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RESUMO

Em processos fermentativos para produgdo de é&lcool é comum o
desenvolvimento de leveduras que nfo seja aquela selecionada como indculo.
Estas leveduras, quando presentes, podem apresentar boas qualidades
fermentativas ou ndo. Assim, o controle microbioldgico na fermentacfo alcoolica é
importante para a detecgdo das leveduras contaminantes, juntamente com a
avaliacdo de seu comportamento fermentativo e sua identificagiio. Através desse
acompanhamento, € possivel prevenir e detectar problemas relacionados com a
perda de eficiéncia industrial, que muitas vezes estio atrelados com a presenca de
leveduras contaminantes que apresentam baixas qualidades fermentativas. Ou
ainda, identificar entre as leveduras isoladas, aquela que apresenta qualidades

fermentativas adequadas ao processo em questdo.

Este trabatho teve como objetivo estudar o comportamento populacional de
processos fermentativos industriais que utilizam diferentes substratos (caldo de
cana e caldo de laranja) e que utilizaram como inbculo uma linhagem de

Saccharomyces cerevisiae {Y904) produzida pela Mauri do Brasil

Foram coletadas amostras de vinho fermentado da Usina Alvorada e
Citrosuco Paulista - Unidade Matdo. As amostras foram plaqueadas em meio
diferencial para leveduras (WLN), para ¢ isolamento e contagem das leveduras
dominantes. As leveduras isoladas foram avaliadas através da metodologia de
Capacidade Fermentativa, onde sio consideradas caracteristicas cinéticas, de
rendimento e produtividade (ANDRIETTA et al., 1999). Neste sistema de
classificagdo séo utilizados seis pardmetros sequenciais para a defini¢do do grupo
de cada cepa, sendo eles: produclo especifica de células (Yxss), velocidade de
consumo de substrato (VCS), nivel de conversio de substrato (NCO), velocidade
especifica mixima de crescimento (Umix), produtividade (PROD) e produgio
especifica de etanol (Yrs). Com a obtengdo destes pardmetros foi possivel a
avaliagdo e classificagio das leveduras dominantes isoladas em diferentes periodos
de safra das unidades fermentativas. As leveduras isoladas também foram

avaliadas quanto ao teor de nitrogénio e identificadas por Taxonomia Numérica.
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Na Usina Alvorada as 26 cepas isoladas nas 11 coletas realizadas foram
distribuidas em 12 grupos através da metodologia Capacidade Fermentativa, sendo
os grupos I e II os de maior releviAncia por se apresentarem repetidamente no
decorrer da safra. Em relagdo ao perfil de concentragdio de nitrogénio total os
isolados apresentaram-se predominantemente com baixas porcentagens. Do total
dos isolados, 10 puderam ser identificados como Saccharomyces chevalieri
(Saccharomyces cerevisiae). Entre os 26 isolados, foram identificados 4 diferentes
grupos. O grupo A se caracteriza por sua habilidade de assimilar a maltose e a
melibiose. O grupo B se caracteriza pela habilidade assimilar a maltose e
inabilidade de assimilar a melibiose. O grupo C se caracteriza pela inabilidade de
assimilar tanto a maltose como a meliobiose. O grupo D se caracteriza pela

inabilidade de assimilar a maltose ¢ habilidade de assimilar a melibiose.

Na Citrosuco Paulista - Unidade Matio foram um total de 10 isolados, em 5
coletas realizadas, classificados através da metodologia Capacidade Fermentativa
em 8 diferentes grupos. Os isolados apresentaram-se predominantemente com
baixas porcentagens de nitrogénio total. Através da taxonomia numérica foi
possivel identificar 7 isolados como Saccharomyces chevalieri (Saccharomyces
cerevisiae). Os isolados foram identificados dentro dos grupos A, assimilagdo de

maltose e melibiose e B, assimilagio da maltose e nfo assimilagio da melibiose.

XXiv



SUMMARY

In fermentatives processes for alcohol production is common the
development of yeasts that are not the one which were selected as inoculum. These
yeasts, when present, can show good fermentatives qualities or not. Thus, the
microbiclogical control in the alcoholic fermentation is important for the detection
of the wild yeasts, together with the evaluation of its fermentative behavior and its
identification. Through this procedure, it is possible to prevent and to detect
problems related with the loss of industrial efficiency, that are very often due to
the presence of wild yeasts that show low fermentative qualities. Still it is possible
to identify, among the isolated yeasts, the one that presents fermentatives qualities

that are suitable to the process.

This work had the objective to study the population behavior of industrial
fermentatives processes that use different substracts (cane broth and orange broth)
and that had as inoculum a strain of Saccharomyces cerevisiae (Y904) produced

by Mauri of Brazil.

Samples of fermented wine of Usina Alvorada and Citrosuco Paulista —
Site Mat3o were collected. The samples were spread on plates in diferencial
medium for yeasts (WILN), for the isolation and counting of the dominant yeasts.
The isolated yeasts were evaluated through the Fermentative Capacity
methodology, where kinetic, yield and pruductivity characteristics are considered
(ANDRIETTA et al., 1999). In this classification system, six different parameters
are used for the definition of the group of each strain: specific cell production
(Yxs), substract consumption rate (VCS), substract conversion (NCO), maximum
specific growth rate (umax), productivity (PROD) and specific ethanol production
(YP/S). With these parameters it was possible to do the evaluation and
classification of the dominant yeasts isolated in different periods of crop of the
fermentative units. The isolated yeasts were also evaluated with respect to total

nitrogen and were identified by Numerical Taxonomy.

In Usina Alvorada the 26 strain isolated in the 11 collections made were




distributed in 12 groups through the Fermentative Capacity methodology, where
the groups I and II were the ones of larger relevance due to the fact of being
present repeatedly during the crop. Concerning the concentration profile of total
nitrogen, the isolated yeasts had show predominantly low percentages. From the
total of the isolated yeasts, 10 could be identified as Saccharomyces chevalieri
(Saccharomyces cerevisiae). Among the 26 isolated yeasts, 4 different groups
were identified. The group A is characterized by its ability of assimilating the
maltose and the melibiose. The group B is characterized by the ability to assimilate
the maltose and inability of assimilating the melibiose. The group C is
characterized by the inability of assimilating either the maltose or the meliobiose.
The group D is characterized by the inability of assimilating the maltose and
ability of assimilating the melibiose.

In Citrosuco Paulista - Site Matfio, in 5 collections made, a total of 10
yeasts were isolated, and were classified through the Fermentative Capacity
methodology in 8 different groups. The isolated yeasts had shown predominantly
low percentages of total nitrogen. Through the numerical taxonomy it was possible
to identify 7 isolated veasts as Saccharomyces chevalieri (Saccharomyces
cerevisiae). The isolated ones were identified as belonging to group A - maltose

and melibiose assimilation, and B - assimilation of maltose and non assimilation of

melibiose.



Introducio

1- INTRODUCAO

Em processos de fermentagdo alcodlica, é comum a utilizacio de cepas de
levedura de panificagio como indculo. Nos Gltimos anos vem ocorrendo um
aumento do numero de unidades que estdo utilizando cepas selecionadas na partida

do processo.

Trabalhos recentes (BASSO er al, 1993) mostram que a utilizagio de
levedura de panificacio ou mesmo cepas isoladas de outros processos
fermentativos como indculo, causam uma rapida substituigdo destes por leveduras

habitantes naturais do caldo.

A presenga de leveduras no processo fermentativo que ndo seja a levedura
utilizada na partida da fermentagio sdo consideradas contaminantes. A ocorréncia

dessas leveduras ¢ comum na indastria alcooleira.

Algumas unidades industriais vem enfrentando problemas com a presenca de
leveduras contaminantes que, com grande competitividade dentro das condigBes
existentes, passam a predominar sobre a populacio de células inicialmente
selecionadas. O comportamento fermentativo destas leveduras tem despertado a
atengdo, visto que, suas ocorréncias podem estar muitas vezes atreladas a redugio
de eficiéncia industrial. Contudo, deve-se destacar que algumas leveduras
contaminantes podem apresentar um bom desempenho fermentativo no processo ¢

serem selecionadas como inéeulo na préxima safra.

A escolha do fermento é de fundamental importincia frente aos problemas
com leveduras contaminantes. A levedura escolhida para a partida do processo
deve além de proporcionar altos rendimentos, possuir condi¢des de persistir no
processo, ou seja, nfio ser substituida por contaminantes. A industria alcooleira,
cada vez mais, vem dando importincia ao fermento utilizado na partida de

fermentacdo, contudo ressente-se da falta de metodologias adequadas a
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identificac@o rapida e precisa desse fermento.

E importante se avaliar entre as metodologias de identificagio de cepas quais
sdio aquelas que melhor poderiam contribuir para a prevengdo e solugio de
problemas nas unidades fermentativas, bem como sua aplicabilidade no que se

refere a custo\beneficio.

Devido a importéncia deste tema, este trabalho tem como objetivo estudar o
comportamento populacional de dois processos fermentativos industriais que
utilizaram como indculo uma linhagem de Saccharomyces cerevisiae (Y904)

produzida pela Mauri do Brasil.



Revisdo Bibliografica

2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 - Evolugdo dos processos de fermentacédo alcodlica

A fermentacio alcodlica € comhecida dos homens desde a mais remota
antiguidade. No entanto, 0 homem antigo nio conhecia a causa do fendmeno
fermentativo, mas ele 0 conhecia nos seus principais efeitos. As primeiras idéias a
respeito das causa desse fendmeno apareceram por volta dos séculos XIV e XV. A
partir de 1857, em fungdo dos notaveis trabalhos de Paster, foi aceito
definitivamente que o etanol obtido durante a fermentagio era produto do
metabolismo da levedura (OLIVEIRA, 1960).

No Brasil, consta que a primeira destilaria de alcool anidro foi montada em
Piracicaba por volta de 1930. O método de fermentagio usado era, seguramente, o
método classico, ou seja, pelo uso de fermento desenvolvido a partir da
muitiplicac@io do fermento para cada batelada. Nessa época distinguia-se dois tipos
de fermentagfo: aquela utilizada para produggo de alcool nas usinas de agucar € a

desenvolvida nas destilarias de aguardente (LIMA, 1985).

Um grande avango na produgio industrial de etanol foi alcancado na década
de 30, quando surgiu na Franga o processo Melle-Boinot. Este processo consiste
em linhas gerais no reaproveitamento de leveduras no curso de uma fermentagdo
(ALMEIDA, 1960). Segundo este autor este processo possui as seguintes
vantagens: economia de agucar devido a menor reprodugiio celular, elevado
rendimento em etanol; elimina¢do de contaminantes pela centrifugacio do vinho
fermentado; fermentagdio menos contaminada devido ao tratamento do leite de
levedura ( tratamento acido ), e eliminag¢io da necessidade de cultura pura no
preparo do pé-de-cuba, pratica exigida no processo classico, diminuindo portanto a

complexidade das operagdes na planta.

Segundo LIMA (1960), até o inicio dos anos 60 os processos de corte e de
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utilizagdo de pés-de-cuba individual (classico) eram bastante utilizados na
fermentacdo de melaco nas industrias brasileiras. DREWS (1964) afirmava que
estes processos apos 1964 estava presente somente em destilarias de pequeno porte
e estava sendo rapidamente substituido pelo processo Melle-Boinot (batelada

alimentada com reciclo de células).

A utilizagdo do processo Melle-Boinot nas plantas de produgdo de etanol
brasileiras se generalizou no final da década de 60 e nos anos 70. Segundo
ZARPELLON & ANDRIETTA (1992), todas as novas destilarias instaladas
quando da criagdo do Programa Nacional do Alcool (1976), foram equipadas com
este sistema. Estes mesmos autores afirmam que apesar deste processo datar da
década de 30, € um sistema satisfatorio quanto & operagio e eficiéncia na conversio

do agtcar em alcool.

Segundo FINGUERUT ez al.( 1992 ), apesar da fermentacio continua ser
uma evolugfo natural do processo batelada-alimentada, ndo € um desenvolvimento
recente. Estes mesmos autores citam a existéncia de instalacSes industriais na
Franga na década de 30, operando com melago de beterraba. BORZANI (1960),
cita varios trabalhos sobre fermentacio continua sendo o mais antigo datado de
1939. No Brasil literatura traz trabalhos datados a partir de 1951, citado por
ROUSSELET (1963).

BORZANI ( 1960 ) cita como vantagens dos processos fermentativos
continuos: maior produtividade, maior uniformidade do produto, ¢ maior

adaptabilidade ao controle automatico.

Segundo ZARPELLON & ANDRIETTA (1992), o interesse pelo processo
de fermentacio alcodlica continua no Brasil a partir da Gitima década, se deu
principalmente pela razio desses processos terem se tornado mais confidveis e

levarem a uma reducfio de custo de produgio.
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2.1.1. Processos Classicos

Os processos de fermentagiio alcoolica convencionais foram amplamente
utilizado pelas destilarias nacionais até o inicio dos anos 60 (DREWS, 1964). Neste
processo, para cada fermentacio uma novo pé de cuba era produzido, sendo
eliminado com o propric vinho, apOs cada fermentacio (LIMA, 1960). A
fermentagio é considerada concluida quando a dorna “morre”, ou seja, quando
cessa a atividade bioldgica por falta de nutrientes ou por excesso de produto
inibidor (etanol). Neste ponto o etanol € recuperado por destilagio e o reator ¢

preparado para uma nova batelada.

Conforme MAIORELLA ef al. (1981) o processo cldssico ¢ lento, uma vez
que o reator tem que ser impo e preparado, o mosto e o pé de cuba carregado ao

sistema.
2.1.2 - Processo Batelada Alimentada ou Melle-Boinot

Segundo DREWS (1964), o processo clissico de batelada foi sendo
rapidamente substituido pelo processo Melle-Boinot em meados dos anos 60. O
processo se baseia na reciclagem do fermento com auxilio de separadoras
centrifugas e na alimentagéo continua e crescente do substrato ao fermentador (sem

purga até o volume maximo deste).

O processo inicia-se com a multiplicacdo do fermento utilizando mosto
esterilizado, enchendo-se as domas, as quais depois de fermentadas serdo
centrifugadas. Na centrifugaco da dorna fermentada separa-se de um lado o vinho
que sera encaminhado para a destilaria, e de outro o leite de leveduras que serd
submetido a tratamento adequado. Neste processo grande parte das bacténias que
habitam a fermentag3o sdo eliminadas no vinho, devido & densidade das bactérias
ser menor que as da levedura. O leite de leveduras passa por tratamento acido (pH
entre 2,5 e 4,5) para eliminar grande parte da infec¢io bacteriana. Terminado o

tratamento, o lévedo ¢ encaminhado para a dorna para novamente fermentar

s
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(ALMEIDA, 1960).

2.1.3 - Processo Continuo

Os sistemas continuos compreendem uma retirada do fermentado associado a
uma alimentagdo permanente de mosto no tanque de fermentagdo. O mosto
fermentado segue para separadoras centrifugas. A fase pesada (creme de leveduras)
¢ enviada a cuba de tratamento acido e a fase leve (vinho delevedurado) é enviado
para uma dorna volante ou tanque pulmio da destilaria, sendo posteriormente
enviado para o conjunto de colunas de destilagio. O leite de levedura tratado
também ¢ adicionado ao fermentador de forma continua. Uma das grandes

vantagens deste tipo de processo € a diminui¢do do efeito inibitério tanto do etanol

como do substrato (aglicar).

Este processo tem apresentado uma maior produtividade, com um aumento
que as vezes pode atingir 100% em relac@o a batelada alimentada (RODRIGUES et
al., 1992).

A alimentagiio desse sistema pode ser feita por melago diluido, por caldo de
cana ou por uma mistura destes. Em todos os casos € realizado um pré-tratamento
com a finalidade de eliminar impurezas grosseiras, particulas coloidais e minimizar

contaminantes microbianos.

O numero total de dornas de fermentagio e o volume relativo de cada uma
delas tem sido objeto de estudo para diversos pesquisadores. GHOSE & TYAGI
(1979) concluiram que na operacdo utilizando-se duas dornas iguais em série, o
volume total de reatores € 58% menor que usando-se apenas um reator.
Recentemente, em trabalho de simulagio, ANDRIETTA (1994) concluiu que o
sistema Otimo ¢ constituido por quatro reatores de mistura perfeita ligados em série

com 1,5; 1.9; 2,2; e 1,45 horas de tempo de residéncia.
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2.2 - Os microrganismos nos processos de fermentacédo

2.2.1 - Flora do processo

Todo desenvolvimento de microrganismos indesejaveis a fermentagio
constitui-se em contaminagfo, fato comum nas usinas/destilanias devido
principalmente & falta de assepsia durante o processo e a carga microbiana que

acompanha a matéria-prima at€ a indastria (CABRINE & GALLO, 1999).

A fonte primaria dos contaminantes na fermentacdo alcodlica da cana-de-
agtacar € a propria matéria-prima. Esses contaminantes sio habitantes naturais da
planta, do solo, matéria orgénica em decomposicio e dos microrganismos

associados as pragas e moléstias da cultura (YOKOYA, 1991).

DUNCAN & COLMER (1964), citado por YOKOYA (1991), afirmam que o
numero de microrganismos presentes na planta varia muito, encontrando-se entre

10* a 10® bactérias e 10° a 10* fungos por grama de colmo.

Dentre os diversos gru;ﬁos de microrganismos no caldo tratado e no melago
que compde o mosto para a fermentacdo alcodlica, algumas espécies crescem e se
proliferam, outras sdc mortas nas dornas, e finalmente algumas permanecem em
estagio latente durante o processo de fermentagio. O comportamento de cada uma
das espécies vio depender da adaptabilidade desses organismos as condigbes
ambientats do sistema (temperatura, pH, aeragio e concentracdes de agucar, acidos
e alcool) e da competitividade com outros organismos presentes (YOKOYA,
1991).

Nos processos fermentativos, a ocorréncia e multiplicagio de microrganismos
contaminantes, ¢ funcdo dos fatores que definem a qualidade da matéria-prima
(climaticos, por exemplo) e dos que possibilitam alteragbes da mesma (operagdes
preliminares e processuais). Suas consequéncias estendem-se, desde a perda de

aglicares, formacgdo de compostos téxicos causadores de redugio da viabilidade e
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competitividade das células de levedura, até o comprometimento da qualidade do

produto final, envolvendo todo o processo industrial (SOUZA ef al., 1993).

O microrganismo responsavel pela fermentacgéio ¢ a levedura, entretanto nem

todas que habitam o processo sdo desejaveis ao mesmo.

2.2.2 - Leveduras

Mais recentemente, algumas unidades industriais tém-se deparado com
problemas atribuidos & presenga de leveduras contaminantes que, com grande
competitividade dentro das condigGes existentes, passam a predominar na
populacdo de células presente. Seus comportamentos fermentativos tém despertado
a atencio em fungio do perigo potencial que podem significar pois, suas
ocorréncias tém sido, com frequéncia, atreladas a ocasides em que se verificam

reducgtes significativas da eficiéncia industrial (SOUZA et al., 1993).

CABRINI & GALLO (1999) citam que algumas leveduras podem trazer
sérios prejuizos ao processo fermentativo, como redugdo no rendimento, maior
tempo de fermentagfo, problemas operacionais, etc. Contudo, algumas leveduras
contaminantes podem, ao contrario dos efeitos prejudiciais citados anteriormente,
apresentar bom desempenho fermentativo, podendo ser selecionadas para atuarem

como as leveduras de processo numa safra posterior.

AMORIM et al. (1989}, constataram problemas no processo fermentativo,
decorrentes da contaminacio pela levedura Candida krusei. Foi constatado que a
levedura era proveniente da cana-de-agiicar. Nestas usinas foram constatados
problemas com o fornecimento da matéria-prima sendo que por uma semana S¢
trabalhou com cana deteriorada. Entretanto, em trabalho realizado por AMORIM
et al. (1991), 3 leveduras contaminantes isoladas do mosto e do vinho de uma
unidade industrial, nfio foram responsaveis pela redugio do rendimento da
fermentacdo alcodlica, sendo tal fato, comprovado através de ensaios

fermentativos, comparando-se as leveduras contaminantes com uma levedura de

8
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processo (CABRINE & GALLO, 1999).

ANDRIETTA et al. (1997),detectaram no processo fermentativo de uma
unidade industrial cepas de levedura que possuiam caracteristicas fermentativas
totalmente desfavoravel e com velocidade especifica méaxima de crescimento bem
abaixo dos valores obtidos por cepas normalmente encontradas em processos de
fermentacio alcodlica em escala industrial. Estes autores constataram que apesar de
sua baixa velocidade de crescimento e tolerincia ao etanol, estas cepas puderam
dominar o processo devido as condigles favoraveis de operagio, pois no inicio da
safra trabalhou-se com baixa concentragdo de etanol em fungdo da elevada

fabricacgfo de agucar.

Trabalhos recentes (BASSOQ er al,, 1993) tem mostrado que quando se parte
um processo fermentativo utilizando cepas de panificagdo ou mesmo cepas isoladas
de outros processos fermentativos, estas sio rapidamente eliminadas do mesmo

sendo substituidas por leveduras habitantes naturais do caldo.

No periodo final de uma safra ao isolar a levedura do processo pode ocorrer
que esta seja diferente daquela introduzida no inicio. No entanto, se ela tiver uma
boa capacidade fermentativa, ela sera considerada a mais adequada ao processo na
proxima safra. Nesse caso, analisando os seus aspectos bioquimicos e
microbiologicos pode-se avaliar suas peculiaridades que permitiram seu dominio

sobre outras populagdes (RODRIGUES & ANDRIETTA, 1995).
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2.3 - Metodologia para identificacdo de leveduras
2.3.1 - Meios Diferenciais

Os meios de cultivo possuem propriedades que vio inibir ou selecionar
determinado tipo de levedura. Segundo CAMPBELL (1987), os meios mais
utilizados para o isolamento de leveduras habitantes do processos sdo: (i) meios
onde as leveduras selvagens crescem, ficando a levedura de processo inibida, sendo
os mais utilizados, meios contendo cristal violeta, actidiona, fucsina e sulfito; e (i)
meios onde sdo adicionados ao meio fontes de carbono que apenas as leveduras

selvagens sio capazes de utilizar, como amido e xilose por exemplo.

LIN (1975), testou a eficiéncia de cinco meios diferenciais na detecgdo de
leveduras seivagens de cervejaria. Estes meios diferenciais foram classificados em
dois grupos. O grupo I, adequado para detecgio de ndo-Saccharomyces, consiste
em meios contendo actidiona e lisina. O grupo I, adequado para detecgdo de
Saccharomyces, consiste em meios contendo cristal violeta, fucsina-sulfito € meios
onde se tem uma mistura de cristal violeta e fucsina-sulfitc. Dentro do grupo I o
meio lisina detecta mais espécies de leveduras selvagens que o meio actidiona. No
grupo 11, o meio contendo uma mistura de cristal violeta e fucsina-sulfito é superior
aos demais. Este mesmo autor cita que na detecgio de leveduras selvagens nenhum
meio diferencial pode ser usado sozinho com resultados satisfatorios. O uso de 2 ou
mais meios diferenciais ou meio diferencial combinado com outros métodos ira

garantir melhores resultados na detecgdo destas leveduras.

RODRIGUEZ (1987 ), sugere para identidade de leveduras selvagens quatro
diferentes meios de cultivo sendo esses adicionado de lisina, actidiona e cloreto de

sOdio e o ultimo livre de pantotenato.

SPINA ( 1989 ), propde para identificagio de levedura selvagem em unidades
produtoras de alcool a utilizacdo de dois meios de cultivo a base de farinha de

milho. Segundo este autor este meio favorece o crescimento de leveduras selvagens

10
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inibindo o crescimento de Saccharomyces.

SOUZA et al. (1993), através de meio diferencial WLN, agrupou de acordo
com semelhancas morfoldgicas, nove grupos (biotipos) distintos de cepas de
levedura de amostras de caldo primario e mosto. Cada um destes grupos foi
submetido a uma avaliacio em meios de cultura seletivos. Foram empregados os
seguintes meios de cultura: agar-lisina, agar-cristal violeta, dgar-mycosel, medium-
candida, agar-cloreto 2,3,5-trifeniltetrazolio, agar-saboraud. Na avaliagdo dos nove
biotipos nos diferentes meios, com excegio de um biotipo, os demais constituiram-

se em leveduras selvagens nfio pertencentes ao género Saccharomyces.

2.3.2 - Taxonomia Classica

A taxonomia classica de leveduras tem sido largamente utilizada por
pesquisadores para identificar esses microrganismos a nivel de género e espécie.
Esse tipo de classificag@o data do século XIX onde Hansen, em 1888, diferenciou
as culturas de leveduras com base na morfologia celular e ascoporal e introduziu as
seguintes caracteristicas: crescimento em meio liquido, temperatura 6tima de
crescimento ¢ habilidade em fermentar determinados agiicares ( VAN DER WALT,
1987 ).

Com o passar dos anos, os taxonomistas estenderam a lista de Hansen
incluindo outras caracteristicas tais como: a preseng¢a ou auséncia de estagios
sexuais, a formagio de pigmentos, a utilizagio de fontes de carbono, tolerincia a
alta concentracdo de glicose, liquefagdio de gelatina, crescimento a varias
temperaturas, resisténcia a cicloheximida, estrutura da coenzima Q no sistema de
elétrons { BARNET efal, 1983 ).

11
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2.3.3 - Taxonomia Numérica

GRIFFTHS ( 1981 ) propds uma metodologia para classificagio de leveduras
baseado em uma bateria de 21 testes de caracteristicas fisiologicas, como
capacidade de fermentagio e assimilagio de aglicares, crescimento em altas
temperaturas, crescimento em meios com alta pressio osmética, assimilagio de
nitrato e presenca de c¢lulas alongadas. A partir dos resultados, obtém-se uma
sequencia numeérica de 7 digitos que ¢ comparado com uma base de dados que
contém 429 cepas de referéncia. A partir disto € possivel se classificar algumas

leveduras até nivel de espécie.

CABRINE & GALLO (1999), fizeram um levantamento da vaniedade de
espécies de leveduras presentes em um processo de fermentagdo industrial para
producdo de alcool. A identificacdo das leveduras isoladas foi realizada por

taxonomia numérnca. Foram isoladas um total de 63 culturas de leveduras, das

quais 55 puderam ser identificadas por esta metodologia. Dentre as 55 leveduras
identificadas observou-se a presencga de 5 géneros, sendo o género Saccharomyces
o de maior incidéncia e 19 espécies, sendo a espécie Sacharomyces cerevisiae a

dominante na unidade industrial pesquisada.
2.3 4 - Métodos rapidos de identificacio de leveduras

A indistria fornecedora de material e equipamento para uso em microbiologia
tém se preocupado em desenvolver métodos rapidos para identificagio de
microrganismo, principalmente para os que sio transmitidos por alimentos e que
oferecem riscos ao consumidor. Esses métodos normalmente sio constituidos de
"kits" prontos onde todo as etapas sio de facil execugdo e a obtengio dos
resultados € acelerada. Entre esses "kits" disponiveis no mercado existem alguns

que identificam leveduras de uma forma mais rapida que os processos tradicionais.

Os "kits" para identificagdo de leveduras normalmente sio baseados na

assimilagdo de fontes de carbono. O resultado obtido é comparado com uma base

12
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de dados fornecido pelo fabricante, que contem o perfil de grande parte das

leveduras descritas.

A Biolog® desenvolveu um sistema baseado na assimilagdo e/ou na oxidagdo
de 96 diferentes tipos de fontes de carbono para identificagdo de leveduras.
Segundo o fornecedor esse sistema é capaz de identificar em 04 horas 267 espécies

de leveduras.

A bioMerieux® também desenvolveu um sistema para identificagdo rapida de
leveduras. Esse sistema é constituido de 32 testes que ap6s 24 horas de incubagdo
classifica as leveduras baseando-se na comparagio dos resultados obtidos com os
disponiveis em um banco de dados. KUHLE & JESPERSEN (1998) fizeram uso
desse "kit" para identificagio de leveduras isoladas de cervejaria. Os autores
relatam que obtiveram sucesso na identificagdo de 124 diferentes isolados. Desses

isolados 57% foram descritos como Saccharomyces. cerevisiae.
2.3.5 - DNA - Fingerprinting

O matenal genético, isto é, o DNA tem sido utilizado como recurso para

identificacio de levedura.

O termo DNA “fingerprinting” € usado para descrever qualquer método de
analise de DNA (4cido desoxirribonucleico) que diferencia duas ou mais espécies.
Mais comumente, a analise é feita isolando-se 0 DNA com enzimas degradantes de
parede celular, que € entdo reduzido a fragmentos por enzimas endonucleases,

separados eletroforeticamente ¢ identificados por fluorescéncia. (MEADEN, 1990).

A técnica da cariotipagem (DNA “fingerprint”), baseada na separacdo
eletroforética do DNA cromossGmico intacto (moléculas que se diferenciam tanto
em nimero como em tamanho, contidas no nicleo da levedura e primordialmente
relacionados com suas caracteristica genéticas), tem se mostrado como uma

excelente ferramenta na diferenciagdo de géneros, espécies, bem como de diferentes

13
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linhagens de uma mesma espécie.

TAVARES ef al. (1992) distinguiu linhagens de leveduras utilizadas na
fermentacgdo alcodlica através de analises de DNA e eletroforese de proteinas,
concluindo que os dois métodos complementam as técnicas convencionais que
apenas permitem a distingio de espécies diferentes, abrindo a possibilidade de se

distinguir variaces de linhagens de mesma espécie no fermento.

Muito esforgo tem sido feito no sentido de se obter linhagens de leveduras
adequadas & fermentacfio alcodlica industrial, nZo apenas por procedimentos
classicos de melhoramento genético como também por abordagens mais
sofisticadas como a técnica do DNA recombinate (PANCHAL & TAVARES,
1990), mas poucos s&o os relatos de seu emprego em escala indistrial (BASSO et
al., 1993).

2.3.6 - Parametros baseados nas caracteristicas fermentativas

As técnicas tradicionais de caracterizagdo de cepas de leveduras tais como o
isolamento em meios diferenciais ( HARRIS & WATSON, 1968; LIN, 1975,
SOUZA, 1993 )taxonomia classica (LODDER, 1970), taxonomia numérica
(GRIFFITHS, 1981) até técnicas sofisticadas como a de separagio eletroforética
do DNA cromossémico (BASSO er al, 1993), nd3o sdo capazes de fornecer
parametros que permitam a elaboragio de um diagnostico dos problemas ocormdos
no processo (ANDRIETTA et al., 1995 ).

Perdas de produtividade e de rendimento sem explicacio de ordem
operacional, despertou a atengdo para um fator até entfio nfio considerado, a
qualidade fermentativa das cepas de levedura presentes no processo (ANDRIETTA
etal, 1997).

ANDRIETTA et al,, (1995 ), através de pardmetros cinéticos e de produgdo

avaliaram sete cepas isoladas de final de safra, verificando que as informagdes

14
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destes testes fornecem o potencial que as leveduras possuem de dominar o
processo € sua capacidade fermentativa. Neste mesmo trabalho, estes autores
propuseram o pardmetro Potencial Fermentativo com o objetivo de caracterizar as
leveduras em func3io de sua capacidade fermentativa em relagio as leveduras do
indculo original, auxiliando na elaboragio do diagnostico dos problemas que

ocorrem durante o processo.

RODRIGUES (1989), realizou testes como curvas de crescimento para
determinag@o velocidade especifica maxima de crescimento, toleriincia ao etanol
(JIMENEZ & VAN UDEN,1985 ), e alguns parfmetros medidos usualmente em
cepas atipicas isoladas do processo de fermenta¢fio alcodlica, concluindo que
através destes testes ndio & possivel classificar taxonomicamente as leveduras,
porém € muito importante quando se quer analisar o comportamento dessas
leveduras no processo (MALTO, 1997).

SOUZA et al (1993) isolaram e caracterizaram, através de meios
diferenciais, leveduras presentes em amostras de caldo de cana ¢ mosto de uma
unidade produtora de alcool que na época apresentava problemas relacionados a
contaminacdo microbiologica. Neste trabalho, os autores estudaram os seguintes
pardmetros dos isolados: taxa de crescimento, capacidade fermentativa, acidez
sulfiarica, concentracdo alcoolica, concentragio de redutores residuais, rendimento
fermentativo e desempenho global. Neste mesmo trabalho, o comportamento das
leveduras isoladas pertencentes ao género Saccharomyces apresentou desempenho
global muito superior aos demais isolados. No entanto , este grupo possuia uma

pequena participagio populacional.

ANDRIETTA et al. (1999) desenvolveram um sistema de classificagdo de
leveduras que leva em consideragdio as caracteristicas cinéticas, de rendimento e
produtividade das linhagens Neste sistema de classificacio sdo utilizados seis
parametros seqiienciais para a definicio do grupo de cada levedura isolada, sendo

eles: producgfo especifica de células, velocidade de consumo de substrato, nivel de
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conversdo de substrato, velocidade especifica maxima de crescimento,
produtividade e produciio especifica de etanol Para cada pardmetro foram
definidos 3 faixas distintas de valores, sendo: alta (1), media (2), baixa (3). Os
grupos foram definidos pela combinagdo dos 6 algarismos, sendo que cada um
deles pode assumir valores de 1 a 3. Foram considerados isolados pertencentes ao

mesmo grupo, aqueles que apresentaram a mesma seqiiéncia.
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3 - MATERIAL E METODOS
3.1 - Isolamento e Purificagéo

Foram coletadas amostras de vinho fermentado durante a safra 98/99 das
Usinas Alvorada - Itumbiara e Citrosuco Paulista - Unidade Mat&io. No primeiro
més de safra da Usina Alvorada foram coletadas amostras semanais. As demais
amostras foram coletadas mensalmente nas duas unidades fermentativas. As
amostras foram coletadas em frascos limpos e esterilizados ( 15 minutos a 121°C ),
ocupando no maximo a metade da capacidade do mesmo para permitir uma perfeita
homogeneiza¢do. Esta amostras foram refrigeradas e enviadas ao Laboratério da

Divisdo Processos e Biotecnologia do CPQBA/UNICAMP, onde foram
plagueadas.

3.1.1 - Meio de cultivo

Foi utilizado meio diferencial para leveduras ( WLN -Difco 0424-01-7), visto

que o uso deste meio permite separar morfologicamente as leveduras.

Foi adicionado ao meio esterilizado e resfriado ( £ 50°C. ) uma solugo de
antibioético ( acido nalidixico - 0,1g, HJ - 0,1g, agua destilada ~ 10ml ) para inibir o

crescimento de bactérias. Foi utilizado 1mi de antibiético para cada 100m! de meio.
Verteu-se 25 ml de meio, em placas de Petri previamente esterilizadas.
3.1.2 - Dilui¢do da amostra

Foram esterilizados em autoclave (15 minutos a 121°C ) 8 tubos de ensaio
contendo 9,2 ml de agua destilada. Com o auxilio de pipeta estéril ( 1 ou 2 mi) foi
transferido 1 ml da amostra de vinho fermentado, previamente agitado, para um
tubo contendo 9 mi de dgua estéril ( & 0,2 ml de agua evaporam na autoclavagem ).

Deste tubo, depois de agitado, foi transferido com outra pipeta estéril 1 ml para
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outro tubo, e assim até o tubo 8. Desta forma a amostra foi diluida até nivel de 10°%
3.1.3 - Plagueamento

Com o auxilio de pipeta estéril foi transferido para as placas de WLN 0,1 mi
das diluigdes 107, 10%, 107 e 10®. Com alga de Drigalsky esterilizada {mergulhada
em etanol absoluto e flambada ),0 inéculo foi espalhado sobre o meio de modo a
ficar distribuido homogeneamente na placa. Esperou-se algum tempo para que o
inbculo fosse absorvido pelo meio, inverteu-se a placa e incubou-se por 7 dias a
32°C.+ 1. No caso da Citrosuco as amostras foram plaqueadas a partir de 10 em

fungdo da baixa concentragio de células neste processo.
3.1.4 - Contagem e caracterizagdo morfoldgica

Ap&s o periodo de incubagdo as placas foram observadas quanto a ocorréncia
de coldnias morfologicamente diferentes. As colOnias foram analisadas quanto a

cor, tamanho, forma e textura.

O resultado foi expresso em unidade formadora de coldnia por ml de amostra
( UFC/ml ). Este foi obtido multiplicando-se o nlimero de coldnias contadas por 10
{ para que o resultado fosse expresso por ml, uma vez que foi plaqueado 0,1 ml ) e

pela dituiggo utilizada.

Representantes de cada tipo de colonia foram purificadas em PDA ( Potato

Dextrose Agar ) e incubadas a 32°C =+ 1 por 2 dias

As col6nias purificadas foram transferidas para “slants™( agar inclinado com
meio PDA ) e incubadas por 48 horas a 32°C.+ 1. Os slants foram conservados em

Oleo mineral estéril sobre refrigeracio.
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3.2 - Velocidade especifica maxima de crescimento (L. )

A determinagio deste parametro foi realizada através do acompanhamento do
crescimento dos microrganismos em meio de cultivo contendo quantidades ndo

limitantes de substrato e onde ndo estejam presentes fatores de inibigio.

3.2.1 - Preparo do Inéculo

As culturas conservadas no 6leo mineral foram transferidas para “slants” de
P.D.A. e incubadas a 32°C por 24 horas. Apos este periodo estes “slants” foram

ressuspensos em agua estéril .
3.2.2 - Meio de Cultivo

Foi utilizado meio com a seguinte composi¢io em g/l: Glicose - 40; Fosfato
Diacido de Potassio - 5; Cloreto de Aménio - 1,5; Sulfato de Magnésio
heptaidratado - 1, Cloreto de Potassio - 1; Extrato de Levedo — 2.

3.2.3 - Condugio do Ensaio

Foram preparados frascos Erlenmeyer de 250 ml, de acordo com o ndmero
de leveduras a serem testadas (em duplicata ), contendo 100 ml de meio de cultivo
e esterilizados em autoclave por 15 minutos a 121°C. Foi preparado um frasco a
mais para calibrar o espectrofotdmetro. Os frascos foram inoculados com 10 mi de
suspensdo de leveduras. Imediatamente apés a inoculagio foram retiradas
amostras de cada frasco para a leitura inicial (t = 0). Os frascos foram incubados
em shaker a 32°C e 150 rpm. O acompanhamento do crescimento da levedura foi
realizado através da determinacdo da densidade otica a 600 nm em intervalos de
tempo regulares. As trés primeiras leituras foram feitas em intervalos de uma hora e
as demais em intervalos de meia hora, até o final da fase exponencial, totalizando 7
horas de experimento. O ensaio foi conduzido em conjunto com uma cepa Cujo Hmsx

¢ conhecido. A Figura 01 representa o esquema geral para a condugdo do ensaio.
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Inoculo 50 mi de
agua estenl

10 mi

_3_3Me10 de caitxvo -

32°Ce 150 rpm.

24 horas
32°C

-———3»  Absorbincia 4 600nm

Figura 01: Esquema geral para condugfo do ensaio para obtengdo de Lims
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3.2.4 - Célculo de poux

O valor de s foi obtido através da curva de crescimentoe do microrganismo

na fase exponencial descrito por RODRIGUES & ANDRIETTA,1995.

A velocidade especifica de crescimento do microrganismo ( py ) € definida

Como:

Integrando-se a equacio acima tem-se:

t X
< XOX dt

A fase exponencial de crescimento € caracterizada por u, = 4,,.. =cte, €

assim a equacdo acima fica:

ol = In—e
Hmdx X,

A equagio acima € similar a equagfo de uma reta onde o coeficiente angular
€ Umax Assim, com os dados da densidade otica em fungio do tempo, obtidos

durante o ensaio, plota-se:

In&w .o f
DO, Hx

onde, DO ¢ a densidade Otica no tempo t, e DOy é a densidade otica

correspondente at = 0.

O pwmax fol obtido calculando-se o coeficiente angular da parte linear da curva,

que corresponde ao crescimento exponencial do microrganismo.

21



Material e Métodos

3.3 - Fermentacgédo
3.3.1 - Preparo do Inoculo

As culturas conservadas no 6leo mineral foram transferidas para “slants” de
P.D.A. e incubadas a 32°C por 24 horas. Apos este periodo estes “slants” foram

ressuspensos em 40 ml de agua estéril.
3.3.2 - Meio de Cultivo

Foi utilizado meio com a seguinte composi¢io ( g/1 ): Glicose - 150; Fosfato
Diacido de Potassio - 5. Cloreto de Amdmio - 1,5; Sulfato de Magnésio
heptaidratado - 1; Cloreto de Potassio - 1; Extrato de Levedo - 6.

3.3.3 - Condugio do Ensaio

Foram preparados frascos Erlenmeyer 250 ml de acordo com o numero de
leveduras a serem testadas ( os testes foram realizados em triplicata ) e ainda dois
frascos a mais para a analise da concentracio inicial de agiicar no mosto. Estes
frascos foram fechados com rothas de borracha, as quais possuem um orificio com
algoddo que permite a saida do gas carbdnico produzido durante a fermentacio, e
entdio pesados em balanga eletronica (1). Foi transferido para cada erlenmeyer 100
ml de meio de cultivo, fechou-se com as respectivas rolhas de borracha, cobriu-se
com papel aluminio e esterilizou-se em autoclave por 15 minutos a 121°C. Apos
esfriar, os frascos foram pesados novamente (2). Os frasco foram inoculados com
10 ml de suspensio de cada levedura selecionada. Pesou-se os frascos para
determinar a quantidade de indculo utilizado na fermentaciio (3). Os frascos foram
incubados em shaker a 32°C e 150 rpm por 24 horas. Terminado o tempo de
fermentagdo, os frascos foram pesados para se determinar a quantidade de gas
carbonico produzido (4). As amostras de vinho fermentado foram utilizadas na
determinagfo de. concentragdo de etanol, massa celular e agicar. A Figura 02

mostra o esquema geral para a condugio do ensaio.
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Este teste foi conduzido em triplicata. Em fun¢do do nimero limitado de
frascos no shaker como também do nimero de isolados nas amostras de vinho
fermnentado, as fermentacbes foram realizadas em 6 etapas (denominadas de:
Fermentagdo 1,2,3,4, 5, 6). Em cada uma das etapas as cepas foram testadas em
conjunto com uma cepa padric que apresenta caracteristicas fermentativas
previamente conhecidas e consideradas satisfatérias para o processo industrial.
Com esse procedimento elimina-se as possiveis variagdes (agitacdo, temperatura,
etc.) que podem ocorrer entre um ensaio € outro, uma vez que os parametros da

cepa padrdo sdo utilizados como base de célculo, 0 que elimina as variagdes em
cada fermentagdo.
obs:(1) - massa do frasco vazio = Mg

(2) - massa do frasco + meio esterilizado = me.

(3) - massa do frasco + meio esterilizado + indculo = Mg,

(4) - massa do frasco + vinho fermentado = Mg,
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24 horas
32°C

Inocuie 50 mi de
égua estenl

Etanol Glicose Massa Celular
(sobrenadante) (massa seca)

Figura 02: Esquema geral para condugfo do ensaio de fermentagio
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3.4 - Métodos analiticos
3.4.1 - Determinagdo da Massa Seca

Indculo: Uma aliquota de 10 mi de indculo foi transferida para placa
previamente tarada e levou-se para estufa a 80°C até peso constante O valor da

massa seca foi obtido pela diferenca do peso inicial da placa ( MS;psc).

Vinho Fermentado: A determinagéo foi feita pela retirada de aliquotas de 40 m! de
vinho fermentado que foi centrifugado a 4000 rpm por 5 minutos. O centrifugado
foi lavado com &gua e recentrifugado por trés vezes. Em seguida, foi transferido
para urna placa previamente tarada e levado para estufa a 80°C até peso constante.

O valor da massa seca foi obtido pela diferenga do peso inicial da placa (MSuino).
3.4.2 - Determinacio do Etanol Produzido

Foi utilizado método espectrofotométrico para determinagio de teores
alcodlicos em misturas hidroalcodlicas. O método ( SALIK E POVH, 1993 ) se
baseia na oxidagio do etanol a Acido acético, através da reagio com dicromato de
potassio em meio acido. A solugBo adquire uma tonalidade verde proporcional a
concentragdo de alcool na amostra, possibilitando a leitura em espectrofotometro.
A quantificagiio do etanol € feita através da compara¢io com uma curva padrio

construida com concentra¢des conhecidas de etanol.
3.4.2.1 - Destilacdo da Amostra

As amostras de vinho fermentado foram submetidas a uma destilagdo, em
microdestilador, para evitar interferéncia de outras substincias presentes no vinho.
Para isto, destilou-se 25 ml do vinho fermentado, e recolheu-se 50 ml em baldo

volumeétrico, garantindo assim que todo o etanol fosse destilado.
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3.4.2.2 - Preparo da Amostra

As amostras destiladas foram diluidas na proporgéo de 1 ml da amostra para

25 mi de agua destilada em baljo volumétrico.

Foram transferidos 5 ml de cada amostra diluida para tubos de ensaio e

acrescentou-se 2 mi de agua destilada ¢ 2 ml de reagente de cor.

Os tubos foram colocados em banho-maria a 60°C por 30 minutos. Em
seguida resfriou-se os tubos até temperatura ambiente e realizou-se a leituras de

suas absorbancias em espectrofotdémetro a 600 nm de comprimento de onda,
3.4.3 - Determinagio da Glicose

A determmagdo foi feita por via enzimatica utilizando glicose-oxidase (kit
Laborlab) O método baseia-se na oxidagio da glicose pela enzima glicose-oxidase e
peroxidase. Nesta reacdo ocorre a redugdo de um reativo de cor ( aminofenazona e
fenol ) com desenvolvimento de coloragfic rosa proporcional a concentracio de
agucar na amostra. A concentra¢io de glicose presente foi determinada através
leitura de absorbdncia a 505 nm. A absorbéncia da amostra é comparada com uma

curva padrio construida com concentragdes conhecidas de glicose.

3.4.3.1 - Preparo da Amostra

Com o auxilio de uma pipeta automatica transferiu-se 0,1 ml! de vinho
fermentado e centrifugado para tubos de ensaio. Adicionou-se 10 ml do reagente de
cor e levou-se ao banho-maria por 10 minutos a 37°C. Em seguida resfriou-se os
tubos até temperatura ambiente e realizou-se as leituras de absorbincia em

espectrofdtometro a 505 nm de comprimento de onda.
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3.4.4 - Determinacfio de Quantidade de Nitrogénio

Utilizou-se o método Kjeldahl para determinagfio de nitrogénio total. Os
ensaios foram conduzidos seguindo a metodologia utilizada por PULZATTO
(2000).

No método Kjeldahl determina-se o nitrogénio contido na matéria orgénica,
incluindo o nitrogénio protéico e outros compostos nitrogenados nido protéicos, tais
como aminas, amidas, lecitina, nitrilas, aminodcidos. Neste caso o resultado serd

dado como nitrogénio bruto ( ou total).
3.4.4.1 - Principio do Método

A metodologia para obtengdo do teor de nitrogénio da amostra € conduzida

em trés etapas, sendo elas: digestdo, destilagio e titulagio.

Na digestdo, proteinas e compostos nitrogenados sio decompostos na

presenca de H>SO, concentrado a quente produzindo sulfato de amdnio.

Na etapa de destilagdo, o sulfato de amdnio em presenga de solugdo de

hidréxido de sddio libera NH; que é recebido em solugdo de acido bérico.

A amdnia na solugiio de acido borico ¢ titulada com solugio de H,SO; com

normalidade conhecida e assim determina-se o teor de nitrogénio na amostra.

3.4.4.2 - Conducgdo da Analise

Pesou-se aproximadamente 0,2g da amostra de massa seca em papel aluminio
e transferiu-se para baldo volumétrico de 100mi. Preparou-se um branco com 0,2
ml de dgua destilada. Adicionou-se 10 ml de H,SO4 concentrado e levou-se para o

aparelho de digestdo ( Hach Company, modelo 23130-20 ) a uma temperatura de
450°C.

27



Material e Métodos

3.4.4.3 - Procedimento para Destilagdo do Nitrogénic
A destilagdo foi feita em aparelho destilador TECNAL modelo TE036-E.

Seguindo-se instrugdes para utilizagio do aparelho, utilizou-se 25 ml de
amostra digerida, 20 ml de NaOH 50% e recolheu-se cerca de 125 ml! de destilado
em erlenmeyer contendo 50ml de acido bérico 2% com indicador misto (5 ml de
solugdo de vermelho de metila 0,1% em etanol absoluto e 25 ml de verde de

bromocresol 0,1 em etanol absoluto por litro de H;BO; 2% ).
3.4.4.4 - Titulagdo do Nitrogénio

O nitrogénio presente na amostra destilada na forma de (NH,:;BOs, foi
titulado com H,SO,; 0,1N.

3.4.4.5 - Caculo do Percentual de Nitrogénio Total

A partir da equagio abaixo, calculou-se o percentual de nitrogénio total
(%N).das cepas isoladas.

o N = [(vm. H,S0, ~ VolH,S0 (branco))x 14,007 x N(H,SO ) x 10000}

25 x peso amostra (mg)
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3.5 - Capacidade Fermentativa

ANDRIETTA et al. (1999), desenvolveram um sistema de classificagio de
leveduras que leva em considerag¢@io as caracteristicas cinéticas, de rendimento e

produtividade das linhagens

Neste sistema de classificagdio sio utilizados seis pardmetros seqilenciais para
a defini¢do do grupo de cada cepa, sendo eles: produgfio especifica de células
(Yxs), velocidade de consumo de substrato (VCS), nivel de conversdo de substrato
(NCO), wvelocidade especifica méxima de crescimento (ms), produtividade
(PROD) e produgdo especifica de etanol (Yes).

Cada par@metro contempla 3 faixas distintas de valores, sendo: alta (1),
média (2), baixa (3).. Estas faixas foram definidas de acordo com experiéncias
adquiridas em trabalhos anteriores (ANDRIETTA ef al, 1995, ANDRIETTA ef
al., 1997). A Tabela 01 apresenta as faixas de cada paridmetro estudado.

Tabela 01: Limites das faixas de variagio dos niveis alto, médic e baixo dos

pardmetros utilizados na classificacdo das cepas isoladas
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Os grupos sdo definidos pela combinagio de 6 algarismos, sendo que cada
um deles pode assumir valores de 1 a 3. Foram consideradas cepas pertencentes ao

mesmo grupo, aquelas que apresentam a mesma sequencia.

O procedimento para obtengio dos 6 algarismos foi: a) a partir dos testes
realizados calculou-se os pardmetros produgiio especifica de células (Yxs),
velocidade de consumo de substrato (VCS), nivel de conversio de substrato
(NCO), velocidade especifica maxima de crescimento (Ums), produtividade (@) e
produgdo especifica de etanol (Yps). Estes parimetros tiveram seus valores
corrigidos para uma base de céalculo tinica. A correcdo foi feita dividindo-se o
resultado da cepa padrio pelo respectivo valor de referéncia (Tabela 02). O
resultado obtido para a cepa isolada foi corrigido por este fator encontrade. b) os
valores dos pardmetros de cada cepa foram utilizados para classifica-las de acordo
com suas caracteristica, em grupos que agregam cepas de comportamento

fermentativo similares.

Tabela 02: Valores de referéncia da base de calculo dos pardmetros utilizados na

classificagdo das cepas

el&e_submto';(VCS) gsubstmtofixh '_ f{

fcrm o G G

..Produtmdade (@) . "'g'etanollixh _ 2}5
Prodm;ée especrﬁca de ezanal (Ypfs) : .g etanaifgsubstram : _: . 346 o
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3.5.1 - Determinac@o da massa de etano! produzida (ETOH)

Foi determinado pela massa de vinho bruto multiplicado pela concentragdo

de etanol.

ETOH = M@ssa vinho fermentado x concentragdo de etanol novinho x densidade etanol
densidade do vinho x 100

onde:
ETOH=g
massa de vinho fermentado (g) = Mierm. ~ Maasco
concentragdo de etanol no vinho = ml/100ml
densidade do etanol = 0,79g/mi
densidade do vinho = g/ml

3.5.2 - Determinagdo da massa de glicose consumida (GLI)

Foi determinada pela diferenca entre a glicose inicial no mosto e a final do

vinho fermentado.

massa de mosto x concentracdode glicose nomosto

glicoseinicial =
densidade do mosto

massa vinho x concentracdo de glicose novinho

li cose final =
glicose fi densidade do vinho

GLI = glicose inicial - glicose final
onde:

GLI=g
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353

massa de mosto (g) = Meg. - Mfrasco

concentragéo de glicose no mosto = g/ml

massa de vinho = M. - Mirasco

concentragdo de glicose no vinho = g/ml
densidade do mosto = g/ml

densidade do vinho = g/ml

- Determinagdo da massa celular produzida (MX)

Foi determinada pela diferenca entre a massa seca no vinho fermentado ¢ a

massa seca de indculo.

|

onde:

massa de vinho massade inoculo
MS - xMS, .
densidade do vinho * vinhoj{ [densidade do inoculo mac':l

MX=g

massa de vinho = Mg, = Measco
densidade do vinho = g/ml
MSeinso = g/ml

massa de indculo = Minge, - Mes
densidade do indculo = g/ml

MS,,,O.., = g/ml
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3.5.4 - Obtencao da produgdo especifica de etanol (Yp/s)
Foi determinada pela razdo entre o etanol produzido ¢ a glicose consumida.

_ ETOH

Yo/
PIS=00

onde: Yp/s = g de etanol/g de substrato
3.5.5 - Obtengio da produgido especifica de células (Yx/s)

Foi determinada pela razio entre massa celular produzida e a glicose

consumida.

onde: Yx/s = g MX/g de substrato
3.5.6 - Obtencio da produtividade (@)

Fot determinada pela razio entre a massa de etanol produzida por volume de

meio em fermentagio por unidade de tempo.

3 ETOH
volume de meio x tempode fermeniagdo

onde:
@ =gdeetanol/L xh
volume de meio = 100ml = 0,1L

tempo de fermentagio = 24 horas



Material e Métodos

3.5.7 - Obtencéo da velocidade de consumo de substrato (VCS)

Foi determinada pela razfo entre a massa de glicose consumida por volume

de meio em fermentaco por unidade de tempo.

GLI

VCS =
volume demeio x tempode fermentacdo

onde:
VCS = g de substrato/L x h
volume de meio = 100ml = 0,11
tempo de fermentacio = 24 horas
3.5.8 - Determinagiio do Nivel de conversdo do substrato (NCO)

NCO = glicoseinicial — glicose final
glicoseinicial

x 100

onde:

NCO =%
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3.6 - Taxonomia Numérica

Os ensaios foram conduzidos segundo metodologia descrita por GRIFFITHS
(1981), a qual baseia-se em testes bioquimicos de assimilagio ¢ fermentagio de
fontes de carbono, atribuindo-thes valores dos quais s&o obtidos coédigos numeéricos
de identificagio. A partir desta metodologia este autor caracterizou 429 cepas

conhecidas.

As cepas sdo caracterizadas utilizando vinte € um testes. Estes testes sdo
separados em sete grupos. Cada uma destes grupos possuem 3 diferentes testes.
Cada um destes testes corresponde a uma pontuagdo se positivo. Se negativo a
pontuagdo € igual a 0. A partir dos testes realizados os pontos sdo somados para
cada um dos sete grupos. Desta maneira, sio obtidos 7 diferentes digitos, que

agrupados sdo comparados com os padrdes descritos pelo autor.
A tabela 03 apresenta os testes realizados e sua respectiva pontuagao.

Tabela 03: Testes realizados para obtencgéo dos codigos numéricos das espécies de

leveduras para caracterizagao através de Taxonomia Numérica.

C}Sﬁ Iactc;se

T scimento (4) cr&scimmto (2)53 cresc:mnm(t)

R :3: emnto} 1 amido _
;crescunente @) _h;d;qhgg__(__l_):

.; DIGITO 4 .- Sacarose ghcose _. : ..

?DIGW 5 | o ;:fcrasmmenzo @ m'es;ﬁ:menm (1)

SOl Raﬁnose o manitol ol Meh“bmse :
DIGITO 6 _:1"_Crescnnento (4) o :crescnnenm (2)':'5' e {:I_esczrr_if_:n_to {:1)_';
. Lactose . xilose céﬁl{as

DIGTOT.  fenagio @) orescmenio ) alongadas (1)
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3.6.1 - Condugio dos testes

3.6.1.1 -« Incculo

Os testes, com excecdo da forma celular e hidrolise do amido, foram

conduzidos com as leveduras crescidas em YEPD por 24 horas 4 32° C.

Composicio do meio YEPD (g/l). extrato de levedura - 10, peptona - 20,
dextrose 20.

3.6.1.2 - Preparo dos acuicares para assimilagcdo e fermentacdo

Todos os agicares foram dissolvidos em uma solugio basal em uma
concentragéo final igual a 2%. No caso da rafinose foi utilizado uma concentraggo
final de 4%. A inoculagdo foi feita com 0,1 mi da levedura crescida em YEPD. A
solugfo foi distribuida em tubos de ensaio em um volume igual a 5 ml. Nos tubos
referentes a fermentacfio tubos de Duran foram adicionados. Os teste de
assimilagdo foram considerados positives quando houve formagio de biomassa. No
caso da fermentagdo ocorre sempre desprendimento de CO,, e consequentemente
producgio de gas. Assim, os tubos de Duran, que nada mais sdo que captadores de
gas, indicaram se a levedura foi capaz de fermentar e consequentemente produzir

gas na presenca de um dado agucar.

Solucfo basal para teste de acucares (g/l): sulfato de amédnio - 5, fosfato
monobasico - 1, sulfato de magnésio - 0,5, aglicar a ser testado - 20 (no caso da
rafinose - 40).

Acticares a serem testados: Assimilacdo: maltose, galactose, lactose, eritritol,

ribitol sacarose, inositol, celobiose, rafinose, manitol, melibiose, xilose.

Fermentacdo: glicose, galactose, lactose, sacarose.

Todos os agicares foram esterilizados em autoclave por 3 minutos 4 121°C.

Foi preparade um tubo onde nfo foi adicionado o aglicar (branco). Esse
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procedimento foi realizado para descartar um resultado de falso positivo. Todos s
testes foram realizados em duplicata. As leituras {observagdes) foram feitas em 24,
48 e 72 horas.

3.6.1.3 - Assimilacdo de nitrato de potdssio (KNO3)

A inoculagio foi feita com 0,1 ml da levedura crescida em YEPD. A solugao
basal foi colocada em tubos de ensaio em um volume igual a 5 ml. Este teste fol
incubado a 32° C por 48 horas. Passado esse periodo de incubagfio foi colocado 3
gotas da solugiio A (N,N dimethyl-1-naphtyl-amine - 0,6g, 4cido acético SM - 100
ml) e 3 gotas da solucdo B (acido sulfanilico - 0,8g, acido acético SM - 100 ml). O
teste foi considerado positivo com a formagio de uma coloragio rosea a vermelho.
No caso de reagio negativa (meio ndo alterado) adicionou-se um pouco de pé de
zinco ao meio. Se o nitrato ndo foi utilizado o zinco o reduzirda quimicamente

formando uma cor vermelha.

Solucdo basal para nitrato (g/1): sulfato de amonio - 5, fosfato monobasico -

1, sulfato de magnésio - 0,5, nitrato de potassio - 1, agar - 1,7.
A solug@o basal foi esterilizada por 15 minutos em autoclave a 121°C.
3.6.1.4 - Crescimento em presenga de alta concentracdo osmdtica

A inoculaggo foi feita com 0,1 ml da levedura crescida em YEPD. A solugdo
foi colocada em tubos de ensaio em um volume igual a 5 ml. O teste foi
considerado positivo quando houve a formagio de biomassa, indicando assim que a

levedura foi capaz de crescer em concentracfio osmotica (sal e agticar).

Crescimento em NaCl 10% (g/l): glicose - 20, peptona - 20, extrato de
levedura - 10, cloreto de sddio - 100. Crescimento em glicose 50% (g/1): sulfato de
amdnio - 5, fosfato monobasico - 1, sulfato de magnésio - 0,5, glicose - 500.

Esterilizacdio: 3 minutos em autoclave 4 121°C.

37



Material e Métodos

3.6. 1.5 - Hidrolise do amido

Para inoculagio deste teste, a levedura foi estriada no meio contendo amido e
encubada por 24-48 horas a 32° C. A partir da cultura crescida, uma colOnia foi
transferida para outra placa contendo o mesmo meio. A placa foi incubada por 24-
48 horas a 32° C. Apds o crescimento da cultura adicionou-se uma gota de Lugol.

A reacHo foi considerada positiva com a formagdo de uma halo ao redor da coldnia.

Meio (g/1): amido - 20, extrato de levedura - 10, peptona - 10, agar - 15. Este
meio depois de esterilizado em autoclave por 15 minutos & 121°C, foi distribuido

em placas estéreis (cerca de 20/placa).
Lugol: iodeto de potassio - 2g, iodo metalico - 1g, agua destilada - 300 ml.

3.6.1.6 - Crescimento a 37°C

O meio utilizado foi YEPD distribuido em tubos de ensato em volume igual a
5 ml. A inoculacdo foi feita com 0,1 ml de levedura crescida em YEPD. O tubo
inoculado foi incubado por 24-48 horas a 37° C. O teste foi considerado positivo

com formagdo de biomassa.
Estenilizacdo: 15 minutos em autoclave a 121°C.

3.6.1.7 - Forma celular

Foi utilizado meio de extrato de malte para este teste. O meio foi distribuido
em tubos de ensaio em volume igual a 5 ml. A inoculagdo foi feita com 0,1 ml da
levedura crescida em YEPD. O tubo inoculado foi incubado por 24 horaa 32°C. A
forma celular foi observada em microscopio (400x) em limina Gmida sem

coloragdo. Teste positivo: presenca de células alongadas.

Meio (g/1): extrato de malte — 6, maltose — 6, dextrose — 6, extrato de levedura —

1,2. Esterilizac3o: 15 minutos em autoclave a 121°C.
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4 - RESULTADOS E DISCUSSAO
4.7 — Usina Alvorada
4.1.1 - Distribuigdo populacional das leveduras

A Tabela 04 mostra os valores de concentragdo e participagdo populacional
das 26 cepas isoladas nas 11 coletas realizadas na Usina Alvorada., como também as
caracteristicas morfologicas de cada colonia. E importante ressaltar neste trabatho,
que a palavra “cepa” nio pretende identificar uma unidade taxonOmica precisa, mas
um grupo de leveduras com caracteristicas morfologicas semelhantes. Assim,
durante o trabalho, quando se faz referéncia as “cepas isoladas” ou mesmo
“isolados”, trata-se dos biotipos inicialmente separados através das diferencas

morfologicas.

Tabela 04: Participagcdo Populacional (%) e Concentragdo (UFC/ml) das cepas

(biotipos) isolados nas coletas realizadas na Usina Alvorada.
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Na primeira e segunda coletas observa-se a predominincia de um unico
biotipo;, uma vez que estes estavam presentes nas porcentagens de 99.80 € 91, 46 na
primeira e segunda coletas respectivamente. Na terceira coleta observa-se que a
participagio populacional de dois biotipos (43,75% e 56,25%) séo praticamente
equivalentes. Nas coletas 4, 5 e 6 observa-se a domindncia de dois biotipos, sendo
que os demais apresentam-se em concentragdes consideradas inexpressivas. Na
sétima coleta observa-se que a participagio populacional de dois biotipos s8o iguais
(50%). A partir da oitava coleta até o final da safra (11° coleta) o mesmo
comportamento observado nas primeiras duas coletas volta a ocorrer, isto €, a

presenca de apenas um biotipo dominante.

E importante observar que os biotipos que apresentaram baixa participagio
populacional nfio sfo menos importantes que as demais, pois suas concentra¢des sdo
maiores ou iguais a 10°UFC/ml. Tsto significa que havendo condigBes favoriveis
estes podern dominar o processo. Esta situagio pode representar cuidados para com

o processo dependendo das qualidades fermentativas destes biotipos.

Quanto as caracteristicas morfologicas da colénia, pode-se observar que
isolados em coletas distintas apresentaram-se¢ com a mesma morfologia. Este fato é
um indicio de se tratarem de cepas iguais, mas nada pode ser afirmado visto que

pode acontecer de cepas diferentes apresentarem caracteristicas morfologicas iguais.

4.1.2 - Caracteristicas cinéticas das leveduras

Esses resultados correspondem a metodologia descrita no item 3.3. Os
resultados apresentados nas Tabelas 05, 06, 07, 08, 09 e 10 s#o referentes a média

dos trés valores (triplicata) obtidos para cada cepa (biotipo).
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Tabela 05: Resultados de: massa seca de indculo (MS indc.), massa seca produzida
(MS prod.), etanol produzido (ET prod.), agicar residual (GLI res.), CO; formado

(CO3) e glicose inicial no mosto (GLI in) para as cepas isoladas na Usina Alvorada

(Fermentagdo 1).

Na Tabela 05 observa-se que todas as cepas consumiram toda a glicose
presente no mosto (GLI res.= 0), com excegdo da cepa AL0398, que apresentou em
residual de 0,757 g/ml deste agticar. O etanol produzido se apresenta praticamente
na mesma faixa para as quatro cepas, sendo a AL0398 a que apresenta o menor
valor (7,41°GL). A massa seca produzida € praticamente igual para todas as cepas
com excegdo da AL0498 que apresentou este pardmetro maior (0,0072 g/ml) em

comparagio as demais.

Tabela 06: Resultados de: massa seca de in6eulo (MS indc.), massa seca produzida
(MS prod.), etanol produzido (ET prod.), agicar residual (GLI res.), CO, formado

(CO-) e glicose inicial no mosto (GLI in) para as cepas isoladas na Usina Alvorada

{Fermentacio 2).
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Na Tabela 06 observa-se que com excecdo da cepa AL0O598, que apresentou
um residual de 0,511 g/mi de glicose no vinho fermentado, as demais cepas
consumiram toda a glicose presente no mosto (GLI res.= 0). A produgio de etanol
foi menor para a cepa AL0598 (7,56°GL), sendo que para as demais, os valores para
este parametros estdo bem proximos . A massa seca produzida foi maior para a cepa

AL 0798, e para as demais os valores est3o relativamente proximos.

Tabela 07: Resultados de: massa seca de indeulo (MS indc.), massa seca produzida
(MS prod.}, etanol produzido (ET prod.), agicar residual (GLI res.), CO, formado

(CO3) e glicose inicial no mosto (GLI in) para as cepas isoladas na Usina Alvorada

{Fermentagao 3).

Na Tabela 07 observa-se que todas as cepas deste consumiram toda a glicose
presente no mosto, com excegdo da ALL1298 que apresentou um residual elevado
(38,17 g/ml de glicose no vinho). Porém, observa-se que esta cepa apresenta valores
inferiores para todos os pardmetros. Para as demais cepas, a produgio de etanol e

massa celular foram satisfatorios, com pouca variagdio entre os valores.
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Tabela 08: Resultados de: massa seca de indculo (MS indc.), massa seca produzida
(MS prod.), etanol produzido (ET prod.), aglcar residual (GLI res.), CO, formado

(COy) e glicose inicial no mosto (GLI in) para as cepas isoladas na Usina Alvorada

(Fermentagio 4).

Na Tabela 08 observa-se que entre as sete cepas testadas no bloco, trés ndo
consumiram toda glicose presente no mosto. Entre estas trés, a cepa AL1698 € a
que apresenta maior valor para a glicose residual no vinho (47,54 g/ml), sendo que
por consequéncia, os demais pardmetros apresentam valores bem inferiores quando
comparados com as outras cepas. A cepa AL1798 apesar de apresentar 6,58 g/ml de
glicose no vinho, os demais parimetros ndo ficam t3o distantes das faixas
observadas nas outra cepas do bloco. A cepa AL1598 apresenta ema glicose residual

pouco expressiva. Prova disto € o nfo comprometimento dos outros pardmetros.
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Tabela 09: Resultados de: massa seca de indculo (MS indc.), massa seca produzida
(MS prod.), etanol produzido (ET prod.), agucar residual (GLI res.), CO; formado

(CO,) e glicose inicial no mosto (GLI in) para as cepas isoladas na Usina Alvorada

(Fermentagdo 3).

Na Tabela 09 observa-se que todas as cepas consumiram toda a glicose
presente no mosto. A cepa AL2198 apresenta o etanol produzido bem inferior aos
demais. O comportamento dos outros pardmetros desta cepa s8o todos inferiores

quando comparados aos valores das demais cepas.

Tabela 10: Resultados de: massa seca de inoculo (MS in6c.), massa seca produzida
(MS prod.), etanol produzido (ET prod.), aglcar residual (GLI res.), CO, formado

(CO2) e glicose inicial no mosto (GLI in) para as cepas isoladas na Usina Alvorada
(Fermentacio 6).

Na Tabela 10 observa-se que as duas ultimas cepas isoladas apresentam bons

resultados, sendo que a cepa AL2698 apresenta resultados um pouco inferiores e

com um residual de glicose no vinho de 2,06 g/ml.
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Analisando os resultados com um todo verifica-se que a maior parte das cepas
isoladas do processo fermentativo da Usina Alvorada consumiram toda a glicose
presente no mosto, com alta produgio de etanol. Apenas 7 cepas ndo apresentaram
esta capacidade (AL0398, AL0598, AL1298, AL1598, AL.1698, AL.1798, AL2698).
Entre estas, 2 apresentaram uma produgio de etanol bem inferior as demais
(AL.1298 e AL1698).

A cepa AL2198, embora tenha consumido toda a glicose, apresentou baixa
produc@o de etanol quando comparado as demais. Visto que a massa seca produzida
por esta cepa esta relativamente proxima as obtidas pelas outras cepas,
provavelmente parte da glicose consumida foi desviada para produgdo de outros
produtos ( 4cidos, glicerol, alcoois superiores, etc ), os quais nio foram

quantificados neste trabatho.

Os resultados apresentados na Tabela 11 s3o os valores corrigidos para a base

de calculo Gnica, como descrito no item 3.5.
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Tabela 11: ParAmetros cinéticos, rendimento e produtividade das cepas isoladas do

processo fermentativo da Usina Alvorada onde: Yx/s - g MS/g substrato, VCS - g
substrato/ L x h, NCO - %, Yp/s - g ET/ g substrato, @ - g ET/ L x h, pmax - h™.
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Os dados da Tabela 11 mostram que a maioria das cepas isoladas do processo
fermentativo da Usina Alvorada apresentam nivel alto para producfo especifica de

etanol (Yp/s). Apenas 9 cepas apresentam nivel médio para este parametro.

Analisando os resultados para producio especifica de células (Yx/s) verifica-se
que nas primeiras coletas as cepas isoladas apresentaram baixo nivel para este
pardmetro. Ja no final da safra, essas apresentam valores elevados para o mesmo.
Isto pode ser devido ao maior volume de levedura sangrando do processo para

secagem apos o segundo més de operagio.

A velocidade de consumo de substrato (VCS) € alta para a maionia das cepas
isoladas, com excecfio das cepas AL1298, AL.1698 e AL2198 que apresentaram

nivel baixo para este pardmetro e da cepa AL1798 que apresentou nivel médio.

O nivel de conversdo do substrato (NCO), com excegdo das cepas AL 1298,
AL 1698, A1.1798, AL.1898 e AL2198, apresentaram niveis altos.

A produtividade () apresentou nivel alto para a maior parte das cepas, com
excecdo das cepas AL0598, AL0998, AL1098, AL.1798, AL2298 que apresentaram
nivel médio e das cepas AL1298, AL.1698 ¢ AL2198 que apresentaram nivel baixo

para este parametro.

A velocidade especifica maxima de crescimento (uméx) apresentou nivel
médio para a maioria das cepas, com excecdo das cepas AL0298, AL0998, AL1398
e AL2698 que apresentaram alto nivel ¢ da cepa AL1698 baixo nivel para este

pardmetro.

As cepas AL1298, AL 1698 que apresentam, de forma geral, resultados ndo
satisfatorios, representaram uma pequena participagio populacional, mas em
concentragdo significativa. Isto mostra que o processo fermentativo apresentou
condi¢des favoraveis para o desenvolvimento destas cepas, representando perigo

para a produgfo, em casos onde houvesse problemas de condugio do processo.
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4.1.3 - Classificagiio das cepas segundo ANDRIETTA ef al., 1999.

A Tabela 12 apresenta, para cada uma das cepas isoladas durante a safra, os
grupos em que cada uma foi classificada, assim como o cédigo de identificagdo. Da
mesma forma que no item 4.1.1, ¢ importante destacar que a palavra “cepa” esta
sendo utilizada no sentido de identificar grupos de leveduras com desempenho

equivalente, e ndo uma unidade taxondmica precisa.

Tabela 12: Codigo de classificacio das cepas de leveduras isoladas do processo

fermentativo da Usina Alvorada.
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Analisando a Tabela 12, observa-se que as leveduras pertencentes aos grupo I
(3.1.1.2.1.1), ALO198, ALO398, AL0698, AL0898, A1.1498, AL1598, dominaram
na primeira (99,08%), segunda (91,46%), terceira (56,25%) e sexta (96,55%)
coletas. As leveduras pertencentes ao grupo II (1.1.1.2.1.1), AL0498, AL0798,
AL 1198, AL1998, AL2098, AI2398, AL2498, AL2598, dominaram na quarta
(59,41%), oitava (92,31%), décima (92,59%), décima primeira coletas (95,45%)

As leveduras pertencentes ao grupo IV (2.1.1.2.2.2), AL1098 e AL1898,
dominaram na quinta (62,00%) e sétima coletas (50,00%). O grupo V (1.3.3.2.3.2),
AL.2198, dominou na nona coleta (71,43%). O grupo VI (3.2.2.2.2.2), AL1798,

dominou na sétima coleta (50,00%).

Os outros grupos, VI (1.1.1.222), VIII (3.1.1.2.2.1), IX (2.1.2.1.1.1), X
(1.33.3.3.2), XI (2.3.3.23.2), XII (3.1.1.1.2.2), apareceram uma Gnica vez no
decorrer da saffa e em concentragdes inferiores aquelas apresentadas pelas cepas

dominantes.

Os grupos | e II apresentam relativa importéncia em relagio aos demais, visto
que estes grupos foram observados no decorre da safra em concentragdes

significativas.

Os grupos IV, V ¢ VI apesar de apresentarem cepas que dominaram o
processo, representam menor importincia, pois ndc aparecem repetidamente no
decorrer da safra. Porém encontraram condiges favoriveis e se instalaram no

processo.
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4.1.4 - Concentrago de nitrogénio das leveduras

As cepas (biotipos) isoladas foram separadas em grupos de alto, médio e baixo
teores de nitrogénio. A Tabela 13 mostra as faixas de nitrogénio que cada grupo
abrange. Estas faixas foram determinadas através da média do nitrogénio total da
cepa padrio e seu desvio padrio (8,40 = 0,06)%. A partir do intervalo desta média e
seus limites inferior e superior definiu-se as faixas dos grupos de baixo, médio e alto

teor de nitrogénio.

Tabela 13: Limites das faixas de variagio correspondentes aos niveis baixo, médio e

alto para a quantidade de nitrogénjo.

A Tabela 14 apresenta a média dos resultados encontrados para nitrogénio
total das cepas isoladas (feita em duplicata), os grupos em que as mesmas foram

classificadas e o percentual de cada grupo em relagio ao total de isolados.
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Tabela 14: Nitrogénio total (média) das cepas isoladas do processo fermentativo da

Usina Alvorada.
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O objetivo desta analise seria de relacionar a quantidade de nitrogénio com os
resultados obtidos para os 6 pardmetros estudados, Yx/s, VCS, NCO, uméax, 0,
Yp/s, ou seja, verificar se ha alguma relagdo entre as faixas baixo, médio e alto
nitrogénio com os niveis baixo, médio e alto dos pardmetros estudados. Porém pela
Tabela 15 observa-se que as cepas classificadas dentro de uma mesma faixa de
nitrogénio, podem apresentar os trés niveis (baixo, médio e alto) para os pardmetros
estudados (Yx/s, VSC, NCO, umax, @, Yp/s). Dentro do grupo de baixo teor de
nitrogénio foram observadas cepas pertencentes aos grupos I (311211), IF (111211),
IV (211222), VII (111222), VII (311221), X (133332), XI (233232), XII
(311122); no médio os grupos IIT (311111), V (133232), e no alto os grupos I
(311211), 01 (311111), VI(322222) e IX (212111).

Dentro das 26 cepas isoladas, 18 apresentaram baixo teor de nitrogénio, 2
teores meédios e 6 altos. Quando se compara os resultados de massa produzida
(Tabela 11) com nivel de nitrogénio (Tabela 14) nota-se que todas as cepas que
apresentaram alta produg¢io de massa seca possuem também baixos teores de
nitrogenio.

4.1.5 - Taxonomia numerica das leveduras

Na Tabela 15 encontram-se a sequéncia dos sete digitos encontrados para as
cepas utilizando Taxonomia Numérica. A sequéncia numérica obtida para cada uma
das cepas foi comparada com a proposta por GRIFFITHS (1981), para se obter a

classificagdo do género e espécie da levedura isolada. As respostas, positivas ou

negativas, para cada teste s30 apresentadas na Tabela 16.
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Tabela 15: Sequéncia numérica e classificagdo das cepas isoladas através da

metodologia taxonomia numeérica.
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Pelos resultados apresentados na Tabela 15, verifica-se que de um total de 26
isolados da Usina Alvorada, apenas 10 puderam ser identificados por Taxonomia
Numérica, correspondendo a 38,5%. Estes 10 isolados foram identificados como
Saccharomyces chevalieri (Saccharomyces cerevisiae). A indicagdo éntre
parénteses corresponde 4 atualizagio das espécies segundo BARNETT ef al. (1986)
e KREGER-VAN R1J (1984). Estes autores utilizam Saccharomyces chevalieri
como sinbnimo de Saccharomyces cerevisiae. Observando a diferenca entre esses
dois géneros no trabatho de GRIFFITHS (1981), observa-se que a Unica variacdo

encontrada € a ocorréncia de célula alongada para a espécie cerevisiae.

A sequéncia numérica, (6037450), obtida para os isolados AL0198, AL0398,
ALO0598, ALO0698, ALO798, AL0898, AL0998, AL1498, AL1898, AL2098,
AL2598, ndo confere com nenhuma sequéncia numérica apresentada por GRIFFITS
(1981). A nio classificagdio das cepas é fungfo do teste de assimilagiio da melibiose
(digito 6). Este teste, se negativo, permite a obtenc@o de uma sequéncia numeérica
que identifica o isolado como Saccharomyces chevalieri. Porém este teste se
apresentou positivo, o que significa que os isolados foram capazes de assimilar a
melibiose. Assim, a sequéncia numérica obtida para estes isolados impossibilita a

identificacio através da metodologia utilizada.

Problema similar foi detectado com os isolados AL1098, AL1398, AL1598,
AL1698, AL1798. A sequéncia numérica obtida para estes isolados foi 2037440.
Observa-se que a diferenca estd no primeiro digito da sequéncia, mais
especificamente no teste de assimilagio de maltose. Este teste, se positivo, a
sequéncia numérica 6037440 é obtida, possibilitando a identificacio do isolado
como Saccharomyces chevalieri. Porém este teste apresentou resultado negativo, o
que significa que os isolados ndo assimilam a maltose. Desta forma, a sequéncia
numérica obtida para estes isolados nfo coincide com nenhuma sequéncia

apresentado por GRIFFITS (1981).
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Tabela 16: Resultado obtido para os testes realizados com cada cepa.
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Analisando os resultados apresentados na Tabela 16, verifica-se que entre os
26 isolados, foram identificados 4 diferentes grupos. A Tabela 17 apresenta estes
grupos ¢ as cepas classificadas em cada um .deles. Venfica-se que a diferenga entre
os quatro grupos esti na resposta dos testes de assimilagdo de maltose e melibiose.

As respostas dos demais teste s#o idénticas para os quatro grupos.

Tabela 17: Classificacdo das cepas nos grupos A, B, C, D obtidos através dos testes

de taxonomia numérica.

__Angs AL0398 __ALQ__59'_ _
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Pela Tabela 17 observa-se que os grupos A (11 isolados) e B (12 isolados)
apresentam caracteristicas que englobam a grande maioria dos isolados. O grupo C e
o grupo D representam poucos isolados, 2 e 1 respectivamente. Observa-se de uma
forma geral que dentro dos quatro grupos a maltose acaba sendo determinante, ou
seja, 0 numero de cepas que assimilam a maltose (88,46%) é bem maior que do que

as que ndo assimilam (11,54%).
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Embora o teste de taxonomia numérica seja uma ferramenta de grande valia
paea o estudo de identificacio de leveduras de processo, o mesmo ndo utiliza a
possibilidade de assimilagdo variavel para os aglcares testados. Barnett (1992)
considera pertencentes a espécie cerevisiae linhagens que assimilam ou nio a
maltose e a melibiose. Como s8o estes dois agucares que apresentaramproblemas
para a classificagiio dos isolados pode-se assumir baseado no descrito por aquele

autor que todos os isolados sdo pertencentes a espécie cerevisiae.

Assim como nesse trabalho, KUHLE & JESPERSEN (1998) encontram
linhagens de Saccharomyces cerevisiae isoladas de cervejaria que nio assimilam a

maltose.
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4.2 — Citrosuco Paulista — Unidade Matao
4.2.1 - Resultados referentes a participagio populacional

A Tabela 18 mostra os valores de concentragdo e participacio populacional
das 10 cepas isoladas nas 5 coletas realizadas na Citrosuco Paulista. como também
as caracteristicas morfologicas de cada colonia. Ressalta-se que as mesmas
observagdes feitas no item 4.1.1, quanto a utilizagio da palavra “cepa”, devem ser

consideradas aqui.

Tabela 18: Participagio Populacional (%) e Concentragio (UFC/ml) dos biotipos

isolados nas coletas realizadas na Citrosuco Paulista — Unidade MatHo.

gL ;icmgsz S L0x107 10000

cor centro: preéommante
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Pelos dados da Tabela 18, observou-se na primeira coleta a presenga de
apenas um biotipo (100,00%). Na segunda coleta observou-se a presenca de trés,
sendo que um biotipo (CT0298) destacou-se apresentando participaciio populacional
de 73,68%. Na terceira coleta os trés biotipos presentes apresentaram participagéo
populacional bem proximas, sendo duas delas iguais. A quarta coleta apresenta dois
biotipos com a mesma participagdo (50%). A ultima coleta apresenta um Unico
biotipo (100,00%). Na ultima coleta observa-se o mesmo comportamento da

primeira coleta, isto €, um Gnico biotipo presente.

Da mesma forma que na Usina Alvorada, os biotipos que apresentaram baixa
participagdo populacional nio s@o menos importantes que as demais, pois suas
concentragBes sdo maiores ou iguais a 10°UFC/ml Estes biotipos encontrando
condiches favoraveis para dominar o processo, e apreseniando caracteristicas
desfavoréaveis quanto a performance fermentativa, podem representar em perigo para

0 processo.

Quanto as caracteristicas morfolégicas das col6nias, pode-se observar pela
descrigdo das colonias (Tabela 18) que os isolados apresentam grande diversidade
na morfologia. Isto pode ser um indicio de se tratar de cepas diferentes, porém da
mesma forma que na Usina Alvorada, nada pode ser afirmado visto que pode

acontecer da mesma cepa apresentar caracteristicas morfologicas diferentes.

4.2.2 - Caracteristicas cinéticas das leveduras

Os ensaios de fermenta¢do foram realizados em triplicata. Os resultados
apresentados na Tabela 19 sdo referentes a média dos valores obtidos das trés

repetigdes realizadas para cada cepa (biotipo).
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Tabela 19: Resultados das analises de massa seca de inoculo (MS indc.), massa seca
produzida (MS prod.), etanol produzido (ET prod.), agticar residual (GLI res.) ¢
CO: formado (CO») para as cepas isoladas na Citrosuco Paulista - Unidade Mat#o.

Os dados da Tabela 19 mostram que a maior parte das cepas isoladas do
processo fermentativo da Citrosuco Paulista - Unidade Matio consumiram toda a
glicose presente no mosto, com alta produgdio de etanol. Apenas trés cepas ndo
consumiram toda a glicose, sendo a cepa CT0498 a que apresenta maior residual de
glicose no vinho (31,87 g/ml). Esta mesma cepa ¢ a que apresenta menor valor para
o etanol produzido (5,99°GL.). O segundo menor valor de etanol produzido € o da
cepa CTO0398 (7,56°GL), que também nfo consumiu toda a glicose presente no
mosto. (GLI res. = 9,95 g/ml). Embora a cepa CT0898 também tenha apresentado

agiicar no final da fermenta¢&0 uma concentragdo de dlcool adequada foi observada.

Da mesma forma que na Usina Alvorada, os testes foram realizados em
conjunto com uma cepa padrio que possui os par@metros estudados definidos. A
cepa padrao € a mesma utilizada nos ensaios da Usina Alvorada. Neste caso foi

possivel testar todas as cepas em apenas um ensaio. Da mesma forma como
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mencionado anteriormente (Usina Alvorada), os resultados da cepa padrio foram
utilizados para transformar os resultados obtidos, para as cepas isoladas, em uma
base Gnica. Assim, calculou-se para a cepa padrio (Tabela 19) os parimetros YX/s,
VCS, NCO, PROD, Yp/s. da mesma forma como citado no item 3.5. Os resultados

apresentados na Tabela 20 s&o os valores corrigidos para a base Unica.

Tabela 20: Pardmetros cinéticos, rendimento e produtividade das cepas isoladas do

processo fermentativo da Citrosuco Paulista - Unidade Mat&o onde: Yx/s - g MS/g
substrato, VCS - g substrato/ L x h, NCO - %, Yp/s - g ET/ g substrato, @ - g ET/
L x h, pmax - h,

Observa-se pela Tabela 20 que apenas uma cepa, CT0998, isolada do processo
fermentativo da Citrosuco Paulista - Unidade Matfio, apresentou nivel alto para
producgio especifica de etanol. As demais cepas apresentaram nivel médio para este
parametro. Estes resultados diferem daqueles obtidos para as cepas isoladas da
unidade fermentativa da Usina Alvorada, mostrando que a matéria prima utilizada na

fermentagdo interfere diretamente na populacio de cepas no processo.

Os resultados obtidos para Yx/s mostram que as cepas com alta produgio

especifica de células predominaram no processo. Esta fato provavelmente € devido a
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grande perda de fermento pela centrifuga observada no processo. Esta perda esta
relacionada a grande quantidade de polpa presente no meio fermentativo que acaba

por prejudicar o desempenho das centrifugas.

Com excegiio da cepa CT0498, as demais cepas apresentaram alta velocidade

de consumo de substrato (VCS).

Analisando os resultados para o nivel de conversdo do substrato (NCO), com
excecdo das cepas CT0398 e CT0498, as demais cepas apresentam nivel alto para

este parametro.
A produtividade (@) foi alta para todas as cepas, com excecdo da CT0498.
4.2.3 - Classificagdo das leveduras segundo ANDRIETTA et al., 1999

A Tabela 21 apresenta, para cada uma das cepas isoladas durante a safra, os
grupos em que cada uma foi classificada, assim como o cédigo de identificagdo. Da
mesma forma que no item 4.1.3, a palavra “cepa” estd sendo utilizada no sentido de
identificar grupos de leveduras com desempenho equivalente, ¢ ndo uma umidade

taxonOmica precisa.

Tabela 21: Codigo de classificaciio das cepas de leveduras isoladas do processo

fermentativo da Usina Citrosuco.

oo 111312 CTo79,CTOS%8
BLIZLL . CT0998
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Na Tabela 21 observa-se que a levedura pertencente ao grupo XIHI
(3.1.1.1.1.2), CT0198, foi observada apenas na primeira coleta (100,00%). As
leveduras pertencentes ao grupo XIV (2.1.1.2.1.2), CT0298 ¢ CT1098 dominaram
na segunda (73,68%) e quinta coletas (100,00%). Os grupos XVI (1.1.1.2.1.2),
CTO0598; XVIII (1.1.1.3.1.2), CT0798 e CT0898; XIX (1.1.1.3.1.1), CT0998;
dominaram respectivamente a terceira e quarta coletas. O grupo XIV ¢ o de maior
relevincia por ser o grupo dominante na segunda coleta e se repetir na ultima com
100,00% de participagdo populacional. O grupo XVIII também apresenta relativa
importéncia, pois ele ¢ observado na terceira e quarta coletas, sendo que nesta

ultima ele passa a ser dominante.
4.2.4 - Concentracdo de nitrogénio das leveduras

Os grupos foram definidos da mesma forma descrita no item 4.1.5. Desta
forma, as cepas (biotipos) foram separadas em grupos de acordo com a percentagem
de nitrogénio encontrada, ou seja, baixo, médio e alto teor de nitrogénio, cujos

intervalos foram definidos conforme item 4.1.4 e apresentados na Tabela 13.

A Tabela 22 apresenta a média dos resultados encontrados para nitrogénio
total das cepas isoladas (feita em duplicata), os grupos em que as mesmas foram

classificadas e o percentual de cada grupo em relago ao total de isolados.
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"Tabela 22 - Nitrogénio total (média) das cepas isoladas do processo fermentativo da

Usina Citrosuco.

Analisando a Tabela 22 observa-se que entre os 10 isolados, apenas um
(CTOIQS) apresentou alto nitrogénio. O restante dos isolados (90%) apresentaram
percentual de nitrogénio total que os classificam no grupo que apresenta baixo teor
para este composto. Isto coincide com os resultados obtidos neste trabalho para a

Usina Alvorada.

Da mesma forma que na Usina Alvorada, verificou-se que as cepas
classificadas dentro de uma mesma faixa de nitrogémo podem apresentar os niveis
baixo, médio e alto para os pardmetros Yx/s, VSC, NCO, uméx, @ e Yp/s. O grupo
de baixo nitrogénio apresenta cepas pertencentes aos grupos V (1.3.3.2.3.2), XIV
(2.1.121.2), XV (1.1.2.2.1.2), XVI (1.1.1.2.1.2), XVI (2.1.1.3.1.2), XVII
(1.1.1.3.1.2) e XIX (1.1.1.3.1.1). Entre estes grupos, verificou-se a predominincia

de cepas que apresentam nivel alto (1) para Yx/s.

A quantidade de cepas isoladas neste processo contendo baixo teor de

nitrogénio indica que ou ¢ meio de fermentacio utilizado no processo da Citrosuco
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Paulista (licor de Gltima pressio do bagago da laranja) contém menor quantidade de
nitrogénio que o utilizado no processo da Usina Alvorada (melago + caldo de cana);
ou a perda de células no processo da Citrosuco Paulista ¢ maior favorecendo a

domindncia de cepas com altos Yx/s e portanto baixa concentrago de nitrogénio.

4.2.5 - Taxonomia numérica das leveduras

Os resultados encontrados para a sequéncia numérica e classificagdo das cepas
isoladas utilizando Taxonomia Numérica sio apresentados na Tabela 23. A
sequéncia numérica obtida para cada uma das cepas foi comparada com a proposta

por GRIFFITHS (1981), para se obter a classificagdo do género e espécie da

levedura isolada.

Tabela 23: Sequéncia numérica e classificagiio das cepas isoladas através da

metodologia taxonomia numérica.

~ naoobida

o ocroms Gosra0

8 chevalieri (S, cerevisiac)
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Pela Tabela 23, verifica-se que 7 de um total de 10 isolados puderam ser
identificados pela metodologia Taxonomia Numérica, correspondendo a 70 %. Estes
foram identificados como Saccharomyces chevalieri (Saccharomyces cerivisiae). A
indicagd0 entre parénteses corresponde & atualizagdo das espécies segundo
BARNETT ef al. (1986) e KREGER-VAN RIJ (1984). Estes autores utilizam

Saccharomyces chevalieri como sindnimo de Saccharomyces cerevisiae.

Os isolados CT0198, CT0598, CTO698, cuja sequencia numérica obtida foi
6037450, nio puderam ser identificados, pois esta sequencia nfio confere com
nenhum apresentada por GRIFFTS (1981). Essa ndo identificacio estd associado a
assimilagio da melibiose (digito 6). Este teste, se negativo, permite a obtengdo da
sequéncia numeérica 6037440, possibilitando a identificagdc do isolado como
Saccharomyces chevalieri (Saccharomyces cerevisiae). Porém este teste se
apresentou positivo, significando que os isolados foram capazes de assimilar a
melibiose. Assim, a sequéncia numeérica obtida para estes impossibilita a

identificacio através da metodologia utilizada.

As respostas, positivas ou negativas, para cada teste sdo apresentadas na
Tabela 24.
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Tabela 24: Resultado obtido para os testes realizados com cada cepa.

Analisando os resultados apresentados na Tabela 24, verifica-se que entre os
10 isolados, foram identificados 2 diferentes grupos. Trata-se dos grupos A ¢ B
cujas caracteristicas foram apresentadas na Tabela 17 (item 4.1.5). A Tabela 25

apresenta as cepas classificadas nos grupos A ¢ B.

Tabela 25: Classificagio das cepas nos grupos A, B, C, D obtidos através dos testes

de taxonomia numérica.

'f'f::: :'.'::;'-3_;:'.:": 8;-_(3_’1‘
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Observa-se pela Tabela 25 que 7 isolados apresentaram caracteristicas que os
classificam no grupo B e 3 no grupo A. O fato das cepas isoladas desta unidade
fermentativa (Citrosuco Paulista) serem todas (100%) classificadas nos grupos A
(30%) e B (70%) coincide com os resultados apresentados para a Usina Alvorada,

onde estes mesmos grupos representam 88,46% dos isolados.

Similarmente a discuss@o feita para a Usina Alvorada, segundo BARNETT
(1992), a espécie cerevisiae apresenta resposta varigvel para o teste de assimilagdo
de melibiose. Pode-se assumir assim que todos os isolados siio pertencentes a

espécie cerevisiae.
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5. CONCLUSAO

Na unidade fermentativa da Usina Alvorada os grupos dominantes no inicio
da safra apresentaram menores valores para produgfo especifica de células sendo
posteriormente substituidos por grupos que apresentavam alta produgfio especifica
de células. Isto aconteceu devido ao processo apresentar condigdes favoraveis para
o desenvolvimento destas (sangria). Este fato reforga a influéncia das condicdes de

operagio sobre a selegio da cepa dominante.

De forma geral, a maior parte das cepas isoladas na unidade fermentativa da
Usina Alvorada apresentaram caracteristicas fermentativas satisfatorias. Alguns
grupos apresentaram-se repetidamente no decorrer da safra, sendo que os de maior
importancia foram os grupos I e II. Isto sugere que as leveduras deste grupo
podem ser uma opgio para o inicio da proxuma safra, pois apresentam boas

qualidades fermentativas e possuem condi¢des de dominar o processo em questfo.

O processo fermentativo da Citrosuco Paulista, as cepas isoladas
apresentaram nivel médio para produgio especifica de etanol, e quando comparada
com as$ cepas da Usina Alvorada, sio inferiores no que diz respeito as

caracteristicas fermentativas.

Os dois processos estudados apresentaram uma grande instabilidade
populacional. Isto pode ser devido ao fato dos dois processos fermentativos terem

utilizado na partida cepas de panificagio.

Com relag@io ao nitrogénio total o que se verifica € que independente dela
pertencer ao grupos de alto, médio ou baixo teor de nitrogénio, seus parimetros
fermentativos podem variar entre as faixas do alto (1), médio (2), ou baixo (3). O
que se verifica nas duas unidades estudadas € a predomindncia de cepas que

apresentam baixo teor de nitrogénio.
A metodologia Taxonomia Numérica se mostrou pouco eficiente na
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identificacdo dos isolados das duas unidades industriais. As duas unidades
ferrmentativas juntas apresentaram um total de 36 isolados, sendo que

aproximadamente apenas 47 % deles puderam ser identificados pela metodologia.

A metodologia de classificagio de leveduras através de pardmetros cinéticos
e fermentativos apresentada neste trabalho nfo identifica taxondmica ou
genéticamente os isolados, porém fornece dados importantes a respeito de
qualidades fermentativas dos isolados. Os codigos obtidos por esta metodologia
representam uma forma rapida de se avaliar as caracteristicas das cepas presentes
na unidade fermentativa. Assim, é uma importante ferramenta a ser utilizada junto
ao acompanhamento da dinfmica de populagio de leveduras, possibilitando a

tomada de decises ¢ resolugiic de problemas em destilarias.
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