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RESUMO

No processo de fermentagdo alcodlica para produgio de 4&lcool com
recuperagao de células de levedura, como praticado no Brasil, é possivel a “sangria”
de cerca de 20 % da levedura sem afetar o desenvolvimento da fermentagéo, e
assim produzir levedura seca para complementagéo protéica da ragéo animal.

O teor de proteina na levedura seca, obtida em condi¢gdes industriais, &
geralmente relatado entre 30-35 %. Neste trabalho foram coletadas cepas de 12
unidades localizadas em diversas regibes produtoras de alcool. Em meio sintético
padronizado, as cepas representadas pela levedura principal de cada destilaria
apresentaram de 39 a 51 % de proteina na levedura seca (em estufa, até peso
constante). O teor de proteina das leveduras isoladas permitiu a separagdo das
diferentes cepas em 4 categorias distintas: baixo (39,0 - 42,9 %), médio-baixo (43,0 -
45,9 %), médio-alto (46,0 - 48,9 %) e alto (49,0 - 51,0 %).

O preco de mercado da levedura seca é influenciado pelo teor de proteina da
mesma, 0 que conduziu a avaliagdo do efeito de dois fatores sobre o teor de
proteina da levedura: parametros fermentativos e producdo de biomassa, pela
complementacdo do meio fermentativo com fonte nitrogenada protéica (3, 6 e 9 g/L
de extrato de levedura) e pelo emprego do processo de fermentagao endégena.

A oferta de fonte de nitrogénio protéico complexa nao alterou os niveis de
proteina das leveduras independente do teor de proteina. Contudo, os niveis de
extrato de levedura causaram elevagao da produgao de biomassa celular, mostrando
sua influéncia direta, até em concentracéo de 9 g de extrato de levedura por litro de
meio, mesmo em presenga de fonte de nitrogénio mineral ndo limitante.

A complementagdo com extrato de levedura influenciou marcantemente o

rendimento em etanol, massa celular e outros parametros da fermentacao alcodlica,



mesmo na presenca de fonte de nitrogénio mineral ndo limitante, em leveduras com
baixo a alto teor de proteina.

A fermentacdo endégena mostrou ser eficiente em elevar o teor protéico da
célula, em torno de 15 a 23 %, em média.

Os dados obtidos também mostraram haver redugdo na massa de levedura
seca produzida em torno de 19 a 27 % em média, o que foi determinante para a
redugdo da producéo de proteina. Dessa forma a levedura resultante da fermentagéo
endbgena deve ter garantida uma remuneragéo de aproximadamente 40 % superior
ao da levedura seca obtida diretamente da fermentagido alcodlica, visando a
cobertura dos custos de produg&o, impostos proporcionais, ensaque, armazenamento
e taxa de retorno.




SUMMARY

The production of dry yeast (S. cerevisiae) from alcohol fermentation is being
made by the take off of nearly 20 % of the overall yeast biomass separeted trough
the wine centifugation.

The fermentation tanks of twelve destilleries were sampled and their main
fermentative yeast strain was isolated. These strains were grown in a standard
sinthetic medium in order to determine their protein content, which presented a wide
variation between 39-51 % in dry basis. According to the protein content, strains
were classified in four groups: low (39,0 - 42,9 %), medium-low (43,0 - 45,9 %),
medium-high (46,0 - 48,9 %) and high (49,0 - 51,0 %).

Once the market price of the dry yeast is dependent of its protein content, this
study envolved the effect of two factors over the yeast protein content, fermentation
yields and boimass production: a) the complement of the fermentative medium with
proteic nitrogen (3, 6 e 9 g/L of yeast extract), and b) the endogenous fermentation (
fermentation of reserve carbohydrate).

The different levels of a complex source of proteinic nitrogen did not change
the protein content of the yeasts of all the four groups. The higher levels of yeast
extract caused a raise in yeast biomass production, and ethanol yield even in the
presence of non-limiting inorganic nitrogen content of the fermentative medium.

The endogenous fermentation showed to be effective in increase the protein
content of teh yeast cell, by 15 to 23 % in average. The resulte also showed that
there is a decrease in the mass of dry yeast, by 19 to 27 % in average. The
combination of these two results was was the reduction of the mass of protein
production. In these circunstances it is estimated that the dry yeast from endogenous



fermentation, must achieve na over price of 40 % aproximately, in order to make it
feasible.




INTRODUGAO

1. INTRODUGAO

Atualmente, na indudstria de alimentos e ragéo animal, observa-se uma
tendéncia mundial em substituir as proteinas de origem animal pelas proteinas
vegetais. O progresso tecnolégico no campo da biotecnologia tem conduzido ao
desenvolvimento de novos processos e selecédo de microrganismos para a
obtengao de biomassa microbiana como fonte protéica.

Grande parte das pesquisas realizadas mundialmente tratam da produgéo
de biomassa microbiana dentro do contexto de aproveitamento de efluentes que
podem ser adequados como substratos para a multiplicagdo de microrganismos.
Nesta situacéo pleiteia-se uma grande economia nao s6 pelo uso de um residuo
industrial praticamente sem custo, mas também pelo fato de que esta fermentagao
microbiana ao assimilar fontes de carbono do efluente causa a reducdo de sua

demanda bioquimica de oxigénio, atuando como um tratamento biolégico do

mesmo.

Os diversos pesquisadores que abordam sua viabilidade técnica e
econdmica s&o unanimes em concluir que o processo de producéo de proteina
unicelular depende intensamente de capital, apresentando um alto custo relativo
para matéria-prima e energia. Mesmo, nos casos em que o custo da matéria-prima
de residuos industriais pode ser atrativo, geralmente os efluentes nio estio
disponiveis em quantidades suficientes num sé fornecedor, e assim os custos de

transporte podem ser proibitivos.

Dentre todos os microrganismos, as leveduras sido amplamente os mais
aceitos como um alimento tradicional, e tém recebido grande atengdo como uma
fonte potencial de proteina. A vasta literatura sobre as leveduras como fonte de
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proteina indica que sua produgdo é praticada ha muitas décadas, da mesma
forma que seu uso também tem sido estudado, havendo inumeros artigos
cientificos e capitulos de livros que confirmam seu potencial e apresentam
estudos de viabilidade econémica, sempre se referindo a produgéo de levedura
como produto principal do empreendimento, com grau alimenticio para consumo
humano ou como complemento de ragdo animal. Algumas dessas fontes
mencionam a fabricag¢do industrial, para uso direto como componente de ragao
animal ou como matéria prima para obtencdo de derivados para o setor
farmacéutico e alimenticio. As espécies Saccharomyces cerevisiae, Candida utilis
(conhecida também como "torula") e Kluyveromyces fragilis sdo as mais
difundidas, e quando obtidas a partir de substratos geralmente agucarados (e nao
de residuos ou subprodutos industriais), sdo liberadas para aplicagbes em
alimentos.

Considerando-se as condigbes peculiares da produgédo de alcool no Brasil,
com a fermentagdo alcodlica de aglcares do caldo de cana ou do melago
proveniente da fabricagdo do agucar, a “sangria” ou o simples desvio de parte da
biomassa de levedura, sem prejuizo a produgao de alcool, constitui-se um caso

isolado de viabilidade de produgéo de proteina unicelular.

Deste modo a industria sucroalcooleira brasileira tem colocado no mercado
um produto denominado de "levedura seca", que consiste da retirada ("sangria")
de cerca de 20% das células do processo de fermentagdo, na forma de uma
suspensdo de células separadas na centrifugagdo do vinho, seguindo-se sua
lavagem e centrifugagdo, desalcoolizagdo, termélise e secagem. E evidente que
se trata de um produto com processamento minimo, cuja origem € a fermentagao
de caldo de cana e melago, em condigbes ndo estéreis e portanto com os
contaminantes bacterianos préprios da fermentagao alcodlica (bactérias lacticas
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predominantemente). Impurezas do caldo de cana e do processo também estarao
presentes, em maior ou menor grau, dependendo se o mosto provém de caldo
clarificado, e da realizagso e eficiéncia da(s) lavagem(s) das células de levedura.
Uma pratica que pode contribuir para uma maior pureza da levedura seca, é
instalar meios de realizar a sangria ou corte do leite de levedura quando se est3
centrifugando o vinho de maior pureza, evitando o fundo de dorna. Como se
trata de um subproduto de extracdo, pouco ou nenhum desenvolvimento &
incorporado ao processo de fermentacdo com vista final para a qualidade da
levedura seca a ser obtida.

Em termos nacionais o potencial de producdo de levedura seca de
fermentacéo alcodlica pode garantir uma ampla oferta desse produto de modo a
interessar decisivamente as empresas, principalmente aquelas de ragao animal,
no desenvolvimento de produtos contendo levedura seca.

Todavia, embora o valor nutricional da proteina da levedura seja
considerado adequado e comparavel ao de outras fontes de uso convencional, é
preciso lembrar que ndo se encontra numa forma totalmente disponivel nas
células intactas da levedura. A parede celular, composta de material
polissacaridico que representa ao redor de 30% do peso da célula, ndo é
digerivel, o que reduz a biodigestibilidade das proteinas. Além disso, no material
obtido de células rompidas é relatada a presenca de substancias fisiologicamente
ativas e alergénicas, além de elevada concentracao de acidos nucléicos (RNA).
As células intactas também ndo oferecem atributos de qualidade como aroma,
cor, sabor e textura, e suas propriedades funcionais também nao sio atrativas.
Tudo isto significa que as células de levedura certamente precisam ser
submetidas a processamentos adequados, para que possam ser extraidos seus
componentes, e transformados ou modificados, para o efetivo aproveitamento de
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suas propriedades alimenticias e funcionais no preparo de alimentos. Se o
objetivo é fazer uso de propriedades funcionais das proteinas, ou se &€ 0 uso
meramente nutricional para seres humanos ou animais, serdo distintas as
caracteristicas secundarias importantes a selecionar em leveduras fermentativas,
principalmente em relagdo a parede celular, &cidos nucléicos (RNA),
ribonucleases endégenas e proteases endogenas.

O teor de proteina é o referencial mais importante no estabelecimento do
preco e na comercializagao da levedura seca de fermentagéo alcodlica. Esse teor
tem variado, em leveduras secas comercializadas, numa faixa ampla de 28-45 %.
Essa variacdo pode ser atribuida a diversos fatores como a linhagem da levedura,
composicdo do meio de fermentagdo, impurezas presentes no meio de
fermentagdo e no leite de levedura centrifugado, métodos e cuidados na
secagem da levedura, entre outros. Por outro lado, toda atengao e interesse
no uso de levedura seca esta dirigido unicamente para o seu teor de proteina e
conteldo em aminoacidos. Nos estudos de nutricdo animal ha pouca referéncia
ao conteitdo e acdo de outros componentes como vitaminas, minerais,

polissacarideos e agucares simples, entre outros.

Sem divida, o setor sucroalcooleiro tem empresas que estao
amadurecendo em direcdo a necessidade de diversificagdao, e descobrindo
negécios adicionais de interesse direto de seus proprietarios ou acionistas, quer o
mercado do aglcar ou do etanol esteja lucrativo ou menos interessante. No que
concerne a levedura seca, no estagio atual a primeira questao a ser buscada €
uma conscientizagéo do préprio setor produtivo a respeito da qualidade de seu
produto e de suas condigdes especificas de comercializagao. Quanto & qualidade,
o que se observa é uma ampla variabilidade até mesmo no teor de seu
componente principal, a proteina, e ainda na cor e pureza do produto. Em relagao
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a comercializagdo, o que se observa é que sendo um produto sazonal ndo ha
acao dos produtores em manter um estoque regulador que permita manter e
selecionar clientes para fornecimento continuado e a precos compensadores.
Nestas condigbes, cada produtor tem desenvolvido agdes isoladas, havendo
usinas que investiram na melhoria do processamento a partir da suspensio de
células de levedura fornecida pela fermentagdo, como igualmente se
preocuparam em incorporar ao seu produto, ja diferenciado da média do mercado,
a garantia de fornecimento de uma cota minima mensal durante todo o ano.

Portanto, a consolidagao da otimizagcdo do processamento e da
uniformizagdo do produto com critérios minimos que sejam, considerando o
processo global desde o preparo do mosto para a fermentacao alcodlica, é o
ponto de partida para demonstrar aos consumidores o firme propésito de uma
parceria duradoura.

Neste contexto foi delineado o presente trabalho com vistas a contribuir
com resultados e indicagbes relativas a producdao de levedura seca de
fermentacéo alcodlica.

O objetivo deste trabalho é de verificar a questdo basica do teor de
proteina das células de levedura, amostradas em unidades industriais de
producao de alcool, conhecer seu teor em proteina e a variabilidade entre as
cepas amostradas, a influéncia do nitrogénio protéico do substrato no
desempenho fermentativo e teor de proteina da célula, o papel da pés-
fermentacdo dos agucares de reserva (fermentagdo endégena) principalmente
quanto a quantidade de proteina obtida (massa celular e teor protéico), e
avaliacdo preliminar da evolugdo do teor de proteina em ciclos fermentativos
sucessivos, em laboratério.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. ASPECTOS GERAIS

O uso de fontes protéicas ndo convencionais na indistria de alimentagao
animal tem crescido a cada ano que passa, pela possibilidade de substitui¢ao de
componentes das ragdes, com vistas a obtencdo de um produto de menor custo
(Furco, 1996).

Dentre as fontes que podem substituir os suplementos protéicos
convencionais, pode-se citar as algas, as bactérias, os fungos e as leveduras. O
uso destes microrganismos na alimentacdo humana e animal deve-se
principalmente & possibilidade de cultivo em varios substratos, a alta velocidade
de crescimento e também ao seu elevado contetdo protéico (Butolo, 1996).

Dos microrganismos citados acima pode-se destacar o uso da proteina
celular de levedura, em especial a Saccharomyces cerevisiae, principalmente no
caso do Brasil, 0 maior produtor mundial de alcool (Butolo, 1996 e Furco, 1996).

A producdo de levedura seca tem sido muito usada em destilarias de
alcool. A Usina Sao Martinho, por exemplo, uma das maiores unidades produtoras
do mundo, produz aproximadamente 2,0 milhdes de litros de alcool/dia, tendo
portanto potencial para gerar 40 toneladas de levedura seca/dia (Furco, 1996).
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2.2. COMPOSIGAO QUIMICA DA BIOMASSA DE LEVEDURA

Embora a composigao quimica da levedura seja amplamente afetada pelas
condigoes quimicas e fisicas do meio de crescimento, pela espécie e idade da
cultura e pela taxa de crescimento, as caracteristicas basicas da biomassa de
levedura seca podem ser resumidas como tendo: alto teor de proteina, alto
conteldo de acidos nucléicos, baixo conteldo de lipidios, alto contetido de
cinzas, conteudo moderado de carboidratos e alto conteido de vitaminas
(Desmont, 1968; Aiba et al., 1971 e Haldsz & Lasztity, 1991). Dentre os fatores
acima citados, o substrato utilizado é o mais importante, afetando tanto a taxa de
crescimento como a composigado, principalmente em proteinas e lipidios ( Hse,
1961 e Vananuvat & Kinsella, 1975). Além disso no processo de recuperacao da
levedura, as lavagens sucessivas com agua, para eliminar as impurezas do leite
de levedo ou do residuo de fundo de dorna, podem acarretar significativas
variagdes na composicdo da levedura. Salgado (1976) observou um aumento de
33 para 42 % de proteina bruta, como resultado de quatro lavagens: no entanto,
foram observadas perdas de matéria seca, proteinas e minerais do material

original.

Leveduras de panificagdo apresentam cerca de 25 % de matéria seca
(Suomalainen & Oura, 1971), dos quais cerca de 10 % é representado pela
trealose, 12 % pelo glicogénio, 8 % pela glucana e 6 % pela manana
(Suomalainen & Pfaffli, 1961 e Amorim et al., 1994).

O teor de proteina bruta (Ntotal x 6,25) situa-se entre 40 e 56 % da
matéria seca. Cerca de 80 % do nitrogénio encontra-se na forma de aminoacidos,

12 % na forma de acidos nucléicos, 8 % como aménia e quantidades menores na
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forma de lecitina, glutationa, acido adelinico, vitaminas e coenzimas (Peppler,
1970).

A Tabela 2.1 mostra a composigado quimica aproximada da levedura seca

de recuperagdo. O nivel protéico bruto nesta levedura esta em torno de 30%
(Myiada, 1978, Fialho et al., 1983, Lima, 1983 e Moreira, 1984).

TABELA 2.1 - Composigdo quimica aproximada de levedura seca de fermentagao

alcodlica.

Componentes Fontes
(%)

Myiada (1978) | Fialho et al. (1983) |Lima (1983)| Moreira (1984
Matéria Seca 90,70 93,90 92,44 96,40
Proteina 30.77 30,62 29,17 30,23
Aminoacidos 25.75 - 25,87 30,62
Lipidios 1,10 1,60 1,22 0,89
Fibra 0,13 235 0,79 0,72
Cinzas 9,81 9,82 11,81 14,43
Calcio 1,48 1,19 1,23 1.52

Faosforo 0,75 0,67 0,59 0,68

Fonte: Lahr Filho et al. (1996)

A composigéo quimica da levedura pode também ser alterada quando esta
é exposta a um processo de fermentagdo, sob condigdes de “stress”, ou seja, sob
a temperatura de 37°C, durante periodos de 12 horas, com agitacao constante e
na auséncia de uma fonte de carbono. Nestas condigbes as substancias de
reservas, principalmente os carboidratos acumulados durante a fermentagao, sao
metabolizados liberando energia para as atividades biologicas da célula e
formacdo de etanol (Lahr Filho et al., 1996).

A composigdo quimica bruta da biomassa de levedura é de 7,5-9,0 % de
N, 47-56 % de proteina (fator 6,25), 6-15 % de acidos nucléicos, 5,0-9,5 % de
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cinzas e 2-6 % de lipidios (Reed, 1982 e Kinsella, 1987). Dentre os
aminoacidos determinados em S. cerevisiae destacam-se lisina (8,43 %),
leucina (8,13 %), valina (6,67 %), arginina (5,35 %), treonina (5,20 %),
isoleucina (5,19 %), tirosina (4,87 %), fenilalanina (4,50 %) e outros como
histidina, cistina, metionina e triptofano (Reed, 1982).

Proteinas

O teor de proteina de Saccharomyces cerevisiae é elevado quando
comparado a outras fontes protéicas convencionais, sendo superior ao do trigo e
do leite e um pouco inferior ao do ovo e da carne (Mateles & Tannenbaum, 1968).
Do nitrogénio presente nas células microbianas, 70 a 80 % constituem estruturas
proteicas. De acordo com este mesmo autor, 8 a 13 % do nitrogénio s&o purinas,
4 % s&o piridinas e 0,5 % sao glucosaminas.

De acordo com vérios autores o teor de proteina da levedura varia entre
22 e 39 % em base seca (Teixeira, 1960; Kihlberg, 1972: Waslien, 1975 e Sarwar
et al., 1985). Olsen & Allermann (1987) citam teores de proteina na levedura
entre 55 e 60 %, Reed (1982) e Kinsella (1987) entre 47 - 56 %.

Nas células intactas de levedura as proteinas citoplasmaticas sollveis
(principalmente enzimas), as proteinas de ribossomas, e as proteinas ligadas a
membrana e parede celular, representam aproximadamente 40 , 40 e 20% da
proteina total, respectivamente. Com o rompimento da parede celular, uma parte
das proteinas citoplasmaticas & complexada com acidos nucléicos, e esta fracao
junto com a proteina dos ribosomas permite dizer que 50 a 60% da proteina
isolada de células de levedura com precipitagdo no ponto isoelétrico podem estar
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presentes como um complexo nucleoprotéico que por sua vez contém 10 a 15%
de acidos nucléicos (Kinsella, 1987).

Halasz & Lasztity (1991) confirmaram que o aumento no teor de
proteina celular e aumento na taxa de crescimento da levedura estao

geralmente associados com o aumento do teor de acido nucléico.

Acidos Nucléicos e Nucleotideos

O alto conteido de acidos nucléicos é tipico dos microrganismos. A
quantidade de &acidos nucléicos das leveduras é afetada por diferentes fatores,
mas percebe-se que o mais importante € a taxa de crescimento. Geralmente,
taxas mais altas de crescimento estdo associadas a conteidos maiores de acidos
nucléicos. Os acidos ribonucléicos (RNA) e desoxiribonucléicos (DNA) aparecem
em células de leveduras, mas a quantidade de RNA é maior. Quando comparadas
a outros microrganismos, a levedura mostra-se muito rica em RNA. A quantidade
de RNA pode alcangar 1/3 da proteina total e algumas vezes é 50 a 100 vezes
maior que a de DNA (Halasz & Lasztity, 1991).

A levedura da fermentacdo alcodlica de caldo de cana apresenta um
elevado nivel de nitrogénio ndo protéico constituido basicamente pelos acidos
nucléicos, que pode representar 10 - 15 % do nitrogénio total (Reed, 1982).

Carboidratos

O conteido de carboidratos na levedura de fermentagéo alcodlica varia
numa ampla faixa, dependendo das condi¢des de crescimento. Normalmente 1/5
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a 1/3 do material seco consiste de diferentes carboidratos. A maior parte dos
carboidratos estao presentes na forma de polissacarideos, enquanto os mono e
oligossacarideos estio em concentragdo mais baixa, com excecao da trealose
(Halasz & Lasztity, 1991).

Para Rose & Harrison (1970) os carboidratos representam 45 a 55 % do
peso da levedura, sendo representados em média por 33 % de trealose, 27 % de
glucanas, 21 % de mananas e 12 % de glicogénio.

Do ponto de vista morfologico os carboidratos das células de levedura
podem ser divididos em dois grupos: carboidratos intracelulares (citoplasmico) e
carboidratos da parede celular (Halasz & Lasztity, 1991).

Nas leveduras as reservas energéticas consistem basicamente de
carboidratos. As reservas de carboidratos sdo compostas quase que totalmente
por glicogénio e trealose. A levedura de panificagdo contém normalmente de 16 a
20 % de glicogénio e 6 a 10 % de trealose. A quantidade destes dois carboidratos
em levedura de cervejaria & menor. As condigdes de fermentacéo (aerébica ou
anaerodbica) e o estado metabélico das células sio os principais fatores que
influenciam o contetido de glicogénio. Abd Allah et al. (citados por Halasz &
Lasztity, 1991) investigando as reservas de carboidrato em diferentes cepas de
Saccharomyces cerevisiae, verificaram que o contetdo de glicogénio das células
desta levedura, alcangca seu ponto maximo ap6és 72 horas de fermentagédo. O
teor da trealose aumenta gradativamente e alcanga o maximo no final de 120
horas de fermentagdo. Os valores maximos observados de glicogénio e trealose

11
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foram de 21 e 10 %, respectivamente, enquanto os minimos foram de 0,82 e
1,39 %.

Lipidios

Os lipidios sdo representados principalmente por acidos graxos,
fosfolipidios (lecitina e cefalina) e esteréis (ergosterol) (Gambirasio, 1967). O teor
de lipidios em levedura seca de fermentagéo alcodlica varia entre 0,89 a 1,60 %,
conforme mostrado na Tabela 2.1.

A fragdo de lipidios é baixa e compreende aproximadamente proporgoes
iguais de trigliceridios e fosfolipidios. Os &cidos graxos s&o de cadeia longa,
saturados e insaturados de nimero par e impar de atomo de carbono (Kaneko et
al., 1976).

O contetido e a composicéo de lipidios é dependente das condigbes de
crescimento. O contetido total de lipidios das células de levedura aumenta com a
idade da cultura até a fase estacionaria de crescimento ser alcangada, e com o
esgotamento da glicose do meio, h4 um rapido decréscimo no contetido de
lipidios das células (Halasz & Lasztity, 1991).

Vitaminas

De um modo geral as leveduras sdo uma boa fonte vitaminica,
especialmente as vitaminas do complexo B (Halasz & Lastity, 1991).

Em estudos realizados por Teixeira (1960), Waslien (1975) e Sarwar et al.
(1985), foi observado que a levedura contém, em 100 g de material seco,

12
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aproximadamente 4 mg de tiamina (B;), 6 mg de riboflavina (B2), 4 mg de
piridoxina (Bs), 30 mg de niacina, 15 mg de &cido pantoténico, 3 mg de &cido
folico, 0,15 mg de biotina e 6 mg de cianocobalamina (By2), valores superiores

as necessidades diarias do ser humano (Marks, 1975).

A Tabela 2.2 mostra a composigdo em vitaminas de levedura seca de

fermentacgdo alcodlica.

TABELA 2.2 - Composicdo em vitaminas de levedura seca de fermentagéo

alcodlica.

Vitaminas Composicdo (mg/kg)
Tiamina 120-170
Riboflavina 47-52
Acido Pantoténico 80-85
Niacina 450-470
Piridoxina 45-47
Acido Félico 1221
Biotina 0,6-1,5

Fonte: Butolo (1996)

Cinzas

Os minerais estéo presentes nas leveduras na propor¢do de 4 a 7%. Os
teores de calcio e sbdio néo diferem muito daqueles dos alimentos tradicionais,
porém, os teores de potassio, fosforo e ferro sdo mais elevados. O enxofre

aparece na forma de sulfito (Cozzolino, 1982).

13
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2.3. PROPRIEDADES NUTRICIONAIS DA LEVEDURA

A composicdo em aminoacidos da proteina de levedura atende
basicamente ao padrdo de referéncia da FAO/WHO/ONU (1985), destacando-se
o fato de apresentar alto teor de lisina e teores adequados de treonina e
triptofano. Embora o perfil de aminoacidos néo seja comparavel a proteina de
origem animal, se iguala as melhores proteinas de origem vegetal como a de soja.
Nota-se contudo que o teor de treonina apresenta-se bem mais elevado na
proteina de levedura em relagéo ao isolado protéico de soja, e apesar dos valores
de histidina e triptofano apresentarem-se ligeiramente inferiores, atendem ao

padrao de referéncia da FAO.

Embora a levedura seja geralmente pesquisada como fonte de proteina,
ela também pode ser usada como suplemento vitaminico, pois & observado que
as vitaminas das leveduras tém, em quantidades equivalentes, efeitos mais

marcantes que as vitaminas sintéticas (Krider & Carrol, 1971).

Pezzato (1985) relata que a levedura seca pode ser usada em ragoes
animais para substituir outras fontes protéicas, especiaimente a soja e o milho, em
niveis de 10 até 15 %, lembrando que sua inclusao a niveis maiores pode causar

problemas nos animais.

Leveduras de panificagdo apresentam cerca de 25 % de matéria seca
(Suomalainen & Oura, 1971), dos quais cerca de 10 % é representado pela
trealose, 12 % pelo glicogénio, 8 % pela glucana e 6 % pela manana
(Suomalainen & Pfaffli, 1961 e Amorim et al., 1994).

14
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O teor de proteina bruta (Ntotal x 6,25) situa-se entre 40 e 56 % da
matéria seca. Cerca de 80 % do nitrogénio encontra-se na forma de aminoacidos,
12 % na forma de &cidos nucléicos, 8 % como amédnia e quantidades menores na
forma de lecitina, glutationa, acido adelinico, vitaminas e coenzimas (Peppler,
1970).

O uso direto das células de levedura para enriquecimento nutricional
ndo é recomendavel por existirem fatores que limitam o seu uso em alimentos
para humanos, dentre eles, pode-se destacar a resisténcia da parede celular &
acdo de enzimas digestivas, o que torna os componentes intracelulares
parcialmente disponiveis, e seu elevado teor de A&cidos nucléicos,
principalmente o acido ribonucléico-RNA (Pacheco, 1996). Por outro lado, os
componentes pertencentes ao complexo lipidico e vitaminico e outras
substancias encontradas nas células também s&o nutrientes importantes.

Ha uma grande preocupagdo em reduzir o contelido de RNA existente
na proteina para consumo. O &cido (rico é o produto final do metabolismo dos
acidos nucléicos, especialmente o RNA. Na digestdo os acidos nucléicos sio
despolimerizados por nucleases do suco pancreatico, formando os
nucleosideos. Os nucleosideos possuem bases nitrogenadas pirimidinicas
(citosina, uracilas, razoavelmente metabolizadas pelo homem) e purinicas
(adenina e guanina), sendo os compostos purinicos oxidados e desaminados a
acido urico, elevando assim sua concentragdo no plasma (Gutman & Yu, 1965
e Clifford & Story, 1976), j& que o homem nao tem a enzima uricase capz de
degradar esse acido.

O acido urico apresenta-se insolivel no pH fisiolégico e tende a se
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cristalizar, causando distarbios metabélicos, como a formagao de calculos renais
e deposigdo de acido urico nas articulages levando ao surgimento da doencga
chamada gota (Tusé, 1984). A ingestao diaria de 2 g de acidos nucléicos tem sido
bem tolerada por adultos, porém limita a ingestdo de levedura ao redor de
20 g/dia.

Sarwar et al (1985) citam que o Protein Advisory Group of the United
Nations System sugere que o limite de seguranga de ingestdo de acidos
nucléicos de fontes de proteina unicelular deve ser de 2 g por dia, e que os

acidos nucléicos totais na dieta humana nao devem exceder 4 g por dia.

Nos Estados Unidos, o Ministério da Salde e Educagado e Bem Estar,
padronizou o uso da levedura ou extrato de levedura para paes, bolos e roscas
entre 2-5 %. A biomassa protéica é recomendada como fonte adicional de
proteinas para enriquecimento de dietas, farinhas de cereais, proteinas vegetais,
preparo de sopas e temperos (Nobrega, 1985).

No caso da utilizacdo da proteina de levedura como unica fonte protéica
em experimentos de nutricdo animal ha a necessidade de se desfazer o complexo
RNA proteina (Pacheco, 1996).

A levedura da fermentagdo alcodlica apresenta um elevado nivel de
nitrogénio nao protéico constituido basicamente por acidos nucléicos e pode
representar 10 - 15 % do nitrogénio total. O fator 6,25 comumente usado para
calcular o teor de proteina a partir do nitrogénio, seria correto se aplicado a
proteina isolada porém nao em relagao a biomassa, podendo superestimar o valor
de proteina em 10 - 20 %. Em estudos de nutrigdo animal o uso simplificado do
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fator 6,25 pode resultar em amostras elaboradas com menor contelido de proteina
em relag@o ao tratamento controle (caseina), e portanto como resultado valores
mais baixos para o seu valor biolégico (Reed, 1982).

Segundo Sarwar et al. (1985) o fator de conversdo de nitrogénio para
proteina real foi calculado entre 562 a 5,81 (média de 5,73),
substancialmente menor que o fator usual de 6,25 usado para nitrogénio-
proteina. Esses mesmos autores reportam que os 4cidos nucléicos
nitrogenados constituem 12-16 % do nitrogénio total da levedura. Bressani e
Kihiberg (citados por Sarwar et al., 1985) concluiram que cerca de 20 % do
nitrogénio determinado pelo método Kjeldahl nao & nitrogénio protéico.

Para Reed & Nagodawithana (1991) o mais apropriado para estimar a
proteina pura da levedura através do método de Kjeldahl & multiplicar o nitrogénio
total pelo fator 5,5 com a finalidade de nao superestimar o seu valor. O uso geral
do fator de 6,25 para o célculo da proteina tem tido consequéncias indesejaveis,
uma vez que subestima o valor nutricional da proteina expresso como quociente
de eficiéncia protéica, pois se assume que os animais alimentados com a
proteina teste estdo consomindo valores maiores que o real.

2.4. FATORES QUE AFETAM A FERMENTACAO ALCOOLICA

Segundo Aiba et al. (1971) as condigdes do meio onde se alcanga uma
elevada massa celular pode nd@o ser, necessariamente, aquelas onde ocorre
produgdo maxima de algum metabdlito. A absorcdo e o metabolismo de
compostos nitrogenados por s. cerevisiae, depende ndo somente da linhagem e
sua condigdo fisiolégica, mas também das propriedades fisicas e quimicas do
meio.
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Temperatura

As baixas temperaturas (menor que 26 - 27°C) podem diminuir a
velocidade de fermentagdo, enquanto que as altas podem levar, em casos
extremos, & morte das células de levedura (Basso et al., 1996). Linhagens
mesofilicas de Saccharomyces cerevisiae crescem num intervalo entre 10 e 40°C,
estando sua temperatura étima entre 28 a 35°C (Jones et al., 1981).

Um ponto importante a destacar, em escala industrial, € a correlagao
positiva existente entre a temperatura do mosto e a contaminacéo bacteriana,
principalmente entre 30 e 40°C. Portanto, se a temperatura do mosto ultrapassa
30°C, o numero de bactérias aumentarad proporcionaimente ao aumento da
temperatura. Observagdes com linhagens isoladas das destilarias, tém indicado
que se a infec¢do for controlada em 10° bastonetes/mL, a uma temperatura de
37°C, pode-se conseguir uma diminuicdo na produgdo de biomassa e um

aumento no rendimento fermentativo sem esgotar a levedura (Basso et al., 1996).

A manutengao de células préxima a temperatura méaxima leva a alteragoes
bioquimicas nas mesmas. Tais alteragdes consistem no aumento da necessidade
de acidos graxos para manutengéo da rigidez da membrana (Porter & Ough,
1982), aumento acentuado na fragdo de nitrogénio soluvel em &cido
tricloroacético (Suomalainen & Pfaffli, 1961), maior sensibilidade ao etanol,
diminuices da atividade enzimatica e dos teores de proteina, RNA e DNA da
célula (Slapack et al., 1987).

Porter & Ough (1882) mostraram que a medida que a temperatura se eleva,
ha uma acentuada diminuicdo da capacidade respiratéria das leveduras, levando

ao aumento da taxa de fermentagao.
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Lewis & Kuiper (1972) demonstraram que Saccharomyces uvarum mantida
em suspensao com &gua a 40°C, ndo apresentou alteracdo na viabilidade.
Entretanto, a adi¢do de glicose ao meio provocou rapida queda na viabilidade
celular. Tal efeito, segundo estes autores, seria decorrente da alteragao da
membrana citoplasmatica por agdo combinada da temperatura e absorgso do
acgucar.

InvestigagGes correlacionando teor de trealose da célula e sua resisténcia
ao calor, sugerem que microrganismos termotolerantes produzem mais trealose
quando mantidos em temperatura alta, que atuaria como um mecanismo para
prevenir a desidratagdo, haver necessidade de aumentar a rigidez da membrana
(Crowe et al., 1979).

Exigéncias Nutricionais

Jorgensen (1959) ao discutir resultados de outros pesquisadores, relata
que o nitrogénio organico assimilado pelas leveduras alcodlicas sio aminoacidos,
amidas e peptideos de baixo peso molecular; o limite parece encontrar-se em 5 -
6 atomos de carbono por molécula. Também relata que os substratos naturais
(com nitrogénio organico) sao mais adequados 2 incorporagéo do nitrogénio que
os substratos amoniacais. Cita ainda que uma série de experimentos confirmam
que a superioridade de substratos naturais se deve a que neles sdo encontrados
uma mistura adequada de aminodacidos, que podem ser utilizados diretamente
pela levedura para a sintese de proteinas sem desaminagao previa. A levedura
em crescimento assimila diretamente cerca de 80 % do nitrogénio a partir de
aminoacidos. A maior parte dos 20 % restantes procede de aminoacidos
desaminados e a desaminagdo segue a rota proposta por F. Erlich, ou seja, os
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aminoacidos para serem utilizados pela levedura s&o primeiramente
transformados em um alcool superior € amoniaco e apenas uma pequena parte
seguiria a rota proposta por Stickland, da qual resultariam acido acético e amoniaco.

Segundo Basso et al. (1996) e Henschke & Jiranek (1994) a levedura €
capaz de utilizar muitos compostos nitrogenados tais como aminoacidos, pequenos
peptideos, bases nitrogenadas (purinicas e pirimidinicas), uréia, aménio,
utilizando-se de véarios sistemas de transporte para as diversas fontes. Henschke
& Jiranek (1994), citando outros autores, mostram que o pH o6timo para o
transporte de aménia é de 6,0 - 6,5 e chamam a ateng&o para que o pH do mosto
de fermentagdo é geraimente mais baixo.

A absorgdo da amdnio (NH4") ocorre as custas da saida de ions H*, com
gasto de energia e acidificagdo do meio externo. A uréia pode ser absorvida por
difus3do facilitada, ou seja, entra naturalmente na célula, quando seu teor no meio
é alto, sem que seja acionado o sistema dependente de energia. A permease
geral de amino4cidos garante a sua absor¢é@o pelos microrganismos na auséncia
de fons aménio, que inibem tal transporte, o que pode ser desejavel, uma vez que
certos aminoacidos sdo precursores de alcoois superiores (Basso et al., 1996).

O nitrogénio na forma amoniacal (NH4") & encontrado no mosto proveniente
do caldo de cana, e sua concentragdo influi sobre o brotamento e a taxa de
multiplicacdo da levedura, além de ser a porcentagem de levedo no vinho
diretamente relacionada com a concentragiio de NH,". Esta forma de nitrogénio na
cana é intermediéaria, pois o nitrato (NO3) absorvido do solo pela planta é reduzido
a nitrogénio amoniacal e entdo transformado em aminoacidos, proteinas, acidos
nucléicos e demais compostos nitrogenados (Basso et al., 1996).

A respeito da necessidade nutricional de leveduras Reed (1982) menciona

a importancia de vitaminas como a biotina, tiamina, ou outras, que devem ser
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supridas pelo meio de crescimento. Em experimentos laboratoriais isto &
geralmente feito com o uso de extrato de levedura. Para processos comerciais ha
necessidade de vitaminas e elementos minoritarios, que precisam adicionados na
forma de compostos minerais soldveis e vitaminas sintéticas, geralmente
suplementados com levedura ou extrato de levedura.

Destilarias com teor de NH," maior que 70 Ppm no mosto, com temperatura
controlada e sem perdas de células de leveduras na centrifuga, apresentam
problemas de excesso de levedura na dorna. Teores abaixo de 40 ppm
ocasionam fermentagéo lenta, baixo brotamento e baixo rendimento fermentativo,
pois em detrimento da produgdo de etanol a levedura acumula trealose; o teor
ideal encontra-se entre 40 e 70 ppm de NH,* (Basso et al., 1996).

Contudo, outros autores citam teores de N bastante mais elevados. Em
média o caldo de cana contém 200-600 ppm de nitrogénio, do qual cerca de
60 % esta presente como aménia e amino-compostos. Os compostos nio-
agucares presentes no caldo de cana compreendem amidas de aminoacidos
(como asparagina e glutamina), compostos de alto peso molecular (como
proteinas ou nao-agucares protéicos) e aminoacidos (Sharma & Johary, 1984).

O teor de nitrogénio total no caldo de cana de uma mesma variedade
cultivada em trés solos diferentes pode variar entre 230 e 730 mg N/L (Serra,
1973). Vasconcelos (1987) observou em mostos de varias destilarias do
estado de Alagoas os seguintes teores de nitrogénio: mosto de caldo, 160 a
810mg/L; mosto misto, 100 a 1070 mg/L; mosto de melago, 450 a 650 mg/L.

Pinotti (1991) verificou que no processo de decantagdo do caldo de
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cana ocorre uma redugdo média de 20,3 % de nitrogénio, ou seja, um caldo
com 414 ppm de nitrogénio resultou em um caldo clarificado com 344 ppm.

Cabezas et al. (1990) determinaram as diversas fragbes de
componentes nitrogenados no caldo de cana e no vinho resultante da
fermentagdo alcodlica e verificaram o uso e comportamento de algumas
dessas fracdes. Os resultados obtidos mostraram que o nitrogénio total de 582
ppm do caldo de cana era composto por 415 ppm (71 %) de nitrogénio soltvel
e 167 ppm (29 %) de nitrogénio insoluvel de origem protéica. O vinho
delevurado proveniente da fermentagéo alcodlica desse caldo apresentou 77
ppm (57 %) de nitrogénio soluvel e 58 ppm (43 %) de nitrogénio insoluvel,
perfazendo 135 ppm de nitrogénio total. O nitrogénio solivel & composto de
nitrogénio amino-soltivel e nitrogénio nao amino-soluvel. O caldo de cana
apresentava 95 ppm (16 %) de nitrogénio amino-soltvel e 320 ppm (55 %) de
nitrogénio nao-amino soluvel; no vinho delevurado esses componentes s&o,
respectivamente, 24 ppm (18 %) e 53 ppm (39 %). Desses resultados, e
utilizando is6topo de '°N, os autores concluiram que a biomassa celular
imobilizou 78 % do nitrogénio amoniacal, ficando a maior parte deste (72 %)
retida na fragdo de nitrogénio insolivel iminentemente protéica.

Pinotti (1991) pondera que nas etapas do processo de produgao de
alcool existem perdas significantes de nutrientes, notadamente de nitrogénio,
cuja perda ocorre principalmente na etapa de decantagao, requerendo que
muitas vezes a complementagéo com nitrogénio durante a fermentagao, o que
onera o custo final sem atingir o objetivo esperado, pois a levedura nao
assimila momentaneamente aquele nutriente, que € geralmente adicionado na
forma de uréia (46 % de N) ou de sulfato de aménia (21 % de N) . O autor

refere-se também ao fato de que a reprodug@o de Saccharomyces cerevisiae
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varia em fungao do nivel de nutrientes encontrados na matéria-prima, e que

dentre estes o nitrogénio é o que apresenta uma resposta significativa.

O teor de aminoacidos totais expressos em glicina % no caldo misto foi
de 2650 mg/ 100 g de sélidos e sua remocao na clarificagao variou entre 30 a
42 %, aproximadamente. A defecagéo simples reduziu em cerca de 24 % os
aminoacidos presentes, quando o pH do caldo misto era cerca de 7,0. A sulfo-
defecacdo (pré-sulfitagdo a pH 4,0) eliminou cerca de 42 %. Também foi
verificado que a maxima eliminagdo de aminoacidos no processo de
clarificagdo ocorreu quando o caldo misto foi complementado com P,0Os até
cerca de 400 ppm; valores menores de fésforo no caldo mostraram pequena
eliminagdo dos aminoacidos (Sharma & Johary, 1984).

Sharma & Johary (1984) verificaram ainda que a pré-caleagem do caldo
a pH 6,0-7,0 acarretou maior remogao de aminoacidos em relacao a caleagem
em pH 7,0-8,0. A maior remogdo de aminoacidos em pré-caleagem a pH 6,5
pode estar associada com a coagulagido de colbides nesse pH, e a
aminoacidos que tém seu ponto isoelétrico na faixa alcalina. Honig (1963) cita
que a solubilidade de muitos aminoacidos em meio alcalino, também pode
contribuir para sua baixa remogao em pH na faixa de 7,0 a 8,0.

A fracao coloidal do caldo de cana é constituida fundamentalmente por
proteinas e polissacarideos soluveis de alto peso molecular. As proteinas
representam a parte majoritaria da fragdo coloidal e também englobam
enzimas associadas a sintese e degradagdo das substancias coloidais
(Rodriguez et al., 1985).

Wiggins (1969) relata que na clarificagéo do caldo de cana, por meio de
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cal e aquecimento, algumas das proteinas se coagulam e se separam junto
com o lodo precipitado; todavia, outras permanecem em estado coloidal. Os
aminoacidos e suas amidas tendem a separar-se na forma de seus sais de
calcio, mas devido a serem pouco insoliveis, uma grande quantidade
permanece no caldo clarificado.

Burr & Takahashi (1955) estudaram as diversas fragdes de nitrogénio na
cana-de-aclcar e verificaram que a fragéo soluvel em alcool (80 % do nitrogénio
total) representa o nitrogénio definido como ‘mével” que inclui amdnia,
asparagina e glutamina.

Vasconcelos (1987) avaliou a complementagdo de nutrientes nitrogenados
e fosfatados sobre o rendimento da fermentagdo alcodlica, em condi¢coes
laboratoriais, determinando o teor alcoélico por ebuliometria e aglcares redutores
por método de reducdo do cobre de Lane-Eynon. O rendimento médio da
fermentagéo foi ao redor de 80 % sendo que a complementagédo com nitrogénio e
fésforo mostraram um efeito estatisticamente significativo, porém reduzido no
referido rendimento. O autor conclui que a dose de nitrogénio que maximiza a
eficiéncia da fermentacgéo é de cerca de 0,11 g de sulfato de aménio por litro de
mosto o que equivale a 23 mg de N por litro de mosto.

_ A acidez resultante da utilizagdo do sulfato de aménio, embora auxilie no
controle a contaminagao bacteriana (consequentemente, reduz as formagoes dos
4cidos latico e acético), causa estresse a levedura diminuindo sua viabilidade e
multiplicagao (Basso et al., 1996).
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Su et al. (1969) verificaram que quando a uréia é usada como Unica
fonte de nitrogénio a levedura produzida apresenta menor teor em proteina e
maior produgdo, se comparada com o sulfato de amdénia.

Abramov et al. (1994) enfatizam que a sintese de biomassa celular pela
levedura (S. cerevisiae) é significativamente dependente do contetido em
nitrogénio no meio de crescimento, uma vez que a proporgcao de compostos
nitrogenados na célula de levedura atinge 50 %. Reforgam o conhecimento de
que as células de levedura sintetizam todos os aminoacidos e proteinas a
partir de nitrogénio inorgénico e carbono organico, e também a partir de
produtos intermediarios da degradagdo de carboidratos formados durante a
fermentagao e respiragéo.

Etanol

As observagoes de autores como Paturau (1969) e Peppler (1979) além
de varios outros na literatura internacional, geralmente relatam a importancia
de elementos como o sédio, fésforo e outros, enfatizando sua importancia na
obtengéo de rendimentos adequados em etanol e elevado teor de proteina na
levedura.

O efeito inibidor do etanol esta intimamente relacionado a temperatura de
fermentacdao. Segundo S&-Correia & Van Uden (1983), a faixa de menor
resisténcia ao etanol para cepas usuais de Saccharomyces cerevisiae é de 13 a
27°C a 11 % (v/v) de etanol. A tolerancia ao alcool diminui para temperaturas
mais baixas que 13°C ou mais altas que 27°C, de forma que a inibicdo do
crescimento do microrganismo ocorre tanto em processos a baixa temperatura
(cervejas, champanhes), como em processos a alta temperatura (alcool

combustivel, vinho tinto).
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Luong (1984) observou que o etanol apresenta um efeito significativo
sobre a velocidade de crescimento celular em concentragées acima de 15 g/L e
que a concentragido de etanol maxima a partir da qual as células nao mais
cresciam era aproximadamente 100 g/L. Este autor também verificou que a
capacidade de producdo de etanol de Saccharomyces cerevisiae era
completamente inibida a uma concentragdo de 105 g/L de etanol.

2.5. TECNOLOGIA DA PRODUGAO DE LEVEDURA SECA DE FERMENTAGAO ALCOOLICA

A idéia de produzir uma ragdo com a levedura remanescente ou sangria
da fermentacdo alcodlica comegou a ser cogitada em 1978 quando o
engenheiro agrénomo Rui Fernando Pinotti, gerente industrial da Usina Santa

Luiza, iniciou as primeiras pesquisas com aquele objetivo (Pinotti, 1983).

Pinotti (1983) revela também que a levedura com 10,6 % de umidade,
obtida em processo industrial por sangria, apresentava 28,04 % de proteina.
Cita que se pode obter um minimo de 30 g de levedura seca por litro de alcool
produzido, numero este que é de 40 g/L na Usina Santa Luiza, sem alterar o
rendimento da fermentagéao alcodlica.

Mais recentemente Lahr Filho et al. (1996) relataram a adogé&o
generalizada da sangria do leite de levedura nas usinas (desvio de parte do leite
centrifugado do processo de fermentagéo alcodlica), apontando que sangrias da
ordem de 20 a 80 kg de levedura/m® de &lcool produzido nao acarretam prejuizos
no rendimento fermentativo. A pratica operacional tem indicado sangrias com
valores entre 20 a 30 kg de levedura/m® de alcool produzido.
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O processo inicia com a lavagem por centrifugagdo do leite de levedura
desviado. Esta operagdo tem por objetivo remover materiais estranhos e
recuperar parte do alcool que acompanha estes produtos. O leite de levedura
recuperado da lavagem é submetido a um processo de fermentagdo endégena.
Neste periodo as leveduras consomem as substéncias de reserva acumuladas na
célula transformando-as em alcool. Durante este processo se consegue que os
carboidratos armazenados, se convertam em etanol que posteriormente sera
recuperado. Havera também um aumento no teor de proteina da levedura seca
(Lahr Filho et al., 1996).

Estudos feitos no Centro de Tecnologia da Copersucar mostraram
aumentos do teor protéico de 25 % e recuperagdo de etanol de 112,5 kg
etanol/tonelada de levedura seca. A fermentacdo endégena provoca uma perda
de massa de levedura seca em torno de 20 %, porém os ganhos em teor protéico
e a recuperacao de etanol mostram que este tratamento € muito favoravel e deve
ser praticado visando maximizar o esgotamento das substancias de reserva (Lahr
Filho et al., 1996).

O leite de levedura resultante da operacgdo anterior € submetido a uma
deflegmagdo em coluna de destilagdo de pratos perfurados. Durante esta
destilagdo o etanol é recuperado no topo da coluna. A recuperagio do etanol
contido no leite de levedura € essencial para a viabilizacdo do processso de
secagem de levedura, pois recupera-se 1,0 litro de etanol por 3,0 kg de levedura

seca produzida para um vinho com 8,0°GL (Lahr Filho et al., 1996).

A deflegmacgao resulta simultaneamente num tratamento térmico com morte

das células e inativacdo das enzimas. A morte das células de levedura é
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necessaria para a utilizagdo da levedura seca na composigéo de ragoes animais,
principalmente ruminantes, devido ao fato da levedura competir por nutrientes
com os microrganismos do ramen do préprio animal. A permanéncia do leite por
aproximadamente 15 minutos a 105°C no fundo da coluna deflegmadora assegura
uma termélise eficiente (Lahr Filho et al., 1996).

Para minimizar os custos de energia durante a secagem da levedura, esta
deveria ser submetida previamente a um processo de concentragdo, para retirar
mecanicamente uma por¢do de agua do leite. Esta etapa € importante para
permitir que os secadores tenham aumentada sua capacidade e eficiéncia de
secagem (Lahr Filho et al., 1996).

O lodo de levedura pré-concentrado é submetido a um pré aquecimento em
trocadores de calor e imediatamente bombeado as unidades de secagem. As
unidades de pequeno e médio porte adotam geralmente o secador de tambor para
minimizar os investimentos, enquanto as unidades de maior capacidade se

inclinam ao uso do secador "spray-dryer" (Lahr Filho et al., 1996).

Revilla (1990) recomenda que o leite de levedura separado por
centrifugagdo a partir do mosto fermentado, deve ser lavado com agua e
centrifugado novamente. Com uma concentragédo de 11 % em base seca &
enviado ao tanque de termélise provido de uma camisa de vapor e pas
agitadoras, onde se mantém por um periodo de 15-30 minutos e entre 70-
85°C. Por fim se recomenda a secagem que leva a obtengdo de um produto
com 8 % de umidade. Lahr Filho et al. (1996) também mencionam a lavagem
do fermento como uma das operagdes a ser praticada.
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A quantidade exata de quanto se deve retirar de levedura do processo
depende das condigdes para multiplicagdo da levedura no vinho e das perdas nas
centrifugas. Acredita-se que se as perdas nas centrifugas mais a sangria
somarem mais de 5 %, provavelmente o rendimento fermentativo sers afetado,
pois quanto maior for a sangria (acima de 5%) menor sera o rendimento da
fermentagcéo. Em ensaios de laboratério, foram retirados 5 %, 10 %, 15 %, 20% de
levedo e, na maioria dos casos o abaixamento no rendimento fermentativo foi
pequeno, mas significativo (Basso et al., 1996).

Orelli et al.(1991) estudaram, em laboratério, a remogdo de 5 a 20 % de
células em experimentos com 7 ciclos fermentativos. Embora havendo declinio da
viabilidade celular no decorrer dos ciclos, foi demonstrado que quanto maior a
porcentagem de células removidas, menos acentuada foi aquela queda. Também
foi relatada queda no rendimento da fermentagao devido a sangria.

A consisténcia do leite de levedura obtido na centrifugacdo do vinho é de
grande importdncia para o bom andamento do processo de fermentacao.
Dependendo da regulagem adotada para as centrifugas pode-se ter leite com
concentragbes variando entre 8 a 16 % de sélidos, sendo que o ideal esta em
torno de 12 % de sélidos (Almeida, 1960).

Basso et al. (1996) discutem diversos aspectos e problemas interligados
com a quantidade de células de levedura da fermentagdo com a sangria das
mesmas. Nas condi¢des industriais a fermentagéo rapida é obtida devido a altas
concentragbes de indculo utilizadas. A recirculagdo da levedura permite a
manutencdo da alta concentragdo celular, sendo a maior eficiéncia obtida
decorrente de um menor consumo de aglcar utilizado para formagao de células.
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Mas o excesso de fermento na dorna (acima de 15-16 % em viv) esgota os
nutrientes e vitaminas, pois a competicdo pelo substrato € grande, havendo uma
deficiéncia na conversao do aglcar em alcool que diminui o rendimento, levando
a queda na viabilidade e aumento do tempo de fermentagdo. Em muitas
destilarias tem-se observado que, quanto maior a quantidade de fermento na
dorna, maior é o rendimento da fermentagdo. Esta correlacédo positiva deve-se ao
fato de que uma série de fatores que afetam a quantidade de fermento, também
afetam o rendimento, como por exemplo, altas temperaturas que causam infeccao
e floculagao do fermento, provocando grandes perdas de levedura, que por sua
vez causa abaixamento do rendimento fermentativo. O desempenho das
centrifugas, estd também relacionado as perdas e reposicdo das células, e
diminuicdo do rendimento fermentativo.

Contudo, afim de se obter o maximo rendimento, algumas destilarias,
recircular o maximo de fermento possivel, controlando também as centrifugas e
recirculando até as células de fundo de dorna. A partir de uma certa concentragao
de fermento nas dornas (14 a 15 %, v/v), a viabilidade celular decresce,
provavelmente devido a centrifuga recircular levedura viva e morta. Além disso ha
também uma maior recirculagdo de compostos toxicos eliminados pela propria
levedura, maior recirculagéo de vinho e, portanto, maior consumo de acidos que
interferem ndao somente na viabilidade, como também no tempo de fermentacéo,
aumentando-o e o que é pior, abaixando o rendimento fermentativo. Atualmente,
com as novas centrifugas, inclinagdo e distdncia entre pratos, maiores
rendimentos tém sido conseguidos com teores de 10 a 13 % de levedo na dorna,
e uma % de recirculagao entre 85 a 95 % (Basso et al., 1996).

Em escala de laboratério é possivel, remover 2,5 % do volume de fermento,

ao final de cada ciclo fermentativo sem comprometer o crescimento. Em escala
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industrial deve-se levar em conta o teor de potassio e principalmente o nitrogénio
amoniacal, pois quanto maior for a concentragdo destes elementos maior devera
ser a remogdo da levedura do processo, podendo chegar a mais de 15 %.
Entretanto, se o controle das centrifugas e da temperatura de fermentagéo nao
forem adequados, qualquer sangria afetara o rendimento. A diminuicdo no
rendimento vai depender da quantidade de fermento removido, podendo o
rendimento cair cerca de 3% com sangrias de 20 % do fermento. Portanto, a
porcentagem de sangria deve ser definida para cada condicao de trabalho
visando otimizar o rendimento as condigdes da destilaria em questédo (Basso et
al., 1996).

Rheiboldt et al. (1987) descrevem o processo de sangria e secagem de
levedura desenvolvido pelo Centro de Tecnologia Copersucar. A especificagdo do
produto final é: proteina bruta 32-38 %, umidade 8 %, cinzas 5 % e cor palha. A
sangria € preconizada na faixa de 15 a 60 kg de levedura seca/m® de etanol
produzido. A fase de desalcoolizagédo do fermento permite a recuperacio de um
litro de alcool por 3 kg de levedura seca produzida.

Para a obtencdo da levedura seca de boa qualidade e com elevado
rendimento Larh Filho et al. (1996) recomendam que a fermentagéo deve ser bem
conduzida, com eficientes controles de temperatura e tratamento do pé-de-cuba,
livre de infecgbes e/ou tendéncia a floculagdo. Deve-se usar caldo decantado
para o preparo do mosto, de modo a obter uma levedura seca de coloragao clara,
com cor palha, e menor teor de sais (cinzas) e fibra ( bagacilho), resultando
consequentemente em um maior teor percentual de proteina bruta. A utilizagao do
caldo decantado possibilita a centrifugagdo do fundo de doma, e o
aproveitamento da levedura nele contida. As perdas de levedura no vinho
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centrifugado devem ser minimizadas, necessitando portanto, uma centrifugagao
eficiente e/ou otimizagdo de suas condigdes operacionais. Estas duas Ultimas
praticas aumentam a massa de levedura disponivel para secagem (Lahr Filho et
al., 1996).

Labuza et al. (1972) pesquisaram a secagem da levedura por "spray-
drying" e tambores rotativos, verificando o efeito na viabilidade das células,
lixiviagdo de componentes celulares e funcionalidade do produto na fabricagao de
massas para pao. Verificaram também que a funcionalidade aumenta com a
temperatura. Isto € o oposto do que ocorre para a viabilidade celular, uma vez
que a taxa de mortalidade é de uma ordem de grandeza superior a 4 vezes a
velocidade de desnaturagédo protéica, ocorrendo no curto tempo de secagem
pequena mudanga na proteina. A taxa de desnaturagéo aumenta vagarosamente
com a temperatura, mas o tempo de exposicdo da proteina no estadio umido
diminui resultando numa melhoria na funcionalidade. Como conclusédo estes
autores apontam que a secagem por “spray-drying" causa menores danos
funcionais ao produto final, em relagao ao tambor rotativo.

2.6. CARBOIDRATOS DE RESERVA E FERMENTAGAO ENDOGENA

Basso & Amorim (1991) verificaram que o fermento, apés terminada a
fermentacdo alcodlica, pode gerar mais etanol as custas da mobilizacéo de
suas reservas (trealose) bem como de outros componentes até mesmo
estruturais. Apos esgotar as reservas de trealose o teor de nitrogénio da
célula de levedura pode aumentar em até 28 %, segue-se a autdlise das
células com conseqiiente perda de nitrogénio para o meio. A utilizagado das

reservas pode ser acelerada pelo aumento da temperatura.
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Reed (1982) cita que a levedura de cervejaria em suspensio e que nio
atinge um teor minimo de 40 % de proteina bruta, pode ser armazenada a 4°C
até que o metabolismo endégeno de carboidratos de reserva proporcione um
maior teor protéico. Enquanto a quantidade total de proteina nao se altera
durante a armazenagem, a sua porcentagem relativa nos sélidos celulares
aumenta. A 4°C e com um teor inicial de 40 % de proteina e 40 % de
carboidratos, a biomassa apresentou um aumento protéico de 13 % e redugao
de 40 % nos carboidratos, aproximadamente.

E conhecida a importancia da trealose para a manuten¢do da
viabilidade das leveduras (Suomalainen & Pfaffli, 1961) e também que durante
periodos de escassez de nutrientes a trealose desempenha papel fundamental
na sua viabilidade (Lillie & Pringle, 1980). Condigdes anaerébias provocam
reducdo na quantidade de trealose (Panek, 1975). Por outro lado, o acGmulo
de trealose foi também relacionado a deficiéncia em nitrogénio por Kuenzi &
Fiechter (1972) e Lillie & Pringle (1980).

Quando a glucose é metabolizada pela levedura o CO, total produzido é
menor que a quantidade teérica para uma completa respiragéo ou fermentagéo
do substrato. O déficit & devido em grande parte a assimilagao da glucose e
sua transformacdo tanto em carboidratos de reserva como o glicogénio e
trealose, como também em produtos finais como o glicerol, acido acético e
acido succinico (Berke & Rothstein, 1957). Quain (1988) mostra dados de
peso seco e peso especifico da levedura ao longo de uma fermentagdo. O
peso especifico diminui de cerca de 1,058 para 1,055 ap6s 12 h de
fermentacao.
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Basso & Amorim (1989a), em fermentagdes conduzidas em laboratério,
verificaram que a trealose e o glicogénio apresentam oscilagées durante o
transcorrer da fermentagdo, ocorrendo uma queda em ambas as reservas na
primeira hora de fermentagdo. Com o progredir da fermentagcdo ha uma
recuperagdo dos teores daquelas reservas, podendo a fermentagéo finalizar
com teores superiores aos iniciais. Foi também observado um paralelismo nas
variagoes dos teores de trealose e glicogénio, e que a queda dos teores de
ambas as reservas coincidem com a fase de maior velocidade de produgao de
etanol.

Com relagdo ao reciclo de células, em ensaio de laboratério, Basso &
Amorim (1989a) verificaram que até o terceiro ciclo fermentativo os teores de
trealose e glicogénio se mantiveram elevados, seguindo um paralelismo com a
viabilidade e peso do fermento. Do quarto ciclo em diante a queda na
viabilidade é acompanhada de diminuigdo nos teores das reservas,

especialmente de trealose.

Em experimento em laboratério Basso & Amorim (1989a) verificaram existir
uma queda abrupta nos teores de glicogénio e trealose apés uma hora de
fermentagéo, seguida de rapida recuperagéo atingindo os teores maximos apods 4
h de fermentagdo com subsequente declinio lento até as 24 h. A queda nos teores
dos carboidratos de reserva coincide com a ocasido de maior velocidade de
fermentagdo. Esses autors também verificaram que queda na viabilidade &
acompanhada de diminuigao dos teores das reservas, especialmente de trealose;
e que existe um paralelismo nas variagoes nos teores de glicogénio e trealose. Os
teores de trealose e glicogénio, nos ensaios variaram entre 3a 11 e 3a 9 g/100 g
de massa seca, respectivamente para aqueles agucares durante uma

fermentagdo de 24 h. Em outro experimento com 7 ciclos os teores desses
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agucares variaram, respectivamente, entre 13a 3 e 13 a 7,5 g/100 g massa seca
sendo que a tendéncia de redugdo se mostrou ao longo dos ciclos.

A viabilidade do fermento esta portanto relacionada com o seu conteludo de
trealose e nao de glicogénio. Nos experimentos com baixos teores de agucares de
reserva, o consumo destes se iniciou apés 8 h e praticamente completado em 24
h de fermentagdo endégena. A viabilidade manteve-se praticamente inalterada
até 24 h, e praticamente apresentou perda total apés 48 h. O nitrogénio no
fermento mostrou uma elevagcéo de 12 % em 8 h, atingindo 16 % em 24 h e
descendo ao nivel inicial em 48 h (Basso et al., 1993).

A fermentacdo enddgena da trealose e glicogénio da levedura foi
estudada por Basso et al. (1993) utilizando suspensdes de fermento coletadas
de uma fermenta¢do com 15 % de ART e incubadas a 40°C. Os resultados
mostraram que o teor alcodlico da suspensdo aumenta até um valor maximo,
caindo em seguida, ao mesmo tempo que as reservas de trealose e glicogénio
sao consumidas. Mas nesse processo pode ocorrer ressintese da trealose
numa fase intermediaria, as custas de outros constituintes celulares gue nao o
glicogénio. A viabilidade do fermento mostra tendéncia de queda inicialmente
lenta, mas se mostrando abrupta quando os teores de trealose caem abaixo de
0,2 %, mesmo com os teores de glicogénio ainda elevados (cerca de 7 %). O
teor de nitrogénio do fermento mostra igualmente uma tendéncia de
incremento, alcangando um valor maximo (com incrementos variando de 9 a
32 %), caindo em seguida em conseqiiéncia da autélise das células. Como
prenlncio da autélise & percebido um aumento aparente do teor de fermento
em suspensao, cComo se ocorresse um “entumescimento” das células. Calculos

estequiométricos mostram que o consumo de trealose e glicogénio respondem
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por 34 a 72 % do etanol produzido, sugerindo que outros constituintes da
célula também se transformam em alcool.

Suomalainen & Pfaffli (1961) confirmam que um alto teor de
carboidratos de reserva aumenta a resisténcia a autélise da levedura. Embora
seja conhecido que a trealose aparece em consideraveis quantidades e pode
constituir mais de 10 % da matéria seca da levedura de panificacdo comercial,
leveduras de cervejaria desenvolvidas em meio anaerébico contém apenas
pequenas quantidades de trealose.

Em ensaios de fermentagéo alcodlica em laboratério, Basso & Amorim
(1989b) verificaram que os teores de trealose sdao sempre mais elevados em
fermentacdes conduzidas a 40°C, do que a 35°C. Até 6 horas de fermentacéao
os teores de trealose foram maiores a 40°C mas apés 24 horas ocorreu
drastica reducado. Enquanto os teores de trealose se mostram elevados, a
viabilidade celular € mantida sem alteragées (93-95 %), mas apés 24 horas a
40°C é observada uma reducao drastica tanto nos teores de trealose quanto

na viabilidade que caiu a 15 %.

Grba et al. (1975) mostram que a temperatura de incubacéao da levedura
afeta a formacéo de trealose e glicogénio de modo completamente diferente. A
temperatura de 45°C mostrou ser 6tima para a sintese da trealose, sendo que
esta atingiu 20 % em levedura de panificagdo incubada em aerobiose; nesta
temperatura nao foi detectado glicogénio. A temperatura de 30°C se revelou
6tima porém para a formagéao de glicogénio.

Basso et al. (1993) verificaram que o tempo de fermentagdo enddégena
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em laboratério, para maxima produgao de etanol, se mostrou bem maior do
que aquele ja observado em condigbes industriais. Esta diferenga foi atribuida
ao fato dos fermentos industriais estarem submetidos a condigdes
estressantes e por conseguinte apresentarem menores teores de trealose. Os
autores reforcam a observagado que quanto maiores os teores das reservas
(trealose e glicogénio) maior a produgdo de etanol pela fermentagio
endoégena.

Outras observagoes destes mesmos autores foram as seguintes: - A
quantidade de etanol obtida pela fermentacdo das reservas de trealose,
glicogénio e outros constituintes celulares, pode atingir até 128 litros de
etanol por tonelada de fermento seco. Os picos de maior producdo de etanol
e de maior teor de nitrogénio no fermento ocorrem concomitantemente. E
finalmente, a acidificagao (pH 2,55 a 4,10) do meio nao resulta em aceleracao
do processo.

Trabalhando com suspensées de 56 a 73 % de fermento, Basso et al.
(1993) verificaram que a fermentagdo enddgena pode produzir mais etanol, as
custas das reservas de trealose e glicogénio, atingindo aproximadamente de 90 a
130 L de etanol/1000 kg de massa seca de fermento. Simultaneamente, ocorre um
incremento no teor de nitrogénio da célula, 13 a 32 %. A producédo de etanol é

proporcional a quantidade de carboidratos de reserva.

Esses autores realizaram ainda ensaios de fermentagdo enddgena com
suspensoes com 56 a 73 % de fermento, suspenso em vinho diluido (2,7 a 3,7 %
de etanol), a 40°C e monitorados por 72 h. Foram conduzidos experimentos com
fermentos com teores elevados (6,15 e 15,32 %) e baixos (1,43 a 2,00 e 4,40 a
485 %), respectivamente de trealose e glicogénio na matéria seca. No
experimento com altos teores de agucares de reserva, se a fermentagao
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enddégena se prolonga, ocorre autélise das células entre 24 a 48 h. O momento
adequado para o término da fermentagdo endégena seria instantes antes da
autdlise das células do fermento, monitorando a viabilidade celular. O consumo
de trealose e glicogénio &€ notado claramente a partir de 4 h de fermentagéo. O
teor de nitrogénio no fermento em 24 h de fermentagdo endégena elevou-se em
32 %, e a 48 h representou 13 % do inicial, mostrando uma queda que se acentua
até 72 h onde o teor de nitrogénio chegou a apenas 65 % do inicial. A viabilidade
se mostrou praticamente inalterada até 8 h, com queda acentuada a 24 h e com
viabilidade zero em 48 h.

Chester (1963) obteve dados em fermentagées de laboratério em
condigdes aerdbicas e anaerébicas e, mostrou que os carboidratos de reserva,
trealose e glicogénio, apresentam cerca de 40 % do peso seco de células em
anaerobiose em um periodo de 40 h; a 72 h os carboidratos de reserva foram
parcialmente utilizados ap6s toda a glucose do meio ter sido fermentada. Em
aerobiose menos de 10 % do peso seco da levedura foi de carboidratos de

reserva; a quantidade de trealose foi extremamente pequena.

Gutierrez (1990) conduzindo fermentagées em laboratério em meios
com 420 ppm de N na forma amoniacal, 420 ppm de N na forma de uréia, e
extrato de levedura nas quantidades de 2,5 e 5,0 gramas por litro de meio,
observou que meios com 5,0 g/L de extrato de levedura ocasionaram reducgao
no teor de trealose nas leveduras estudadas fato este também verificado por

outros autores.

38




REVISAO BIBLIOGRAFICA

2 7. MERCADO E QUALIDADE DA LEVEDURA SECA DE FERMENTAGAQO ALCOOLICA

A Copersucar comercializa a levedura seca especialmente para empresas
que formulam ragoes animais e a utilizam como fonte protéica e como
palatabilizante nos sais minerais. Normalmente, a mistura da levedura nas ragoes
animais pode variar de 6 a 20 % do peso final da ragao. A maioria dos produtores
de racoes prefere a levedura de cor clara e com granuiometria menor que 0,5 mm
(Lahr Filho et al.,1996).

Problemas como teor de proteina abaixo de 30 %, umidade acima de 10%,
bolor e empedramento podem ocorrer com as leveduras. Os baixos teores de
proteina na levedura tém sido causados, segunde alguns produtores, pela
nutrigdo deficiente na fermentagdo, bolore empedramento devido ao excesso de

umidade durante a armazenagem (Lahr Filho et al.,1996).

Estes mesmos autores destacam que a levedura é paga de acordo com

seu teor de proteina, € mostram dados comparativos da levedura e do farelo de
soja, lembrando que devido ao atrativo de palatibilidade da levedura em relagao

ao farelo de soja tem-S€ conseguido igualar os pregos :

o levedura: 30% proteina
« farelo de soja: 48% de proteina

o relagao 30/48: 0,625
» prego técnico: 62.5% do prego do farelo de soja

A levedura seca produzida diretamente do caldo de cana-de-agucar tem

sido bem aceita como componente das ragdes animais também no mercado
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externo. A Europa e o Extremo Oriente s&o as areas que absorvem maior volume
desse produto. Esse tipo de levedura contém tipicamente 45 % de proteina (Lahr
Filho et al.,1996).

TABELA 2.3 - Especiﬁcagées Para Levedura Seca

Determinacao [ Especificacdo (%)
Umidade Max.: 120
Matéria Seca Min.. 88,0
Matéria Minera| Max.: 8.0
Nitrogénio Min: 40
Proteina Min.: 250
Fibra bruta Max.: 30

Fonte: Lahr Filho et al. (1996)

Reed (1982) aborda gz questao da presenca de hidrocarbonetos
paliciclicos, com reconhecida atividade carcinogénica, em leveduras de
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Provocam alteragées na solubilidade e distribuicdo das fragdes, fazendo com
que a fragao alcali soltvel aumente rapidamente e se torne a maior fracao.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. CEPAS UTILIZADAS

Para a condugdo dos testes foram selecionadas 12 cepas de levedura,
Saccharomyces cerevisiae, provenientes de unidades produtoras de alcool,
localizadas em 4 estados brasileiros. As leveduras presentes no vinho fermentado
foram isoladas, purificadas e mantidas em “slants”, cobertas por 6leo mineral
(nujol), sob refrigeracao, no banco de cepas do CPQBA/UNICAMP. A Tabela 3.1
relaciona as Usinas de onde foram coletadas as amostras de levedura, e fornece

informagdes sobre o tipo de processo de fermentagdo e a matéria-prima utilizada.

As amostras de vinho fermentado, contendo as leveduras estudadas neste
trabalho, foram coletadas nas Usinas de alcool, plaqueadas em meio diferencial
para leveduras (WLN - Wallerstein Laboratory Nutrient, DIFCO) e incubadas por 7
dias a 32°C, em estufa. As col6nias presentes em concentragbes maiores que 10°,
e que apresentaram diferencas morfolégicas entre si foram isoladas e purificadas,
e as cepas dominantes de cada usina selecionadas para condugdo deste
trabalho.

3.2. CONDUGAO DA FERMENTAGCAO

MEeio DE CULTIVO

Os experimentos foram conduzidos em frascos erlenmeyeres de 250 mL

com volume de meio sintético igual a 100 mL. A Tabela 3.2 mostra a composi¢ao
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do meio sintético. A concentracdo de glicose no meio sintético foi de 150 g/L , o
que equivale a 60 g/L de carbono. O nitrogénio do meio foi proveniente de duas
fontes: - a adicdo de 5 g/L de cloreto de aménio correspondente a 1,31 g /L de N
e, 0 extrato de levedura com um teor de 9,22 % N (57,6 g de proteina), utilizado
no preparo dos meios de fermentagao nas dosagens de 3,6 e 9 g/L, corresponde
a meios com 0,277, 0,553 e 0,830 g/L de N protéico, respectivamente. O teorde N
total nos meios com3,6e 9 g/L de extrato de levedura foi de 1,587, 1,863 e 2,140
g/L, respectivamente. A relagédo C/N (N total) aproximada para os tratamentos de
3, 6 e 9 g/L de extrato de levedura, foi respectivamente de 38, 32 e 28. A relagao
C/N (N protéico) aproximada foi de 216, 108 e 72, respectivamente. A
disponibilidade de nitrogénio inorgénico correspondeu a uma relagdgo C/N (N
inorgénico) de aproximadamente 46, de ordem a nao ser restritiva para a

demanda da levedura.

INOCULACAO

O inéculo foi preparado a partir da resuspensao dos “slants” de cada cepa,
obtendo-se uma suspensao de 60 mL de volume. O mosto foi inoculado com 10
mL dessa suspensdo e apés a inoculagdo o frasco foi pesado para saber a
quantidade de inéculo introduzida. O restante do indculo foi utilizado para analise
de massa seca. Os frascos inoculados foram incubados em shaker a 32°C, por 24
h e 150 rom. Apés 24 h de fermentagao os frascos foram novamente pesados e as

amostras coletadas para a realizagao das analises.

OBTENCAO DO BALANCO DE MASSA

Para obten¢do do balango de massa os frascos foram pesados vazios,

antes e depois da inoculagéo e, apés o término da fermentacao.
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TABELA 3.1- Relagdo das Usinas de A¢

Gcar ou Destilarias onde foram coletadas

amostras e isoladas as cepas de levedura dominante
Saccharomyces cerevisiae.
Unidades Tipo de Numero Materia- Safra Localidade
Processo de Prima
Estagios
Alvorada Continuo 5 Caldo + Mel | 1997/98 Arapora-MG
Barra Grande Batelada _ Caldo + Mel | 1997/98 Lengois
Alimentada Paulista-SP
Bonfim Batelada _ Caldo + Mel | 1994/95 | Guariba-SP
Alimentada
Clealco Continuo 4 Caldo + Mel 1996 Clementina-
SP
Diamante Continuo 4 Caldo + Mel | 1997/98 Jau-SP
Goiasa Batelada _ Caldo + Mel | 1997/98 Goiatuba-GO
Alimentada
Jales Machado Continuo 4 Caldo + Mel | 1997/98 Goianésia-
GO
Pedra Batelada _ Caldo + Mel | 1995/96 | Serrana-SP
Alimentada
Santa Cruz Continuo 5 Mel 1997/98 | Campos dos
Goitacazes-
RJ
Tavares- _ _ - - Piracicaba-
Amorim* SP
Unialco Batelada _ Caldo 1997/98 | Guararapes-
Alimentada SP
Vale do Batelada _ Caldo + Mel | 1995/96 | Morro Agudo-
Rosario Alimentada SP

*Levedura modificada geneticamente, origem: Banc

Bioquimica, da ESALQ/USP.

3.3. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Os ensaios foram conduzidos de modo a se obter:
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1. Avaliagdo dos parametros cinéticos e do teor de proteina das cepas de
levedura apds fermentagdo em meio padrdo sintéticos: caracterizagdo de
parametros fermentativos e teor de proteina das cepas, com agrupamento das
mesmas segundo seu teor protéico. Este experimento foi conduzido em meio

sintético com 6 g/L de extrato de levedura.

2. Avaliagao da relagédo C/N sobre o teor de proteina das cepas de levedura:
efeito da disponibilidade de fonte nitrogenada protéica no substrato de
fermentacdo, sobre parametros cinéticos das cepas e seu teor de proteina.
Nesse caso o experimento foi conduzido em meio sintético, com concentragées de

extrato de levedura de 3,6 e 9 g/L.

3. Avaliagdo do teor de proteina com o numero de ciclos de fermentagao:
comportamento das cepas quanto & variagdo do seu teor protéico apds o
reciclo de células em fermentagéo. Este experimento foi conduzido em meio

sintético com 6 g/L de extrato de levedura.

4. Avaliagdo do processo de enriquecimento de proteina (fermentagéo endégena)
na massa seca de levedura: efeito da fermentacdo endoégena sobre o teor de
proteina, massa celular seca e quantidade de proteina produzida pelas cepas.
Aqui também o experimento foi conduzido em meio sintético com 8 g/L de extrato

de levedura.

As informagdes gerais sobre as metodologias aplicadas nesses

experimentos sao apresentadas a seguir.
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A avaliacdo das cepas selecionadas dos processos industriais foi feita
através de parametros de producdo de etanol, massa celular e consumo de
agucar. A partir destes parametros foi obtida a Capacidade Fermentativa que
permite classificar as cepas em altas fermentativas (adequadas aos processos
fermentativos industriais), meédias fermentativas e baixas fermentativas

(inadequadas aos processos fermentativos industriais).

As cepas de levedura isoladas do vinho industrial fermentado foram
submetidas ao processo de fermentagcdo em laboratério, em meio de cultivo
sintético padréo, sempre nas mesmas condicbes de temperatura, pH, agitacao e

tempo de fermentacao.

O meio de cultivo basico utilizado para a fermentacdo das cepas, foi um

meio sintético cujos componentes estio apresentados na Tabela 3.2.

TABELA 3.2- Constituicdo do meio padréo sintético , utilizado como substrato

para fermentacéo.

Componentes Quantidades (g/L)

Glicose 150
Extrato de levedura 6
KH,PO, 5
NH,CI 5
MgS0..7H,0 1
KCI 1

H,O 1000

O teor de nitrogénio em meios sintéticos de fermentacédo utilizados por
diversos pesquisadores, varia em geral de 1,0 a 2,5 g de cloreto de aménio por
litro (Rousseau et al. (1992), Lee & Chang (1987) e Thatipamala et al. (1992).
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Outros autores como Rodrigues & Andrietta (1995) e Stroppa (1998), relatam a

cao de 5,0 g/L. O teor portanto varia entre 6.0 a 10,0 g/L entre os autores

utiliza

citados.

A Figura 3.1 mostra a seqiiéncia de operagoes realizadas e amostragens

para realizar as analises.

“glants” inoculados
(32 °C/24 h)
{

resuspensdo com agua destilada
(60 mL)
— analise de massa seca
inéculo (10 mL)
do meio de fermentagao
(100 mL)
L
meio inoculado
(32 °C/24 h a 150 rpm)
¥

vinho fermentado

i !

20 mL para centrifugacéo

25 mL para destilagéo
v v
alcool destilado sobrenadante precipitado
(vinho delevurado) (massa celular)
analise de etanol \
analise de ART analise de

massa celular seca

l

determinacgéo de proteina

FIGURA 3.1 - Sequéncia de operagdes realizadas e pontos de amostragem.
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3.4. METODOS ANALITICOS

3.4.1. Determinagao de Etanol

Inicialmente amostras de 25 mL de vinho fermentado foram submetidas a
destilacdo com arraste de vapor, em microdestilador, para separar o etanol e
outros componentes volateis. As amostras destiladas foram coletadas em balao
de 50 mL, para que todo o etanol presente na amostra fosse recolhido. Amostras
do destilado obtido foram tratadas com dicromato de potassio em meio acido.
Nesta reacdo o etanol é oxidado a &cido acético e a solugcdo adquire tonalidade
verde proporcional a concentragao de alcool na amostra. A absorbancia foi lida
em espectrofotdmetro e a concentragao de etanol calculada a partir de uma curva

de calibragéo.

Foi utilizado o método espectrofotométrico de dicromato de potassio, por
ser um metodo simples, rapido e capaz de ler com precisio teores de 0 3 20 % de
etanol em volume, utilizando quantidades minimas de reagentes (Duarte, 1994).
As solugbes de etanol para obtengdo da curva padréo foram preparadas em cinco
diferentes concentragées. Foram pipetados 5 mL de cada solugdo em tubos de
ensaio, onde eram acrescentados 2 mL de agua destilada e 2 mL de dicromato
de potassio (reagente de cor). Os tubos eram colocados em banho-maria a 60 °C
por 30 min, e em seguida resfriados até temperatura ambiente para a leitura de

absorbancia a 600 nm.
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3.4.2. Determinagdo da Massa Seca

Para a determinacdo da massa celular seca produzida foi utilizado o
método direto de secagem direta e pesagem do material produzido (Rodrigues &
Andrietta, 1995).

Amostras de 20 mL do vinho fermentado foram centrifugadas afim de
separar o sobrenadante do precipitado. O sobrenadante era guardado para
andlise de ART e o precipitado era lavado duas vezes com agua destilada, para
eliminar o acucar residual aderido as células da levedura. A lavagem foi sempre
cuidadosa para evitar a perda de massa. Apbs as lavagens a massa Umida
era transferida para placas previamente taradas e colocadas para secar em
estufa a 50°C por 24 h (tempo suficiente para chegar a peso constante) sendo a
seguir feita a pesagem das placas frias. O peso da massa seca era obtido pela
diferenca entre o peso final e 0 peso da placa vazia, sobre o volume de amostra
de vinho centrifugado, convertendo o valor final em gramas de massa por 100

gramas de vinho fermentado, através da densidade do vinho.

A determinacao da massa seca do inéculo foi feita numa aliquota de 10 mL

nas mesmas condigdes empregadas para o vinho fermentado.

3 4.3. Determinagao dos Agucares Redutores Totais

Para a determinagdo da glicose no mosto € no vinho fermentado foi
utilizado o kit preparado e comercializado pela Laborlab. O método baseia-se na
oxidagdo da glicose, reagao catalizada pela enzima glucose-oxidase e

peroxidase. Nessa reagao ocorre a reducao do reagente de cor (solugao de 4-
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aminofenazona e fenol) com desenvolvimento da cor rosa, proporcional a
concentragdo de glicose presente na amostra. A absorbancia era lida em
espectrofotdmetro e a concentragéo de glicose calculada a partir de uma curva de
calibragdo (Duarte, 1 994).

A curva padrao foi construida a partir de uma solugao estoque de glicose a
1 %. Da solugao estoque foram pipetadas aliquotas de 0,5; 1,0; 2.0 e 3,0 mL e
transferidas Para balbes de 10 mL, sendo assim obtidas solugées com
concentrages de 50, 100, 200 e 300 mg/100 mL. Com auxilio de uma pipeta
automatica, aliquotas de 0,1 mL das solugdes, eram transferidas para tubos de
ensaio e adicionados de 10 mL do reagente de cor.

As amostras eram colocadas em banho-maria a 37°C por 10 min., em
seguida resfriadas até temperatura ambiente e a absorbancia lida a 505 nm, em
espectrofotémetro.

As determinacées foram conduzidas transferindo-se 0,1 mL de vinho
fermentado delevurado para os tubos de ensaio e adicionando 10 mL do reagente
de cor.

A determinacao de agucar no mosto foi feita da mesma forma, pipetando 1
mL de mosto para 100 mL de agua destilada, em balao volumétrico.
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3.5. CAPACIDADE FERMENTATIVA

A metodologia usada para calcular a Capacidade Fermentativa foi aquela
estabelecida por Viegas (1999) e utilizando uma cepa isolada da Usina Clealco
como padrdo, por apresentar um comportamento médio dentre todas as
frequientemente empregadas noO processo das unidades brasileiras produtoras
de alcool. Todos os testes foram conduzidos juntos com a cepa padrao e em

triplicata, sempre nas mesmas condigoes.

PRODUCAO ESPECIFICA DE ETANOL (Yp/s): expressa a massa de etanol produzida
em relagao a massa de ART consumida (g de etanol/g de glicose consumida)
(Equagao 1). Este parametro fornece o potencial das cepas de levedura no que
diz respeito a eficiéncia fermentativa, ou seja, indica o maximo de rendimento em
etanol de uma cepa. Quando expressa em porcentagem em relaga@o a producao
estequiométrica de etanol a partir de glicose (0,5111 g de etanol por g de glicose
consumida), representa a Eficiéncia (EFIC) da cepa, refletindo o desempenho da
mesma entre o consumo de agucar para produgéo de etanol e para a produgao de

massa celular de levedura ou outros componentes (Equagao 2).

Yp/s = etanol produzido (1)
ART consumido

EFIC = Yp/sproduzido x 100 (2)

Yp/s teodrico
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PRODUCAO ESPECIFICA DE CELULAS (Yx/s): expressa a massa celular produzida em

relacdo a massa de ART consumida (Equagéo 3). Este parametro fornece 1
quantidade (g) de massa celular seca produzida por grama de acgucar consumido.

Yxis = massa celular seca produzida (3)

ART consumido

CONVERSAO DE ART (CONV): expressa a afinidade do microrganismo com o

acucar que ele consome para a produgao de etanol (Equacgao 4). Quanto maior
for a conversdo maior capacidade tera a cepa de crescer em concentragées
menores de aglcar que aquela em que foi determinada, mostrando também baixa
limitagdo pelo substrato, sendo Capaz de consumi-lo quase que totalmente,
evitando perdas de rendimento fermentativo devidas a concentragoes elevadas de
agucar residual no vinho.

CONV = ART entrada - ART saida x 100 (4)
ART entrada

ETANOL NO VINHO (ETOH vinho): a concentragao de etanol (%, m/m) no vinho, esta

relacionada e limitada a quantidade de agucar disponivel no mosto e, reflete o
desempenho da cepa considerando sua Eficiéncia e Conversao de Substrato
(Equacgéo 5). Quando expresso em porcentagem de etanol em relagéo a producao
estequiométrica de etanol a partir da glicose presente no mosto, representa o
Rendimento da Fermentacao (REND) (Equagio 6).

ETOH vinho = etanol produzido (5)

massa de vinho
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REND = ARTconsumido x Yp/s produzido x 100 (6)
ART entrada x Yp/s tedrico

A partir das produgoes especificas de etanol (Yp/s) e massa seca (Yx/s)
foram calculados os indices de Produtividade (PROD) e Velocidade de Consumo
de Substrato (VCS).

A Capacidade Fermentativa, conforme (Viegas, 1999), é dado pela formula
(Equagao 7):

CF=10xVYp;'S+2xVYx!s+5xVPROD+5xWCS (7)

Onde Vypls, Vyx's, VPROD e VVCS séo a variagdo percentual da cepa
teste (t) em relagao ao valor da cepa padrao (p) analisada no lote de frascos
(Equacao 8). Por exemplo:

Vyp/s = Yp/st-Yp/spX 100 (8)
Yp/s p

Produtividade (PROD): expressa a massa (g) de etanol produzida pelo volume (L)
de meio de fermentagao por unidade de tempo (h) (Equacao 9). Este parametro
permite determinar a velocidade de transformagédo do agicar em etanol. Quanto

maior for a produtividade melhor sera a levedura para 0 processo.

PROD = [ETOHprod x 100 9

massa de vinho x 24
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Velocidade de Consumo de Substrato (VCS): expressa a massa (g) de ART
————=c& U Lonsumo de Substrato

consumido pelo volume (L) de meio em fermentagdo por unidade de tempo (h)
(Equagéo 10). Este parametro fornece a velocidade com que a cepa de levedura
consome o agucar disponivel. Quanto maior for a velocidade de consumo de ART
mais adequada sera a Cepa para o processo industrial.

VCS = ARTcons x 100 (10)
massa mosto x 24

Convém ressaltar que no caso de produgao de células a variagao é dada
por Yx/s p - Yx/s t, uma vez que a maior produgido de massa celular pela cepa
teste em relagso a padrao, é uma caracteristica indesejavel.

Na férmula de calculo da Capacidade Fermentativa, Viegas (1999) atribuiu
pesos diferenciados para cada uma da variaveis, de acordo com a importancia de
cada uma delas no desempenho fermentativo da cepa. Assim, foram atribuidos
10;2: 5e 5 para as variaveis relativas a Yp/s, Yxis, Produtividade e Velocidade
de Consumo de Substrato.

A capacidade fermentativa indica o quanto a Ceépa se assemelha a cepa
padrao que é considerada uma boa cepa fermentativa, e quanto maijs préximo de
zero for o valor do CF, mais similares serdo; valores positivos indicam uma
Superioridade da cepa testada em relacdo a cepa padréo, e valores negativos
indicam inferioridade. Os valores de CF numa faixa de +30 a -50, sao
considerados para classificar ceépas como fermentativas e adequadas para o
Processo de fermentagdo. Para Viegas (1999) quando o valor de CF esta dentro
dessa faixa a cepa tem a mesma capacidade fermentativa que a cepa padrao.
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Segue abaixo os intervalos de Capacidade Fermentativa usadas para classificar

as cepas:
« Alta Capacidade Fermentativa: -50 a +50
« Média Capacidade Fermentativa: -50 a -100
« Baixa Capacidade Fermentativa: menor que -100

3 6. DETERMINAGAO DE PROTEINA NA MASSA DE LEVEDURA SECA

O método de Kjeldahl determina o nitrogénio contido na matéria organica,
incluindo o nitrogénio protéico e outros compostos nitrogenados nao-protéicos
como aminas, amidas, aminoacidos livres e nitrilas. Neste caso o resultado é
dado como nitrogénio total. Para obter-se o teor de proteina, 0 nitrogénio total
quando é predominante protéico pode ser corrigido pelo fator de conversao de
6,25.

O método de determinagéo de proteina constitui-se de 3 etapas. Na
primeira etapa é feita uma digestao rapida (5 min) de 0,29 da amostra,
com 10 mL de acido sulfdrico concentrado e 10 mL de agua oxigenada 50%, a
450°C, sem adi¢ao de nenhum sal coadjudante da digestao, num bloco digestor
Digesdahl, constituido por sistema de aquecimento de amostra individual e

condensador que impedia a perda do vapores formados durante a digestao.

Nessa fase as proteinas e os compostos nitrogenados séo decompostos e

forma-se o sulfato de amdnia.
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Proteina + H,S0, - (NH,):S0; + H,0 + CO,

O baldo com a amostra digerida é retirado do bloco digestor, resfriado até
a temperatura ambiente e o volume completado Para 100 mL, com agua destilada.

A segunda etapa envolve a destilagdo da amostra, onde 25 mL da
solugcédo acima é tratada com 20 mL de solugdo de hidréxido de sddio 50%. O
sulfato de aménia em Presenca de NaOH libera NH;, que é recolhido em 50 mL
de uma solugdo de acido bérico 2%, com indicador misto (AOAC, 1984). A
referida solucdo é obtida pela adigdo de 5 mL de solugcéo de vermelho de metila
0,1% e 25 mL de verde de bromocresol 0,1% (ambos em etanol absoluto), a 1 L
de solugéo de acido bérico 2 %.

(NH4)2804 + 2 NaOH - 2 NH3 + Na2804 + 2 H,0

HaBO3 + 3NH3 — (NH4)3BO:3

Na terceira e (ltima etapa é feita a titulacdo da solucdo acido bérico-
destilado, onde o NH3 da solugzo de H3BO; é titulado com H280, 0,1 N. O 4cido
sulfirico 0,1 N é padronizado com Na,CO,,

2 (NH4)3BO3 + 3 HzSO4 - 3 (NH4)2 804 +2 HsBO;a
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O nitrogénio protéico é calculado através da equagéo 11:

% PROT = (VH,SO4-V H,SO4bn) x 14,007 X N (H.SO,) x 10.000 x 6,25 (11)
25 mL x Peso amostra (mg)

Onde:

V H,S0, - volume de H,SO, gasto na titulagdo da amostra (mL)

V H2SO,4 br - volume de H,SO, gasto na titulagdo do branco (mL)

14,007 - peso molecular do nitrogénio

N(H2S0,) . normalidade do H.SO, usado para titular as amostras € 0 branco
10.000 - fator de corre¢éo de unidade

6,25 - fator de conversao para obtengéo do nitrogénio protéico

25 - volume de amostra para titulagao (mL)

Peso da amostra - quantidade (g) de massa celular de levedura seca

% PROT - porcentagem de proteina

3.7. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia (teste F) e
as médias comparadas pelo teste Tukey, adotando-se o nivel de significancia de

5 % para ambos 0s Casos.

A andlise dos resultados do experimento para Avaliacao dos Parametros
Cinéticos e do Teor de Proteina das cepas isoladas apés fermentagao em meio

sintético sem reciclo (item 4.1), foi realizado conforme o delineamento:
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Causas de Variacao Graus de Liberdade
Destilarias/Usinas (12) 11
Repeticées (3) 2
Residuo 22
Total (36) 35

Os resultados dos parametros avaliados (Yp/s, Yx/s, Etanol no vinho,
Conversao, Eficiéncia, Rendimento e Proteina na levedura seca) foram
submetidos a anilise de correlagéo linear.

A andlise de variancia de regressao polinomial (linear e quadratica) foi
empregada para avaliar os resultados do experimento de Avaliagdo da Relacédo

C/N sobre o Teor de Proteina das Cepas de Levedura (item 4.2), conforme o
delineamento:

Causas de Variacio Graus de Liberdade
Destilarias/Usinas 4) 3
Meios (3) 2
Repeticées (3) 2
Residuo 28
Total (36) 35

Os resultados também foram submetidos a analise de correlagao linear.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. AVALIAGAO DOS PARAMETROS CINETICOS E DO Teor DE PROTEINA DAS CEPAS
ISOLADAS APOS FERMENTAGAO EM MEIO PADRAO SINTETICO SEM RECICLO.

As leveduras dominantes isoladas de fermentagdes alcodlicas de 12
destilarias foram inoculadas em meio padrao  sintético (item 3.3) para
determinacédo de parametros fermentativos, e do teor de proteina na biomassa
seca recuperada. O objetivo foi o de conhecer os niveis de proteina e possiveis
diferengas entre as cepas dominantes dos processos e verificar a possibilidade
de associagdo com 0s seus parametros fermentativos. A Tabela 4.1 mostra as
médias (3 repeti¢des) dos parametros estudados: Produgdo Especifica de
Etanol (Yp/s), Producao Especifica de Células (Yx/s), Etanol no Vinho (ETOH
Vinho), Converséo de Substrato (CONV), Eficiéncia da levedura (EFIC),
Rendimento da fermentagédo (REND) e Proteina da levedura seca (PROT).

Na literatura nao foram encontradas informagdes sistematizadas sobre a
variagao do teor de proteina de cepas de levedura em fermentagao alcodlica.

Como os resultados mostraram diferencas no teor de proteina das cepas,
estas foram classificadas em quatro grupos: baixo, médio-baixo, médio-alto e

alto teor de proteina.

O teor de proteina das leveduras variou numa ampla faixa de 39 a 51 %.
As cepas na faixa de 39,0 a 42 .9 % de proteina formaram 0 grupo das leveduras
considerado com baixo teor de proteina; deste grupo fizeram parte as cepas das
Usinas Diamante e Pedra. As cepas das Usinas Bonfim, Unialco, Barra Grande
e Goiasa fizeram parte do grupo com teor médio-baixo de proteina, com valores

na faixa de 43,0 a 459 %. As cepas das Usinas Clealco, Santa Cruz e
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Alvorada compuseram o grupo de cepas de levedura com teor médio-alto de
proteina (46,0 a 48,9 %). Por ltimo foram agrupadas as cepas consideradas
com alto teor de proteina, no intervalo de 49,0 a 51,0 %; deste grupo fizeram
parte as leveduras das Usinas Jalles Machado, Vale do Rosario e linhagem
Tavares Amorim. Esta classificagdo teve como base uma analise estatistica,
conforme mostrado na Tabela 4.1

Os teores de proteina na levedura seca obtida de fermentagées
alcodlicas industriais mostram teores ao redor de 30 % (Myiada, 1978; Fialho et
al., 1983; Lima, 1983 e Moreira 1984). Estes teores sao menores que o valor
minimo de 39 % encontrado nas cepas com baixo teor protéico, devendo ser
lembrado que no caso de biomassa industrial esta & acompanhada de
impurezas diversas (bagacilho, terra e outras) que reduzem o teor relativo de
proteina. Salgado (1976) mostrou que a lavagem de amostras de levedura
proporciona um aumento de 33 Para 42 % no teor de proteina. Assim, é de se
€sSperar que em condigdes industriais as cepas estudadas fornecam biomassa
com valores inferiores de proteina, dependendo da pureza.

O teor de proteina mostrou correlacionar-se estatisticamente com
diversas variaveis, com nivel de significancia a 1,0 %, com diversas variaveis,
apresentando uma correlagio negativa com o Etanol no Vinho, Conversao e
Rendimento, conforme a Tabela 4.2,

60




RESULTADOS E DISCUSSAO

‘SEONUSPI SlUSWEDNISIe

oAneoiiubis oeu su
1s8 seipaul Wedlpul sienbl sesid| 9% G 8p eioueoiubls ap [9AIU Aoy | 81se L
"0, G 9P EBIOUBDLIUDIS Bp |BAIU (4 818

(%)
oedeuep op
GZ'l : 60'C ¥0'C oLl 9e'C GO'LL €0'C ajualol80)
100 - L0'0 100 100 100 su L0 4888
S0'ov i 6T €8 €1'88 clL'v6 LL'S 9¥0'0 0S¥'0 eipsiy
wlowy
.26'06 | vs2- | .€9'29 ,EV'Z8 ,/18'18 L E9'Y €v0'0 , 1270 SaleAe |
oLesoy
670G | 682~ | .22'G9 | . b1'S8 .69'9L ,08'v 8770°0 2q GEV'0 op sleA
opeUOEIA
. 28'6Y G+ | .¥¥'88 | ,.GL68 4 85 86 AN 8%0'0 8570 sajler
4 18'LY 8e- | /€98 | -lEILB ,6.'16 ., 0L'S /¥0'0 .19V'0 EPBIOAIY
.69'LY e+ | .2G'88 | 4 1868 4 9 86 soqe 90'9 0¥0'0 268670 Zni) Bjueg
,0C'LY 0 0878 | 4 1998 42 06 26 20506'G 0¥0'0 e EPP 0 0oo|es|D
LGP vy P+ | 7898 | 504898 -G6'66 4= 7€'9 G¥0'0 002 VPV 0 BSEI0D)
apueio)
,8E Pb L+ | 2€'28 4= 92 06 ,8.'96 00q 96'G 9v0'0 . LOP'0 eleg
2 9C ¥¥ 26~ | 4.06'G8 | 54=25 /8 €l 86 »28'S 8700 sl P¥ 0 oojeiun
55 05 'EF Go- | ,LL'08 | 22588 ,€¥'06 ,GS'S %00 4 EGV'0 wiyuog
X474 €5+ | €006 sl 18 4 61 86 amlC D /%00 9970 Bipad
./8'6€ 0z- | .€288 | -¥Z88 .00'001 wan £0 9 0500 AL sjuewelqd

(suod 1 yyb/eoes | (suod 1¥V b

(%) (%) (oyua Boo1/B) | Jeinjed essew B) jlouels B)

BUI8]01d 40 | an3y | ) 2143 | (%) ANOD | OUUIA HOLZ S/XA s/dA seda)

‘(QNTY) oedejuswie ep Ojuswipusy
(0yuIA HOL3) OUUIA OU [oUBIT ‘S/XA ‘S/A SioAgLeA sep (%)
o (9% ) |el0L OBSELBA 8p BlUdiole0) @ 4 2)s8) Op sodishelse o

‘(B08S BINPBA3|) BUIBJOId O (40) BABIUSWISS spepioede)

(9143) eden ep ewuanyl (ANOD) 0lensang 8p OESIBAUOY
keyn| @189} ojad selpaw ap ogdesedwiod
(seipew) siejuewiiadxe sopeynsay - L'y V138v.L

61



RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados estatisticos da correlacdo entre as variaveis (Tabela 4.2)
mostra o comportamento das mesmas. O Rendimento, incorpora as tendéncias
para Producao Especifica de Etanol, Etanol no Vinho e Conversao. Por outro
lado, a Producéo Especifica de Etanol ou a Eficiéncia também correlacionaram-
se com o Etanol no Vinho e Conversao, mas de forma independente do
Rendimento, uma vez que nao observou-se correlagéo entre Eficiéncia e
Rendimento. Finalmente, a producao de células (Yx/s) mostrou conforme

esperado, uma correlagdo negativa com o Etanol no Vinho.

As cepas Diamante e Pedra, do grupo das leveduras com baixo teor de
proteina, apresentaram capacidade fermentativa de -20 e +53, respectivamente,
0 que as classificam como altas fermentativas e adequadas para o processo
industrial (item 3.5). Estas cepas mostraram elevados rendimentos, com valor
medio de 89,13 %. Dentre todas as cepas estudadas, este foi o grupo que

apresentou alta conversao de substrato e elevados teores de etanol no vinho.

Vale a pena destacar que, dentre todas as cepas estudadas, a cepa da
Usina da Pedra foi a que apresentou o maior Rendimento (90,03 %) e uma das

mais elevadas Capacidades Fermentativas (+ 53).

Desta forma, o baixo teor de proteina nio impediu que a cepa da Usina

da Pedra se apresentasse como uma das melhores cepas fermentativas.

Analisando as cepas do segundo grupo, isto &, aquelas com teor médio-
baixo de proteina (43,0 a 45,9 %) observou-se que apresentaram Rendimento
entre 80,11 a 86,84, com valor médio de 85.06 %.
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As cepas das Usinas Bonfim e Unialco apresentaram capacidade
fermentativa de 82 e -52, respectivamente. Estes valores de capacidades
fermentativas, abaixo de - 50 séo considerados baixos, € permite classifica-las
como médias fermentativas. Para a Usina Bonfim, foi obtido um Rendimento de
80.1 % , e baixo teor de Etanol no Vinho de 5,55 g/100 g vinho . Para a cepa da
Destilaria Unialco, o rendimento foi de 859 % e Etanol no Vinho de 5,87 g

etanol/100 g vinho.

As cepas das Usinas Barra Grande e Goiasa mostraram capacidade
fermentativa de -12 e -4 podendo classifica-las como altas fermentativas. A da
Barra Grande apresentou uma elevada Eficiéncia, e a Goiasa elevada

Conversao e Etanol no vinho.

Com base nestas comparagdes pode-se dizer que nestas condicdes de
ensaio estas cepas do grupo de médio-baixo teor de proteina possuem
concentracdes similares de proteina e comportamento fermentativo bastante

diferente.

As cepas das Usinas Clealco, Santa Cruz e Alvorada foram classificadas
como médias-altas em teor de proteina apresentando rendimentos entre 84,78
a 88.52, com valor médio de 86,56 %.

As cepas do grupo de médio-alto teor de proteina celular apresentaram
um comportamento fermentativo mais homogéneo entre si que as cepas do
grupo de médio-baixo teor. Todas se classificaram como altas fermentativas,

segundo os valores de Capacidade Fermentativa.
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TABELA 4.2 - Resultados do Coeficiente de Correlagdo Linear ( r ) entre os
parametros, estatisticamente  significativos ao nivel de
significancia de 1 %, para as variaveis Produgdo Especifica de
Etanol (Yp/s), Produgdo Especifica de Células (Yx/s), Etanol no
Vinho, Conversdo de Substrato (CONV), Eficiéncia da Levedura
(EFIC), Rendimento da Fermentacdo (REND) e Proteina na
Levedura Seca (PROT).

Parametros Ypls Yx/s Etanol CONV EFIC REND PROT
Vinho
Ypl/s - ns 0,67 0,51 1,00 0,77 ns
Yx/s - ns ns ns ns ns
ETOH Vinho - 0,95 0,68 0,96 -0,52
CONV - 051 0,93 -0,60
EFIC - ns ns
REND - -0,57
PROT -

<t Ns: ndo significativo

As cepas das Usinas Jalles Machado, Vale do Rosario e a linhagem
Tavares-Amorim foram agrupadas dentro do grupo que possui o maior teor de
proteina (ao redor de 50 %). As cepas Vale do Rosario e a Tavares-Amorim
foram as piores, dentre todas as estudadas, quanto a Capacidade Fermentativa,
apresentando valores de -285 e -254, respectivamente, permitindo classifica-las
como baixas fermentativas e inadequadas para o processo industrial. O
Rendimento em etanol foi de 6527 a 67,63 %, respectivamente, com

rendimento médio de 66,45 %.

A cepa da Usina Jalles Machado apresentou uma Capacidade
Fermentativa de +54 considerada alta fermentativa e mostrou um

rendimento de 88,44 % e Etanol no Vinho de 6,37 g/100 g vinho o que a
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diferenciou totalmente das outras duas cepas deste grupo, além de mostrar
elevada produgédo de células. Esta é uma cepa boa para ser utilizada nas
Usinas com interesse de produzir levedura seca pois além de apresentar-se
como alta fermentativa é boa produtora de massa celular com elevado teor em

proteina.

A Tabela 4.3 mostra os resultados médios de rendimento, segundo 0S

teores de proteina.

TABELA 4.3 - Resultados médios de Rendimento da fermentagdo em fungao

dos teores de proteina nas cepas de levedura.

Teor de Proteina Rendimento Médio (%)
Baixo 89,13
Médio-Baixo 85,06
Médio-Alto 86,56
Alto 7348

A analise global dos resultados obtidos permite dizer que as cepas com
40 a 50 % de proteina apresentaram condigées de Capacidade Fermentativa
que recomendam seu USO industrial. No entanto, algumas cepas cujos teores
de proteina estavam acima de 50 % foram as unicas no experimento que
mostraram-se como de baixa capacidade fermentativa e inadequadas a um

processo fermentativo viavel.

Os resultados obtidos tambem mostraram que nas condigdes dos
ensaios © baixo teor de proteina da cepa ndo interferiu no
Rendimento e nas suas caracteristicas fermentativas. No caso das cepas ricas

em proteinas 0 mesmo n&o se pode dizer, ja que algumas dessas apresentaram
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péssimas caracteristicas fermentativas, indicando serem mais exigentes em
relagao aos nutrientes presentes no meio.
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4.2. AVALIAGAO DA RELACAO C/N SOBRE O DESEMPENHO FERMENTATIVO E TEOR DE PROTEINA
DAS CEPAS DE LEVEDURA

Este experimento foi realizado com o objetivo de determinar o efeito da relagao
CIN (carbono/nitrogénio) no teor de proteina da levedura e seu efeito sobre o

desenvolvimento fermentativo das cepas nos meios estudados.

Para condugéo deste experimento foram selecionadas, a partir da primeira etapa
deste trabalho (item 4.1), quatro cepas de levedura de acordo com o teor de proteina
que elas apresentaram. Do primeiro grupo foi selecionada a cepa da Usina Diamante,
representando aquelas com baixo teor de proteina. Do grupo com teor médio-baixo de
proteina a cepa da Usina Goiasa. A cepa da Usina Clealco representou 0 grupo das
cepas com teor meédio-alto e do grupo com alto teor de proteina foi selecionada a cepa

da Usina Vale do Rosario.

A selecdao das cepas dentro de cada grupo segundo o teor de proteina,
obedeceu a diferentes critérios. A cepa da Usina Diamante foi escolhida por apresentar
o mais baixo teor de proteina. A Goiasa, com médio-baixo teor de proteina, foi
selecionada por suas caracteristicas fermentativas e de producdo de células. A
Clealco, com médio-alto teor de proteina, € a cepa padrao. Por fim, a cepa da Usina
Vale do Rosario, com alto teor de proteina, foi escolhida como nao-fermentativa devido
a sua baixa Capacidade Fermentativa.

O meio de fermentagcdo foi preparado com diferentes relagdes C/N
(carbono/nitrogénio), mantendo fixa a concentragdo da fonte de carbono (glicose) e
variando a concentragio da fonte de nitrogénio protéico (extrato de levedura). O meio
padrao (Tabela 3.2) contém 6 g de extrato de levedura por litro. Assim, foram
preparados também tratamentos com 3e94gll.
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A produgdo de etanol pela levedura, em relagiio ao ART consumido, avaliada
pelo indice Yp/s e Eficiéncia, mostrou que a variagéo do teor de N-protéico no meio nao
causou alteragdo estatisticamente significativa nessas variaveis. Portanto, a produggo
de etanol ndo dependeu dos niveis de N-protéico no meio; individualmente, todas as
cepas também nao mostraram ser afetadas pelo N-protéico (Tabela 4.4).

A biomassa de células de levedura, avaliada pelo indice Yx/s, mostrou um
comportamento similar para todas as cepas com relaga@o ao teor de N-protéico no meio.
A quantidade (g) de células produzidas por grama de ART consumido aumenta com| o
aumento da adicdo de extrato de levedura (Figura 4.1). Para as cepas Diamante|e
Goiasa, de baixo e médio-baixo teor de proteina, o aumento de biomassa no meio com
9 g/L de extrato de levedura chegou a cerca de 60 % daquele com 3 g/L. Na Clealco
(teor médio-alto de proteina) e Vale do Rosario (teor alto de proteina) esse aumento foi
de cerca de 25 e 40 %, respectivamente. A interacao cepa x meio na cepa da Vale do
Rosario mostra que esta cepa atingiu Yx/s maximo com o tratamento de 6 g/L de N-
protéico, diferentemente das demais que o fizeram no meio com 9 g/L (Tabela 4.5).

BASSO et al. (1996) verificaram que a taxa de multiplicagdo da levedura e a
porcentagem de levedo no vinho, s3o influenciadas diretamente pelo teor de nitrogénio
amoniacal.

A concentracdo de etanol no vinho foi marcantemente influenciada pela
concentracéo de extrato de levedura no meio (Tabela 4.5 e Figura 4.2), sendo que o
etanol aumentou com a adicdo de extrato. Este comportamento & expresso pela
regressao quadratica (R= +1,00), estatisticamente significativa. Em substrato com 3 g/L
de extrato de levedura a concentragdo de etanol no vinho foi de 3,63 g/100g, podendo-
se observar que todas as cepas responderam com uma baixa atividade fermentativa, e
considerando a correlagéo positiva (= +0,77), estatisticamente significativa, com a
producdo especifica de células (Tabela 4.6), aquele comportamento pode ser atribuido
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a baixa quantidade de células presentes. A presenca de 6 e 9 g/L de extrato de
levedura elevou o etanol no vinho em praticamente 50 e 65%, respectivamente. Ainda
pode ser observado que a cepa Vale do Rosario, que se mostra com um menor
potencial de fermentagdo que as demais, apresentou um comportamento também
diferenciado, ou seja, respondeu com aumentos de etanol no vinho, com significancia
estatistica, até a dosagem de 9 g/L, mostrando que requer mais nitrogénio protéico que
as outras cepas. Todavia, mesmo em meio com 9 g/L esta cepa apresentou valor

menor de etanol no vinho em relagédo as demais cepas em meio com 6 g/L.

O indice Yx/s (Tabela 4.6) mostrou correlagdo direta com a Conversao de
Substrato (r = +0,74), e consequentemente com o Etanol no Vinho (r =+ 0,77),ecom 0
Rendimento (r = + 0,76). Estas variaveis também apresentaram regresséo linear ou
quadratica estatisticamente significativas, em fungao dos niveis de extrato de levedura
no substrato de fermentagéo. Da mesma forma, em fermentagdes industriais, BASSO et
al. (1996) haviam observado que quanto maior a quantidade de fermento na dorna,

maior é o rendimento da fermentacao.
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TABELA 4.4 - Resultados (Médias) de Meios, Cepas e Interacées Cepa x Meio e Meio
x Cepa, Valores do teste F e Coeficiente de Variagdo Total (%),
Coeficiente de Regressao (R) da Anadlise Polinomial (Linear e
Quadratica) e teste F para Producédo Especifica de Etanol (Yp/s) e
Eficiéncia da Levedura.
Cepas Diamante | Goiasa | Clealco | Vale do Média de
Rosario Meios
Meios Yp/s (g etanol/g ART consumido)
3 0,463 0,425 0,434 0,442 0,441
6 0,445 0,447 0,449 0,467 0,452
9 0,452 0,458 0,452 0,456 0,455
Média de Cepas 0,453 0,443 0,445 0,455
Coeficiente de Variagdo (%) 6.38
Teste F Cepa ns
Teste F Meio ns
Teste F (Regresséo) ns
Cepas Diamante | Goiasa | Clealco | Vale do Média de
Rosério Meios
Meios EFICIENCIA DA LEVEDURA
(g etanol/100 g ART consumido)
3 90,36 83,07 84,96 86,41 86,20
6 87,02 87,69 87,73 91,44 88,50
9 88,30 89,56 88,51 89,28 88,92
Méedia de Cepas 88,56 86,77 87,10 89,05
Coeficiente de Variacdo (%) 6.40
Teste F Cepa ns
Teste F Meio ns
Teste F (Regresséo) ns

& Comparagéo das médias de Meios, Cepas e Interagées CxM e Mx C pelo teste Tukey (5
% de significancia): letras em vermelho, comparagéo na horizontal e, em azul, na vertical.

% Niveis de significancia estatistica do teste F: 5 % ™. 1% (™) e 0,1% (***.

<1 ns: ndo significativo.
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TABELA 4.5 - Resultados (Médias) de Meios, Cepas € Interacées Cepa x Meio e Meio
x Cepa, Valores do teste F e Coeficiente de Variagdo Total (%),
Coeficiente de

Regressdo (R) da Analise Polinomial (Linear e

Quadratica) e teste F para Producao Especifica de Células (Yx/s).

Cepas Diamante | Goiasa | Clealco | Vale do Meédia de
Rosario Meios
Meios Yx/s(g massa celular seca/g ART consumido)
3 0040° |0,0417 ] 0,045® | 0,039™ 0,041°
6 0052~ |0,049™ [ 0,044 | 0,051% 0,049"
9 0064 | 0,065~ | 0,055~ | 0,055 0,060°
Média de Cepas 0,052 0,052 0,048 0,048
Coeficiente de Variagdo (%) 8.46
Teste F Cepa ns
Teste F Meio e
Teste F (Regresséo) e
Coeficiente de Regresséo +0,99***
Linear ( R)
Cepas Diamante | Goiasa | Clealco | Vale do Meédia de
Rosario Meios
Meios ETANOL NO VINHO (g etanol/100 g vinho)
3 346° | 3687 | 406" | 332" 3,63°
6 587= | 573~ | 562~ | 436" 540°
9 6.01% 6,11* | 603™ 582" 5,99°
Média de Cepas 511° 517° 5,24° 4,50’
Coeficiente de Variag&o 9,22
(%)
Teste F Cepa o
Teste F Meio o
Teste F (Regresséo) o
Coeficiente de Regressao +1,00**
Quadréatica (R)

< Comparagéo das médias de
% de significancia): letras em vermelho, compara
« Niveis de significancia estatistica do teste F: 5% ("), 1

% ns: ndo significativo.
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TABELA 4.6 - Resultados do Coeficiente de Correlagdo Linear ( r ) com nivel de
significancia de 0,1 %, entre as varidveis: Produgdo Especifica de
Etanol (Yp/s), Producéo Especifica de Células(Yx/s), Etanol no Vinho
Conversdo de Substrato (CONV), Eficiéncia da Levedura (EFIC),

Rendimento da Fermentagao (REND).

Parametros Yp/s _Yx/s  EtanolnoVinho CONV EFIC REND
Yp/s - ns ns ns 1,00 ns
Yx/s - 0,77 0,74 ns 0,76
Etanol no Vinho - 0,98 ns 1,00
CONV - ns 0,98
EFIC - ns
REND -

$1 Ns: ndo significativo.

0_'07, R s
¥ = 0,0032x + 0,031
R =+099***

o
93

/

YxIs (g massa celufar secalg glicose
consumida) -
2 o
S

o
B
W

8

FIGURA 4.1 - Producéo especifica de células (Yx/s) obtida nos meios com 3, 6e9gde

extrato de levedura por litro.
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FIGURA 4.2 - Etanol no vinho produzido nos meios com 3, 6 e 9 g de extrato de

levedura por litro.

Com relacdo a Conversdo de Substrato e Rendimento todas as cepas
apresentaram comportamento similar (Tabela 4.7 e Figuras 43 e 4.4). Em baixa
concentracido de N-protéico (3 g/L de extrato de levedura ) aqueles fatores sao
drasticamente reduzidos. As cepas com baixo, médio-baixo e médio-alto teores de
proteina, no meio com 6 g/L de extrato de levedura, mostrarm resultados
estatisticamente similares aos obtidos com 0 meio de 9 g/L. Na cepa com alto teor em
proteina (Vale do Rosario) aqueles fatores ainda se mostraram drasticamente
reduzidos no meio com 6 g/L de extrato de levedura, em relagéo ao meio com 9 g/L. A
cepa da Vale do Rosario de alto teor de proteina, diferenciou-se das demais
apresentando uma média estatisticamente reduzida em Conversao e Rendimento. O
Rendimento foi marcantemente influenciado pelo teor de N-protéico adicionado ao

substrato e também pela cepa de levedura. Em substrato com 3 g/L de extrato de
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levedura o Rendimento médio foi de 53,38 %, mostrando que baixos teores de N
protéico nao permitem atingir Rendimentos adequados em 24 h, periodo em que se
desenvolveu a fermentacéo.

Para as cepas com baixo, medio-baixo, médio-alto teor de proteina celular, 3
adicdo de 6 g/L de extrato de levedura permitiu obter aumentos estatisticamente
significativos no Rendimento, que atingiu uma média de 85,04 % para as cepas citadas
(Diamante, Goiasa e Clealco, respectivamente); a cepa da Vale do Rosario (alto teor
de proteina) também apresentou aumento estatisticamente significativo, atingindo
Rendimento de 61,65 %, bastante abaixo dos demais. Com a adigdo de 9 g/L de
extrato de levedura, as trés cepas - Diamante, Goiasa e Clealco, apresentaram uma
média de 88,79 %, sendo que os aumentos no Rendimento ndo foram estatisticamente
significativos; nessas condicées a cepa Vale do Rosario se elevou 85,66 %, com

significancia estatistica.

A cepa da Usina Vale do Rosario, que tem alto teor de proteina, mostrou que
mesmo a adicdo de 9 g / L de extrato de levedura nio proporciona condices ideais
para atingir em 24 horas de fermentagédo niveis de rendimento préximo a 89 % como as
demais cepas, mostrando ser, essa cepa mais exigente em N-protéico do que as
demais.

Vasconcelos (1987) trabalhando em laboratério com mosto de melago
complementado com nitrogénio inorganico, também verificou que o rendimento da

fermentacao & influenciado positivamente pelo teor de nitrogénio do mosto.

Observando as médias de meio de cultura do experimento, pode-se notar que
nos meios com baixa concentracao de extrato de levedura (3 g/L), apresentou muito
agucar residual para todas as cepas (baixa taxa de Conversido). Conforme se
aumentou a adicdo de extrato de levedura no meio (6e9g/L), observou-se um
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aumento na velocidade de consumo de agucar, ou seja, na Conversédo do Substrato
(Figura 4.3 ). As cepas das Usinas Diamante , Goiasa e Clealco que pertencem ao
grupo das cepas com teor baixo, médio-baixo e alto de proteina, respectivamente,
consumiram o agucar mais rapidamente a partir das adicées de 6 e 9 g de extrato de
levedura, isto &, a Conversao foi maior e assim diminuiu o agucar residual. Porém a
cepa da Usina Vale do Rosario, com alto teor de proteina em sua COMPpOosi¢ao,
aumentou gradativamente O consumo conforme o aumento da adigdo de extrato de
levedura, somente atingindo a Conversdo maxima com 9 g/L de extrato de levedura.
Estes dados confirmam a afirmagao de que as cepas com maior teor de proteina
exigem meios mais ricos em nitrogénio protéico, para fermentar, sendo portanto,
razoavel supor que o desempenho das cepas esta diretamente ligado a concentracao

de nitrogénio protéico no substrato.

TABELA 4.7 - Resultados (Médias) de Meios, Cepas e Interagdes Cepa X Meio e Meio
x Cepa, Valores do teste F e Coeficiente de Variagdo Total (%),
Coeficiente de Regressdo da Analise Polinomial (Linear e Quadratica) e
teste F para Converséo de Substrato ¢ Rendimento da Fermentagao.

Cepas Diamante Goiasa Clealco | Valedo | Médiade

| Rosario Meios

| Meios CONVERSAO DE SUBSTRATO (%)
3 5667 | 6501 | 69,88 | 56,83 1 62,10° |
6 9995 | 96,80~ | 94,98™ | 71,91 "1 9091°
9 99.99* 9998 | 99,99% | 9593% 98,97°

Meédia de Cepas 85,54 " 87.27° | 88,28° | 74.89°

[ Coeficiente de Variagdo (%) 933

| Teste F Cepa .

| Teste F Meio e

Teste F (Regressdo) o
Coeficiente de Regresséo + 1,00
| Quadratica (R)
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Continuacdo TABELA 4.7

Cepas Diamante | Goiasa | Clealco | Vale do Média de
Rosario Meios
Meios RENDIMENTO DA FERMENTACAO
(g etanoil/100 g ART mosto)
3 51,20" [54,00"[59,33°° | 4899~ 53,38°
6 86,80 |84,89™ | 8343 | 6561 80,18
9 88,33 |89,54* | 88,50 85,66 * 88,01°
Média de Cepas 7544° | 76,14° | 77,09° | 66.75°
Coeficiente de Variacdo (%) 8.78
Teste F Cepa Ex
Teste F Meio i
Teste F (Regressao) i
Coeficiente de Regressé&o + 1,00**
Quadrética (R)

% Comparagéo das médias de Meios, Cepas e Interagées CxM e M xC pelo teste Tukey (5
% de significancia): letras em vermelho, comparagdo na horizontal e, em azul, na vertical.
& Niveis de significancia estatistica do teste F- 5% ("), 1% (*) e 0,1% (***.

10 :
A y =-1,1528 + 19.978x + 12,54
100 R =+ 1,00
£ 20 / &
o
g & /
3 m-V
60 ——
a} ]

6 : o g
Meios (g/L de extrato de levedura)

W

FIGURA 4.3 - Conversao de substrato nos meios com 3, 6 e 9 g de extrato de levedura
por litro.
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FIGURA 4.4 - Rendimento obtido nos meios com 3, 6 e 9 g de extrato de levedura por

litro.

A Capacidade Fermentativa (CF) determinada entre todas as cepas e tendo
como padrdo a cepa da Clealco em meio com 6 g/L de extrato de levedura, variou
amplamente entre -390 e +24 (Tabela 4.8). Esses resultados também mostram que em
meios de cultura com 6 g/L de extrato de levedura, as cepas Diamante, Goiasa €
Clealco (baixo, médio-baixo e médio-alto teor de proteina, respectivamente)
apresentam um valor de CF que as classifica como de alta capacidade fermentativa. A
adicao de mais N-proteico (9g/L) praticamente ndo alterou a CF. Todavia, €&
conveniente lembrar que a Capacidade Fermentativa classifica a cepa em alita
fermentativa (CF entre - 50 a + 50), média fermentativa (entre -50 a -100) e baixa
fermentativa (menor que - 100). A reducao do N-protéico no substrato (3 g/L de
extrato de levedura) fez com que todas as cepas passassem a apresentar uma CF
drasticamente reduzida e classificando-as como de baixa capacidade fermentativa

nessa condicdo. A cepa da Usina Vale do Rosario, com alto teor de proteina, mostrou
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um comportamento diferenciado das demais. Esta cepa mesmo nos meios com 3 e 6
g/L de extrato de levedura é classificada como de baixa capacidade fermentativa e no
meio com 9 g/L é praticamente uma cepa de meédia capacidade fermentativa, indicanda

sua exigéncia em N-protéico para melhorar sua performance.

A importancia do nitrogénio em estimular a fermentagédo é distinta daquela de
estimular a produgdo de biomassa. A atividade fermentativa responde fortemente 3
presenga de nitrogénio enquanto que o mesmo ndo é observado na produgdo de
biomassa. Em concentragdes de nitrogénio abaixo de cerca de 140 mg/L, o
crescimento e a taxa de fermentagdo sao inadequados, enquanto acima de 400 mg/L.
ha forte estimulo da taxa de fermentacio, em proporcao acima daquela causada por
simplesmente estimular a produgdo de biomassa (Henschke & Jiranek, 1994). Os
mesmos autores citam dados que a disponibilidade minima de nitrogénio para um
crescimento adequado da levedura, é de 70 - 140 mg/L, para mostos com
concentragao inicial de aglcar de 180 - 260 g/L. Outros autores obtiveram taxas de
crescimento maximo em meios suplementados com 420 mg/L de nitrogénio amoniacal e
190 mg/L de acido glutamico. Em um experimento com excesso de nitrogénio, cerca
de 810 mg/L, a formag&o de biomassa foi estimulada entre 14 e 40 %, enquanto a taxa

de fermentagdo aumentou em 82 a 134 %,
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Os teores de proteina (Tabela 4.9 e Figura 4.5) das cepas desenvolvidas no

meio padrdo (6 g/L de extrato de levedura) mantiveram teores médios que confirmam a
sua classificagdo nos mesmos grupos, ou seja: Diamante, cepa com baixo teor dL
proteina (39,0 a 42,9 %); Goiasa, com médio-baixo teor em proteina (43,0 a 45,9 %);
Clealco, médio-alto (46,0 a 48,9 %) e; Vale do Rosério, com alto teor (49,0 2 51,0 %)!
Outro resultado a ser notado foi que a adigdo de 9 g/L de extrato de levedura tender
apresentar valores mais baixos de teor de proteina que os tratamentos com 3 e 6 g/L
com excegdo da cepa da Vale do Rosario que manteve um teor de proteina

praticamente constante qualquer que fosse a concentragéo de extrato de levedura.

A Produgcdo de Biomassa (g massa celular seca/kg de vinho), mostrou
(Tabela 4.9 e Figura 4.6) valores entre 0,32 a 0,92 g/kg de vinho para as diversas
cepas. O meio com 3 g/L de extrato de levedura ests associado a baixa produgéo de
biomassa, entre cerca de 0,32 a 045 g/L; no meio com 6 g/L a producao ficou entre
cerca de 0,51 a 0,72 g/kg de vinho e no meio com 9 g/L, entre cerca de 0,74 a 0,92 g/L.
Portanto, a adigdo de N-protéico mostrou um efeito direto e estatisticamente
significativo sobre a produgdo de biomassa, de todas as cepas, desde as de baixo até
as de alto teor de proteina, tal como mostrado na Tabela 4.10.

A presenca de maior concentracdo de N-protéico no substrato, com 9 g/L de
extrato de levedura, foi responsavel pelo aumento da Produgido de Biomassa, em
meédia, de 126,0 e 34,6 % em relagdo aos tratamentos com 3 e 6 g/L, respectivamente.
Assim, vé-se que a presenca de N-protéico em quantidades adequadas, é um fator de
extrema importancia para a multiplicacéo celular de levedura (Figura 4.6). Durante a
fase de crescimento da levedura, o nitrogénio é rapidamente assimilado, dando
suporte a altas taxas de crescimento e producdo de biomassa, e estimulando a
atividade fermentativa. O metabolismo do nitrogénio promove o crescimento,
essencialmente com o fornecimento de precursores para a sintese de proteinas e
acidos nucléicos (Henschke & Jiranek, 1994).
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TABELA 4.9 - Resultados (Médias) de Meios, Cepas € Interacdes Cepa x Meio e Meio
x Cepa, Valores do teste F e Coeficiente de Variagdo Total (%),

Coeficiente de Regressdo (R) da Analise  Polinomial (Linear e
Quadratica) e teste F para Proteina e Producgéo de Biomassa.
Cepas Diamante | Goiasa | Clealco | Valedo | Mediade
Rosario Meios
Meios PROTEINA (g proteina/100 g massa celular seca)
3 41427 | 4542™ [4580°" | 49,34" 45,50°
8 4148 | 4535™ | 4816™ | 49,94” 46,23°
9 40,38° | 42,72°° | 4333 | 49,55% 44,00°
Média de Cepas 41,09° 44507 | 4576° | 49,61°
Coeficiente de Variagao (%) 277
Teste F Cepa e
Teste F Meio bt
Teste F (Regresséo) ns
Cepas Diamante | Goiasa | Clealco | Vale do Media de
Rosario Meios
Meios PRODUCAQ DE BIOMASSA
(g massa celular seca/kg vinho)
3 0.328° 10,3867 | 0445~ 0,319 0,369°
6 0715® | 0,667 | 0,585™" 0,514 0,620°
9 0.897= | 0,916~ | 0785~ | 0,741" 0,835°
Média de Cepas 0,647 0656° | 0,605° 0,525
Coeficiente de Variagéo (%) 7.99
Teste F Cepa o
Teste F Meio o
Teste F (Regresséo) %
Coeficiente de Regressao + 0,99***
Linear (R)

< Comparagéo das médias de

% de significancia): letras em vermelho, compara
« Niveis de significancia estatistica do teste ol

& ns: nao significativo.

Meios, Cepas e Interagdes C xM e M x C pelo teste Tukey (5
¢éo na horizontal e, em azul, na vertical.
*), 1% (™) e 0,1 % ().
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FIGURA 4.5 - Teor de proteina nos meios com 3, 6 e 9 g de extrato de levedura por
litro.  Grafico indicativo do comportamento observado (analise de

regressao nao significativa).
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FIGURA 46 - Producao de biomassa nos meios com 3, 6 e 9 g de extrato de levedura

por litro.
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TABELA 4.10 - Efeito da adigao de N-protéico sobre a produgdo de biomassa, de

todas as cepas.

Extrato de Levedura (g/L) Produc&o de Biomassa Yx/s
(g massa celular secal/kg de vinho)
- 3 0,32a0,45 0,039 a 0,045
6 0,51a0,72 0,044 a 0,052
9 0,74a0,92 0,055 a 0,065

Finalmente, a Produgéo de Proteina (g proteina/kg de vinho) mostrou valores
variados entre 0,13 e 0,40 g/L (Tabela 4.11 e Figura 47). 0 meio com 3 g/L de
extrato de levedura produziu entre e 0,13 e 0,20 g/L; no meio com 6 g/L a produgao
ficou entre 0,25 e 0,30 g/L e no meio com 9 g/L entre 034 e 0,40 g/L. Ficou
portanto visivel a influéncia positiva do teor de N-protéico no substrato sobre a
quantidade de proteina produzida, em todas as cepas estudadas, desde as de baixo
até as de alto teor de proteina na célula, ja que o N-protéico, como ja se viu no
paragrafo anterior, aumentou significativamente a Produgao de Biomassa para todas as

cepas sem excegao.

Assim, seria recomendavel um experimento em maior escala empregando fontes
brutas comerciais de nitrogénio protéico, considerando a avaliagéo do teor dessa forma
de nitrogénio no mosto utilizado, e avaliando o efeito sob condicdes praticas de
Producdo de Biomassa celular, rendimento da fermentagao, fermentacao de
componentes secundarios e outros parametros, para averiguacgao e obtengao de mais

dados para uma avaliagao técnico-econémica.
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TABELA 4.11 - Resultados

x Cepa, Va
Coeficiente
Quadratica) e teste F para Producdo de Proteina.

(Médias) de Meios, Cepas e Interagdes Cepa x Meio e Meio
lores do teste F e Coeficiente de Variacdo Total
Polinomial (Linear &

de Regressdo (R) da Analise

(%),

i

Cepas Diamante Goiasa Clealco Vale do Meédia
Rosario de
Meios
Meios PRODUCAQ DE PROTEINA
(g proteina produzida/kg vinho)
3 0.1357> 10,1753 | 0.2039* 0,1574> [ 0,1681°
6 0,2966"" | 0,3027 " | 02817 | 02566 0,2844°
9 0:3623% 0,3915% | 0.3403™ 0,3671™ | 036537
Média de Cepas 0,2649" 0,2898" 0,2753" | 0,2604°
oeficiente de Variagao (%) 739
Teste F Cepa %
Teste F Meio s
Teste F (Regressao) W
Coeficiente de Regress3o + 0,99***

Quadratica (R )

& Comparacdo das médias de Meios, Cepas e Intera
vermelho, comparacéo
tistica do teste F: 5 % (

% de significancia): letras em
% Niveis de significancia esta

y = -0,002x° + 0,0565x + 0.0164

R=+099%

Produgdo de protefna ( g proteina
produzida/kg de vinho)

Meios (g/L de extrato de levedura)

¢oesCxM e MxC pelo teste Tukey (5
na horizontal e, em azul, na vertical.
1% (*)e 01% i

FIGURA 4.7 - Produgéo de proteina nos meios com 3, 6 e 9 g de extrato de levedura

por litro.
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e

4.3. AVALIAGAO DO TEOR DE PROTEINA COM O NUMERO DE CICLOS DE FERMENTACAO.

Este experimento foi realizado com o objetivo de determinar a variagado do teor
de proteina com o numero de ciclos em que a massa celular é reaproveitada como

inoculo.

Neste experimento utilizou-se as mesmas cepas selecionadas na fase anterior,
ou seja, as cepas da Usina Diamante (baixo teor de proteina), Usina Goiasa (meédio-
baixo teor de proteina), Usina Clealco (médio-alto teor de proteina) e Usina Vale do
Rosario (alto teor de proteina). Foram realizados nove ciclos de fermentacéo e no final

de cada um destes foram coletadas amostras para serem analisadas.

As cepas utilizadas foram inoculadas no meio de fermentagao padrao sintético e
incubadas em shaker a 32°C, por 22 h e 150 rpm. Completadas 22h os frascos de
erlenmeyeres foram retirados do shaker, pesados e de cada um deles foi retirada uma
amostra de 30 mL para determinagdo da massa seca, sendo os 80 mL restantes
centrifugados. Do sobrenadante, 40 mL foram coletados para a determinagao de etanol

e ART e o restante descartado. O precipitado foi utilizado como inéculo do 2° ciclo.

As células resultantes do 1° ciclo foram resuspensas com O proprio meio de
fermentacao do 2° ciclo, pesando-se o frasco de erlenmeyer. Este trabalho de
centrifugagéo, coleta de amostra e inoculagdo do novo ciclo foi realizado em 2 h,
completando 24 h do 1° ciclo. Novamente as células de levedura foram submetidas a
fermentacgdo, sendo assim iniciado o 2° ciclo. Este ciclo e os demais até o ultimo,
duraram 12 h cada um, sendo 10 h para incubagao em shaker e 2 h de manipulagéo. A
reducao do periodo de fermentacao foi feita a partir do 2° ciclo devido a maior massa

de inéculo utilizada no estudo.
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Neste experimento foi usado no meio de fermentagao 4 ppm de antibidtice

A4

(Penicilina), em funcdo da manipulagdo nao estéril no reciclo do fermento, visando

evitar o crescimento de bactérias que poderiam interferir nos resultados.

A evolugdo do teor de proteina das quatro cepas em estudo mostraram um
Ccomportamento similar, com reducéo do 1° até o 2° ou 3° ciclos, e teores estaveis do
3° ao 9° ciclos. Os parametros de Produgdo Especifica de Etanol, Conversao de
Substrato e Rendimento dos diversos ciclos sao apresentados e mostram as condigdes

de evolucéo do experimento (Tabelas 412,413,414 ¢ 4.15).

TABELA 4.12 - Resultados (médias) nos diversos ciclos de fermentacao das variaveis
Producdo Especifica de Etanol (Yp/s), Conversao de Substrato,

Rendimento e teor de Proteina para a cepa da Usina Diamante.

Ciclo Yp/s Converséao de Rendimento Proteina
(g et prod/ g ART cons) Substrato (%) (%) (%)
1° 0,4596 97,79 87,93 46,61
4 0,4771 92,21 86,06 41,18
. 0,4541 98,51 87,52 40,32
4° 0,4720 99,35 91,76 39,14
" 0,4553 99,98 89,07 41,08
6° 0,4784 97,14 90,93 41,06
5 0,4768 98,56 91.83 41,04
8° 0,3799 98,50 73,22 41,86
g° 0,3938 98,58 75,95 40,92
Média Geral | 0,4497 97,85 86,03 41,47
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TABELA 4.13 - Resultados (médias) nos diversos ciclos de fermentagédo das variaveis

Producdo Especifica de Etanol (Ypls), Conversdo de Substrato,

Rendimento e teor de Proteina para a cepa da Usina Goiasa.

Ciclo Ypl/s Conversédo de Rendimento Proteina
(g et prod/g ART cons) Substrato (%) (%) (%)
10 0,4243 93,78 17,88 47,32
2" 0,4903 93,90 90,09 42,55
a7 0,5065 100,00 99,09 41,06
4° 0,4516 100,00 88,36 39,60
&p 0,4445 99,98 86,96 38,83
6° 0,4870 99,61 94 90 39,92
72 0,5018 99,98 98,15 41,00
8° 0,4731 99,71 92,29 40,82
ge 0,4589 99,97 89,76 41,60
Média Geral 0,4709 98,55 90,83 41,41

TABELA 4.14 - Resultados (médias) nos diversos ciclos de fermentacdo das variaveis

Producdo Especifica de Etanol (Yp/s), Co

Rendimento e teor de Proteina para a cepa da Usina Clealco.

nversido de Substrato,

Ciclo Yp/s Converséao de Rendimento | Proteina
(g et prod/g ART cons) Substrato (%) (%) (%)
1° 0,4652 92,12 83,84 50,62
2° 0,4691 99,72 91,53 45,97
3° 0,4752 100,00 92,97 46,47
4° 0,4502 99 97 88,06 45 46
& 0,4465 99,98 87,34 43,35
6° 0,471 99,63 91,83 44 18
! 0,4659 99,97 91,13 45,00
8° 0,4756 99,97 93,02 44 39
Q° 0,4502 99,97 88,06 45,51
Média Geral 0,4632 99,04 89,75 45,66
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TABELA 4.15 - Resultados (médias) dos diversos ciclos de fermentagdo das variaveis
Produgdo Especifica de FEtanol (Yp/s), Conversdo de Substrato,

Rendimento e teor de Proteina para a cepa da Usina Vale do Rosario.

Ciclo Yp/s Converséo de Rendimento | Proteina
(g et prod/g ART cons) Substrato (%) (%) (%)
1% 0,4519 68,46 60,53 54 29
29 0,4767 57,20 53,38 52.12
% i 0,4566 93,78 83.77 51,02
4° 0,4554 94,19 83,93 49 92
59 0,3985 87,08 67,88 50,19
6° 0,4635 82,76 75.05 50,18
7 0,4854 89,76 85,08 50,17
8° 0,4378 91,12 78,28 50,07
g 0,4068 99,08 78,85 91,07
Media Geral 0,4481 84,83 74,08 51,00

Os teores de proteina observados neste experimento nio se enquadram
perfeitamente com aqueles obtidos nos demais experimentos, ou seja, as cepas
apresentaram no primeiro ciclo um teor de proteina um pouco mais elevado (cerca de
9 %, em média) que aquele determinado para caracterizacao das cepas nos grupos de
baixo a alto teor em proteina (Figura 4.8). O teor de proteina médio do 3° ao 9° ciclo,
das cepas Goiasa e Clealco também se diferenciaram daquele caracteristico,
mostrando teores inferiores (cerca de 8%, em média). Como a unica alteragao
observada nas condigées experimentais foi a introducdo de penicilina no substrato de
fermentagao, visando auxiliar no controle de contaminagdes bacterianas que pudessem
a ocorrer devido a manipulagdo da massa celular em cada reciclo. Uma hipétese é que
estes resultados estejam sendo afetados pela presenga da penicilina, induzindo um
maior teor de proteina de forma direta, ou indireta, alterando outros componentes na

massa celular.
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A cepa da Diamante apresentou um teor de proteina médio do 3° ao 9° ciclo de
40.77 %, que a inclui no grupo das leveduras com baixo teor de proteina, como havia
sido classificada anteriormente. A cepa da Goiasa, do 3° ao 9° ciclo, apresentou uma
média de 40,40 % que a colocaria abaixo de sua classificagdo como cepa média-baixa
em proteina (43,0 a 45,9 %). A cepa Clealco teve um teor médio do 3° ao 9° ciclo, de
44 .91 % que também é abaixo do teor de uma cepa de médio-alto teor protéico (46,0 a
48,9 %). A cepa da Vale do Rosario com uma média 50,37 % de proteina do 3° ao 9°
ciclo, enquadrou-se perfeitamente no grupo em que foi originalmente classificada de
alto teor protéico (49,0 a 51,0 %).

Em fase celular de ndo proliferagao, onde a maior parte do agucar é fermentado,
a necessidade de nitrogénio é relativamente pequena. A sintese de proteinas se reduz
a menos de 10 % daquela de células em crescimento. O reciclo ("turnover") de
proteinas naquela fase, aumenta devido a autélise de células (Henschke & Jiranek,
1994) . A partir deste relato e, considerando que nas fermentagdes com reciclo de
células ocorre proliferagéo reduzida de levedura, pode ser esperado que os teores de

proteina nas células sejam reduzidos em relagdo ao primeiro ciclo de fermentagao.

A cepa da Vale do Rosario, também neste experimento, teve confirmada as suas
caracteristicas de cepa com baixa Produgao Especifica de Etanol, Conversao de
Substrato e Rendimento na Fermentacao, lembrando que o substrato fermentativo foi

preparado com 6 g/L de extrato de levedura.
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FIGURA 4.8 - Teor de proteina na massa celular seca de 4 cepas de Saccharomyce

93]

cerevisiae, em fermentacéo com reciclo de fermento.
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4.4. AVAUACAO DO PROCESSO DE ENRIQUECIMENTO DE PROTEINA NA MASSA SECA
OBTIDA DE LEVEDURA

A pratica industrial utilizada para enriquecer as células de levedura em
proteina tem sido manter a suspensao de células, recuperadas da fermentagao
alcodlica recém terminada, em uma temperatura de cerca de 40°C, provocando
assim o estresse e consumo de carboidratos de reserva das mesmas com
aumento relativo do teor de proteina. Devido ao consumo de aclcares endégenos
esta fermentagdo é chamada de fermentacao endégena. Com este experimento
buscou-se avaliar esta pratica, e também verificar sua agao sobre as cepas que
apresentam diferentes teores de proteina.

A viabilidade da fermentagdo endégena deve ser determinada pelo
acréscimo ao prego do produto em fungao do teor protéico e pela quantidade de
massa celular seca obtida com esta técnica, de modo a cobrir os custos
envolvidos e a obtengdo de um produto com melhor aceitacdo e demanda no

mercado.

Neste ensaio as cepas das Usinas Diamante, Goiasa e Vale do Rosario,
respectivamente com teores de proteina baixo, médio-baixo e alto foram
submetidas a fermentagdo, convencional e endégena. O experimento foi
monitorado pelas analises de massa seca (na fermentagédo convencional e no
processo de enriquecimento) e proteina na massa seca (na fermentagao

convencional e no processo de enriquecimento).

Na 12 parte deste experimento as cepas foram submetidas a fermentagao
convencional, em meio sintético com 6 g/L extrato de levedura, sendo vinte

frascos de erlenmeyeres preparados para cada cepa de forma a obter uma
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quantidade adequada de biomassa para a conducéo da fermentagao endbgena.
Ao final da fermentagao, quando praticamente todo o acucar foi consumido, o
vinho fermentado foi centrifugado. Todos os precipitados eram recolhidos em um
unico béquer, e homogeneizados. Desta massa de células, denominada de massa
Umida, foram recolhidas cerca de 3 g para determinacdo da massa seca e
posterior andlise do teor de proteina. Da massa Umida restante cerca de 20 g
foram transferidas para frasco de erlenmeyer e ressuspensa em 200 mL de vinho
delevurado homogeneizado, proveniente da fermentacdo alcodlica. O pH foi
ajustado para 4,5 com solugéo diluida de 4cido sulfrico.

Este material foi incubado em shaker a 40°C, conduzindo-se a fermentacao
endogena, por um periodo de 7h em rotacdo de 150 rpm (para evitar a
decantacgédo das células).

Ao final do experimento as amostras de massa seca obtidas, tanto do meio
fermentativo (temperatura de 32°C por 24 h) quanto daquele em que as células
foram expostas a fermentacao endégena (temperatura de 40°C, pH 4,5 e por 7h),
foram submetidas a analise do teor de proteina. Este experimento foi repetido trés
vezes e os resultados estdo mostrados na Tabela 4.16.

De acordo com Basso et al. (1993) e Ferreira (1998 ) ao final da
fermentacdo alcodlica a levedura apresenta aclcares de reserva acumulados,
que em grande parte sdo consumidos pela fermentacdo endégena na primeira
hora de fermentacdo. Basso et al. (1993) mostrou que o nitrogénio presente no
fermento apresentou uma elevacéo de 12 % em 8 h, atingindo 16 % em 24 h e
descendo ao nivel inicial em 48 h.
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Observando os teores de proteina apresentados na Tabela 4.16, verifica-
se um aumento dos teores de proteinas celulares, nas cepas das Usinas
Diamante, Goiasa e Vale do Rosario, de 41,33 para 50,79 %, de 45,24 para 55,65
% e de 52,91 para 61,06 %, respectivamente, com acréscimos de 22,9, 230 e
15,4 %.

Ferreira (1998) estudando fermentacao endogena com leveduras isoladas
das Usinas da Pedra e Vale do Rosario, verificou acréscimos no teor de proteina,
ap6s 7 h de fermentagéo, de 32,6 e 31,5 %, para aquelas cepas, cujos teores
iniciais de proteina eram de 36,8 e 35,6 %, respectivamente. Esse autor também
verificou que o tempo 6timo para o término da fermentagéo endégena variou de 6
a 8 h, em pH 4,5 e temperatura de 40°C.

Ferreira (1998) também apresenta dados que mostraram que apds 7 h de
fermentacdo endégena a quantidade de fermento seco obtida foi reduzida em
relagéo a inicial, em varios experimentos realizados em 18a29% e24add %

para as cepas isoladas das Usinas da Pedra e Vale do Rosario, respectivamente.

Reed (1982) destaca que na fermentagao endogena, a quantidade total de
proteina néo se altera, mas que sua porcentagem relativa nos sélidos celulares &
que aumenta. A biomassa apresenta um aumento protéico de 13 % e reducédo de
40 % nos carboidratos.

No decorrer da fermentacdo endégena a elevacdo do teor de proteina
observado na célula de levedura € um aumento relativo devido ao consumo dos
carboidratos de reserva que sao transformados em alcool. A partir de determinado

periodn as células se rompem liberando o citoplasma no meio (Basso & Amorim,
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1989a, Basso & Amorim,1991e Basso et al., 1993), permitindo deduzir-se que, ao
longo da fermentagao endogena deve haver uma reducdo na massa celular de
levedura.

Os resultados (Tabela 4.16) mostraram que o processo de fermentacao
endégena de fato tende a reduzir a massa celular seca de levedura, o que por
certo influi na viabilizagso da condugéo deste processo, uma vez que nao se
observa ganho na quantidade de proteina produzida.

A massa de levedura seca nas cepas das Usinas Diamante, Goiasa e Vale
do Rosario foram reduzidas em proporcdes entre 19,4 a 23,8 %, com 7 h de
fermentagao endégena. Assim, embora os teores de proteina tenham aumentado
de 15,4 a223,0%, a quantidade de proteina produzida foi reduzida de cerca de 1 a
12 %. As trés Ceépas responderam de forma similar ao tratamento com
fermentacao endégena ndo havendo indicios de comportamento diferencial
considerando seus diferentes teores de proteina. Deste modo, se o0 acréscimo no
Preco devido ao maior teor de proteina nao for suficientemente compensador, o
resultado financeiro pode significar a inviabilidade econémica da conducio da
fermentagao endégena.

Por outro lado, Ferreira (1998) em suas conclusdes destaca que com a
fermentacdo endégena, nas condicbes dos ensaios conduzidos, podem ser
produzidos até 68 L de &lcool/t de levedura seca e com um acréscimo relativo de
30 % de proteina no fermento.

A viabilidade da fermentagdo endégena deve portanto ser considerada
frente a avaliagao de 4 fatores basicos: 0 alcool originado, o incremento no teor
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de proteina das células, a valorizagao no prego do produto, e finalmente a
quantidade de levedura seca resultante. Com relagdo ao alcool produzido,
admitindo uma sangria media de 30 g de levedura/L de alcool produzido, e a
produgdo média de 50 L de alcool/t de levedura seca, verifica-se que o alcool
originado da fermentagao endégena representa ao redor de 0,15 % da produgao
de uma destilaria. Ou seja, aproximadamente 150 L de alcool para cada
100.000 L produzidos. Assim, frente ao pequeno impacto do alcool obtido como
subproduto da fermentacao enddgena, a viabilidade desta ndo deve contemplar

esse subproduto.

Com relagéo ao mercado verifica-se atualmente que 0s pregos nao mantém
uma relacéao direta com a qualidade da levedura seca, isto &, com seu teor de
proteina. Provavelmente isto pode estar ocorrendo em vista da levedura seca ser
um produto ainda de baixa oferta no mercado & disponibilizada sazonalmente 0

que limita o interesse do mercado consumidor.

Em consulta a ICC - Comércio, Exportacéao e Importagéo Ltda (1999) que
comercializa levedura seca de fermentacédo alcodlica sob a marca Nutricell, o
prego de venda informado variava numa ampla faixa, sem definicdo precisa
quanto a correspondéncia entre 0 prego € o teor de proteina das células,
indicando que o prego de venda pela ICC varia conforme a disponibilidade sendo
o prego negociado com 0S produtores de levedura seca. O prego medio
atualmente pago pela ICC esta ao redor de R$ 300,00 (trezentos reais) a
tonelada de levedura seca de fermentacgéo alcoodlica contendo 40 % de proteina;
os pregos para esta levedura oscilam entre R$ 250,00 a R$ 350,00. Para a
levedura seca proveniente de cervejaria foi informado um prego médio de R$

600,00, tendo também 40 % de proteina; ha leveduras de cervejaria com teores
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mais elevados de proteina, entre 45 - 48 %. Esses pregos foram coletados em

outubro de 1999, com valor do délar cotado a R$ 1,95.

TABELA 4.16 - Resultados de meédias de teor de proteina na massa celular,

producdo de massa seca e proteina (fermentacao convencional

e fermentacao endogena) nas cepas das Usinas Diamante,

Goiasa e Vale do Rosario.
Massa Seca a/kg de vinho)

Cepas Fermentacdo Convencional Fermentacéo Enddgena (7h)
Diamante 8,66 6,98
Goiasa 7,43 5,46
Vale do Rosério 5,43 4,14

Proteina ( g/kg de vinho)

Cepas Fermentacio Convencional l Fermentacao Enddgena (7h)
Diamante 3,58 355
Goiasa 3,36 3,04
Vale do Rosario 2.87 2,53
Proteina na Massa Celular Seca (%)

Cepas Fermentacdo Convencional Fermentacéo Enddgena (7h)
Diamante 41 33 50,79
Goiasa 45,24 95,65
Vale do Rosério 52,91 61,06

Segundo  informacées colhidas junto & Usina Santo  Anténio

(Sertaozinho/SP) (julho/99), o teor médio de proteina na levedura seca

comercializada por essa Usina esta ao redor de 40 %, sendo que a secagem é

realizada em spray-drier. Foi ainda relatado que na regido o teor médio & de 32
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%, havendo até mesmo produtos com 28 % e que o valor da tonelada do produto
com 40 % de proteina fica em torno de R$ 300,00 e o de 32 % ao redor de R$
250,00.

Considerando valores praticados pelo mercado de R$ 300,00 a tonelada de
levedura seca com 40 % de proteina, verifica-se que O prego por kg de
proteina &€ de R$ 0,75. Admitindo, para efeito de macro avaliagdo, que com a
fermentagdo enddgena o teor de proteina seja elevado para 50 % e a produgao
de massa seca seja reduzida em 20 %, conclui-se que para obter o mesmo
resultado financeiro a tonelada de levedura deveria ser cotada a R$ 375,00. Mas
se deve ainda considerar os custos de produgéo, maior incidéncia proporcional de
impostos, custos de ensaque e armazenamento e, taxa de retorno, frente a isto,
deve-se estimar uma remuneragdo minima para essa levedura entre R$
410,00 a R$ 430,00.

O prego alcangado pela levedura seca proveniente da fabricagcdo de
cerveja mostra que o mercado poderia contemplar, com melhores precos o
produto oriundo da fermentagéo alcodlica, o qual por sua vez deveria apresentar
melhor qualidade e armazenamento pelas destilarias de modo a garantir o

suprimento durante todo o ano, tal como a levedura de cervejaria.

Assim, para avaliar a viabilidade da pratica industrial da fermentagao
endégena deve ser verificado, nas condigoes operacionais de cada destilaria,
qual o balango efetivo entre a maior propor¢ao de proteina nas células e a quebra

na producéo de massa seca celular resultante.
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5. CONCLUSOES

Considerando os resultados analiticos obtidos, a analise estatistica dos
dados e discussdo, as seguintes conclusées sio evidenciadas nas condigoes
circunscritas ao estudo:

e as leveduras predominantes na fermentagao alcodlica das destilarias estudadas,
cultivadas em meio sintético padrao, apresentam uma ampla variagao no teor de
proteina, apresentando valores entre 39 a 51 %, e indicando ser esse teor uma
caracteristica da linhagem de levedura;

¢ a oferta de fonte de nitrogénio complexa, como o extrato de levedura, influenciou
marcantemente o rendimento em etanol, massa celular e outros parametros da
fermentacao alcodlica, mesmo na presenca de fonte de nitrogénio mineral nio
limitante, em leveduras de baixo a alto teor de proteina;

e a oferta de fonte de nitrogénio protéico complexa nao alterou os niveis de
proteina em leveduras de baixo a alto teor de proteina. Contudo, os niveis de
extrato de levedura causaram a elevagédo da produgido de biomassa celular,
mostrando sua influéncia direta até na concentragéo de 9 g de extrato de
levedura por litro de meio, e mesmo em presenca de fonte de nitrogénio mineral
nao limitante;

e em relacdo ao meio com 3 g/L de extrato de levedura, a presenca de 6 g/L
conduziu ao aumento, no Rendimento da fermentacao e Produgio de Biomassa,
de cerca de 50 e 68 %, mesmo na presenca de fonte de nitrogénio amoniacal nao
limitante. Com 9 g/L esses aumentos foram de cerca de 65 e 125 %.
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e afermentagéo com reciclo de células mostrou haver um decréscimo inicial no teor

de proteina da célula, até o 2° - 3° ciclos, e que se estabiliza em seguida;

e a fermentacdo endégena influi reduzindo a quantidade de levedura seca
produzida, o que em conjungdo com os teores de proteina obtidos, mantiveram a

quantidade de proteina produzida inalterada.
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Errata

Pagina 19, 2° paragrafo, penutbma linha
Onde se |é. ...prevenir a desidratagio, haver ne dade de at a ngidez da membrana
Leia-se: . prevenir a desidrataclo, sem haver necessidade de aumentar a ngidez da membrana

Pagina 47, 1® paragrafo . 2* linha

Onde se Ié O teor portanto vana entre 6,0 a 10 0 g/L entre os autores citados

Leia-se: O teor de Nproteico vana de 60 a 10,0 g/L de exirato de levedura entre 05 dversos
autores citados

Pagina 54
Onde se & VCS = ART cons x 100
i massa mosio x 24

Leia-se: VCS = ART cons x 1000
u B massa mosto x 24

30 i
Piéigina 82, 1° paragrafo: desconsiderar uftima frase,

Piégina 63, 2* paragrafo, 2° linha
Onde se & ..capacdade fermentativa de — 12 e -4
Leia-se; . capacdade fermentativa de + 1 e + 43,

Pagina 89, ™ linha

Onde se |é: Todavia, mesmo em meio com 9 g/L esta cepa apresentou valor menor de etanol no
vinho em relacio as demais cepas em meio com 6 g/l

Leia-se' Todavia, diferentemente das demais cepas esta em meio com 9 g/L apreseniou valor
menor de etanol no vinho em relagao ao meio com 6 g/l

Pagina 71, Tabela 4.5, Etanol no Vinho .
Onde se ié: Coefi de Reg jo Quadratica (R ) + 1,00
Leia-se: Coeficiente de Regressao Quadratica (R ) + 1,00

Pagina 74, 1° paragrafo, 6® linha
Onde se & . Rendimento de 61.65 %
Leia-se. ..Rendimento de 6561 %

Pagina 101, referénca n° 14

Onde W-se. _ Producdo de biomassa de levedura: utilizagdo em alimentagao humana e
animal Campinas 1996 p.70-89

Leia-se: ..In- Workshop “Producao de biomassa de levedura utilizagao em alimentacao humana
e animal”. Anais ITAL. Campinas 1996 p70-82

Pagina 103, referéncia n® 25

Onde |é-se. Producao de biomassa de levedura: utilizacac em alimentacao humana e
animal Cammnas, 1996 p 52-58

Lelia-se  _.in° Workshop “Producao de biomassa de levedura utilizacao em ahmentacac humana
e animal”. Anais . ITAL, Campinas, 1996 p52-58

Pagina 105. referéncia n"42

Onde |&-s& . Producao de biomassa de levedura: utihzacac em ahmentacao humana e
animal. Campinas, 1996 p. 59-67

Leia-se: In: Workshop “Produgdo de biomassa de levedura. utilizagdo em alimentagac humana
& ammal®. Anais . ITAL, Campinas 1996 p58-67

Pagina 107, referéncia n® 55

Onde lé-se. ... Pr ¢do de bi de levedura: utilizagao em alimentacdo humana e
animal Campinas, 1996 p. 5-14

Leig-se. ..In' Workshop *Produgdo de biomassa de levedura: utilizagao em alimentagao humana
e animal”. Anais ITAL, Campinas, 1886 p 5-14

Pégina 108, referénaa n® 60

Onde lé-se. ... In: Simpésio sobre ap h de los subp de la agroindustnia
om la aiimentacion animal, Botucaiu, 1985 p
Lewa-se: . In: Simpésio sobre apr y, de subprodutos da agroindustria na

alimentaclo animal, 1, Semana de Zootecnia. 4 1885, Botucatu Anais = Botucatu Faculdade
de Medicina Veterinana e Zootecnia, UNESP. 1985 p.37-55

Pagina 109, referéncia n® 88 ’

Onde I6-se. _..In" CONGRESSO NACIONAL DA SOCIEDADE DOS TECNICOS ACUCAREIROS £
ALCOOLEIROS DO BRASIL 4, 19. Anais. 1987 p 589-593

Leig-se. .. In' IV CONGRESSO NACIONAL DA SOCIEDADE DOS TECNICOS AGCUCAREIROS E
ALCOOLEIROS DO BRASIL, 19., Anais. 1987, p 589-593.

Pagina 112, referéncia n® 90
Onde I&-se: Princif de Tecnologia Azucarera 1969 v.1 cap 5, p 155172
Leia-se: Principios de Tecnologia Azucarera México: Continental. 1969 v 1 cap 5, p.155-

172,




