fases obtidas, o
creme de leveduras é enviado a cuba para tratamento acido e o vinho
delevedurado é destinado a destilagdo. O nimero total de dornas e seu volume
relativo tém sido objeto de estudo de varios pesquisadores, na busca de melhores
arranjos para a fermentagao continua (Ghose & Tyagi, 1979; Andrietta, 1994).

Borzani (1960) e Guerreiro (1995) destacaram os beneficios da fermentagao
continua. Segundo o ultimo autor, emprego da fermentagé@o continua associada a
adocgdo de técnicas modernas como cinética microbiana, otimizagdo, simulagéo de
processos e projetos especificos pode trazer como vantagens: modernizagao da
usina, aumento na produgdo, redugdo dos gastos de mao-de-obra, redugdo de
gastos em analises, aumento de produtividade, redugéo de tempos nao produtivos
(carga, descarga, limpeza), condugdo da fermentagcdo em estado estacionario,
reducdo de insumos, uniformidade do produto e maior controle operacional do
processo.

Estudos comparativos e avaliagbes econémicas de diversos processos utilizados
na produgdo de etanol por fermentacdo concluiram pelas vantagens do processo
de fermentacdo continua em relagdo a batelada tradicional (Cysewski e Wilke,
1978; Maiorella et al., 1984). Cysewski e Wilke (1978) demonstraram uma redugao
de 57% no investimento de capital fixo em destilarias com fermentag&o continua
quando comparado ao daquelas que utilizam processo de batelada. Redugdes
ainda maiores, da ordem de 68 e 71%, s80 obtidas para os processos que utilizam

reciclo de células e operagao a vacuo, respectivamente.
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Andrietta (1997) acredita que a recentrifugagdo do fermento e processos de
separagao de fermento sem centrifugas sdo as duas alteragdes mais promissoras
aos processos atuais de fermentagdo continua.

2.2. As Leveduras

Ha evidéncias de que a capacidade de certas leveduras, em converter rapida e
eficientemente acglcares em &lcool e dioxido de carbono, foi utilizada para a
producédo de alimentos fermentados por todas as civilizagdes antigas conhecidas.
Provavelmente, as leveduras sejam as mais antigas plantas cultivadas pelo
homem (Miller, 1983).

A primeira descri¢do das leveduras data de 1680 e foi realizada por Antonie van
Leeuwenhoek, observando cerveja em fermentagdo. Pasteur, em estudos
divulgados a partir de 1866, provou que a fermentacdo é fruto da atividade de
células vivas, as leveduras, na auséncia de oxigénio (Miller, 1983).

As leveduras sdo hoje o mais importante grupo de microrganismos explorados
comercialmente pelo homem, tanto quantitativa como economicamente (Russell et
al., 1987). Esses microrganismos tém sido utilizados na producdo de produtos
quimicos, combustiveis e proteinas microbianas para uso alimentar (Rose &
Harrison, 1987).

2.2.1 A Utilizagao de Leveduras como Inéculo na Fermentagao Alcodlica

Apesar dos esfor¢cos que vém sendo realizados em pesquisas utilizando bactérias
e outras leveduras para producdo de etanol, Saccharomyes cerevisae continua
sendo o0 microrganismo mais empregado pela industria. Varias técnicas tém sido
utilizadas em programas de selecdo e de melhoramento de cepas de leveduras
para producdo de alcool combustivel. As técnicas de melhoramento genético
utilizadas incluem cruzamentos naturais, hibridizagdo, cruzamentos forcados,
mutagdes, fusdes de protoplastos e tecnologia do DNA recombinante (Panchal &
Tavares, 1990).
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As técnicas de selecdo procuram identificar cepas de levedura que apresentem
capacidade fermentativa em altas concentragbes de substrato (Bertolini et al.,
1991; Laluce et al., 1993), tolerancia a altas temperaturas (Rose, 1980; Garcia &
Alcina, 1981; Barwald & Hamad citado por Déak, 1991; Van Uden, 1984; Anderson
et al., 1988) e tolerancia ao etanol (Rose, 1980; Benitez et al., 1983; Casey &
Ingledew, 1986; D’amore & Stewart, 1987; Ernandes et al., 1990; Peres & Laluce,
1998).

A industria brasileira de produgdo de etanol tem utilizado como indculo da
fermentagéo alcodlica fundamentaimente leveduras de panificagéo prensadas ou
leveduras isoladas de processos industriais. A primeira estratégia permite o inicio
mais rapido de operacdo da unidade industrial. Porém, as leveduras de
panificacdo sdo completamente substituidas por leveduras ‘nativas” ainda no
inicio da safra (Basso et al., 1993).

Stroppa et al. (2000) acompanharam e compararam a dinamica populacional de
leveduras em dois processos de fermentagao distintos. Um dos processos utilizou
uma levedura “nativa” pré-selecionada como indculo, que dominou a fermentacéo
durante toda a safra. No processo que iniciou a fermentagdo com levedura de
panificacdo, varios tipos diferentes de levedura dominaram a fermentacao ao
longo da safra.

A utilizagdo de cepas pré-selecionadas tem se revelado um importante fator para a
estabilidade microbiologica e operacional dos processos. Porém, sob condigdes
operacionais inadequadas, mesmo as leveduras “nativas” utilizadas como inéculo
podem ser substituidas por outras que apresentam baixa produtividade em etanol.
Essas leveduras oportunistas passam a dominar o processo de fermentagao
causando sérios prejuizos a industria (Andrietta et al., 1997).

Nomear essas leveduras nativas como ‘leveduras selvagens” nao parece
adequado. O termo “leveduras selvagens” tem origem na cervejaria, onde tem
carater negativo e refere-se a “leveduras ndo usadas deliberadamente e fora de
controle” (Gilliland citado por Campbell, 1999b). Na producdo de etanol
carburante, algumas vezes as leveduras nativas invasoras trazem prejuizos a

fermentacdo. Porém, na maioria das vezes, as leveduras nativas substituem
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aquelas utilizadas como indculo mostrando-se plenamente adaptadas as
condig¢des industriais.

2.2.2 Leveduras Contaminantes da Fermentagao Alcodlica

O processo de producdo de etanol a partir de cana-de-agucar € normalmente
habitado por microrganismos deterioradores, encontrados desde a matéria-prima
até a fermentagéo.

A fonte primaria dos contaminantes na fermentagao alcodlica da cana-de-agucar €
a propria matéria-prima. Esses contaminantes s&o habitantes naturais da planta,
do solo, matéria organica em decomposicdo e microrganismos associados as
pragas e moléstias da cultura (Yokoya, 1991). Duncan & Colmer (1964)
encontraram niveis de 10* a 10° bactérias e de 10° a 10* fungos por grama de
cana saudavel. Bevan & Bond (1971) isolaram 50 microrganismos diferentes de
cana-de-agucar sadia, entre eles as leveduras Saccharomyces, Torula e Pichia.

A pratica da queima deixa a planta ainda mais susceptivel ao ataque de
microrganismos (Bevan & Bond, 1971) e os instrumentos de corte podem
representar uma fonte extra de contaminacdo (Egan, 1965, 1968; Tilbury, 1968).
Bevan & Bond (1971) isolaram as leveduras Torula, Rhodotorula e Candida da
superficie de cana apds 24 horas da queima e encontraram leveduras no interior

dos gomos imediatamente depois do corte.

Varios trabalhos demonstraram a deterioracdo da cana apds a queima em fungao
do tempo de armazenamento (Hes, 1952; Egan, 1965, 1966, 1968; Brujin, 1966).
Tilbury (1975) verificou niveis de 107 a 108 bactérias lacticas/ml no caldo extraido
da cana até o 4° dia de armazenamento. Perdas de agucar devido & deterioragéo
da cana tém sido estimadas geralmente entre 1 e 3%, do conteudo inicial. Porém,
perdas de até 13% tém sido relatadas (Morel Du Boil, 2001).

O processo de lavagem da cana também pode representar um foco de
contaminacéo da matéria-prima, dependendo da qualidade microbiolégica da agua
empregada (Serra et al., 1979; Stupiello, 1982). Em sistemas que utilizam
recirculagdo de agua de lavagem sem tratamento, o pH préoximo da neutralidade
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favorece o desenvolvimento microbiano que pode atingir niveis acima de 10°
células/ml.

A literatura € farta ao reconhecer no caldo de cana extraido um meio favoravel ao
crescimento de uma flora microbiana abundante e variada (Lima et al., 1974:
Rodini, 1985; Yokoya, 1989; Ganou-Parfait, 1989: Gallo & Canhos, 1991) devido a
sua rica composi¢do em nutrientes organicos e inorganicos, pH, alta atividade de
agua e temperatura. Focos de contaminag&o nas moendas, esteiras, tubulacdes e
outros equipamentos certamente devem contribuir para o aumento da microbiota
presente.

Lima et al. (1974) isolaram de agua de embebicao, caldo bruto e caldo misto as
leveduras Candida didensii, C. fabiani, C. intermedia, C. santamariae,
Criptococcus kvetzingii, Hansenula polymorpha, Kloeckera corticis, Rodhotoruia
pallida, R. rubra, Saccharomyces uvarum, Torulopsis norvegica e Trichosporon
cutaneum.

Castro (1995) isolou do mosto de duas usinas produtoras de etanol principalmente
0s géneros de leveduras contaminantes Saccharomyces (40,7%) e Candida
(37,9%). Também foram isolados representantes de
Zygosaccharomyces/Torulaspora, Kluyveromyces, Cryptococcus, Issatchenkia,
Pichia, Rhodotorula, Saccharomycodes/Hanseniaspora e Trichosporon.

Cabrini & Gallo (1999a) utilizaram a metodologia da taxonomia numérica proposta
por Griffiths (1981) para isolar e identificar leveduras contaminantes de um
processo de producdo de etanol. Os autores isolaram de amostras de caldo
primario Candida (43,4%), Saccharomyces (36,6%), Torulopsis (10,0%) e Pichia
10,0%). Em amostras de mosto foram identificadas as espécies Saccharomyces
cerevisae: S. uvarum (42,9%), S. coreanus (28,6%), S. chevalieri (14,3%) e
Schizosaccharomyces pombe (14,3%).

Ao isolar leveduras de outra unidade industrial ainda utilizando o sistema de
identificacdo de Griffiths (1981), Cabrini & Gallo (1999b) identificaram em caldo
primario: Candida (64%), Saccharomyces (28%) e Torulopsis (8%). Na amostras
de mosto foram identificados: Saccharomyces cerevisae: S. uvarum (53,9%),S.
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bayanus (15,4%), Candida entomophila (11,6%), S. chevalieri (7,7%), C.
membranaefaciens (3,8%), Torulopsis dattila (3,8%) e Rhodotorula glutinis (3,8%).

O tratamento com cal e a elevagéo da temperatura durante a etapa de clarificagcdo
do caldo reduzem substanciaimente a contagem microbiana (Yokoya, 1991)
representando a primeira grande barreira ao desenvolvimento microbiano. O
numero de sobreviventes pode diminuir em 10° individuos para leveduras e formas
vegetativas de bactérias. Esse processo elimina as células vegetativas, porém,
seleciona bactérias esporuladas e produtoras de gomas (Skole et al., 1977) que
permanecem viaveis em caldo tratado a 115°C (Lucredi et al., 1984).

O melago, residuo da fabricagdo de agucar, muitas vezes compde o mosto da
fermentagao misturado ao caldo da cana-de-aglicar. Souza et al. (1977) isolaram
Os seguintes grupos de levedura em amostras de melago de agucar cristal e
demerara:  Hansenula  henricii, H. canadensis, Rhodotorula pallida,
Sporobolomyces roseus, Cryptococcus albidus var. albidus, C. infirmominiatus,
Candida  melinii, ~Debarryomyces cantarelli Qosporidium margaritiferum,
Rhodotorula graminis, Torulopsis candida e Torula.

Ao serem introduzidos na fermentagdo, os microrganismos presentes no mosto
encontram um ambiente restritivo. Temperaturas relativamente altas, pH baixo,
concentragbes baixas de oxigénio, altas de &acidos e alcool, concentragdes
variaveis de agucar e a presenga de microrganismos competidores determinam a
proliferagéo de algumas espécies e a morte ou a manutencdo de um estado de
laténcia por muitas outras espécies, durante a fermentacdo (Yokoya, 1991).
Algumas poucas leveduras que conseguem ultrapassar a barreira da clarificagdo e
aquelas presentes nos equipamentos e instalacbes apds tratamento térmico

poderao encontrar um ambiente favoravel nas dornas de fermentacéo.

Oliveira e Pagnocca (1988) identificaram as leveduras contaminantes Hansenula
anomala, Candida famata, Saccharomyces kiuyveri e S. cerevisae em amostras

de fermento centrifugado, fermento tratado e vinho levedurado.

Silva (1994) isolou de um processo de produgdo de etanol principalmente
representantes da levedura Dekkera bruxellensis e também outras espécies como

Candida. maltosa, C. mogii, Issatchenkia occidentalis (C. sorbosa), Rhodotorula
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minuta/mucilaginosa, Saccharomyces cerevisae, S. chevalieri, S. uvarum,
Schizosaccharomyces pombe e Torulaspora delbrueckii (Candida colliculosa).

Castro (1995) isolou e identificou linhagens de leveduras contaminantes, a partir
de amostras de vinho levedurado e fermento centrifugado, pertencentes
principalmente aos géneros Candida (42,8%) e Saccharomyces (38,1%). Os
outros géneros presentes foram Zygosaccharomyces/Torulaspora,
Kluyveromyces, Pichia, Schizosaccharomyces, Issatchenkia,
Saccharomycodes/Hanseniaspora, Rhodotorula, e Trichosporon.

Em acompanhamento realizado durante cinco safras objetivando a detecc@o de
leveduras contaminantes em diversas unidades produtoras de etanol, Oliveira et
al. (1996) isolaram representantes de Saccharomyces capensis, S. bayanus,
Pichia ohmeri, Trichosporon brassicae, Torulaspora pretoriensis e Kluyveromyces

vanudenii.

Cabrini & Gallo (1999a) identificaram através da taxonomia numerica proposta por
Griffiths (1981) Saccharomyces cerevisae: S. uvarum (50,0%), S. bayanus
(21,4%), S. pretoriensis (10,7%), Candida entomophila (10,7%), S. chevalien
(3,6%) e Pichia ohmeri (3,6%) presentes no leite de leveduras de unidade de
produgao de etanol.

Em Cabrini & Gallo (1999b), além da caracterizag@o das leveduras presentes no
caldo priméario e no mosto ja descrita, os autores identificaram no leite de levedura
Saccharomyces cerevisae: S. uvarum (41,2%), S. bayanus (35,3%), S. coreanus
(5,9%), S. pretoriensis (5,9%), Candida entomophila (5,9%) e C. rhagii (5,9%).

2.2.3. Sistemas de Caracterizacao de Leveduras

2.2.3.1 A Taxonomia de Leveduras

Leveduras sdo fungos essencialmente unicelulares e a maioria se reproduz
vegetativamente por brotamento (Barnett, 1992). Campbell (1999a) considera
esse grupo de dificil definigdo j& que varios outros fungos podem apresentar forma
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semelhante a das leveduras e, por outro lado, as leveduras sio capazes, sob
condigOes de cultivo apropriadas, de crescer em forma micelial.

Os sistemas de classificagdo aceitos pela maioria dos micologistas para leveduras
permanecem basicamente aqueles propostos por Kreger-van Rij (1984) e Barnett
et al. (1990).

Os fungos séo classificados com base na forma de crescimento vegetativo e tipo
de esporos, se produzidos. Apesar de ndo utilizadas na identificagdo de fungos
filamentosos, as propriedades fisiolégicas sdo utilizadas na distingdo de espécies
de leveduras (Campbell, 1999a).

Trés dos quatro grupos de fungos incluem leveduras: Ascomycetes,
Basidiomycetes e Deuteromycetes. As leveduras pertencentes aos dois primeiros
grupos produzem esporos, com excegdo de alguns basidiomicetos, enquanto que
as do grupo Deuteromycetes (fungos imperfeitos) ndo produzem esporos. Essas
ditimas s&o definidas como leveduras imperfeitas e s&o distinguidas pela forma de
crescimento vegetativo, pela habilidade fermentativa e por outros testes
bioguimicos (Kreger-van Rij, 1984). Os géneros de maior importancia na indGstria
da fermentacdo alcodlica pertencem aos ascomicetos e deuteromicetos
(Tabela 1).

A esporulacdo € uma propriedade fundamental para a taxonomia classica de
leveduras e impbe a observagdo de esporos como uma primeira etapa na
identificagao classica proposta pela escola holandesa (Lodder, 1970; Kreger-van
Rij, 1984). Na tentativa de evitar as dificuldades surgidas pelo uso da esporulagdo
na identificagdo de leveduras, varios autores tém fornecido esquemas de
identificagao alternativos nos quais ignoram essa caracteristica. Esses esquemas
culminaram na elaboracdo de um sistema complexo de identificagdo por
propriedades fisiologicas proposto por Barnett et al. (1990). Os kits de teste API®
para identificagcdo de leveduras sdo uma versdo simplificada, porém efetiva desse
sistema. Enquanto a escola holandesa identifica seguindo estritamente uma
ordem hierarquica de descendéncia, Barnett et al. (1983 e 1990) inicialmente
subdividem as leveduras em grandes grupos fisiologicos, que desprezam o grau
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de parentesco, e depois identificam as espécies de cada grupo pela realizagéo de
testes complementares (Campbell, 1999a) (Tabela 2).

Tabela 1 — Principais géneros de leveduras.

Classe Géneros

Metschnikowia, Nematospora
Schizosaccharomyces

Hanseniaspora, Nadsonia, Saccharomycoides
Ascomycetes Lipomyces
Debaryomyces, Dekkera, Kluyveromyces, Pichia,
Saccharomyces, Schwanniomyces, Torulaspora,
Zygosaccharomyces

Basidiomycetes Sporobolomyces, Rhodotorula, Cryptococcus

Kloeckera, Brettanomyces, Candida,
Deuteromycetes Cryptococcus, Rhodotorula, Trichosporon,
Torulopsis (Candida).

Adaptado de Kreger-van Rij (1984).

Griffiths (1981) propds um sistema simplificado de identificacédo de leveduras
baseado, principalmente, em testes bioquimicos de assimilagdo e fermentacao de
fontes de carbono. O autor utilizou as descricdes de Lodder (1970) e da chave de
Barnett & Pankhurst (1974) para compor seu sistema de identificagdo. No sistema
de taxonomia numérica é atribuido um valor numérico especifico a cada um dos
21 testes realizados, de acordo com o resultado observado. Os 21 testes sao
agrupados de trés em trés e séo somados os resultados de cada trinca gerando

um codigo numérico final de identificagdo composto de sete digitos.

Historicamente, a classificacdo do género Saccharomyces tem apresentado
muitas mudangas. Nas ultimas décadas, o nimero de espécies variou de 41 (Van
der Walt, 1970) para somente 7 (Barnett et al., 1983, Kreger-van Rij, 1984) e

atualmente para 10 (Barnett et al, 1990). Essas dez espécies sao:
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Saccharomyces castellii, S. cerevisae, S. dairensis, S. exiguus, S. kluyveri, S.
servazzii, S. unisporus, S. pastorianus, S. paradoxus e S. bayanus.

Tabela 2 — Principios de identificacdo de leveduras.

Identificagao pelo sistema Identificac&o somente por testes fisiologicos
classico

(Kreger-van Rij, 1984)  Barnett et al. (1983 e 1990) API (Anon., 1994)

Isolado Isolado Isolado
Observagao da morfologia Testes de crescimento Testes de crescimento
de células vegetativas e  aerobico em varias fontes de  aerdbico em varias
esporos CeN fontes de C
Familia, género Grupo fisioloégico Género, espécie

. v

Testes apropriados para
Testes de fermentagao e cada grupo (geralmente

crescimento aerébico testes adicionais de
crescimento)
Espécie Género, espécie

Cambell (1999a)

Novas técnicas baseadas em outras propriedades bioquimicas tém sido sugeridas
para classificagcdo e identificagdo de leveduras. A porcentagem de guanina mais
citosina (G+C) tem sido de grande valor pratico na classificagcdo (Barnett et al.,
1990).

Muitas mudangas de nomenclatura taxonémica tém sido associadas a mudancas
nos critérios aceitos pelos taxonomistas para delimitar espécies. Os critérios
iniciais eram baseados em caracteristicas fenotipicas, como aparéncia
microscopica e capacidade de usar certos substratos. Atualmente, € amplamente
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aceito que a classificagdo deve refletir, tanto quanto possivel, as relagdes
evolutivas entre as leveduras. Sob esse ponto de vista, quanto mais proximas as
relagbes de parentesco, mais sequéncias de bases de DNA em comum (Barnett,
1992). Cepas que apresentam uma homologia de seqiiéncia de bases superior a
80% sdo consideradas como pertencentes @ mesma espécie (Kurtzman & Phaff,
1987: Van der Walt, 1987). Um alto grau de homologia de DNA pode indicar uma
relagdo de parentesco proxima, porém valores baixos sao mais dificeis de
interpretar, j& que a taxa de mutagdo do DNA é desconhecida, algumas cepas

diferem no numero de transposons Ty e apresentam aneuploidias (Barnett, 1992).

Outras técnicas tém sido empregadas na classificagédo e identificagéo taxonomicas
de leveduras como aquelas baseadas em andlises genéticas (Pedersen et al.,
1987), sorologia (Yarrow & Nakase, 1975; Fukazawa et al. 1980a e 1980b) e
analises de DNA (Yarrow & Nakase, 1975; Carlson & Botstein, 1983; Vaughan-
Martini & Kurtzman, 1985; Seehaus et al., 1985; Johntson & Mortimer, 1986;
Vaughan-Martini & Martini, 1987; Vaughan-Martini & Kurtzman, 1988; Vaughan-
Martini, 1989; Vezinhét et al., 1990; Vaughan-Martini et al., 1993; Guillamon et al.,
1994: Cardinali & Martini, 1994; Baleiras-Couto et al., 1995; Mani et al., 1998).

Apesar dos esforcos dos taxonomistas, os métodos de classificagdo falham na
distingdo de propriedades industriais importantes das leveduras e, por isso, tém
sido criticados por microbiologistas ligados a atividade industrial (Russell, 1995;
Campbell, 1999a). Na cervejaria, a distingdo definitiva entre a levedura cultivada e
leveduras contaminantes somente é alcangada pela avaliaggo de suas
caracteristicas industriais (floculagdo, pH final, consumo de N, producdo de
células, taxa de fermentagdo, aroma final da cerveja, etc) em fermentacdes de
escala de laboratério (Campbell, 1999b).

Barnett (1992) conclui que ndo ha um sistema taxondémico definitivo para
leveduras e que suas mudancgas ndo afetam o trabalho dos bidlogos industriais.
Obviamente, trata-se de abordagens diferentes, cada qual contribuindo

significativamente para o esclarecimento da natureza desses microrganismos.
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2.2.3.2 Meios de Cultivo Diferenciais para Leveduras

A fermentag&o de suco de uvas em vinho é um processo microbiolégico complexo
envolvendo interagbes entre diferentes espécies de leveduras e bactérias lacticas.
Destes organismos, as leveduras ocupam uma fungdo central. Durante a produgao
tradicional de vinho, as diferentes espécies presentes inicialmente nas uvas e
equipamentos sao substituidas e Saccharomyces cerevisae passa a predominar
(Fleet et al.,, 1984; Heard & Fleet, 1985; Querol et al., 1994) sendo a principal
responsavel pela fermentagéo alcodlica (Boulton et al., 1996). O monitoramento
microbioldgico de fermentagbes artificiaimente inoculadas deixou claro que a
qualidade do vinho & uma conseqiléncia da dinamica e composi¢cao dos
microrganismos envolvidos na sua produgdo (Querol et al., 1992; Schitz & Gafner,
1993). Atuaimente, a selecdo de leveduras vinicolas para producédo de levedura
seca e seu uso como inoculo € amplamente difundida (Degré et al, 1989)
resultando em alta reprodutibilidade das caracteristicas sensoriais tipicas dos
vinhos produzidos em cada regido, em sucessivas safras.

Na industria cervejeira, desde o século XIX, a produgdo comercial utiliza uma
cultura pura de levedura tornando o controle microbioldgico da fermentagéo ainda
mais importante do que na produgéo vinicola. A estabilidade e a pureza das cepas
de leveduras tem uma importancia particular, j4 que estas sdo as principais
responsaveis pela formagdo do aroma e sabor da cerveja. As caracteristicas da
levedura também afetam o tempo de fermentagéo, a eficiéncia da fermentacdo e a
qualidade da floculag@o (Quain, 1986 e 1988; Stewart & Russell, 1986).

Meios seletivos tém sido desenvolvidos com o objetivo de selecionar e diferenciar
leveduras de processos fermentativos. Van der Aa Kuhle & Jespersen (1998)
apresentam uma revisdo sobre meios seletivos idealizados para detecgdo de
leveduras selvagens (contaminantes) em cervejarias e relacionam os principios
seletivos utilizados: lisina (meio Lisina); cadaverina, lisina, etilamina e nitrato (meio
CLEN); xilose, manitol, adonitol, celobiose e sorbitol (meio XMACS); actidiona;
cobre; cristal violeta ou sulfito fucsina (meios SDM, Lin agar e Lin &gar
modificado); incubagdo de meios nao seletivos a 37°C; dextrina como fonte Gnica

de carbono.
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Alguns dos meios seletivos e diferenciais mais utilizados para detecgao de
leveduras contaminantes na industria cervejeira sao: Lisina agar, Cristal Violeta
agar, SDM, WLN, Lin &gar, Actidiona agar e Sulfato de cobre agar (Lin, 1975;
Longley et al., 1978; Harper, 1981). Tradicionalmente as leveduras contaminantes
de cerveja tém sido divididas em néo-Saccharomyces e Saccharomyces selvagem
(Van der Aa Kuhle & Jespersen, 1998), sendo que muitos representantes do
ultimo grupo s@o cepas de S. cerevisae (Campbell, 1999b). O meio Lisina agar é
amplamente utilizado para diferenciar leveduras nao-Saccharomyces. Nesse meio,
a lisina & a unica fonte de nitrogénio e nao permite o crescimento da maioria das
espécies de Saccharomyces. Ja as Saccharomyces selvagens tém sido
detectadas nos meios que utilizam cristal violeta (SDM, Cristal Violeta agar, Lin
agar e Lin agar modificado) (Taylor & Marsh, 1984). Lin (1975) e Hope (1987)
recomendam a utilizagédo dos meios Lisina e Lin para deteccao de leveduras
selvagens em cervejaria, no isolamento de leveduras nao-Saccharomyces e
Saccharomyces, respectivamente.

O meio WLN agar contém um indicador de pH, o verde de bromocresol, que colore
diferenciaimente colénias como resultado dos graus variaveis de afinidade entre
0s microrganismos e o corante (Lewis & Young, 1998).

Longley et al. (1978) apresentou uma modificacdo dos meios Cristal Violeta agar e
WLN Aagar pela adigdo de uma mistura de ergosterol e Tween 80. Os meios
modificados permitram o desenvolvimento de colénias maiores de
Saccharomyces em relagao as coldnias de outros géneros.

Harper (1981) utilizou WLN &agar acrescido de 25ppm de clorotetraciclina e isolou
varios géneros de levedura, dentre eles Saccharomyces, presentes na cerveja.

Oliveira & Pagnocca (1988) testaram e modificaram meios de cultivo utilizados em
cervejaria para andlise de leveduras de usinas de agucar e alcool. Os autores
utilizaram o meio WLN para contagem total de leveduras; os meios WLD agar
(WLN adicionado de actidiona) e Lisina agar para deteccdo de leveduras
selvagens nao-Saccharomyces; Lin agar adicionado de ergosterol + Tween 80 e
modificado na concentracdo de cristal violeta para deteccdo de Saccharomyces;
Nakagawa agar para detecgao de S. diastaticus.
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Castro (1995) também utilizou meios de cultivo de cervejaria para avaliagao da
diversidade de leveduras em duas usinas de aglcar e &lcool. Os meios testados
foram: WLN agar para contagem total de leveduras, WLD &gar e Lisina agar para
contagem de leveduras nao-Saccharomyces e Lin agar para detecgao de
Saccharomyces. Os meios foram eficientes no isolamento de leveduras e
permitram o desenvolvimento de um nUmero diversificado de linhagens.
Comparativamente, o meio WLN &gar possibilitou a discriminagdo e/ou
recuperacdo do maior numero de linhagens de Saccharomyces, nas duas
industrias estudadas.

Campbell (1999b) indica a andlise da variagdo de morfologia e cor de colénias
gigantes de leveduras crescidas em meio WLN como um dos testes para distingdo
de cepas de Saccharomyces cerevisae. Segundo o autor, este & um teste simples
e suficiente para reconhecer similaridades ou diferencas entre isolados de
levedura, apesar de nao fornecer informagdes sobre sua identidade.

2.2.3.3 Cariotipagem de Leveduras

As leveduras do género Saccharomyces tém sido domesticadas como resultado
de milénios de exploragdo em ambientes industriais criados pelo homem. Como
consequéncia, essas leveduras sdo frequentemente homotalicas ou aneupldides
e, portanto, dificeis de serem utilizadas como modelos para estudo e
melhoramento genéticos. Analises genéticas tém demonstrado que a variedade na
expressédo fenotipica de caracteristicas de desempenho freqiientemente
observada em cepas de Saccharomyces pode ser resultado da presenca de genes
de multiplos loci que podem estar ativos, silenciosos ou perdidos em diferentes
cepas da mesma espécie. Isto pode explicar a frequente dificuldade na
identificacdo de isolados de S. cerevisae pela taxonomia convencional, que
baseia-se nas caracteristicas morfologicas e fisiologicas expressas pelas
leveduras (Cardinali & Martini, 1994).

Outras técnicas alternativas de identificacdo de leveduras baseadas em tragos
fenotipicos tém sido utilizadas como: sorologia (Tsuchiya, et al., 1965); padrées de
fermentagcdo e assimilagdo em tiras API (Subden et al., 1980; Degré et al., 1989);
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contetido de trealose (Gutierrez, 1990); composigao de acidos graxos (Tredoux et
al., 1987: Oothuizen et al., 1987; Bendova et al, 1991; Steckelberg, 2001),
eletroforese de proteinas extracelulares (Bouix & Leveau, 1983) e intracelulares
(Van Vuuren & Van der Meer, 1987); inibig&o por diferentes compostos (Simpson
et al., 1992). Porém, essas técnicas estdo baseadas em caracteristicas que
podem variar segundo diferentes estados fisiolégicos da célula (Ness et al., 1993)
e algumas delas, como a composi¢do de acidos graxos € eletroforese de
proteinas, falham em distinguir diferentes cepas de uma mesma espécie (Querol
et al., 1992).

Os métodos mais Uteis na identificacdo de cepas de levedura envolvem analise de
DNA. Como as leveduras industriais tém um grau de parentesco muito proximo,
varias cepas apresentam grande homologia entre as moléculas de DNA e
contetido de GC (guanina+citosina) idéntico. Portanto, métodos baseados nesses
parametros sdo de pouca utilidade na diferenciacdo de cepas (Boulton et al.,
1996).

Varios outros métodos moleculares tém sido desenvolvidos recentemente com o
propdsito de apresentar um Unico padrédo de DNA para uma cepa ou especie.
Esses métodos recebem o nome genérico de DNA fingerprinting (Tabela 3).

Entre as técnicas de analise de DNA mais utilizadas para identificagcéo de cepas
de levedura estdo: padroes eletroforéticos de cromossomos; PCR e RFLP de DNA
mitocondrial e nuclear (Freizer & Dubourdieu, 1992; Ness, et al., 1993; Schitz &
Gafner, 1993; Briones et al., 1996, Lopes, et al., 1996, Egli et al, 1998;
Pramateftaki et al., 2000).
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Tabela 3 — Técnicas moleculares para identificacdo de cepas/espécies de leveduras

(Adaptado de Deak, 1995).

Método

Referéncias

PCR (reacdao em cadeia da polimerase): Um DNA de
fita dupla € inicialmente desnaturado a temperatura
elevada. Dois primers oligonucleotideos de fita simples
flanqueando este segmento sdo anelados, depois da
reducdo da temperatura, e iniciam a extensao
(polimerizacdo do DNA). Pelo uso de DNA-polimerase
termo-estavel, ciclos de desnaturacdo, anelamento e
extensdo podem ser produzidos repetidamente,
resultando na ampilificacéo do DNA.

Ness et al., 1993;
Lopes et al,, 1996;
Pramateftaki et al., 2000.

PFGE (eletroforese em gel de campo pulsado): Uma
técnica eletroforética em que cromossomos inteiros sao
submentidos a campos elétricos alternados. Como a
direcdo do campo elétrico € mudada (pulsos), a
separacao do DNA cromossémico de acordo com o
tamanho ocorre no gel. As bandas resultantes
representam o cariétipo eletroforético (analogo ao
tamanho e numero de cromossomos) de um organismo.

Johnston & Mortimer, 1986;
Casey et al., 1988,

Johnston et al., 1988;

Degré et al., 1989,

Vezinhét et al., 1990;
Sheehan & Weiss, 1991;
Frezier & Dubourdieu, 1992;
Vaughan-Martini et al., 1993,
Schitz & Gafner, 1993;
Basso et al., 1993;

Cardinali & Martini, 1994;
Schutz & Gafner,, 1994;
Briones et al., 1996;
Izquierdo-Canas et al., 1997;
Egli et al., 1998;

Basso et al., 2000;
Tornai-Lehoczki & Diauchy, 2000.

Andlise de RAPD (DNA polimérfico amplificado ao
acaso): O DNA é amplificado numa reagao de PCR
usando um unico primer compreendendo uma
sequéncia arbitraria. O primer oligonucleotideo hibridiza
com sequéncias homologas do DNA ao acaso, e gera
segmentos de DNA amplificados. O produto corre num
gel que é observado sob luz UV, apds ser corado com
brometo de etidio. Diferencas nos padroes de banda
indicam diferencas de seqiiéncias nas moléculas de
DNA.

Quesada & Cenis, 1995;
Baleiras-Couto et al., 1995;

Mani et al., 1998;

Gomes et al., 2000;
Tornai-Lehoczki & Dlauchy, 2000.

Analise de RFLP (polimorfismo de tamanho de
fragmentos de restricdo): O DNA é clivado por
enzimas de restricao em seqiéncias de nucleotideos
especificas e os fragmentos resultantes s&o separados
eletroforeticamente em géis. Diferentes padroes de
bandas (polimorfismos) podem ser observados
diretamente sob luz UV, depois dos géis serem corados
com brometo de etidio, ou indiretamente, depois da
transferéncia dos fragmentos de DNA para membranas
apropriadas (blotting) e hibridizacdo com seguéncias
(sondas) conhecidas de DNA marcadas
radioativamente; as regides de hibridizacdo sao entéo
observadas em filmes de raio-X.

Degré et al., 1989,

Vezinhét et al., 1990;
Guillamén et al., 1994,
Querol et al., 1994;
Constanti et al., 1998;
Jespersen et al., 2000;
Esteve-Zarzoso et al., 2000;
Pramateftaki et al., 2000.

21




Revisado Bibliografica

A cariotipagem € a determinacéo do numero e tamanho dos cromossomos, que €
caracteristico de uma dada espécie. Contudo, variagbes intraespecificas
consideraveis tém sido observadas. As espécies de levedura podem apresentar
polimorfismo de tamanho cromossOmico, rearranjos cromossomicos e
aneuploidias que s&o uteis para identificar cepas especificas (Deak, 1995). Esse
polimorfismo observado em cepas industriais de levedura é& aparentemente
resultado de uma evolucdo acelerada, baseada em algum tipo de mecanismo
somatogamico, em ambientes Unicos e segregados (plantas de fermentacdo em
areas distintas) que provém condigdes excepcionais de crescimento e que séo
apropriados somente para microrganismos tolerantes ao etanol como S. cerevisae
(Cardinali & Martini, 1994).

Schwartz & Cantor (1984) e Carle & Olson (1984) foram os primeiros a aplicar os
principios da eletroforese de campo pulsado (PFGE) ou cariotipagem ao estudo de
leveduras.

Em uma eletroforese em gel de agarose convencional, 0 DNA move-se através de
um campo elétrico uniforme e moléculas de DNA maiores que 50 Kb, como
cromossomos, migram independentemente do seu tamanho e, portanto, ndo sao
separadas. Com a aplicacdo de duas orientagbes de campos elétricos alternados
(pulsos), os cromossomos menores respondem mais rapidamente as mudancas
de carga elétrica e movem-se mais rapidamente através do gel produzindo a
separagao dos cromossomos por tamanho. Depois de corado com brometo de
etidio e visualizado sob luz UV, o gel exibe bandas que correspondem aos
cromossomos inteiros (Meaden, 1990).

Estudos comparativos de alguns métodos de caracterizacdo de cepas de levedura
demonstraram que a analise eletroforética de cromossomos € capaz de diferenciar
cepas de Saccharomyces cerevisae (Degre et al., 1989; Casey et al., 1990; Querol
et al., 1992; Mani et al., 1998).

Cepas isoladas de viniculturas (Degré et al., 1989; Vezinhét et al., 1990; Frezier &
Dubourdieu, 1992; Schitz & Gafner, 1993 e 1994; Briones et al., 1996; lzquierdo-
Canas et al., 1997; Egli et al., 1998), cervejarias (Pedersen, 1987; Casey et al.,
1988; Sheehan & Weis, 1991; Jespersen et al., 2000) e da produgédo de etanol
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carburante (Basso et al., 1993; 2000) tém sido identificadas com sucesso pela
cariotipagem eletroforética.

Nas Ultimas duas décadas progressos consideraveis tém sido feitos em PFGE
pelo ajuste das condigdes de eletroforese e desenvolvimento de aparelhos que
trazem inovagGes técnicas (Dedk, 1995). A principal diferenga entre os métodos
disponiveis para cariotipagem reside na diferenca de orientacdo dos campos
alternados durante a eletroforese (Figura 1).

O sistema CHEF de cariotipagem de leveduras tem sido amplamente utilizado na
distingao de leveduras industriais (Casey et al., 1988: Sheehan & Weiss, 1991;
Frezier & Dubourdieu, 1992: Oakley-Gutowski et al., 1992; Schiitz & Gafner, 1993;
Vaughan-Martini et al., 1993; Schitz & Gafner, 1994; Cardinali & Martini, 1994;
Guillamén et al., 1994; Briones et al., 1996; Izquierdo-Cafias et al., 1997; Egli et
al., 1998; Basso et al., 2000). O desenvolvimento de aparelhos comerciais e novos
meétodos de preparagdo das amostras de DNA resultaram em cariétipos de maior
resolugdo que representam um método relativamente simples de identificacao de
cepas industriais de Saccharomyces cerevisae (Vaughan-Martini et al., 1993).
Sheehan & Weiss (1991) ajustaram as condicbes de eletroforese do sistema
CHEF para alcangar uma melhor resolugdo dos cromossomos na diferenciacdo de
cepas de alto grau de parentesco. Os autores concluem, em comparagao com os
sistemas OFAGE e TAFE, pela maior capacidade do sistema CHEF na
diferenciagéo de cepas de leveduras e também pela sua aplicabilidade no controle
de qualidade em cervejarias e para estudos genéticos.
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............

PFGE (Pulsed Field Gel Electrophoresis)

.- FT:_" b Emprega 2 campos alternados, um homogéneo, um nao-
: E homogéneo
g ’ (Schwartz & Cantor, 1984).
- f OFAGE (Orthogonal Field Alternating Gel Electrophoreis)
W Emprega 2 campos alternados néo-homogéneos (Carle & Olson,
X P 1984).
At B
By o A TAFE (Transverse Alternating Field Electrophoresis)
Al O campo elétrico € orientado transversalmente ao gel (Beckman
A /_HB Instruments).
* Gel *
= FIGE (Fiel Inversion Gel Electrophoresis)
; I 'I Um campo elétrico uniforme é periodicamente invertido em uma

dimensao usando um angulo de reorientacdo de 180° (Carle et
al., 1986).

CHEF (Clamped Homogeneous Electric Field)

Os 24 elétrodos sao dispostos em um contorno hexagonal que
oferece angulos de reorientagéo de 60 ou 120° (Chu et al,
1986).

Crossed Field e RFE (Rotating Field Electrophoresis)
Emprega um Gnico campo homogéneo e muda a orientagao em
relacdo ao gel por descontinuidade e rotagé@o periddica do gel
(Gekeler e Server citados por Casey, 1990).

PHOGE (Pulsed
Electrophoresis)
Emprega um angulo de orientacéo de campo de 90° (Bancroft &
Wolk, 1988).

Homogeneous  Orthogonal  Gel

Figura 1 — Exemplos de sistemas de eletroforese em gel comuns para
cariotipagem de leveduras (adaptado de Russell & Dowhanick, 1999).
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2.2.3.4 A Utilizagao das Caracteristicas Industriais das Leveduras

Uma outra abordagem na diferenciagdo de cepas industriais de leveduras é
possivel na industria cervejeira: a utilizagdo de caracteristicas de desempenho
industrial. Fermentagdes em pequena escala sdo conduzidas para distinguir a
levedura inoculada de outras suspeitas de serem contaminantes. Algumas das
propriedades avaliadas s&o floculagdo, pH final, consumo de nitrogénio, producgao
de células, taxa de fermentagéo e aroma final da cerveja (Campbell, 1999Db).

A utilizacdo de caracteristicas de desempenho na diferenciacdo de leveduras
também foi proposta para a industria de produgéo de etanol carburante. Andrietta
et al. (1995) desenvolveram um método de caracterizagdo de leveduras através
das determinagbes da velocidade especifica maxima de crescimento (Umax) © do
‘potencial fermentativo”. O indice “potencial fermentativo” é obtido pela
determinagcdo dos rendimentos em etanol, glicerol, acidos e massa celular
relacionadas com o aglcar consumido. O método permite a diferenciacdo entre
cepas de levedura baseada na avaliagdo de seu desempenho durante a
fermentag@o, quanto as suas qualidades fermentativas. Esse trabalho foi utilizado
no desenvolvimento de um sistema que classifica leveduras pela associacdo de
seis digitos correspondentes a pardmetros cinéticos de rendimento e
produtividade (Andrietta et al.,, 1999). Os parametros utilizados s3o: rendimento
em células, velocidade de consumo de substrato, nivel de conversdo de substrato,
velocidade especifica maxima de crescimento, produtividade e rendimento em
etanol. Varias pesquisas recentes em fermentacao alcodlica no Brasil tém utilizado
a técnica de caracterizagdo de leveduras proposta por Andrietta: Viegas, 1999;
Pulzatto, 2000; Migliari, 2001; Steckelberg, 2001.

2.3 Dinamica Populacional de Leveduras na Fermentagao

Varias pesquisas tém objetivado o monitoramento da dindmica populacional de
leveduras em fermentagdes vinicolas inoculadas e espontaneas (Querol et al.,
1992 e 1994, Schutz & Gafner, 1993 e 1994; Querol & Ramon, 1996; Egli et al.,
1998). Vezinhét et al. (1992), utilizando analise de DNA mitocondrial, encontraram
evidéncias da ocorréncia de cepas nativas especificas de Saccharomyces
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cerevisae representantes de uma regido vinicola particular. Frezier & Dubourdieu
(1992) diferenciaram cepas de Saccharomyces cerevisae por cariotipagem e
analise de DNA mitocondrial, demonstrando a presenga de uma cepa dominante e
estavel em duas safras consecutivas. Outros trabalhos utilizando também técnicas
de analise de DNA (Versavaud et al., 1995; Guillamon et al., 1996, Nadal, 1996;
Pramateftaki et al., 2000) indicaram a existéncia de cepas especificas de S.
cerevisae em diferentes regides vinicolas. Esteve-Zarzoso et al (2000)
selecionaram, utilizando caracteristicas industriais, cepas de Saccharomyces

previamente isoladas e diferenciadas por métodos moleculares.

Na indUstria de producdo de etanol carburante, 0 acompanhamento da dinamica
de populacdes pode fornecer informagbes valiosas para o aumento da
produtividade dos processos de fermentagdo alcodlica. As informagdes obtidas
podem ser utilizadas na selegdo de leveduras nativas com alto potencial
fermentativo e na adequag@o dos processos as suas necessidades através da
elaboragdo e melhoramento de projetos e também da correcdo de condutas
operacionais inadequadas.

Basso et al. (1993) realizaram estudo de dinamica de leveduras em industrias de
fermentagéo alcodlica brasileiras utilizando a técnica da cariotipagem. Os autores
concluiram que as leveduras “estrangeiras’ utilizadas como inoculo sao
completamente substituidas por leveduras “nativas’, ainda no inicio da safra. A
Unica levedura que persistiu no processo até o final da safra foi isolada da prépria
unidade industrial em safras anteriores e utilizada como inéculo no inicio da safra
estudada.

Andrietta et al. (1997) acompanharam a dominancia anormal de um processo
industrial de fermentacdo alcodlica por cepas que apresentavam caracteristicas
desfavoraveis. A técnica utilizada para caracterizagéo das cepas (Andrietta et al.,
1995) avaliou-as segundo suas caracteristicas fermentativas e velocidade
especifica maxima de crescimento. Os autores concluiram que as condigdes
operacionais inadequadas proporcionaram a dominancia do processo a leveduras
“nativas” de baixa produtividade em etanol e baixa velocidade de crescimento,

causando sérios prejuizos a industria.
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Basso et al. (2000) acompanharam, por realizagdo de andlises de cariétipagem, as
populagdes de levedura em 5 destilarias durante uma safra. Estas industrias
utilizaram como indculo uma mistura de 1 a 10 toneladas de levedura de
panificacdo e 0,5 kg de biomassa de linhagens previamente selecionadas. As
leveduras de panificagdo foram incapazes de sobreviver no ambiente industrial,
enquanto que as leveduras selecionadas permaneceram até o final da safra,
algumas vezes representando a totalidade da biomassa. Essas linhagens foram
testadas quanto ao desempenho fermentativo revelando-se mais adequadas a
fermentacdo industrial por seus altos contetdos de glicogénio e trealose, baixa
produg&o de glicerol e alto rendimento em etanol.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Caracteristicas e Parametros de Operagao dos Processos Estudados

CLEALCO AGCUCAR E ALCOOL

Tem uma unidade de fermentagdo constituida de um processo continuo, adaptado
de um batelada preexistente, composto de duas linhas de fermentacdo com 4
estagios, sistema de agitagdo mecanico e trocadores de calor externos tipo placa.

UNIALCO S.A. ALCOOL E AGUCAR

Conta com um sistema de fermentagao tipo batelada alimentada, composto por 10
dornas de 300m°® com trocadores externos de calor compartilhados para cada
duas dornas.

DIANA DESTILARIA DE ALCOOL NOVA AVANHANDAVA LTDA

Possui um sistema de fermentagdo continua constituido por dois reatores tipo
torre de 200m®, ligados em série, e um tanque final de 150m® com agitagdo
mecanica. Os reatores tém trocadores de calor externos a placas. Na safra 95/96,
a separagdo das células foi realizada por decantagdo e, na safra 99/00, por
decantagao e por separadoras centrifugas.

Os principais parametros de operagdo dos processos estdo apresentados na
Tabela 4.
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Tabela 4 — Principais parametros de operacéo das unidades de fermentacio.

Parametros de Clealco Unialco Diana
Operacéo 95/96 99/00
Caldo tratado +

Matéria-prima tg?:j% tg?::j% trca?]a(:i% mel de baixo
esgotamento

Temperatura (°C) 33,0-360 340-370 37,0(média) 37,0 (média)

Concentragdo de etanol

no vinho (°GL) 8,0 9,0 8;9 8.5

Concentracao de células

nas dornas (%v/v) 12 19 = 9

pH do tratamento acido 2.2 2,5 3,0 3,0

Tempo de tratamento

4cido (h) 1,5 2,0 1.2 1,2

Tempo de fermentacBio o ey 8.0 (média) 3.0-35 30-35

(h)

3.2 Isolamento dos Microrganismos

Foram utilizadas cepas isoladas de trés unidades industriais de fermentagdo
alcodlica. Essas industrias apresentam diferengas significativas de processo e
estratégias de partida (Tabela 5). As leveduras da maior parte desses processos
foram isoladas durante as safras 95/96, 96/97, 97/98 por pesquisadores do
CPQBA/UNICAMP.

As amostras de vinho levedurado foram coletadas mensalmente durante o periodo
de safra, de modo que o nimero total de coletas variou conforme o numero de
meses de moagem, para cada unidade estudada. Estas amostras foram
submetidas a diluigdo serial e plaqueadas em duplicata no meio diferencial para
leveduras WLN (DIFCO 0424), adicionado de antibiético (100ppm) para inibi¢io
das bactérias. A técnica “spread plate” foi utilizada no plaqueamento. As placas
foram incubadas a 32°C por sete dias para selegdo das cepas que apresentaram
contagem populacional acima de 10° UFC/mi. As cepas foram diferenciadas
segundo os seguintes atributos de morfologia das colénias: tamanho, padréo de
cores, aspecto da superficie e contorno. Para a safra 99/00 da destilaria Diana,
foram selecionadas trés colbnias representantes de cada padrdo morfologico
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apresentado em WLN. Desta maneira, pode-se avaliar a eficiéncia do meio
diferencial WLN na disting@o de cepas de levedura.

Tabela 5 — Estratégias de partida das unidades industriais nas safras pesquisadas.

Industria Safra Estratégia de partida
96/97
Clealcol Cepas isoladas do proprio processo
97/98
95/96 Fermento comercial
Diana
99/00 Cepas isoladas do proprio processo
Unialco 97/98 Fermento comercial

3.3 Teste de Potencial Fermentativo

A avaliagdo do potencial fermentativo (Andrietta et al., 1995) é realizada pela
determinacdo dos rendimentos em: etanol (Ypss), células (Yxs), glicerol (Yars) €
acidos organicos (Yaus), todos em relagdo & massa de glicose (GLI) consumida.
Os rendimentos e a relacdo glicose residual/glicose consumida determinam as

caracteristicas fermentativas das cepas.

Obtengao dos Rendimentos

Os valores de rendimento foram obtidos através de balango de massa de
fermentacdes conduzidas, em triplicata, em Erlenmeyers de 250ml de capacidade
contendo 100ml do meio de fermentacéo: glicose 15%; fosfato de potassio 0,5%;

cloreto de aménio 0,5%; sulfato de magnésio 0,1%; cloreto de potassio 0,1%;
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extrato de levedura 0,6%,; agua destilada (gsp) 1000ml; pH 6,0. O indculo foi
produzido pela suspensdo, em agua estéril, de células crescidas por 24 horas em
agar inclinado de PDA e utilizado num volume de 10%, em relagdo ao volume do
meio. Os frascos inoculados foram incubados a 32°C e 150rpm por 24 horas.

Foram realizadas as seguintes andlises para obtengéo dos rendimentos:
ART (meio de cultivo e vinho fermentado)

Foi utilizado o método enzimatico da glicose-oxidase. O método baseia-se na
oxidagdo da glicose catalisada pela enzima glicose oxidase. Esta reagdo é
associada a redugéo do reativo cor (aminofenazona e fenol) com desenvolvimento
de uma coloragao résea de intensidade proporcional a concentragdo de glicose na
amostra. A determinagé@o € realizada através de leitura em espectofotdometro a
505nm. Para realizagdo dos testes foi utilizado o kit para determinagdo de glicose
da Laborlab S/A Produtos para Laboratérios.

Etanol (vinho fermentado)

Foi determinado em solugdo hidroalcodlica (50mi) obtida pela destilagdo de 25ml
do vinho fermentado em microdestilador. O teor alcodlico foi determinado pelo
método descrito por Salik & Povh (1993) que baseia-se na oxidagdo do etanol a
acido acético através da reagcdo com dicromato de potassio, em meio acido. A
solugdo adquire uma tonalidade verde proporcional a concentragdo de alcool na
amostra. A determinacao € realizada através de leitura em espectofotometro a
600nm.

Glicerol (vinho fermentado)

A metodologia empregada baseia-se no principio da mudanga de cor do reagente
e leitura em espectofotébmetro (410nm). Para realizacéo dos testes foi utilizado o
kit para determinacdo de triglicerideos da Laborlab S/A Produtos para
Laboratérios.

Massa Celular (indéculo e vinho fermentado)

A massa celular produzida foi obtida por determinagdo do peso da amostra de

vinho (20ml) ou inéculo (10ml) apdés secagem em estufa a 80°C, até peso

constante. A amostra do vinho foi previamente centrifugada (4000rpm por 5
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minutos) e ressuspendida em agua destilada em trés ciclos sucessivos, para
eliminacéo de contaminantes superficiais (agucares, sais, efc).

Acidez (meio de cultivo e vinho fermentado)

Foi medida por titulagéo, a 70°C, do vinho fermentado para pH 7,0 com NaOH 0,1
N padronizada utilizando fenolftaleina como indicador (AOAC, 1997).

Os rendimentos foram calculados segundo as equagoes:

vy = Yo MexCo _app oy,
d, d,

onde:

GLI = massa de glicose consumida (g)

GLI, = massa inicial de glicose (Q)

GLIr = massa final de glicose (g)

Mm = massa no mosto (g)

My = massa no vinho (g)

Csm = concentracdo de substrato no mosto (g/ml)
Csv = concentragdo de substrato no vinho (g/mi)
du = densidade do mosto (g/ml)

dyv = densidade do vinho (g/mi)
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M, xCp, x dy
y __ dyx100 _ ETOH
i GLI GLI

onde:

Ypis = rendimento em etanol (g etanol/g substrato)
ETOH = massa de etanol produzido (g)

My = massa de vinho (g)

Cev = concentragao de etanol no vinho (mi/100ml)
De = densidade do etanol (0,79g/ml)

dv = densidade do vinho (g/ml)

My xCyy M, xCy
d, d MX

Yx!s = =

GLI GLI
onde:
Yxs = rendimento em células (g massa seca/g substrato)
MX = massa de celular produzida (g)
My = massa de vinho (g)
dv = densidade do vinho (g/ml)
Cxv = concentragdo de células do vinho (massa seca em g)
M, = massa seca do indculo (g)

d; = densidade do inéculo (g/ml)

Cx = concentragao de células do inéculo (massa seca em g)
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M, xM o
___d, __GROL
s &Iy GiLl

onde:

Yars = rendimento em gicerol (g gicerol/g substrato)
GROL = massa de glicerol produzida (g)

My = massa de vinho (g)

Megv = massa de glicerol no vinho (g)

dv = densidade do vinho (g/ml)

onde:

Y acis = rendimento em acidos (g acidos/g substrato)
ACID = massa de acidos produzida (g)

My = massa de vinho (g)

Macv = massa acidos no vinho (g)

dv = densidade do vinho (g/ml)

Mwu = massa do mosto (g)

Macm = massa de acidos no mosto (g)

dm = densidade do mosto (g/ml)

Os valores de rendimento de cada produto (etanol, células, glicerol e acidos) e a
relacdo entre glicose residual e glicose consumida obtidos pela cepa testada sao
comparados aos alcangados por uma cepa de referéncia, que possui um
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desempenho meédio dentre as utilizadas normalmente nas destilarias brasileiras.
Os valores de desempenho da cepa de referéncia sdo médias de dezenas de
dados obtidos empiricamente. Essa comparacdo produz os fatores para a
produgao de etanol (FE), glicerol (FG), acidos (Fac), massa celular (FC) e
consumo de agucar (FR), conforme as equacgOes descritas a seguir. Nessas
equagdes os valores obtidos para as linhagens séo indicados com a letra t e os da
linhagem controle sa@o indicados com a letra c.

GLI, -GLI,
GLI,

FR = 100

Cada um dos fatores recebe um peso na constituicdo do indice geral, o potencial
fermentativo (PF), de acordo com sua importancia:

PF =10x FE+5xFR+2x FC+1x FG +0,25x FAc

A variagao permitida, entre as repetigbes, para cada um dos fatores & fungéo do
grau de precisao das técnicas de analise envolvidas. Os valores de tolerancia para
Yess, Rr, Yws, Yars © Yaws $80 5%, 5%, 5%, 10% e 15%, respectivamente.

Resultados proximos de zero indicam que a cepa tem caracteristicas adequadas
para os processos de fermentagao. Resultados positivo e negativo indicam que o
desempenho da cepa testada é superior e inferior, respectivamente, que o da

cepa referéncia.
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Uma faixa de variagao +100 a —100 no valor do potencial fermentativo indica que a
cepa testada tem capacidade fermentativa semelhante a da cepa referéncia. A
amplitude da faixa de variagdo aceita € determinada pelos pesos dos fatores
utilizados na elaboragao do potencial fermentativo.

3.4 Classificagao pelo Teste da Capacidade Fermentativa

Os indices de desempenho apurados a partir das fermentagdes realizadas para
determinagcdo do Potencial Fermentativo e valores de puma s@o utilizados na

classificagdo dos isolados pelo sistema da Capacidade Fermentativa (Andrietta et
al., 1999).

Cada um dos seis valores de desempenho obtidos recebe uma pontuagao (1, 2 ou
3), de acordo com os niveis pre-estabelecidos nesse sistema (Tabela 6). Ao final,
obtém-se um codigo de classificacdo composto de seis digitos que identifica o
isolado de acordo com seu grupo de desempenho.

Tabela 6 — Pontuacgéo e limites das faixas de variagdo dos parametros utilizados
na classificacdo das leveduras (Andrietta et al., 1999).

Digito Parametro 1 (Alto) 2 (Médio) 3 (Baixo)
Primeiro Yys (QMS/gSubst) > 0,044 0,041 20,044 <0,041
Segundo  VCS (gSubst/Lxh) >57 52a5,7 «h2
Terceiro NCO (%) >98,5 90 a 98,5 <90
Quarto umax (1/h) > 0,55 0,45a0,55 < 0,45
Quinto PROD (gEt/Lxh) >24 22a24 22
Sexto Yois (QEt/gSubst) > 0,45 0,45a 0,42 <042

Uma cepa controle é avaliada em conjunto com cada grupo de leveduras testado.
Os parametros de desempenho obtidos em cada fermentagcdo para a cepa
controle e para as cepas testadas s@o corrigidos para uma mesma base de
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calculo, por comparagdo com valores definidos para a cepa controle, obtidos
empiricamente (Tabela 7). Deste modo pode-se corrigir variagbes ndo controladas

que possam ocorrer Nos ensaios.

Tabela 7 — Valores de referéncia da base de calculo dos parametros utilizados na
classificacao das leveduras por desempenho.

Parametro Valor de Referéncia
Rendimento em células (Yys - gMS/gSubst) 0,04
Velocidade de consumo de substrato (VCS - gSubst/Lxh) 58
Nivel de conversao de substrato (NCO - %) 99,5
Velocidade especifica maxima de crescimento (umax - 1/h) 0.5
Produtividade (PROD - gEt/Lxh) 2,5
Rendimento em etanol (Yps - gEt/gSubst) 0,46

Os parametros velocidade de consumo de substrato, nivel de conversao de
substrato e produtividade sdo calculados segundo as equacdes:

GLI

My, Xip

VCS =

onde:

VCS = velocidade de consumo de substrato (g substrato/gxh)
GLI = massa de glicose (g)

mu = massa de meio (g)

tr = tempo de fermentacgao (h)
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NCO
GLI

onde:
NCO = nivel de conversao de substrato (%)
GLI; = massa inicial de glicose (g)

GLIs = massa final de glicose (g)

ETOH

Vie ¥l

PROD =

onde:

PROD = produtividade (g etanol/Lxh)
ETOH = massa de etanol (g)

Vu = volume do meio (L)

T = tempo de fermentagao (h)

_GLL-GLI,

Obtencdo da Velocidade Especifica Maxima de Crescimento (umax)

A cinética de crescimento de microrganismos foi acompanhada pela determinagao

da massa celular produzida, avaliada por medigdo da D.O. a 600nm, durante a

fermentacdo de meio de cultivo sintético: glicose 4%; fosfato de potassio 0,5%;

cloreto de aménio 0,5%; sulfato de magnésio 0,1%; cloreto de potassio 0,1%;

extrato de levedura 0,6%; agua destilada (qsp) 1000mi; pH 6,0.

As fermentacdes foram conduzidas, em duplicata, em Erlenmeyers de 250ml de

capacidade contendo 100ml do meio de fermentagdo. O indculo (10% do volume

do meio) para essa determinagdo foi obtido pela suspensdo em agua estéril de

células crescidas por 24 horas em agar inclinado de PDA. Os frascos inoculados

foram incubados a 32°C e 150rpm e as amostras retiradas a cada meia hora.
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O valor de umsx € correspondente ao coeficiente angular da curva tempo versus

X ; ;
ln}}- , na fase exponencial de crescimento.
0

3.5 Taxonomia Numérica

Os isolados foram identificados segundo a taxonomia numeérica proposta por
Griffiths (1981).

Procedimentos para realizagdo dos testes:

Inéculo - 0,05ml da suspensdo de leveduras incubada por 24 horas a 32°C em
YEPD (extrato de levedura 1%; peptona 2%; dextrose 2%).

Testes de assimilagdao e fermentacdo de aclicares - os aclcares foram
dissolvidos em uma solugéo basal (sulfato de aménio 0,5%; fosfato de potassio
monobasico 0,1%; sulfato de magnésio 0,05%) na concentragdo de 2%, exceto
para rafinose cuja concentragdo no teste € de 4%. Para cada levedura foi
inoculado um tubo contendo solugdo basal sem acglcar para eliminar a
possibilidade de resultado falso-positivo devido a presenga de residuo do inculo.
As leituras foram realizadas com 24, 48 e 72 horas de incubagéo a 32°C.

Teste de assimilacao de nitrato - a levedura foi inoculada em solugdo basal
para nitrato (sulfato de aménio 0,5%; fosfato de potassio monobasico 0,1%; sulfato
de magnésio 0,05%; nitrato de potassio 0,1%; agar 1,7%) e incubada por 48 horas
a 32°C. Ao final do periodo de incubacdo foram adicionadas 3 gotas da solugdo A
(N,N dimetil-naptil-amino 0,6%; éacido acético 5M) e 3 gotas da solucéo B (acido
sulfanilico 0,8%; acido acético 5M). O desenvolvimento de cor rdsea indica
utilizagdo do nitrato. Em caso negativo, pd de zinco € adicionado e o aparecimento
de coloragao rosea indica a redug@o do nitrato nao utilizado pela levedura.

Teste de crescimento em alta concentragdo osmoética — a levedura foi
inoculada em solugdo de NaCl 10% (extrato de levedura 1%; peptona 2%;
dextrose 2%; cloreto de sédio 10%) e em solucéo de glicose 50% (sulfato de
amoénio 0,5%; fosfato de potassio monobasico 0,1%; sulfato de magnésio 0,05%;

glicose 50%).
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Teste de hidrélise de amido — a levedura foi inoculada e repicada em meio de
amido (amido 2%; extrato de levedura 1%; peptona 1%; agar 15%). O periodo de
incubagdo € de 24-48 horas a 32°C. O aparecimento de halo transparente ao
redor da coldénia, apds a adigdo de Lugol, na placa de repique indica a hidrolise do
amido.

Teste de crescimento a 37°C - a levedura foi inoculada em YEPD e incubada por
24-48 horas a 37°C.

Teste de forma celular = a levedura foi inoculada em meio de extrato de malte
(extrato de malte 0,6%; maltose 0,6%; dextrose 0,6%; extrato de levedura 0,12%)
e incubada por 24 horas a 32°C.

Todos os testes foram realizados em duplicata. Todas as solugdes de agucar
foram esterilizadas em tempo reduzido (3 minutos a 121°C).
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Tabela 8 — Caracteres usados na obtengao dos cédigos numéricos das espécies
de levedura.

Teste Valor Digito

Maltose
Galactose
Lactose
Nitrato
Eritritol
Amido
Ribitol
37°C
Glicose 50%/NaCl 10%

Primeiro

Assimilacéo e

crescimento Segundo

Terceiro

Sacarose
Fermentacéao Galactose
Glicose

Quarto

Sacarose
Inositol

Assimilacao e Celobiose
crescimento Rafinose

Manitol
Melibiose

Quinto

Sexto

Fermentacéao Lactose

Assimilagao Xilose Sétimo

SR 2N B2 NAAPPD B0 A= A= s

o Células alongadas

3.6 Cariotipagem

O material celular foi obtido de colénias de levedura crescidas em placas de YEPD
por 5 dias a 32°C. Essas placas foram inoculadas com culturas puras de leveduras
preservadas em PDA, cobertas com 6leo mineral e mantidas sob refrigeracdo. As
cepas de leveduras foram caracterizadas por andlise cromossémica utilizando a
técnica CHEF de eletroforese de pulso em gel de agarose, adaptada' do descrito
por Blondin & Vezinhét (1988). O material celular foi suspenso em 40ul de

42
' Adaptagao realizada pelo professor Dr. Luiz Carlos Basso do Departamento de Ciéncias
Biologicas da Esalq/USP.




Material e Métodos

tampao CPES (acido citrico 0,84%; NaHPO4 1,7%; EDTA.Na, 0,745%; sorbitol
22,52%; dithiothreitol 0,08%) contendo 6,67 mg/ml de Lysing Enzyme (Sigma L-
1412), para digestao enzimatica da parede celular. A suspensao foi realizada nos
moldes plasticos para plugs e imediatamente adicionada de solugao de agarose
LE (Sigma) 1,35% em tampao CPE (acido citrico 0,84%; Na;HPO, 1,7%;
EDTA.Na; 0,745%). As amostras solidificadas em agarose (plugs) foram retiradas
dos moldes e incubadas a 28°C por 4 horas em 1ml de tampao CPE. O tampao
CPE foi retirado e adicionou-se as amostras 400ul da solugdo 3 (EDTA.Na;
16,75%; tris 0,12%; lauril sulfato de sédio 1,0%; pH 9,0) contendo 0,8 mg/ml de
Proteinase K (Sigma P-6556) para digestdo das proteinas e lipoproteinas. As
amostras foram incubadas a 50°c por 16 horas. Para as amostras que seriam
estocadas, a solugdo de desproteinizagdo foi removida e substituida por 1ml de
solugdo de EDTA (EDTA.Na; 18,62%; pH 8,0). As amostras foram mantidas sob
refrigeracdo (4°C) até o momento do uso. As amostras que seriam submetidas a
eletroforese foram lavadas, 3 vezes por 20 minutos a 50°C e 5 vezes por 15
minutos em temperatura ambiente, com 1ml de tampao TE (tris 0,12%; EDTA
acido 0,029%; pH 8,0). O gel foi preparado com agarose LE (Sigma) 1,35% em
tampao TAFE 1:20 (tris 2,42%; EDTA 0,29%,; acido acético glacial 0,5%). A
eletroforese foi conduzida em aparelho CHEF [lI® da Bio-Rad. As condig¢bes de
eletroforese foram: angulo 120°; gradiente de voltagem 6V/cm; 14,0°C; tampéao
TAFE 1:20; tempo de pulso de 5 segundos por 1 hora (0s cromossomos migram
juntos dos plugs para o gel), seguido de 60 segundos por 8 horas (migram
somente os cromossomos menores) e, finaimente, 100 segundos por 12 horas
(migram somente os cromossomos maiores). O gel foi revelado por imerséo em
solucéo de brometo de etidio 0,5ug/ml de tamp@o TAFE durante 40 minutos e
lavado em agua por cerca de meia hora. O gel corado foi observado e fotografado
sob luz ultra-violeta e examinado quanto o numero, posicao e espessura das
bandas.

43



Resultados e Discusséo - Destilaria Clealco 95/96

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

O plagueamento mensal de amostras de vinho levedurado na superficie de WLN
resultou no isolamento de um total de 122 leveduras, em concentragao superior a
10® UFC/m, nas 5 safras acompanhadas (Tabela 9).

As 122 leveduras isoladas foram submetidas a avaliagdo do desempenho,
segundo a metodologia do “Potencial Fermentativo” (Andrietta et al., 1995), e
foram classificadas pelo sistema “Capacidade Fermentativa® (Andrietta et al.,
1999), que também baseia-se em parametros de desempenho.

Do total dos isolados de cada coleta, da destilaria Clealco, Unialco e Diana safra
95/96, foram selecionados aqueles que apresentaram participagéo populacional
acima de 10% para identificaga@o taxonémica (Griffiths, 1981) e para realizagao de
cariotipagem eletroforética (Blondin & Vézinhet, 1988). Dessa maneira, o objetivo
foi identificar e acompanhar a dinamica populacional das leveduras dominantes ao

longo da safra.

Para a destilaria Diana, safra 99/00, foram isoladas 3 colbnias de cada tipo
morfolégico distinto nas coletas 2 a 6, para avaliar a eficiéncia do meio WLN na
diferenciacdo de cepas de levedura. Todos os isolados foram submetidos a
avaliagdo do desempenho fermentativo. A identificagdo taxonémica e a
cariotipagem foram realizadas no inoculo e em todas as leveduras isoladas nas
coletas 2, 4 e 6. Neste caso, o objetivo foi acompanhar a dinamica de populagées
dominantes e também avaliar o grau de diferenciagdo de cepas proporcionado
pelo meio de cultivo diferencial WLN, por comparagdo com as caracteristicas de
desempenho, perfil de consumo de fontes de carbono e cariotipagem.
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Tabela 9 — Total de leveduras isoladas em cada coleta para cada safra estudada.

Industria/Safra Coleta NUmero de Isolados
Inoculo 1
1 3
2 1
3 1
Clealco 95/96 4 o
5 3
6 3
7 1
Inéculo 1
1 2
2 2
3 2
Clealco 96/97 4 2
5 1
6 2
7 2
8 2
1 1
2 3
3 1
Unialco 97/98 4 3
5 3
6 3
it 2
1 2
2 4
. z 7
Diana 95/96 4 5
5 3
6 5
Inéculo 1
1 3
2 9’
Diana 99/00t" 3 g'
4 9’
5 9'
6 g9’
Total - 122

" Trés isolados para cada tipo morfolégico de colénia.
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4.1. DESTILARIA CLEALCO

4.1.1. SAFRA 95/96

4.1.1.1 Leveduras Isoladas

Foi isolado um total de 15 leveduras na safra 95/96 da destilaria Clealco (Tabela
10). A destilaria utilizou como inéculo, na partida da safra, uma cepa isolada do
proprio processo no final da safra anterior.

Tabela 10 — Participagao populacional (%) das leveduras isoladas na safra 95/96
da destilaria Clealco.

Coleta BAIEAG Co(r:JcFeg}ﬁgéo Partici pag:ét(:ySopulacional
Inéculo 01 - 100,0
02 2,0x10° 97,56
1 03 3,0x10° 1,46
04 2,0x10° 0,98
05 1,2x10® 100,0
06 7,5x10® 100,0
07 1,6x10° 98,76
4 08 2,0x10’ 1,24
09 1,0x10° 95,24
5 10 1,0x107 0,95
11 4,0x10’ 3,81
12 1,1x10° 64,71
6 13 5,0x10® 29,41
14 1,0x10® 5,88
7 15 1,3x10° 100,0
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Com excecédo da 6° coleta, todas as amostragens revelaram a presenca de um
unico isolado dominante de participagdo populacional superior a 95,2% (Tabela
10). Na 6° coleta, os isolados 12 e 13 apresentaram participagéo populacional alta,
de 64,7 e 29,4%, respectivamente. Essa coleta ocorreu durante o periodo da safra
em que €& processada grande quantidade de cana-de-agucar proveniente de
‘areas de sacrificio”. Estas areas recebem irrigagdo de vinhaga acima do
recomendado. A cana-de-agucar dessas areas caracteriza-se pelo aumento do

teor de sdlidos soluveis e diminuigdo da pol (Silva et al., 1976).

Na 7 e ultima coleta foi isolada somente uma levedura demonstrando a retomada
do equilibrio microbioldgico pelo processo.

4.1.1.2 Avaliagao das Leveduras pelo Potencial Fermentativo e Classificagido
por Performance

A avaliagdo do potencial fermentativo demonstrou que 12 dos 15 isolados
apresentaram bom desempenho fermentativo e todas as leveduras dominantes de
cada coleta pertencem a essa categoria (Tabela 11).

Apesar de ter apresentado um rendimento em etanol alto (0,4537g etanol/g
substrato consumido), o isolado 03 mostrou potencial fermentativo baixo
(-69991,8), ja que ndo foi capaz de consumir toda a glicose e também revelou um
rendimento em glicerol acima da média. O isolado 10 também teve rendimento em
etanol alto (0,4658g etanol/g substrato consumido) e potencial fermentativo baixo
(-2292,9), neste casc causado pelo baixo consumo de glicose e altas producdes
de glicerol e de acidos (Tabela 11).

Das 3 leveduras (3, 10 e 13) que apresentaram potencial fermentativo
desfavoravel (de -352,7 a -6.991,6), somente o isolado 13 foi capaz de ameagar o
processo, ja que atingiu uma concentragdo de 29,41% do total de isolados da
amostra (Tabela 10) e mostrou um rendimento em etanol baixo (0,3823g etanol/g
substrato consumido). Os resultados indicam que a moagem de cana-de-agucar
de “area de sacrificioc” pode desequilibrar o processo fermentativo e, assim,
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favorecer o desenvolvimento de cepas de levedura de baixo desempenho

fermentativo.

Tabela 11 - Valores de rendimento em etanol (Yps — g etanollg substrato
consumido), rendimento em células (Yys — g massa secal/g substrato consumido),
rendimento em &cidos (Yaus — g acido/g substrato consumido), rendimento em
glicerol (Ygs — g glicerol/lg substrato consumido), relacdo ART residual/ART
consumido (Rr — g acucar residual/g agucar consumido) e Potencial Fermentativo
(PF) dos isolados de levedura da destilaria Clealco (safra 95/96) e cepa padréo.

Isolado Ypis Yise Ycn Yys R, PF
Padréao 0,4600 0,0400 0,0080 0,0450 0,0100 0
01" 0,4562 0,0377 0,0084 0,0437 0,0422 -11,55
02 0,4636 0,0368 0,0088 0,0461 0,0723 -12,39
03 0,4537 0,0355 0,0085 0,0555 13,961 -6991,60
04 0,4710 0,0368 0,0080 0,0446 0,1204 -14,54
05 0,4755 0,0386 0,0068 0,0435 0,0036 50,88
06 0,4577 0,0373 0,0079 0,0385 0,0027 26,79
07 0,4755 0,0394 0,0079 0,0385 0,0053 53,67
08 0,4643 0,0393 0,0088 0,0380 0,0059 27,93
038 0,4542 0,0396 0,0080 0,0446 0,0020 -5,94
10 0,4658 0,0401 0,0116 0,0572 4 5430 -2292,93
11 0,4698 0,0392 0,0090 0,0421 0,0123 27,58
12 0,4546 0,0387 0,0073 0,0381 0,0030 15,81
13 0,3823 0,0285 0,0103 0,0450 0,4785 -352,73
14 0,4667 0,0403 0,0080 0,0453 0,0026 15,92
15 0,4676 0,0382 0,0077 0,0448 0,0056 28,90
" inéeulo

Os 15 isolados de levedura da safra 95/96 foram classificados pela capacidade

fermentativa (Andrietta et al., 1999) em apenas 4 grupos (Tabela 12). As leveduras

dominantes de todas as coletas e todas as demais que apresentaram boa
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performance fermentativa (Tabelas 11 e 12) foram classificadas no mesmo grupo,
311.211. Migliari (2001), utilizando a mesma técnica, isolou leveduras desse grupo
entre os dois grupos que mais dominaram a fermentagdo de unidade industrial.
Este grupo € caracterizado por alto rendimento em etanol (Yps) e elevados
velocidade de consumo de substrato (VCS), nivel de conversdao de substrato
(NCO) e produtividade (PROD). Este € um dos grupos mais comuns nas
destilarias de alcool brasileiras (Andrietta et. al., 1999).

Os isolados que apresentaram baixo potencial fermentativo (03, 10 e 13) foram
classificados em grupos distintos. As leveduras de caracteristicas fermentativas
desfavoraveis sdo oportunistas que estdo presentes no processo em
concentragdes baixas, como observado para os isolados 03 e 10. Problemas
operacionais podem favorecer o desenvolvimento dessas leveduras oportunistas,
como observado para o isolado 13, e determinar a queda de
rendimento/produtividade da fermentagdo. A presenga de leveduras de
performance fermentativa fraca com participagédo populacional acima de 10% pode
ser um indicativo de problemas no processo.

Todas as leveduras isoladas possuem rendimento em células baixo (0,0285 a
0,0403g massa secal/g substrato consumido). Estes valores sdo adequados a
processos nos quais a perda de células & baixa, como na destilaria Clealco.
Leveduras de alto rendimento em células provocam o aumento de volume de
creme de levedura, que implica no aumento de volume de vinho bruto.
Consequentemente, ha necessidade de maior nimero de separadoras centrifugas
em operagdo e aumenta o consumo de acido sulfurico no tratamento acido. O
excesso de células no processo pode ser evitado pelo descarte direto na vinhaga
ou pelo envio para destilagdo, com prejuizos nos dois casos: perda de etanol e
aumento de ocorréncia de incrustagdes nos aparelhos de destilagao,
respectivamente. O excesso de massa celular sé deixa de significar prejuizos com
a implantacdo de unidades de secagem de levedura para produgio de ragao.
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Tabela 12 -~ Valores de rendimento em células (Yys — g massa secal/g substrato
consumido), velocidade de consumo de substrato (VCS - g substrato/i/h), nivel de
conversao de substrato (NCO - %), velocidade especifica maxima de crescimento
(um = I/h), produtividade (PROD - g etano/l/h) e rendimento em etanol (Yys — g
etanol/g substrato consumido) das leveduras isoladas na safra 95/96 da destilaria
Clealco.

Isolado Yis VCS NCO um PROD Yors Grupo

01" 00377 580 99,47 0,55 248 04562 311.211
02 0,0368 580 9945 0,49 252 04636 311.211
03 00355 518 88,85 0,46 2,18 04537 323.221
04 0,0368 5,79 99,41 0,50 2,56  0,4710 311.211
05 0,0386 5,84 100,0 0,52 260 04755 311.211
06 0,0373 5,84 100,0 0,48 2,51 04577 311.211
07 0,0394 5,83 100,0 0,50 2,60 0,4755 311.211
08 0,0393 583 99,96 0,52 2,54  0,4643 311.211
09 0,0396 5,80 99,54 0,53 2,47 04542 311.211
10 0,0401 465 79,83 0,55 2,00 04658 333.221
11 0,0392 5,80 99,49 0,54 2,55  0,4698 311.211
12 0,0387 5,80 99,54 0,55 247  0,4546 311.211
13 0,0285 5,66 97,03 0,53 1,99 03823 322.233
14 0,0403 580 99,52 0,49 2,54 04667 311.211
15 0,0382 5,80 99,51 0,48 254 04676 311.211

™ indculo

4.1.1.3 Identificagao Taxonomica

Nove dos quinze isolados de levedura da safra 95/96 da destilaria Clealco
apresentaram participacdo populacional acima de 10% (Tabela 10) e foram
selecionados para identificacéo taxondmica (Griffiths, 1981).

O indculo da safra e os isolados dominantes de todas as coletas foram
classificados como Saccharomyces coreanus (Tabela 14 e Figura 2). Somente o
isolado 13 obteve uma classificacdo diferente, S. cerevisae. Os dois grupos de

isolados apresentaram perfis de consumo de aglcares semelhantes, variando
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apenas na assimilagdo de maltose por S. cerevisae e nao assimilagéo por S.
coreanus (Tabela 13).

Tabela 13 — Resultados dos testes para identificacao taxondmica dos isolados de
leveduras da destilaria Clealco, safra 95/96.
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Tabela 14 - Identificagdo taxonémica dos isolados dominantes da destilaria
Clealco, safra 95/96.

Isolado  Cadigo Numeérico de Identificagdo  Espécie

01 2037 Saccharomyces coreanus
02 2037 Saccharomyces coreanus
05 2037 Saccharomyces coreanus
06 2037 Saccharomyces coreanus
07 2037 Saccharomyces coreanus
09 2037 Saccharomyces coreanus
12 2037 Saccharomyces coreanus
13 6037-44-1 Saccharomyces cerevisae
15 2037 Saccharomyces coreanus
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Pela classificagéo atual de leveduras (Kreger-van Rij, 1984 e Barnett et al., 1990)
a espécie S. coreanus foi incluida em S. cerevisae, que apresenta consumo
variavel para maltose. Kuhle & Jespersen (1998) isolaram de cervejaria linhagens
de S. cerevisae nao consumidoras de maltose.

A literatura relata o género Saccharomyces como um dos mais comumente
encontrados na fermentagdo alcodlica para produgado de etanol (Castro, 1995). Em
Cabrini & Gallo (1999a e 1999b) representantes do género Saccharomyces
constituiram 85,7 e 88,3%, respectivamente, do total de leveduras isoladas de
fermentagoes alcodlicas. Porém, apenas 5,9% das leveduras presentes no leite de
levedura foram identificadas como S. coreanus, enquanto 41,2% foram

identificadas como S. cerevisae.

‘ OS. cerevisae
|

|
| O S. coreanus

Populacéo (%)

Més de Safra

Figura 2 — Participagéo populacional (%) das espécies de levedura
com concentragao acima de 10% no vinho levedurado da destilaria
Clealco, safra 95/96.
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4.1.1.4 Cariotipagem

Os dez isolados que apresentaram participagdo populacional acima de 10%
(Tabela 10) foram submetidos a cariotipagem eletroforética, segundo Blondin &
Vézinhet (1988) modificado. Os perfis eletroforéticos das leveduras 01, 02, 05, 06,
07, 09, 12 e 15 sdo mostrados na Figura 3 e das leveduras 01 e 13, na Figura 4.
Foram consideradas cepas de levedura diferentes aquelas que apresentaram

padrées de bandas cromossoémicas diferentes.

O padrdo de bandas obtido para as leveduras analisadas (Figuras 3 e 4) inclui as
amostras no grupo Saccharomyces sensu stricto (S. bayanus, S. cerevisae, S.
paradoxus e S. pastorianus) que se caracteriza por apresentar 12 a 17 bandas na
cariotipagem eletroforética (Vaughan-Martini et al., 1993), ja que nenhum outro
grupo de leveduras possui tantos cromossomos (De Jonge et al., 1986; Johnston
& Mortimer, 1986; Casey et al., 1990; Sheehan et al., 1997). Algumas pesquisas
tém demonstrado que a espécie S. cerevisae apresenta um perfil eletroforético de
12 a 14 bandas (Cardinali & Martini, 1994; Guillamén et al., 1994). Esses trabalhos
confirmam a classificacdo dos isolados de levedura da safra 95 da destilaria
Clealco como representantes da espécie S. cerevisae (Barnett, et al. 1990), pelos

resultados obtidos na cariotipagem (Figuras 3 e 4).

Tanto o inéculo (levedura 01) como as outras leveduras da safra analisada

mostraram o mesmo perfil cromossémico.

Os padroes de bandas das leveduras 01, 02, 09 e 12 mostram pequenas
variacdes em relagdo ao dos outros isolados. As leveduras 01 e 02 apresentam as
bandas 6 e 7 muito proximas ou juntas. A levedura 09 apresentou as bandas 9 e
10 mais afastadas. Nessa levedura, a banda 9 aparece em posigdes levemente
diferentes indicando, possivelmente, a ocorréncia de rearranjo cromossémico. A
levedura 12 apresentou uma banda a mais, posicionada entre as bandas 3 e 4.
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Figura 3 — Perfis cromossémicos de isolados dominantes da safra 95/96 da
destilaria Clealco. Letras iguais indicam o mesmo perfil cromossémico.

.~

Figura 4 — As molduras mostram os perfis cromossémicos de isolados dominantes
da safra 95/96 da destilaria Clealco. Letras iguais indicam o mesmo perfil.
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A maioria das leveduras da safra 95 da destilaria Clealco foi classificada como S.
coreanus (Griffiths, 1981), espécie incapaz de utilizar maltose. A levedura 13 foi o
Unico isolado dominante classificado como S. cerevisae, por consumir maitose.
Essa levedura também foi a Unica dominante que apresentou desempenho
fermentativo diferente das outras, sendo classificada em um grupo fermentativo
distinto (Andrietta et al., 1999). Porém, a diferenga nos perfis de consumo de
agucares e fermentativo nédo foi refletida na cariotipagem, que apresentou padrao
semelhante para todas as leveduras analisadas.

O mesmo perfil cromossémico repetindo-se ao longo da safra (Figura 5) indica a
presenca de uma levedura bem adaptada dominando a fermenta¢do e conferindo
estabilidade ao processo. Basso (1993 e 2000) também observou, através da
cariotipagem, a permanéncia de inoculos de leveduras selecionadas de processos

industriais durante toda safra.

levedura (%)

Percentagens das cepas de

OPerfilal

Coletas

L = pie s

Figura 5 — Percentagens das cepas de levedura da destilaria
Clealco ao longo da safra 95/96, segundo o perfil cromossémico.
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4.1.2. SAFRA 96/97

4.1.2.1 Leveduras Isoladas

Foram 15 os isolados nas 8 coletas mensais realizadas na safra 96/97 da
destilaria Clealco (Tabela 15). A unidade iniciou a fermentagso com a levedura 15,
isolada na safra anterior.

Tabela 15 — Leveduras isoladas na safra 96/97 da destilaria Clealco.

Colata isolado Co(r;JcFeg}?géo Participag:ét(ao/Sopu!aciona!
Inéculo 16 - 100,0
1 17 1,3x108 99,2
18 1,0x10° 0,8
19 6,0x10° 99,5
£ 20 3,0x10° 0,5
21 3,0x10° 99,8
< 22 5,0x10° 0,2
23 2,7x10® 93,1
s 24 2,0x107 6,9
5 25 4,0x108 100,0
26 3,5x108 94,6
2 27 2,0x10’ 5,4
28 1,6x108 80,0
f 29 4,0x10’ 20,0
30 3,3x10° 94,3
2 31 2,0x107 57
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Como na safra anterior, somente um isolado de levedura dominou a fermentagéo
em cada coleta, apresentando participagdo populacional alta (superior a 93,1%)
em relagdo ao segundo isolado mais populoso, com excegdo da 7° coleta. Essa
coleta também coincidiu com a época da safra de moagem de grande quantidade
de matéria-prima cultivada em “area de sacrificio”, ou seja, que recebe irrigacao
de vinhaga acima do indicado. Na 7% coleta, observou-se o mesmo perfil da safra
95/96 de queda da participacdo populacional do isolado dominante em relagéo a
um segundo isolado, porém de maneira mais branda com 80,0 e 20, 0%,
respectivamente.

Na 8% coleta, também como na safra anterior, o equilibrio microbiologico foi
restabelecido e o isolado dominante voltou a apresentar uma participagao
populacional superior a 90% (94,3%).

4.1.2.2 Avaliagao das Leveduras pelo Potencial Fermentativo e Classificacao
por Performance

Doze dos 16 isolados apresentaram bom desempenho fermentativo com
potenciais fermentativos adequados a utilizagdo industrial (Tabela 16). As
leveduras dominantes de todas as coletas pertencem a essa categoria.

Todos os isolados obtiveram rendimento em etanol alto (maior que 0,45g etanol/g
substrato consumido), mesmo as leveduras 22, 24, 29 e 31 que apresentaram
potenciais fermentativos baixos (-1374,6; -13797,9; -425,3; -10865,9;
respectivamente). Para os isolados 22 e 24, o potencial fermentativo desfavoravel
estéd associado ao baixo consumo de glicose e altos rendimentos em glicerol e
acidos. O isolado 31 também n&o consumiu todo o substrato e produziu acido
acima da média, derrubando o potencial fermentativo (Tabela 16).

A levedura 29 foi o Unico isolado de baixo potencial fermentativo amostrado da
fermentacdo numa concentragdo maior que 10% (20,0%). Este isolado obteve um
potencial fermentativo de -425,2, causado pela presenga de pouca glicose ao final
da fermentacéo (Tabela 16). A presenca dessa levedura em concentragao elevada
é indicio de problemas na fermentacido. Como na safra anterior, trata-se de uma
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levedura oportunista favorecida pela moagem de cana-de-agucar de “area de

sacrificio”.

Tabela 16 - Valores de rendimento em etanol (Yps — g etanollg substrato
consumido), rendimento em células (Yys — g massa secal/g substrato consumido),
rendimento em acidos (Yags — g acido/g substrato consumido), rendimento em
glicerol (Ygs — g glicerol/g substrato consumido), relagdo ART residual/ART
consumido (Rr — g agucar residual/g agucar consumido) e Potencial Fermentativo
(PF) dos isolados de levedura da destilaria Clealco (safra 96/97) e cepa padrao.

Isolado Yois Yis Yacis Ygis R, PF

Padrao 0,4600 0,0400 0,0080 0,0450 0,0100 0
16" 0,4637 0,0379 0,0081 0,0447 0,4563 118
17 0,4701 0,0372 0,0078 0,0440 0,0263 30,68
18 0,4634 0,0378 0,0082 0,0455 0,0034 20,03
19 0,4586 0,0382 0,0083 0,0457 0,0092 4,01
20 0,4625 0,0383 0,0078 0,0465 0,2060 -86,70
21 0,4561 0,0402 0,0079 0,0439 0,0025 -3,18
22 0,4787 0,0393 0,0115 0,0584 2,7658 -1374,60
23 0,4532 0,0392 0,0089 0,0454 0,0176 -18,46
24 0,4716 0,0394 0,0122 0,0553 27,590 -13797,90
25 0,4605 0,0408 0,0084 0,0446 0,0698 -33,68
26 0,4646 0,0406 0,0084 0,0461 0,0127 1,53
27 0,4622 0,0421 0,0081 0,0444 0,0169 -8,23
28 0,4600 0,0400 0,0089 0,0464 0,0208 -11,58
29 0,4634 0,0389 0,0093 0,0484 0,8635 -425,18
30 0,4626 0,0406 0,0088 0,0392 0,0217 7,11
31 0,4569 0,0384 0,0120 0,0485 21,704 -10865,9

™ indeulo

Os 16 isolados da destilaria Clealco foram classificados em 5 grupos distintos

(Tabela 17), segundo a metodologia da capacidade fermentativa (Andrietta et al.,
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1999). Os isolados dominantes em todas as 8 coletas mensais realizadas
pertenceram ao grupo 311.211, que € um dos mais comuns nas destilarias de
alcool brasileiras (Andrietta et. al., 1999; Migliari, 2001).

Tabela 17 = Valores de rendimento em células (Yys — g massa secal/g substrato
consumido), velocidade de consumo de substrato (VCS — g substrato/l/h), nivel de
conversao de substrato (NCO - %), velocidade especifica méaxima de crescimento
(um — I/h), produtividade (PROD - g etano/l/h) e rendimento em etanol (Yps — g

etanol/g substrato consumido) das leveduras isoladas na safra 96/97 da destilaria
Clealco.

Isolado Yy VCS NCO um PROD Yois Grupo

16" 0,0379 5,80 99,43 0,46 2,51 0,4637 311.211
17 0,0372 5,80 99,47 0,46 2,55 0,4701 311.211
18 0,0378 5,80 99,51 0,47 2,52 0,4634 311.211
19 0,0382 5,80 99,51 0,51 2,49 0,4586 311.211
20 0,0383 5,70 97,76 0,46 2,46 0,4625 322.211
21 0,0402 5,80 99,57 0,48 2,48 0,4561 311.211
22 0,0393 4,63 79,40 0,47 2,04 0,4787 333.221
23 0,0392 5,80 99,43 0,50 2,46 0,4532 311.211
24 0,0394 4,76 81,72 0,52 2,08 04716 333.221
25 0,0409 5,80 99,45 0,48 2,50 0,4605 311.211
26 0,0406 5,80 99,50 0,52 2.92 0,4646 311.211
27 0,0421 5,80 99,49 0,50 2,51 0,4622 211.211
28 0,0400 5,80 99,49 0,52 2,50 0,4600 311.211
29 0,0389 5,56 95,35 0,52 2,40 0,4634 322.221
30 0,0406 5,80 99,49 0,50 2,51 0,4626 311.211
31 0,0379 4,95 84,94 0,51 2,09 0,4637 333.221

" indculo

Alguns isolados foram classificados em grupos distintos. Na maioria dos casos,

sdo leveduras oportunistas que podem causar problemas sob condigdes
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operacionais desfavoraveis. Os grupos de trés destes isolados, 20, 27 e 29,
apareceram somente uma vez durante a safra. Entre eles, somente o isolado 29
foi capaz de por em risco a dominancia do processo pelas leveduras do grupo
311.211, pois seu aparecimento ocorreu na época em que foi processada maior
quantidade de cana de area de sacrificio. Pela Tabela 17 observa-se que este
isolado, apesar de possuir uma velocidade de fermentagéo inferior aquelas das
leveduras do grupo 311.211, apresenta valores de rendimento em etanol elevado.
Portanto, a cepa 29 n&do representa grande risco ao processo, ja que existe na
planta volume excedente de reator suficiente para absorver uma variagdo na
velocidade de fermentagdo dessa magnitude. A presenca da levedura 29 néo foi
detectada na coleta posterior.

Os trés isolados restantes (22, 24 e 31) foram classificados no mesmo grupo
(333.221) e apresentam desempenho fermentativo fraco. Estes isolados, apesar
de mostrarem participagdo populacional baixa, merecem atengdo por
apresentarem caracteristicas fermentativas desfavoraveis. Sob condicdes
operacionais inadequadas, estas leveduras podem dominar o processo,
provocando perdas significativas de rendimento e produtividade.

4.1.2.3 Identificagao Taxonomica

Dez dos dezesseis isolados de levedura da safra 96/97 da destilaria Clealco
apresentaram participagdo populacional acima de 10% (Tabela 15) e foram
selecionados para identificag@o taxondmica (Griffiths, 1981).

Na safra 96/97 da destilaria Clealco, a dinamica populacional de leveduras seguiu
o mesmo perfil da safra anterior (Figura 6). S. coreanus dominou o processo de
fermentacdo mantendo-se numa concentragdo superior a 93,1%, exceto no sétimo
més de safra, quando a concentracéo foi de 80,0% e a levedura 29, identificada
como S. cerevisae, foi isolada numa concentragdo de 20,0%, exatamente no
periodo de maior moagem de cana de area de sacrificio.
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Tabela 18 — Resultados dos testes para identificagdo taxonémica dos isolados de
aria Clealco, safra 96/97.
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Tabela 19 - Identificacdo taxondmica dos isolados dominantes da destilaria
Clealco, safra 96/97.

Isolado  Cédigo Numérico de Identificagdo  Espécie
16 2037 Saccharomyces coreanus
17 2037 Saccharomyces coreanus
19 2037 Saccharomyces coreanus
21 2037 Saccharomyces coreanus
23 2037 Saccharomyces coreanus
25 2037 Saccharomyces coreanus
26 2037 Saccharomyces coreanus
28 2037 Saccharomyces coreanus
29 6037-44-1 Saccharomyces cerevisae
30 2037 Saccharomyces coreanus
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As duas espécies isoladas apresentaram perfis de consumo de agUcares
semelhantes, variando apenas na assimilagdo de maltose por S. cerevisae e nao
assimilacdo por S. coreanus (Tabelas 18 e 19). Pela classificacdo atual de
leveduras (Kreger-van Rij 1984 e Barnett et al., 1990) a espécie S. coreanus foi

incluida em S. cerevisae, que apresenta consumo variavel para maltose.

O género Saccharomyces tem sido isolado como o género de leveduras mais
comum na fermentagdo alcodlica (Cabrini & Gallo, 1999a e 1999b). Porém, a
presenca de S. coreanus foi detectada numa concentracdo de apenas 5,9% no
fermento centrifugado de unidade industrial, enquanto que S. cerevisae obteve
uma concentracao de 41,2% (Cabrini & Gallo, 1999b).

100 [T

O S. cerevisae ‘

O S. coreanus

Populagéo (%)

Més de Safra

_i

— | .

Figura 6 » Participacéo populacional (%) das espeécies de
levedura com concentracdo acima de 10% no vinho levedurado
da destilaria Clealco, safra 96/97.
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4.1.2.4 Cariotipagem

Dez isolados apresentaram participagdo populacional acima de 10% na safra
96/97 da destilaria Clealco (Tabela 15) e foram submetidos a cariotipagem
eletroforética, segundo Blondin & Vézinhet (1988) modificado. Os perfis
eletroforéticos das leveduras 16, 17, 19, 21, e 23 sdo mostrados na Figura 7 e das
leveduras 25, 26, 28, 29 e 30, na Figura 8. Foram consideradas cepas de levedura

diferentes aquelas que apresentaram padrdes de bandas cromossémicos
diferentes.

As leveduras analisadas (Figuras 7 e 8) podem ser incluidas no grupo
Saccharomyces sensu stricto que se caracteriza por apresentar 12 a 17 bandas na
cariotipagem eletroforética (Vaughan-Martini et al., 1993), pois nenhum outro
grupo de leveduras possui tantos cromossomos (De Jonge et al.,, 1986; Johnston
& Mortimer, 1986; Casey et al., 1990; Sheehan et al., 1997). O padrédo de bandas
dos isolados da safra 96 da destilaria Clealco (Figuras 7 e 8) coincide com o perfil
eletroforético de 12 a 14 bandas da espécie S. cerevisae (Cardinali & Martini,
1994; Guillamoén et al., 1994) e confirma a identificagdo desses isolados segundo
taxonomia tradicional (Barnett et al., 1990).

Os perfis eletroforéticos dos cromossomos dos isolados sdo semelhantes entre si
(Figuras 7, 8 e 9) e também semelhantes aos perfis dos isolados da safra 95
(Figuras 3 e 4). Os inéculos das duas safras, leveduras 01 e 16, apresentaram o
mesmo padrao cromossomico.

Para efeito de comparagdo, a Figura 7 inclui o perfil cromossémico de uma cepa
padréo S. cerevisae (ATCC 7752), a levedura Sc, que difere das outras leveduras
analisadas e apresenta variagdo na posigdo das bandas na duplicata,
provavelmente devido a rearranjo cromossomico.
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Figura 7 - As molduras mostram os perfis cromossdmicos de isolados dominantes
da safra 96/97 da destilaria Clealco. Letras iguais indicam o mesmo perfil.

Figura 8 - A moldura mostra os perfis cromossémicos de isolados dominantes da
safra 96/97 da destilaria Clealco. Letras iguais indicam o mesmo perfil.
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Algumas variacbes no perfil cromossémico comum aos isolados da safra 96
puderam ser observadas. As leveduras 19, 21, 25 e 28 apresentaram as bandas 6
e 7 mais préximas ou juntas em relagdo ao observado para as outras leveduras,
como ocorreu para as leveduras 01 e 02 da safra 95. A levedura 28 apresentou
uma banda a mais, entre as bandas 3 e 4, do que as outras leveduras. As
leveduras 25, 26 e 30 apresentaram variagbes nas posigdes de algumas bandas

na duplicata, provavelmente causadas por rearranjos cromossomicos.

A levedura 29 foi o unico isolado dominante da safra 96 que obteve uma
classificagéo diferente dos demais, tanto no perfil de consumo de acucares
(Griffiths, 1981), como no desempenho fermentativo (Andrietta et al., 1999). Essa
levedura foi capaz de consumir maltose e, portanto, identificada como S. cerevisae
enquanto as demais foram identificadas como S. coreanus pela incapacidade de
utilizar esse agucar. No entanto, o perfil cromossémico da levedura 29 foi
semelhante ao dos outros isolados, repetindo o observado para a levedura 13 da

safra 95.

|

e S R

Percentagens das depas de
levedura (%)

OPerfil a |

PR L

Clealco ao longo da safra 96/97, segundo o perfil
cromossomico.
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A observacdo do mesmo perfil cromossémico ao longo de duas safras
consecutivas confirma a manutengdo do inéculo como levedura dominante no
processo. A utilizagéo de leveduras nativas isoladas dos processos industrias de
producéo de etanol como indculo e sua manutengdo nos processos tém sido

documentadas por alguns pesquisadores (Basso et al.,, 1993 e 2000; Stroppa et
al., 2000).
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4.2 DESTILARIA UNIALCO SAFRA 97/98

4.2.1 Leveduras Isoladas

Foram 16 os isolados (Tabela 20) nas 7 coletas mensais realizadas ao longo da
safra 97/98. A destilaria iniciou a fermentagdo com fermento de panificagdo. Nao
foi recolhida uma amostra do indculo, porém a primeira coleta foi realizada no 5°
dia apds o inicio da fermentagdo e foi tomada como representativa do inéculo.
Doze dos 16 isolados foram caracterizados como leveduras floculantes (Tabela
20).

Tabela 20 - Leveduras isoladas na safra 97/98 da destilaria Unialco.

R S v
Inéculo 32 5,8x107 100,0
g 1,5x10° 682
1 34 3,0x10’ 13.6
35 4,0x107 18,2
2 36F 1,3x10° 100,0
37 8,5x10’ 94,5
3 38" 3,0x10° 33
39 2,0x10° 2.2
40 1,4x10° 94,3
4 41" 7,0x10° 4,7
42 1,5x10° 1,0
43F 2,6x10° 93,4
5 447 1,5x107 54
45° 3,5x10° 1,2
46" 1,5x10° 85,7
° 47" 2,5x10’ 14,3

" levedura floculante.
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Em todas as coletas observou-se uma levedura dominante presente em alta
concentracdo. Nas coletas 2, 3, 4 e 5, a levedura dominante apresentou
participacdo superior a 93,4%. Somente no 1% e na 6° coletas as outras leveduras
isoladas apresentaram participacdo populacional acima de 10%. Nestas duas
amostragens a participacdo populacional da levedura dominante foi de 68,2 e
85,7%, respectivamente (Tabela 20).

4.2.2 Avaliagao das Leveduras pelo Potencial Fermentativo e Classificacao
por Performance

A maioria das leveduras isoladas da destilaria Unialco apresentou potencial
fermentativo abaixo do obtido pela cepa padréao (Tabela 21). Enquanto que na
destilaria Clealco, safras 95/96 e 96/97, cerca de 20% dos isolados obtiveram
potencial fermentativo mais baixo que -100, na destilaria Unialco 62% dos 16
isolados estdo nessa categoria.

As leveduras da destilaria Unialco que apresentaram potencial fermentativo baixo
sdo: 32, 33, 36, 38, 39, 42, 43, 44, 45 e 46 (Tabela 21). Entre essas leveduras, os
isolados 32, 33, 36, 43 e 46 representam o indculo e as leveduras dominantes das
coletas 1, 2, 5 e 6, respectivamente, apresentando participagdes populacionais
entre 68,2 e 100%. Somente na 3 e 4° coletas a fermentacéo foi dominada por
leveduras (37 e 40) que obtiveram potenciais fermentativos equivalentes ao da
cepa padrao.

Para todas as 10 leveduras que apresentaram desempenho fraco, a queda no
potencial fermentativo esta associada a incapacidade de consumir todo o agucar
do meio (Tabela 21). Seis delas apresentaram produgdo de glicerol acima da
média e duas delas (39 e 45) também apresentaram produg&o alta de acidos. A
levedura 45 também apresentou rendimento em etanol baixo. As leveduras 39 e
45 obtiveram os piores indices para potencial fermentativo (-14803,4 e -68273,3),
porém nado representaram perigo para a fermentacéo j& que foram isoladas em

concentracdes baixas, de 2,2 e 1,2%, respectivamente.

De modo geral, os isolados apresentaram baixa producdo de células, com
rendimentos em células inferiores a 0,040g de massa seca/g de substrato
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consumido (Tabela 21). Esse perfil € adequado a sistemas em que a perda de
células é baixa, como na destilaria Unialco, e nao exige a montagem de fabrica de
racdo de leveduras associada a fermentagdo. O isolado 40 foi o Unico que
apresentou rendimento em células pouco acima da média (0,0430g massa secalg
substrato).

Tabela 21 - Valores de rendimento em etanol (Yps — g etanol/lg substrato
consumido), rendimento em células (Yys — g massa seca/g substrato consumido),
rendimento em acidos (Yaus — g acido/g substrato consumido), rendimento em
glicerol (Ygs — g dlicerol/lg substrato consumido), relagdo ART residual/ART
consumido (Rr — g agucar residual/g agucar consumido) e Potencial Fermentativo
(PF) dos isolados de levedura da destilaria Unialco (safra 97/98) e cepa padréo.

Isolado Ypie Yo Yacss Ygs R, PF

Padrao 0,4600 0,0400 0,0080 0,0450 0,0100 0
32" 0,4697 0,0383 0,0075 0,0495 0,3277 -137,72
33 0,4573 0,0362 0,0062 0,0481 1,0362 -501,17
34 0,4769 0,0377 0,0090 0,0496 0,0665 6,75
35 0,4645 0,0392 0,0083 0,0498 0,1500 -68,12
36 0,4692 0,0376 0,0062 0,0500 0,8893 -412,94
37 0,4541 0,0384 0,0067 0,0458 0,1004 -47,79
38 0,4744 0,0367 0,0057 0,0428 0,5208 -195,40
39 0,4517 0,0339 0,0132 0,0922 29,399  -14803,40
40 0,4612 0,0430 0,0069 0,0443 0,0046 -4,61
41 0,4746 0,0371 0,0071 0,0430 0,0068 55,39
42 0,4522 0,0301 0,0061 0,0452 2,1330 -1023,34
43 0,4657 0,0386 0,0062 0,0460 0,3397 -142,06
44 0,4855 0,0360 0,0057 0,0476 4,3504 -2093,80
45 0,3775 0,0383 0,0118 0,1235 135,84 -68273,30
46 0,4702 0,0354 0,0064 0,0413 0,6084 -240,95
47 0,4729 0,0385 0,0069 0,0412 0,0508 26,89

" inoculo
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Entre as leveduras que apresentaram bom potencial fermentativo destacam-se os
isolados 41 e 47, que apresentaram alto rendimento em etanol (0,4746 e 0,4729) e
baixas produgdes de células, acidos e glicerol (Tabela 21). Esses dois isolados
podem representar boas opgdes como indculo da fermentacdo da destilaria

Unialco.

Os 16 isolados da destilaria Unialco foram classificados em 11 grupos diferentes
(Tabela 22), segundo a metodologia da capacidade fermentativa (Andrietta et al.,
1999).

Neste processo, o grande numero de isolados pertencentes a grupos distintos
mostra a grande instabilidade microbiolégica, baseada no desempenho
fermentativo. Esta instabilidade pode estar vinculada a utilizagdo de uma levedura
nao especifica na partida da planta (fermento de panificagdo), associada ou ndo a

problemas de oscilagao das condigdes operacionais.

Observa-se uma grande variedade de grupos de levedura dominantes durante a
safra (Tabela 22). Este fato torna mais dificil a elaboracéo de uma estratégia de
controle operacional para a planta em questdo. A grande variagdo de desempenho
dos isolados dominantes determina a realizagdo de um nimero maior de andlises
laboratoriais para acompanhamento do processo, 0 que acarreta no aumento do
custo de produgdo. Migliari (2001) utilizou a mesma técnica na classificagdo de
leveduras isoladas da destilaria Alvorada. Neste trabalho, os 26 isolados foram
classificados em 11 grupos diferentes e leveduras de diversos grupos dominaram

a fermentagao ao longo da safra.

Pela Tabela 22, observa-se que, apesar das desvantagens acarretadas pela
oscilagao de desempenho dos isolados dominantes, todos eles apresentaram

rendimento em etanol satisfatorio.
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Tabela 22 - Valores de rendimento em células (Yys — g massa secal/g substrato
consumido), velocidade de consumo de substrato (VCS - g substrato/l/h), nivel de
converséo de substrato (NCO - %), velocidade especifica méxima de crescimento
(um = I/h), produtividade (PROD - g etano/l/h) e rendimento em etanol (Yps — g

etanol/g substrato consumido) das leveduras isoladas na safra 97/98 da destilaria
Unialco.

Isolado Yys VCS NCO um PROD Yopis Grupo

32" 0,0383 5,71 97,81 0,51 2,50 0,4697 312.211

33 0,0362 5,61 94,55 0,45 2,35 0,4573 322.221°
34 0,0377 5,78 99,21 0,52 2,58 0,4769 311.211
35 0,0392 5,76 98,80 0,46 2,50 0,4645 311.211

36 0,0376 5,55 95,24 0,43 2,43 0,4692 322.221°

37 0,0384 5,77 99,05 0,43 2,45 0,4541 311.311°
38 0,0367 5,65 96,99 0,41 2,50 0,4744 322.3117
39 0,0339 2,32 39,85 0,27 0,94 0,4517 333.331"

40 0,0430 5,80 99,51 0,46 2,50 0,4612 211.211F
41 0,0371 5,80 99,50 0,47 2,57 0,4746 311.211°
42 0,0301 5,64 96,83 0,42 2,38 0,4522 322.321

43 0,0386 5,78 99,08 0,37 2,51 0,4657 311.311°
44 0,0360 5,49 94,20 0,46 2,48 0,4855 322.2117
45 0,0383 2,10 36,06 0,43 0,71 0,3775 333.333"

46 0,0354 5,76 98,73 0,46 2,52 0,4702 311.211F
47 0,0385 5,80 99,45 0,54 2,56 0,4729 311.211°

™ inéculo, F levedura floculante.

Os isolados 33 e 36 dominaram o processo na 1% e 2% coletas e apresentaram
velocidade de consumo de substrato inferior a desejada (5,51 e 5,55g
substrato/l/h). Estas leveduras dominantes também apresentaram resultados
médios para nivel de conversdo de substrato e produtividade. Estas
caracteristicas nao representam grandes problemas, do ponto de Vvista
operacional, para processos batelada como o da destilaria Unialco ja que é
possivel aumentar o tempo de fermentagdo até que todo o substrato seja
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consumido. Esta conduta impede a queda do rendimento. Estes resultados de
desempenho podem estar vinculados a caracteristica floculante destes isolados,
gue diminui a superficie de contado do microrganismo com o substrato e, como
consequéncia, diminui a velocidade de fermentacao (Viegas, 1999).

4.2.3 Identificagao Taxonémica

Dez dos dezesseis isolados da destilaria Unialco na safra 97/98 obtiveram
participacdo populacional superior a 10% (Tabela 20) e foram submetidos a

identificagdo taxonémica segundo Griffiths (1981).

Na safra 97/98 foi utilizado fermento de panificacao prensado (S. cerevisae) para
partida do processo. Foram isoladas trés espécies de levedura ao longo da safra:
S. cerevisae, S. coreanus e S. chevalieri (Figura 10). As duas primeiras espécies
alternaram-se na dominancia do processo nos 7 meses de safra, sempre em
concentragcdo superior a 85,7%, exceto no segundo més. Neste més, foi isolada
uma terceira cepa, com concentragéo de 13,6%, identificada como S. chevalieri
(isolado 34). S. coreanus e S. cerevisae estavam presentes em concentragdes de

68,2 e 18,2%, respectivamente.

As espécies S. cerevisae e S. coreanus isoladas apresentaram perfis de consumo
de acgucares semelhantes, variando apenas na assimilagdo de maltose por S.
cerevisae e nao assimilagdo por S. coreanus. A espécie S. chevalieri apresenta
perfil metabdlico idéntico ao de S. cerevisae. O unico aspecto diverso entre essas
duas espécies é a presencga de células alongadas nos isolados de S. cerevisae e a
auséncia para S. chevalieri (Tabelas 23 e 24). Segundo a classificacao atual de
leveduras (Kreger-Van Rij, 1984; Barnett et al., 1990), S. coreanus e algumas

variedades de S. chevalieri estao incluidas na espécie S. cerevisae.
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Tabela 23 — Resultados dos testes para identificagdo taxonémica dos isolados de

Ievecﬁiuras da destilaria Unialco, safra 97/98.
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Tabela 24 - |dentificacédo taxondmica dos isolados dominantes da destilaria
Clealco, safra 97/98.

Isolado  Cadigo Numeérico de ldentificacdo  Espécie
32 6037-44-1 Saccharomyces cerevisae
33 2037 Saccharomyces coreanus
34 6037-44-0 Saccharomyces chevalieri
35 6037-44-1 Saccharomyces cerevisae
36 6037-44-1 Saccharomyces cerevisae
37 2037 Saccharomyces coreanus
40 6037-44-1 Saccharomyces cerevisae
43 2037 Saccharomyces coreanus
46 6037-44-1 Saccharomyces cerevisae
47 2037 Saccharomyces coreanus
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Cabrini e Gallo (1999a e 1999b) também utilizaram o sistema de identificagdo
proposto por Griffiths (1981) e isolaram S. cerevisae como a espécie mais comum
(50,0 e 41,2%, respectivamente) em amostras de fermento centrifugado de dois
processos de fermentagdo. S. chevalieri foi isolada numa concentragao de 3,6%
em um dos processos (1999a) e S. coreanus na concentracdo de 5,9%, no outro

processo (1999b).

[ S chevaﬁé}i_ B
OS. coreanus

Populagdo (%)

O S. cerevisae

Més de Safra

Figura 10 — Participacéo popﬁlééional (%) das espécies de levedura
com concentragao acima de 10% no vinho levedurado da destilaria
Unialco, safra 97/98.

4.2.4 Cariotipagem

Dez isolados apresentaram participagcdo populacional acima de 10% na safra
97/98 da destilaria Unialco (Tabela 20) e foram submetidos & cariotipagem
eletroforética, segundo Blondin & Vézinhet (1988) modificado. Os perfis
eletroforéticos das leveduras 32, 33, e 34 sdo mostrados na Figura 11 e das
leveduras 35, 36, 37, 40, 43, 46 e 47 na Figura 12. Foram consideradas cepas de
levedura diferentes aquelas que apresentaram padroes de bandas cromossomicos

diferentes.
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FTCY LEL

: .'a. a b b C C
Figura 11 - A moldura mostra os perfis cromossémicos de isolados dominantes da
safra 97/98 da destilaria Unialco. Letras iguais indicam o mesmo perfil. FL mostra

o perfil do fermento Fleischmann.
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Figura 12 - A moldura mostra os perfis cromossomicos de isolados dominantes da
safra 97/98 da destilaria Unialco. Letras iguais indicam o mesmo perfil.
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O perfil do inéculo (levedura 32), uma levedura de panificagdo, é semelhante ao
da levedura 35. O padrao de bandas dos isolados 32 e 35 é o mesmo apresentado
pelo fermento Fleischmann (Figura 11). Esses dois isolados obtiveram a mesma
identificacdo taxonémica (Griffiths, 1981), S. cerevisae, e foram classificados em
grupos de desempenho fermentativo muito semelhantes (Tabela 22). A pequena
variagdo nos indices de nivel de converséo de substrato (NCO) observada entre
as leveduras 32 e 35 pode ser conseqiéncia de desvios experimentais.
Provavelmente esses dois isolados sd0 a mesma cepa de levedura. Essa levedura
foi utilizada como inéculo sendo isolada com participacdo populacional de 100%,
com 5 dias de safra, de 18,2% (Tabela 20), com um més de safra, e nao voltou a
ser detectada no processo, j& que n&o foi observado nenhum outro perfil
cromossémico semelhante. Basso (1993 e 2000) observou, através da
comparagdo de perfis eletroforéticos, que leveduras de panificacdo utilizadas
como indculo na fermentagao alcodlica sdo incapazes de sobreviver as condigbes

do processo e sao varridas do sistema, ainda no inicio da safra.

As leveduras 33, 34, 43 e 46 (Figuras 11 e 12) apresentaram perfis
cromossémicos Unicos em relagdo as demais leveduras, mesmo tendo sido
obtidas identificacéo taxonémica e classificagdo por desempenho repetidas em
outros isolados. Provavelmente, essas quatro leveduras sdo cepas diferentes das
outras e tiveram presenca pontual durante a safra. Entre essas leveduras, o
isolado 46 apresentou variagdo no perfil cromossémico da duplicata, que pode ser

explicada pela provavel ocorréncia de rearranjo cromossomico.

As leveduras 36 e 40 (Figura 12) apresentaram perfis cromossémicos
semelhantes, sdo floculantes e foram identificadas como S. cerevisae (Griffiths,
1981). Porém, esses dois isolados revelaram desempenho fermentativo diferente
(Andrietta et al., 1999) e foram classificados em grupos distintos (Tabela 22). Os
perfis da levedura 36 apresentam variagdo na posigdo das bandas na duplicata,
provavelmente causada por rearranjo cromossomico.

Os isolados 37 e 47 (Figura 12) apresentaram perfis cromossémicos semelhantes,
sao floculantes e foram identificados como S. coreanus (Griffiths, 1981). Essas

leveduras mostraram desempenho fermentativo semelhante (Andrietta et al.,
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1999) e sua classificagéo variou apenas quanto ao pmax (Tabela 22), carater
especialmente sujeito a falhas de avaliagéo nas cepas floculantes, como as duas
em questdo. A levedura 37 apresentou variagbes no perfil cromossémico da

duplicata, que pode ter sido provocada por rearranjos cromossomicos
simultaneos.

A ocorréncia de diversos padrées cromossémicos (7 em 10 isolados) (Figuras 11,
12 e 13) e a obtengéo de diversos grupos de desempenho fermentativo (5 em 10
isolados) entre os isolados dominantes da safra 97/98 da destilaria Unialco
indicam um processo microbiologicamente instavel, em que diferentes cepas se

sucedem e dominam a fermentagdo somente por algum tempo.
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Figura 13 - Percentagens das cepas de levedura da destilaria Unialco
ao longo da safra 97/98, segundo o perfil cromossémico.
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4.3 DESTILARIA DIANA

4.3.1. SAFRA 95/96

4.3.1.1 Leveduras Isoladas

Foram isoladas 26 leveduras na safra 95/96 da destilaria Diana (Tabela 25).
Fermento de panificagao foi utilizado como inéculo nessa safra.

Vinte e dois dos 26 isolados foram caracterizados como leveduras floculantes
(Tabela 25).

Em nenhuma das 6 coletas observou-se a presenga de um dUnico isolado
dominante com participagdo populacional acima de 90% (Tabela 25). Porém, nas
coletas 1 e 5, foram isoladas leveduras dominantes em concentragcbes elevadas,
de 850 e 86,1%, respectivamente. Nas demais coletas a domindncia da
fermentacdo foi compartilhada por 2 a 4 isolados com concentragées variando
entre 11,1 e 66,7%. Em estudo da dinamica de leveduras da destilaria Alvorada,
Migliari (2001) observou a presenga de mais de duas leveduras dividindo a
dominancia da fermentagdo em 6 das 11 coletas realizadas ao longo da safra. O
autor sugere que a utilizagao de fermento de panificagdo como inéculo seria uma
das causas do desequilibrio microbiolégico observado.

As 26 leveduras da destilaria Diana na safra 95/96 foram isoladas em apenas 6
coletas. Ja nas safras 95/96 e 96/97 da destilaria Clealco e na safra 97/98 da
destilaria Unialco, previamente analisadas, foram isoladas 15 ou 16 leveduras em
7 ou 8 coletas. A grande variabilidade de isolados de levedura da destilaria Diana
e a situacdo comumente observada de varias leveduras dividindo a dominancia da
fermentagédo demonstram a instabilidade e o desequilibrio microbiologicos desse
processo. Estas caracteristicas desfavoraveis podem estar associadas & utilizagao
de um inéculo inapropriado, fermento de panificagdo, e também ao design
especial dos fermentadores que privilegia leveduras floculantes e, portanto, inclui
um carater a mais no restritivo ambiente da fermentagao alcodlica.
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Tabela 25 - Leveduras isoladas na safra 95/96 da destilaria Diana.

Coleta Isolado CO(T?ISS}ESQO poﬁfgﬁiﬁii??%)
1 48 3,4x10° 85.0
49 6,0x10’ 15.0
50" 1,4 x10° 326
5 51 1,2 x10% 27.9
82 1,2 x10® 27.9
53° 5,0 x107 11,6
54 6,0 x10° 66,7
55° 1,0 x108 11.1
56° 1,0 x108 11,1
3 ¥l 4,0 x107 44
58" 3,0 x107 3.3
59" 2,0 x107 22
60" 1,0 x107 1.1
61" 3,0 x108 61,22
62" 1,0 x10° 20.4
4 63" 7,0 x107 14.3
64" 1,0 x107 2.0
65" 1,0 x107 2.0
66" 1,3 x10° 86.1
5 67" 2,0 x108 13.2
68" 1,0 x107 0.7
69" 1,9 x10° 67,6
70" 7,0 x107 24.9
S Hr 1,9 x107 6.8
72° 1,0 x10° 0.4
73" 1,0 x10° 0.4

" levedura floculante.
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4.3.1.2 Avaliagao das Leveduras pelo Potencial Fermentativo e Classificacio
por Performance

A avaliagdo das leveduras isoladas pela técnica do potencial fermentativo
demonstrou o predominio de leveduras de desempenho fermentativo fraco na
primeira metade da safra (Tabela 26). Entre essas leveduras, os isolados 48, 49,
50, 51, 52 e 54 apresentaram participagdo populacional acima de 10%.

Nove das 13 leveduras isoladas nas coletas 1, 2 e 3 obtiveram valores de
potencial fermentativo variando de -377,3 a -2297,9. Essas leveduras nao
consumiram todo o substrato e, com excecdo dos isolados 54 e 59, tiveram
produgado de glicerol acima da média (maior que 0,045g glicerol/g substrato
consumido). As leveduras 48 e 52 também obtiveram produgdo de &cidos acima
da meédia (maior que 0,008g acidos/g substrato consumido). A levedura 59
também apresentou rendimento em etanol baixo (0,3914g etanollg substrato
consumido), porém foi isolada com participagdo populacional baixa (2,2%) e ndo
representou risco ao processo. Com exce¢ao da levedura 59, todos os isolados
das 3 primeiras coletas obtiveram rendimentos em etanol altos.

Na segunda metade da safra, representada pelas coletas 4, 5 e 6, todos os
isolados de levedura apresentaram potencial fermentativo adequado (entre -41,2 e
16,5) e obtiveram consumo total do substrato, rendimentos em etanol acima de
0,4437g etanol/g substrato consumido, e baixos rendimentos em glicerol e acidos,
com excegdo da levedura 64. A levedura 64 nao consumiu todo substrato e
apresentou rendimentos em células, glicerol e acidos altos. Contudo, a levedura
64 apresentou rendimento em etanol alto (0,4822g etanol/g substrato consumido)
e foi isolada numa participagdo populacional de apenas 2,0%, nao representado

riSCo ao processo.
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Tabela 26 - Valores de rendimento em etanol (Yys — g etanol/lg substrato
consumido), rendimento em células (Yys — g massa secal/g substrato consumido),
rendimento em acidos (Yacs — g acido/g substrato consumido), rendimento em
glicerol (Ygs — g glicerol/g substrato consumido), relagdo ART residual/ART
consumido (Rr — g agucar residual/g aglcar consumido) e Potencial Fermentativo
(PF) dos isolados de levedura da destilaria Diana (safra 95/96) e cepa padréo.

ISO IadO Yp;"s ijs Yacjs ngs Rr PF

Padrdo  0,4600 0,0400 0,0080 0,0450 0,0100 0

48 0,4523 0,0378 0,0090 0,0588 3,9045 -1986,78
49 0,4544 0,0403 0,0083 0,0523 1,0165 -534,38

50 0,4513 0,0358 0,0072 0,0508 0,7480 -377,32

51 0,4532 0,0399 0,0082 0,0614 3,6344 -1863,63
52 0,4584 0,0416 0,0092 0,0525 1,1730 -613,53
53 0,4632 0,0433 0,0062 0,0443 0 2,89
54 0,4532 0,0419 0,0066 0,0454 1,4799 -755,67
55 0,4631 0,0419 0,0066 0,0384 0,0148 13,84
56 0,4632 0,0470 0,0058 0,0450 0,0100 -21,54

57 0,4618 0,0377 0,0073 0,0526 4,1966 -2092,76
58 0,4515 0,0419 0,0079 0,0503 4,5271 -2297,89
59 0,3914 0,0512 0,0058 0,0451 2,9422 -1664,53

60 0,4727 0,0439 0,0073 0,0438 0,1500 -57,39
61 0,4561 0,0432 0,0059 0,0382 0,0100 -2,75
62 0,4676 0,0472 0,0059 0,0414 0,0100 -5,10
63 0,4672 0,0465 0,0071 0,0407 0,0100 -4,34
64 0,4822 0,0517 0,0058 0,0500 34,291 -17185,10
65 0,4736 0,0467 0,0048 0,0402 0,0100 16,46
66 0,4494 0,0435 0,0065 0,0408 0,0101 -26,56
67 0,4535 0,0405 0,0072 0,0420 0,0101 -7,57
68 0,4495 0,0402 0,0061 0,0426 0,0101 -12,56
69 0,4437 0,0430 0,0074 0,0416 0,0101 -41,25
70 0,4458 0,0382 0,0064 0,0408 0,0101 -7,41
71 0,4589 0,0414 0,0071 0,0413 0,0101 1,585
72 0,4561 0,0454 0,0060 0,0413 0,0101 -20,89
73 0,4585 0,0405 0,0070 0,0403 0,0606 -17,58
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Apesar de apresentarem desempenho fermentativo adequado, a maioria dos
isolados da segunda metade da safra obteve valores negativos para potencial
fermentativo. Estes valores baixos em relagéo aos da cepa padrao sdo devidos a
presenga de substrato ndo convertido no final da fermentagdo. Estes resultados
podem estar associados as caracteristicas floculantes destes isolados, ja que
estas leveduras tém uma menor superficie de contato com o substrato, causando
a redugao da velocidade de fermentacgao (Viegas, 1999).

A substituicao das leveduras de potencial fermentativo baixo do inicio da safra por
outras de potencial fermentativo superior indica uma tendéncia do processo em
selecionar leveduras melhor adaptadas ao processo.

O processo de fermentagcdo da destilaria Diana é conduzido em fermentadores
tipo torre projetados para operar com levedura floculante. A eficiéncia do desenho
dos fermentadores para isolar cepas floculantes de levedura fica claramente
demonstrada pela analise da dinamica das populagdes (Tabela 27). As leveduras
nao floculantes presentes no inicio da safra foram sendo eliminadas do sistema e
totalmente substituidas, a partir do meio da safra, somente por cepas floculantes.

Os 26 isolados foram classificados em 12 grupos distintos (Tabela 27), segundo a
metodologia da capacidade fermentativa (Andrietta et al., 1999). Os Unicos dois
isolados que apresentaram participacao populacional superior a 80% foram
classificados em grupos diferentes, 322.221 e 221.222, para as leveduras 48 e 66
da primeira e quinta coletas, respectivamente.
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Tabela 27 — Valores de rendimento em células (Yxs — g massa secal/g substrato
consumido); velocidade de consumo de substrato (VCS - g substrato/I/h); nivel de
conversao de substrato (NCS - %); velocidade especifica maxima de crescimento
(um — 1/h); produtividade (PROD - g etanol/l/h) e rendimento em etanol (Ypis — @
etanol/g substrato consumido) das leveduras isoladas da destilaria Diana na safra
95/96.

Isolado Y VCS NCO pum PROD Yopis Grupo

48  0,0378 525 90,04 0,53 221 04523 322.221
43  0,0403 565 96,87 0,47 240 04544 322221
50 00358 5,69 97,57 0,47 240 04513 322.221F
51 0,0399 528 90,64 0,49 223 04532 322.221F
52 00416 562 96,47 0,63 241 0,4584 222121
53  0,0433 5,80 99,53 0,46 2,52 04632 211.211F
54  0,0419 558 95,74 047 2,36 04532 222221
55  0,0419 5,80 99,49 0,47 2,52 04631 211.211°F
56  0,0470 5,80 99,50 0,42 2,52 04632 111.311F
57 00377 563 96,60 0,52 243 04618 322.221F
58  0,0419 517 88,73 0,42 217 04515 223.321F
59 00512 568 97,46 0,44 2,08 03914 122.323F
60  0,0439 5,79 99,40 0,52 2,56 04727 211.211F
61 0,0432 5,80 99,50 0,46 248 04561 211.211F
62 00472 5,80 99,50 0,46 2,54 04676 111.211F
63 00465 5,80 99,50 0,43 2,54 04672 111.311F
64 00517 465 79,84 0,47 2,07 04822 133221F
65  0,0467 5,80 99,50 0,44 257 04736 111.311F
66  0,0435 5,80 99,50 0,51 2,44 04494 211.222F
67  0,0405 5,80 99,50 0,52 2,46 04535 311.211F
68  0,0402 5,80 99,50 0,51 244 04495 311.222F
69  0,0430 5,80 99,50 0,48 2,41 04437 211.222F
70 00382 5,80 99,50 0,47 2,42 0,4458 311.222F
71 0,0414 5,80 99,50 0,50 2,49 04589 211.211F
72 00454 580 99,50 0,49 247 04561 111.211F
73 0,0405 5,80 99,46 0,52 2,49 04585 311.211F

" levedura floculante.
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Com excecdo dos isolados do grupo 211.211, que apareceram na segunda,
terceira, quarta e sexta coletas, as leveduras classificadas em outros grupos
apareceram no maximo duas vezes ao longo da safra. Dos 12 grupos de levedura
isolados, 5 apareceram somente uma vez na safra em concentragcdes que variam
de 2,0 a 66,7%. A diversidade dos perfis fermentativos dos isolados, associada ao
fato de que a dominéncia da fermentagéo foi quase sempre dividida entre varias
cepas, indica um processo microbiologicamente instavel. Migliari (2001) classificou
em 12 grupos diferentes as 26 leveduras isoladas da destilaria Alvorada, pela
utilizagdo da técnica da capacidade fermentativa, e sugeriu que a instabilidade
microbiologica observada esta relacionada a utilizacdo de fermento de panificacdo
como indéculo.

Com excegdo da levedura 59, todos os isolados apresentaram rendimento em
etanol nos niveis alto (21 isolados) e médio (4 isolados).

A maioria das leveduras isoladas nas 3 primeiras coletas apresentou niveis
meédios para velocidade de consumo de substrato (VCS), nivel de conversdo de
substrato (NCO) e produtividade (PROD). Ja a maioria das leveduras isoladas na
segunda metade da safra, nas coletas 4, 5 e 6, apresentou niveis altos para VCS,
NCO e PROD confirmando as indicagbes do potencial fermentativo de que o
processo selecionou, ao longo da safra, leveduras melhor adaptadas ao ambiente
industrial.

Os isolados 56, 62 e 63 apresentaram rendimento em células alto (acima de
0,044g massa secalg substrato consumido) e tiveram participagéo populacional de
11,1, 20,4 e 14,3%, respectivamente. Apesar da alta produgéo de células, essas
leveduras mostraram baixa capacidade de se acumular no reator e, portanto,

apresentaram pequena participacdo populacional.

O acompanhamento microbiolégico do processo realizado na safra 95/96 permitiu
a avaliagdo e conseqiiente melhoria do setor de fermentagcdo, bem como o
isolamento das cepas de levedura nativas mais adaptadas e de melhor

performance fermentativa.
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4.3.1.3 Identificacao Taxonémica

Na safra 95/96 da destilaria Diana, foram isolados trés tipos de levedura em
concentragdo superior a 10%: S. cerevisae, S. chevalieri e trés isolados de perfil
idéntico que, porém, ndo puderam ser identificados por suas caracteristicas ndo
coincidirem com nenhum dos perfis descritos por Griffiths (Tabelas 28 e 29). Este
ultimo tipo difere do perfil descrito para S. cerevisae apenas por assimilar
melibiose (Tabela 28). Contudo, Barnett (1992) considera o carater consumo de
melibiose variavel para S. cerevisae. A espécie S. chevalieri apresenta perfil
metabdlico idéntico ao de S. cerevisae. O Unico aspecto diverso entre essas duas
espécies é a presenca de células alongadas nos isolados de S. cerevisae e a
auséncia para S. chevalieri (Tabelas 28 e 29). A classificagao atual de leveduras
inclui algumas variedades de S. chevalieri na espécie S. cerevisae (Kreger-van Rij,
1984, Barnett et al., 1990).

S. cerevisae dominou a fermentagdo em 5 dos 6 meses de safra e apenas o
quinto més foi dominado pela levedura nédo identificada (Tabela 29 e Figura 14).
Esta ultima também esteve presente no inicio da safra, numa concentracdo de
15,0%. S. chevalieri apareceu somente no segundo més, numa concentracéo de
32,6%. Cabrini & Gallo (1999a e 1999b) isolaram S. cerevisae como a espécie
mais comum na fermentacéo alcodlica de duas unidades produtoras de etanol. S.
chevalieri foi isolada na concentragdo de 3,6%, enquanto S. cerevisae foi isolada
na concentracdo de 50,0%, em amostras de fermento centrifugado (Cabrini &
Gallo, 1999a).
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Tabela 28 — Resultados dos testes para identificagdo taxonémica dos isolados de
leveduras da destilaria Diana, safra 95/96.
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Tabela 29 - Identificagéo taxonémica dos isolados dominantes da destilaria Diana,
safra 95/96.

Isolado Codigo Numérico de Identificacéo Espécie

48 6037-44-1 Saccharomvces cerevisae
49 6037-45-1 N&o identificada

50 6037-44-0 Saccharomyces chevalieri
51 6037-44-1 Saccharomyces cerevisae
52 6037-44-1 Saccharomyces cerevisae
53 6037-44-1 Saccharomyces cerevisae
54 6037-44-1 Saccharomyces cerevisae
55 6037-44-1 Saccharomyces cerevisae
56 6037-44-1 Saccharomyces cerevisae
61 6037-44-1 Saccharomyces cerevisae
62 6037-44-1 Saccharomyces cerevisae
63 6037-44-1 Saccharomyces cerevisae
66 6037-45-1 Nao identificada

67 6037-45-1 Nao identificada

69 6037-44-1 Saccharomyces cerevisae
70 6037-44-1 Saccharomyces cerevisae
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B S. chevalieri
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B Néo identificada

[0 S. cerevisae

Més de Safra

Figura 14 — Participagdo populacional (%) das espécies de
levedura com concentragdo acima de 10% no vinho
levedurado da destilaria Diana, safra 95/96.

4.3.1.4 Cariotipagem

Dezesseis isolados apresentaram participagdo populacional acima de 10% na
safra 95/96 da destilaria Diana (Tabela 25) e foram submetidos a cariotipagem
eletroforética, segundo Blondin & Vézinhet (1988) modificado. Os perfis
eletroforéticos das leveduras 48 e 49 sdo mostrados na Figura 15; das leveduras
50, 51, 52, 53, 54, 55 e 56 na Figura 16; das leveduras 61, 63, 66, 67, 69 e 70 na
Figura 17. Foram consideradas cepas de levedura diferentes aquelas que
apresentaram padrdes de bandas cromossémicos diferentes.
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b u] a a
Figura 15 — A moldura mostra os perfis cromossdmicos de isolados dominantes da
safra 95/96 da destilaria Diana. Letras iguais indicam o mesmo perfil. FL mostra o
perfil do fermento Fleischmann.

g g

Figura 16 — A moldura mostra os perfis cromossdmicos de isolados dominantes da
safra 95/96 da destilaria Diana. Letras iguais indicam o mesmo perfil.
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Figura 17 — A moldura mostra os perfis cromossémicos de isolados dominantes da
safra 95/96 da destilaria Diana. Letras iguais indicam o mesmo perfil

A levedura 48, com participagdo populacional de 85,0% na primeira coleta, tem
perfil cromossdmico semelhante ao da levedura 52, que obteve uma participacéo
populacional de 27,9% na segunda coleta. Esses dois isolados foram identificados
como S. cerevisae (Tabela 29) e foram classificados em grupos de desempenho
fermentativo semelhantes (Tabela 27). A diferenga na classificagdo por
desempenho ocorreu por variagdes quanto ao rendimento em células € ao pimax.
As leveduras 48 e 52 podem ser consideradas a mesma cepa, que correspondem
a levedura de panificagao utilizada como inoculo, pois apresentam o mesmo
padréo de bandas do fermento Fleischmann (Figuras 15 e 16). Essa levedura nao
voltou a ser detectada no processo, ja que ndo foi verificado nenhum outro perfil
cromossOmico semelhante durante a safra (Figuras 15, 16 e 17), confirmando o
observado em outras pesquisas sobre a utilizagdo de levedura de panificacdo

como in6culo (Basso et al., 1993 e 2000).

As leveduras 49 e 66 apresentaram perfis cromossémicos iguais (Figuras 15 e 16)
e também obtiveram o mesmo perfii de consumo de acucares. Ambas

destacaram-se por utilizar melibiose (Tabela 28). Porém, o isolado 66 & floculante
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e 0 49 nao. Esses isolados também apresentaram desempenho fermentativo
diverso e foram classificados em grupos diferentes (Tabela 27).

As leveduras 51 e 54 tém perfil cromossémico semelhante (Figura 16), foram
identificadas como S. cerevisae (Tabela 29) e classificadas em grupos de
desempenho fermentativo semelhantes (Tabela 27). A unica variagdo na
classificagao pelo desempenho ocorreu por uma pequena diferenca no rendimento
em células. Porém, o isolado 51 é floculante enquanto que o 54 nao é.

As leveduras 63 e 69 apresentaram o mesmo perfil cromossémico (Figura 17),
foram identificadas como S. cerevisae (Tabela 29) e sao floculantes. No entanto,
essas leveduras foram classificadas em grupos de desempenho fermentativo
diferentes (Tabela 27).

DOPerfil a
O Perfil b
EPerfil c
O Perfil d
dPerfil e
| Perfil f
OPerfil g
OPerfil h
B Perfil i

@ Perfil j |

(%)

Percentagens das cepas de levedura

Coletas S 6

F_i_éura 18 — Percentagens das cepas de levedura da destilaria Diana ao
longo da safra 95/96, segundo o perfil cromossémico.

As leveduras 61 e 67 também tém perfis cromossémicos semelhantes (Figura 17),
sdo floculantes e foram classificadas em grupos de desempenho fermentativo
muito proximos (Tabela 27), diferindo apenas no rendimento em células. Contudo,
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o isolado 61 n&o consome melibiose enquanto que o isolado 67 € capaz de utilizar

esse agucar (Tabela 29).

As leveduras 50, 53, 55, 56 e 70 apresentaram perfis cromossémicos unicos em
relagdo as outras leveduras dominantes da safra. Ocorreram pelo menos 10
padroes cromossdmicos diferentes (Figuras 15, 16, 17 e 18) e 9 grupos de
desempenho diferentes nas 26 leveduras dominantes isoladas (Tabela 27). Essa
variedade de padroes reflete a instabilidade microbioldégica do processo em que
diferentes cepas de levedura se sucedem e dividem a dominancia da fermentagao.
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4.3.2. SAFRA 99/00

4.3.2.1 Leveduras Isoladas

Na safra 99/00 da destilaria Diana, o inoculo utilizado foi uma levedura isolada da

safra anterior.

Nesta safra, foram isoladas 49 leveduras (Tabela 30). Em todas as coletas
verificou-se a presenga de 3 colénias de morfologias diferentes crescendo em
WLN. A partir da segunda coleta, foram selecionadas 3 colénias de cada um dos 3
tipos morfologicos verificados. Desta maneira, péde-se avaliar a capacidade de
diferenciacio de cepas de leveduras proporcionada pelo meio diferencial WLN,
bem como a reprodutibilidade dos métodos de diferenciagao de leveduras por
desempenho e da cariotipagem utilizados neste trabalho.

Na primeira coleta, realizada aos 30 dias de safra, observou-se que uma Unica
levedura dominou a fermentac&o obtendo uma participagéo populacional de 86,4%
(Tabela 30). Provavelmente este isolado seja a levedura utilizada como inoculo. A
partir da segunda coleta, as 3 leveduras isoladas dividiram a dominancia da
fermentacédo apresentando valores de participagdo populacional que variaram de
10,2 a 77,3%, na terceira coleta, e de 13,0 a 55,2%, nas coletas subsequentes.

Um dos tipos morfolégicos de colonias de levedura encontrados nas coletas 2 a 6
apresentou variagéo de coloragéo da colénia em relagdo aos outros dois isolados.
Estes isolados variantes aparecem identificados com asteriscos na Tabela 30.

Apesar de ndo haver uma Unica levedura dominante em todas as coletas, o
padrao de 3 isolados dividindo a dominancia foi mantido por toda a safra e revelou
um processo com maior estabilidade microbiologica. Situagdo diversa foi
observada na safra 95/96 da mesma unidade, quando o nimero de isolados por
coleta variou de 2 a 7, com participagdes populacionais de 0,4 a 85,0% (Tabela
25).
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Tabela 30 = Leveduras isoladas na safra 99/00 da destilaria Diana.

Calets 50 aic Co(rbciggﬁﬁa ° Poiigggiglé?%)

IN 74 100,0
75 1,9x10° 86,4

1 76 2,0x10° 9,1

77 1,0 x10° 4,5

78; 79; 80 6,8 x10° 77,3

2 81; 82; 83 1,1 x10° 12,5
84; 85; 86* 9,0 x10’ 10,2

87; 88; 89* 1,5 x10® 55,5

3 90; 91; 92 8,5 x107 31,5
93; 94; 95 3,5 x10’ 13,0

96; 97; 98 6,4 x10° 55,2

4 99; 100; 101* 3,4 x10° 29,3
102; 103; 104 1,8 x10° 15,5

105; 106; 107* 4,4 x10° 47,3

5 108; 109; 110 2,6 x10° 28,0
11512498 2,3 x108 24,7

114; 115; 116* 2,6 x10° 433

6 117; 118; 119 1,9 x10° 1.7
120; 121; 122 1,5 x10° 25,0

* Variagéo de um padrao morfoldgico de coldnia.

4.3.2.2 Avaliacao das Leveduras pelo Potencial Fermentativo e Classificagdo
por Performance

Dos 3 tipos de levedura amostrados em cada coleta, um apresentou potencial
fermentativo inferior ao da levedura padréo (Tabelas 31 e 32). Os isolados desse
grupo (76, 84-86; 87-89; 99-101; 105-107; 114-116) nao consumiram todo o
substrato e alguns apresentaram rendimento em glicerol (Yps) acima da média.
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Porém, as leveduras desse grupo obtiveram valores altos para rendimento em
etanol. Os isolados que apresentaram variagdo na morfologia de coldnia
pertencem a esse grupo. Pode-se notar que essas leveduras variantes
apresentaram potencial fermentativo maior que os outros dois isolados do mesmo
grupo. As leveduras variantes consumiram quase todo o substrato e obtiveram
valores de rendimento em glicerol (Yps) abaixo de 0,0445g glicerol/lg substrato
consumido. O padréao de potencial fermentativo apresentado pelas leveduras
desse grupo repetiu-se por toda a safra demonstrando que as leveduras isoladas
como variantes morfolégicas pertenciam a uma cepa diferente dos outros dois
isolados do grupo.

Os outros dois grupos de levedura isolados ao longo da safra obtiveram potencial
fermentativo equivalente ao da cepa padrao (Tabelas 31 e 32). Essas leveduras
consumiram todo o substrato, apresentaram valores superiores a 0,4481g etanol/g
substrato consumido para rendimento em etanol e valores baixos para

rendimentos em glicerol, acidos e células.

Os 49 isolados de leveduras da safra 99/00 da destilaria Diana foram classificados
pela capacidade fermentativa (Andrietta et al., 1999) em apenas 2 grupos (Tabelas
33 e 34). Do total dos isolados, 38 leveduras foram classificadas no grupo 211.211
e 11 leveduras no grupo 233.231. Todas as leveduras que apresentaram potencial
fermentativo adequado (Tabelas 31 e 32) foram incluidas no grupo 211.211,
inclusive as leveduras “variantes” do grupo que apresentou potencial fermentativo
desfavoravel. As representantes desse ultimo grupo foram incluidas no grupo
233.231 e sd0 as 11 leveduras (76, 84, 85, 87, 88, 99, 100, 105, 106, 114 e 115)
que obtiveram potencial fermentativo inferior ao da cepa padrao.
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Tabela 31 - Valores de rendimento em etanol (Y,s — g etanol/g substrato
consumido), rendimento em células (Yys — g massa seca/g substrato consumido),
rendimento em acidos (Yaus — g acido/g substrato consumido), rendimento em
glicerol (Ygqs — g glicerol/lg substrato consumido), relagdo ART residual/ART
consumido (Rr — g agucar residual/g aglicar consumido) e Potencial Fermentativo
(PF) dos isolados de levedura da destilaria Diana (safra 99/00) e cepa padréo.

Isolado Yors Yirs h Ygs R; PF
Padréao 0,4600 0,0400 0,0080 0,0450 0,0100 0

74 0,4774 0,0412 0,0049 0,0448 0,0032 45,76
75 0,4711 0,0411 0,0046 0,0430 0,0128 32,45
76 0,4569 0,0425 0,0084 0,0650 2,0914  -1105,60
77 0,4713 0,0416 0,0047 0,0426 0,0095 32,21
78 0,4579 0,0412 0,0049 0,0429 0,0041 6,62
79 0,4618 0,0412 0,0058 0,0409 0,0028 17,36
80 0,4672 0,0440 0,0063 0,0419 0,0111 7,26
81 0,4540 0,0410 0,0060 0,0413 0,0028 -0,14
82 0,4650 0,0424 0,0060 0,0423 0,0028 14,48
83 0,4715 0,0432 0,0061 0,0420 0,0028 25,23
84 0,4878 0,0422 0,0093 0,0577 116,91  -58431,40
85 0,5199 0,0443 0,0096 0,0644 184,38 -92123,20
86* 0,4688 0,0434 0,0062 0,0436 0,0480 -8,32
87 0,5113 0,0440 0,0099 0,0608 159,39 -79641,60
88 0,4705 0,0439 0,0089 0,0514 546,13 -273074,0
89* 0,4604 0,0417 0,0058 0,0426 0,5405 -260,48
90 0,4686 0,0416 0,0060 0,0436 0,0100 19,72
91 0,4630 0,0419 0,0058 0,0420 0,0100 10,61
92 0,4700 0,0431 0,0060 0,0431 0,0100 1672
93 0,4702 0,0435 0,0065 0,0428 0,0100 14,37
94 0,4665 0,0434 0,0063 0,0428 0,0100 7,35
95 0,4615 0,0439 0,0056 0,0412 0,0100 -0,30

* Variagéo de um padrao morfoldgico de coldnia.
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Tabela 32 - Valores de rendimento em etanol (Yps — g etanol/g substrato
consumido), rendimento em células (Yys — g massa secalg substrato consumido),
rendimento em acidos (Yags — g acido/g substrato consumido), rendimento em
glicerol (Ygs — g glicerol/g substrato consumido), relagdo ART residual/ART
consumido (Rr — g agucar residual/g agucar consumido) e Potencial Fermentativo
(PF) dos isolados de levedura da destilaria Diana (safra 99/00) e cepa padrao.

Isolado Y Yiis e Yos R PF
Padrdo 04600  0,0400  0,0080  0,0450  0,0100 0

96 04528 00423 00056  0,0399 00100  -8,64
97 04555  0,0419 00062 00436 00100  -10,36
98 04511 00436 00061 00436 00100  -2839
99 04574 00430 00081 00536 207,73 -148898,0
100 04513 00433 00078 00539 292,15 -146123,0
101* 04502 00433 00086 00433  0,8620  -45548
102 04517 00419 00066 00431 00100  -19,11
103 04539 00435 00063 00436 00100  -22,31
104 04527  0,0434 00084 00430 00100  -2341
105 04638 00414 00083 00520 321,37 -160695,0
106 04548 00441 00085 00564 428,34 -214221,0
107* 04755 00435 00083 00421 02555  -94,94
108 0,4766 0,0441 0,0061 0,0427 0,0100 26,85
109 04655 00432 00064 00426  0,0100 6,41
110 04747 00432 00068  0,0433 00100 2326
111 04741 00424 00065 00421 00100 2977
112 04700 00427  0,0068  0,0419 00100 1870
113 04559 00436 00070  0,0405 00100  -13,69
114 05207 00440 00111 00649 986,22 -493049,0
115 04598 00440 00103 00647 7821  -391724
116* 04645 00417 00064 00445 001353  -3577
117 04521 _ 00420 00066 00435 00056  -17,57
118 04702 00411 00086 00426 00001 3166
119 04657 00416 00085 00438 00003 16,35
120 04633 00410 00083 00436 00023 14,31
121 04577 00420 00063  0,0446 00001  -3,68
122 04600 00415 00063 00440  0,0001 4,79

* Variacdo de um padréo morfolégico de colonia.
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Os 49 isolados obtiveram valores médios para rendimento em células (de 0,0410 a
0,0443g massa secalg substrato consumido). Esses valores superam, com poucas
excegdes, aqueles obtidos pelas leveduras isoladas das destilarias Clealco e
Unialco. A caracteristica da destilaria Diana de operar com leveduras que
apresentam produgdo de células acima da observada pela maioria das leveduras
isoladas de outras industrias certamente tem origem na necessidade de manter
alta a concentragédo de células nos reatores. Na destilaria Diana, os reatores de
fermentacdo operam com uma concentragdo média de células de 45%, enquanto

que nas outras industrias a concentragdo média € de 16%.

Os 38 isolados incluidos no grupo 211.211 (Tabelas 33 e 34) apresentaram
rendimento em etanol, produtividade, velocidade de consumo de substrato e nivel
de conversdo de substrato altos e representam leveduras adequadas ao uso
industrial.

Os 11 isolados incluidos no grupo 233.231 (Tabelas 33 e 34) apresentaram
produtividade, velocidade de consumo de substrato e nivel de conversdo de
substrato baixos e produtividade em etanol alta. As leveduras do grupo 233.231
foram os isolados de maior participagdo populacional nas coletas 3, 5 e 6 com
concentragbes de 55,5; 47,3; e 43,3%, respectivamente. Estes isolados s3o as 11
leveduras que ndo consumiram todo o substrato durante o periodo de realizacdo
dos ensaios de fermentagdo. Contudo, essas leveduras apresentaram
rendimentos em etanol altos e, apesar de mostrarem consumo de agtcar lento,
sao eficientes na conversdo de aglcar em etanol. Esta caracteristica ndo
representa problemas ao processo da destilaria Diana, j& que o atraso observado
na conversdo agucar-etanol & compensado pela alta concentracdo de células no
reator, que impede a queda de produtividade da unidade de fermentacéo.

Os isolados “variantes morfologicos” foram classificados no grupo 233.231 e as
avaliagbes de desempenho fermentativo revelaram serem outra cepa de levedura.
Os outros tipos morfoldgicos de colénias em WLN foram incluidos no grupo
211.211. Todas as coldnias de mesmo padrdo morfoldégico em WLN foram
incluidas no mesmo grupo fermentativo e apresentaram potencial fermentativo
similar. Estes ensaios indicam que o WLN e a técnica de classificagdo de cepas
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pelo desempenho fermentativo proposta por Andrietta et al. (1999) tem
capacidade de diferenciagdo de cepas de levedura e reprodutibilidade adequadas
para avaliagdo de cepas industriais de levedura.

Tabela 33 — Valores de rendimento em células (Yxs — g massa seca/g substrato
consumido); velocidade de consumo de substrato (VCS - g substrato/I/h); nivel de
conversao de substrato (NCS - %); velocidade especifica maxima de crescimento
(um — 1/h); produtividade (PROD - g etanol/l/h) e rendimento em etanol (Yes — g
etanol/g substrato consumido) das leveduras isoladas e in6culo da destilaria Diana
na safra 99/00.

Isolado Yus VCS NCO pm PROD Yois Grupo

74 0,0412 581 9965 0,50 260 04774 211.211F
75 0,0411 580 9944 0,48 256 04711 211.211F
76 0,0425 4,01 6881 0,55 168 04569 233.231"
77 0,0416 580 9951 0,47 256 04713 211.211F
78 0,0412 581 9962 0,51 249 04579 211.211F
79 0,0412 580 99,50 0,47 251 04618 211.211°
80 0,0440 5,80 99,50 0,49 254 04672 211.211°
81 0,0410 580 9950 0,48 2,47 04540 211.211°
82 0,0424 580 99,50 0,49 253 04650 211.211F
83 0,0432 580 99550 0,46 257 04715 211.211°
84 0,0422 445 76,36 0,46 200 04878 233.231°
85 0,0443 3,92 67,27 045 186 05199 233.231°
86* 00434 580 99,49 046 2,55 04688 211.211°
87 0,0440 4,10 70,35 0,48 192 05113 233231
88 0,0439 4,14 7114 0,49 1,79 0,4705 233.231F
89* 00417 580 99,46 0,52 2,50 0,4604 211.211°
90 0,0416 580 9950 0,50 255 0,4686 211.2117
91 0,0419 580 9950 0,50 252 04630 211.211F
92 0,0431 580 9950 0,50 255 0,4700 211.211°
93 0,0435 580 99,50 0,50 256 04702 211.211F
94 0,0434 580 9950 0,49 254 04665 211.211°
95 0,0439 580 9950 0,49 251 04615 211.211°
" cepa floculante; * variago de um padrdo morfolégico de colonia.

101



Resultados e Discussao - Destilaria Diana 99/00

Tabela 34 — Valores de rendimento em células (Yxs — g massa secalg substrato
consumido); velocidade de consumo de substrato (VCS - g substrato/l/h); nivel de
conversao de substrato (NCS - %); velocidade especifica maxima de crescimento
(nm — 1/h); produtividade (PROD — g etanol/l/h) e rendimento em etanol (Yps — g
etanol/g substrato consumido) das leveduras isoladas e indculo da destilaria Diana
na safra 99/00.

96 0,0423 580 99,50 0,51 2,46 04528 211.211"

97 0,0419 580 9950 048 248 04555 211.211F
98 0,0436 580 99,50 0,48 245 04511 211.211F
99 0,0430 4,78 81,94 0,53 2,02 04574 233.231F
100  0,0433 4,79 82,21 0,55 2,00 04513 233.2317
101*  0,0433 580 9944 047 244 04502 211.211F
102  0,0419 580 99,50 0,50 245 04517 211.211F
103 0,0435 580 99,50 049 246 04539 211.211F
104  0,0434 580 99,50 0,50 246 04527 211.211F
105  0,0414 4,71 80,81 0,53 2,01 04638 233.231"
106 0,0441 419 7580 0,54 1,85 0,4548 233.231F
107* 0,0435 580 9948 047 2558 04755 211.211F
108  0,0441 580 9950 0,46 259 04766 211.211F
109  0,0432 580 9950 0,49 2,53 04655 211.211F
110  0,0432 580 9950 048 2,58 04747 211.211F
111 0,0424 580 9950 049 258 04741 211.211F
112  0,0427 580 99,50 0,49 255 0,4700 211.211F
113  0,0436 580 99,50 049 2,48 04559 211.211F
114  0,0440 3,37 57,85 048 1,59 0,5207 233.231"
115  0,0440 3,77 6463 050 1,58 0,4598 233.231F
116*  0,0417 5,79 9941 0,47 2,52 04645 211.211F
117  0,0420 580 99,50 047 246 04521 211.211F
118 0,0411 580 9951 0,48 256 04702 211.211F
119 0,0416 580 99,51 0,46 2,53 04657 211.211F
120 0,0410 580 99,50 047 2,52 04633 211.2117
121 0,0420 580 99,51 0,46 249 04577 211.211F
122 0,0415 580 99,50 0,45 250 04600 211.211F

" cepa floculante; * variagdo de um padrdo morfolégico de colénia.
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4.3.2.3 ldentificagdo Taxondémica

Das 49 leveduras isoladas na safra 99/00 da destilaria Diana, 28 foram
selecionadas para identificagdo taxondmica segundo Griffiths (1981). Entre essas

leveduras est&o o indculo e os isolados das coletas 2, 4 e 6 (Tabela 30).

Na safra 99/00, todas as leveduras testadas pertencem a espécie S. cerevisae
(Tabela 36 e Figura 19). Ja na safra 95/96, foram identificadas como leveduras
dominantes da fermentacéo da destilaria Diana as espécies S. cerevisae e S.
chevalieri e também uma levedura com perfil semelhante ao de S. cerevisae, mas

que consome melibiose.

S. cerevisae foi isolada como a espécie mais comum de dois processos de
fermentacdo diferentes (Cabrini & Gallo, 1999a e 1999b) com concentracdes de
50,0 e 41,2%, respectivamente.

Populagéo (%)

O S. cerevisae "

Més de Safra

?igura 19 — Participagdo populacional (%) das espécies
de levedura com concentracdo acima de 10% no vinho
levedurado da destilaria Diana, safra 99/00.
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dos isolados de

Omica

Tabela 35 — Resultados dos testes para identificagdo taxon

leveduras da destilaria Diana, safra 99/00.
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Tabela 36 — Identificagdo taxondmica dos isolados dominantes da destilaria Diana,

safra 99/00.

Isolado  Codigo Numérico de Identificagdo  Espécie
74 6037-44-1 Saccharomyces cerevisae
78 6037-44-1 Saccharomyces cerevisae
79 6037-44-1 Saccharomyces cerevisae
80 6037-44-1 Saccharomyces cerevisae
81 6037-44-1 Saccharomyces cerevisae
82 6037-44-1 Saccharomyces cerevisae
83 6037-44-1 Saccharomyces cerevisae
84 6037-44-1 Saccharomyces cerevisae
85 6037-44-1 Saccharomyces cerevisae
86 6037-44-1 Saccharomyces cerevisae
96 6037-44-1 Saccharomyces cerevisae
97 6037-44-1 Saccharomyces cerevisae
98 6037-44-1 Saccharomyces cerevisae
99 6037-44-1 Saccharomyces cerevisae
100 6037-44-1 Saccharomyces cerevisae
101 6037-44-1 Saccharomyces cerevisae
102 6037-44-1 Saccharomyces cerevisae
103  6037-44-1 Saccharomyces cerevisae
104  6037-44-1 Saccharomyces cerevisae
114  6037-44-1 Saccharomyces cerevisae
115 6037-44-1 Saccharomyces cerevisae
116  6037-44-1 Saccharomyces cerevisae
117 6037-44-1 Saccharomyces cerevisae
118  6037-44-1 Saccharomyces cerevisae
119  6037-44-1 Saccharomyces cerevisae
120  6037-44-1 Saccharomyces cerevisae
121 6037-44-1 Saccharomyces cerevisae
122  6037-44-1 Saccharomyces cerevisae
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4.3.2.4 Cariotipagem

Vinte e oito isolados da safra 99/00 da destilaria Diana (Tabela 30) foram
submetidos & cariotipagem eletroforética, segundo Blondin & Vézinhet (1988)
modificado. Entre essas leveduras estdo o indculo e os isolados das coletas 2, 4 e
6. Os perfis eletroforéticos das leveduras 74 e 78 sdo mostrados na Figura 20; das
leveduras 79, 80, 81, 82, 83, 84 e 85 na Figura 21; das leveduras 86, 96, 97, 98,
99, 100, 101 e 102 na Figura 22; das leveduras 103, 104, 114, 115, 116, 117 e
118 na Figura 23; das leveduras 119, 120, 121 e 122 na Figura 24. Foram
consideradas cepas de levedura diferentes aquelas que apresentaram padrdes de
bandas cromossémicos diferentes.

a a =]
Figura 20 — As molduras mostram os perfis cromossémicos de isolados
dominantes da safra 99/00 da destilaria Diana. Letras iguais indicam o mesmo
perfil.
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a =] a a2 a a a a a a a a a a a
Figura 21 — A moldura mostra os perfis cromossémicos de isolados dominantes da
safra 99/00 da destilaria Diana. Letras iguais indicam o mesmo perfil.

G e . _ ¥ oGl wisr

a a a a a a a a a a a a a a a

Figura 22 — A moldura mostra os perfis cromossomicos de isolados dominantes da
safra 99/00 da destilaria Diana. Letras iguais indicam o mesmo perfil.
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a a a a a

Figura 23 — A moldura mostra os perfis cromossémicos de isolados dominantes da
safra 99/00 da destilaria Diana. Letras iguais indicam o mesmo perfil.

Figura 24 — A moldura mostra os perfis cromossémicos de isolados dominantes da
safra 99/00 da destilaria Diana. Letras iguais indicam o mesmo perfil.
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Todas as leveduras analisadas da safra 99 da destilaria Diana apresentaram o
mesmo perfil cromossdémico (Figuras 20, 21, 22, 23, 24 e 25). Os perfis
bioquimicos também foram iguais para todos os isolados analisados, que foram
identificados como S. cerevisae (Tabela 35). No entanto, os isolados 84, 85, 87,
88 99 100, 105, 106, 114 e 115 apresentaram desempenho fermentativo
diferente das outras leveduras e foram classificados em um grupo distinto
(Tabelas 33 e 34).

A permanéncia do perfil cromossdmico do inéculo durante toda a safra (Figura 25)
reflete a adequacdo dessa levedura & planta de fermentagéo e a estabilidade
microbioldgica proporcionada pela escolha de um inéculo apropriado. Resultados
inversos puderam ser verificados na safra 95, quando foi utilizado fermento de

panificagdo como inéculo.

Percentagens das
cepas de levedura
(%)

- [operia)

]

Coletas

Figura 25 — Percentagens das cepas de levedura da
destilaria Diana ao longo da safra 99/00, segundo o perfil
cromossomico.
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5. CONCLUSOES

Todas as 73 leveduras isoladas das trés unidades de fermentacdo estudadas
numa concentragao superior a 10% foram identificadas como representantes da
espécie Saccharomyces cerevisae, segundo o sistema de classificacdo
atualmente aceito (Kreger-Van Rij, 1984 e Barnett et al., 1990). O estudo revelou
que as leveduras nativas ou artificialmente inoculadas, presentes na fermentacéo
em concentragbes capazes de interferir no processo, pertencem a espécie S.
cerevisae. Muitas dessas leveduras foram incapazes de consumir maltose, como
todos os isolados dominantes da destilaria Clealco nas safras 95/96 e 96/97, e
grande parte das leveduras dominantes da destilaria Unialco, safra 97/98. Na safra
95/96 da destilaria Diana, trés isolados foram capazes de consumir melibiose,
sendo que um deles dominou o processo em uma das coletas.

O meio de cultivo diferencial para leveduras WLN mostrou-se eficiente na
distingdo de cepas S. cerevisae isoladas da fermentacdo alcodlica. Todas
repeticoes das coldnias de mesma morfologia obtiveram perfil cromossémico e de
desempenho fermentativo iguais. O isolamento de todas as leveduras de uma
amostra, numa diluicao exequivel (Schitz & Gafner, 1993), ou a utilizacdo de um
meio diferencial eficaz para leveduras, sao métodos de isolamento
estatisticamente mais exatos e que reproduzem melhor a distribuicdo das cepas
nas amostras, do que apenas a sele¢ao de colbnias ao acaso.

Nos processos microbiologicamente estaveis estudados (Clealco 95/95 e 96/97;
Diana 99/00) as cepas dominantes obtiveram desempenho fermentativo adequado
e participacdo populacional elevada. Esta observagao viabiliza a utilizagédo de um
meio diferencial eficiente, como o WLN, como técnica exclusiva de controle

industrial das populagdes de levedura, quando sua performance ja & conhecida.

A cariotipagem de leveduras pelo sistema CHEF mostrou-se capaz de diferenciar
cepas de S. cerevisae isoladas da fermentagao alcoodlica. Através dos padrbes
cromossomicos das leveduras, puderam ser acompanhados o desaparecimento
do inéculo e uma variedade de cepas de levedura se sucedendo na dominancia do

processo, nas safras que utilizaram fermento de panificagcdo como “starter”
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(Unialco 97/98; Diana 95/96). Nas safras em que foram utilizadas como inéculo
leveduras isoladas do proprio processo (Clealco 95/96 e 96/97; Diana 99/00), a
manutengdo dessa cepa ao longo da safra péde ser verificada através da
cariotipagem.

Nas safras que apresentaram instabilidade microbiolégica, com grande numero de
isolados diferentes (Unialco 97/98 e Diana 95/96), as leveduras mostraram maior
diversidade de padrées cromossdomicos do que de grupos de desempenho
fermentativo. Nas safras em que o inoculo foi isolado do proprio processo e
dominou a fermentagao (Clealco 95/96 e 96/97, Diana 99/00) houve poucos
isolados diferentes, porém o numero de grupos de desempenho fermentativo foi
maior do que o de padroes cromossOmicos. A cariotipagem mostrou-se uma
técnica eficiente para diferenciar e identificar cepas de S. cerevisae da
fermentagado alcodlica. Contudo, o padrdo cromossémico de uma levedura pode
tornar-se um carater “vazio’, para a analise de um processo industrial, se nao
estiver acompanhado da determinagdo da sua performance fermentativa. A
necessidade da determinagdo do desempenho industrial de uma levedura também
se justifica pela ocorréncia de cepas que apresentaram diferengas significativas de
desempenho fermentativo, mesmo apresentando padroes cromossomicos iguais,
como ocorreu na destilaria Clealco (safras 95/96 e 96/97) e na safra 99/00 da
destilaria Diana. Os dados obtidos indicam que a determinagdo do desempenho
fermentativo, além de avaliar a performance industrial de uma cepa de levedura,
pode proporcionar a diferencia¢do final entre cepas de mesmo cariétipo.

As técnicas do Potencial Fermentativo e da Capacidade Fermentativa revelaram-
se de grande valia na avaliagdo das caracteristicas industriais de leveduras. A
primeira tem grande potencial de aplicagdo no controle da fermentagdo e selegéo
de cepas de leveduras pela industria. A Capacidade Fermentativa associada a
cariotipagem formam um conjunto de ferramentas de pesquisa eficaz e suficiente
para a identificacdo de cepas de levedura na fermentacao alcodlica.

As unidades de fermentacdo alcodlica no Brasil sdo processos abertos, onde é
grande o aporte de leveduras nativas a fermentacdo. Nas safras estudadas, a

estabilidade microbioldgica esteve relacionada a utilizagdo como indculo de uma
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Conclusodes

levedura isolada do proprio processo. Os caridtipos obtidos nesta pesquisa
sugeriram a ocorréncia de cepas de levedura nativas especificas para cada
unidade industrial, da mesma maneira que o encontrado para a producdo de
vinhos (Vezinhét et al., 1992; Verzavaud et al., 1995; Guillamén et al., 1996:
Nadal, 1996; Pramateftaki, 2000). A selegdo de indculos a partir de leveduras
isoladas das proprias unidades industriais representa a utilizagdo de fermentos
mais adaptados e, portanto, com maiores garantias de estabilidade microbioldgica
para os processos de fermentagéo alcodlica.
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