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RESUMO: Linhagens de leveduras Saccharomyces cerevisiae, nativas e oriundas do processo industrial de
producdo de etanol foram isoladas e comparadas com a levedura padrdo CAT-1, selecionada e amplamente utilizada na
inddstria de etanol, em sistema descontinuo de fermentagdo, com reciclo celular. As linhagens foram reativadas em meio
s6lido de manuten¢do em placas de Petri e em seguida foram colocadas em crescimento em meio de caldo de cana-de-
agticar clarificado e diluido a 4° Brix. Apés a obten¢do da massa celular, na concentragio de 1,0 x 10® cél./mL, as
linhagens foram inoculadas em meio de caldo de cana-de-acicar a 20° Brix e assim procedeu-se por seis ciclos
fermentativos consecutivos. Ao final de cada ciclo procedeu-se as determinagdes do teor de etanol, pH, producdo de
biomassa, viabilidade e concentracdo de células, actcares redutores totais residuais no vinho e acidez. Com os resultados
obtidos foram calculados a eficiéncia fermentativa, viabilidade celular e brotamento. Os dados foram analisados
estatisticamente utilizando-se a andlise de varidncia (ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. Os resultados mostram que a linhagem utilizada em processo industrial, a CAT-1, se destacou diante das
duas linhagens isoladas e selecionadas (18 e 19) em relagdo a eficiéncia fermentativa, mostrando um bom desempenho no
processo de fermentacdo para a producdo de etanol. Por outro lado observou-se que as linhagens 18 e 19 apresentaram

desempenho fermentativo semelhante e, de modo geral, caracteristicas adequadas a produgdo de etanol.
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INTRODUCAO

Muitas sdo as adversidades encontradas no
processo fermentativo de producdo de -etanol
durante o periodo de safra e, como consequéncia, o
fermento torna-se totalmente vulnerdvel a
contaminacdo microbiana, principalmente por
bactérias e leveduras nativas que acompanham a
matéria-prima utilizada na producdo de d&lcool.
Segundo Oliveira e Pagnocca (1988), a levedura de
processo sofre intmeras reciclagens tornando-a
susceptivel & contaminacdo por outras leveduras,
oriundas da biodiversidade ambiental. Essas
leveduras selvagens, conforme suas caracteristicas
podem acarretar sérios prejuizos no rendimento
final de producdo de etanol.

Ceccato-Antonini e  Parazzi (1996)
isolaram uma linhagem de Saccharomyces
cerevisiae do processo continuo de fermentacdo
alcodlica em uma destilaria Paulista, que foi
responsavel pela queda de 10% no rendimento de
fermentacdo e de 18% na producdo total de etanol.

Algumas vezes essas leveduras invasoras

passam despercebidas, sem prejudicar o processo
normal de fermentacdo, mostrando ser uma
linhagem compativel e mais resistente as condi¢des
adversas do meio. A partir destas constatacoes,
varios estudos vém sendo conduzidos visando
aproveitar essas linhagens contaminantes para
produzir etanol, em substituicdo as linhagens de
leveduras atualmente utilizadas.

Ferrari et al. (1980), Parazzi e Oliveira
(1996) e Andrietta et al. (2007) isolaram e
avaliaram algumas dessas leveduras selvagens
quanto ao seu potencial fermentativo na produgdo
de etanol e constataram a hegemonia e rusticidade
dessas linhagens aliados a um 6timo desempenho
fermentativo.

Devido ao progresso da tecnologia de
producio de dlcool as linhagens de leveduras foram
sendo selecionadas buscando-se caracteristicas
desejaveis ao processo e ao produto. Caracteristicas
como produtividade, eficiéncia da fermentacgdo,
tolerancia ao etanol e a temperatura e resisténcia as
altas concentracdes de actcares sdo alguns dos
principais fatores que sdo considerados na escolha
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de uma levedura (HAMMOND, 1995;
GUTIERREZ; ANNICCHINO; LUCATTI, 1990).

Segundo Galo e Canhos (1991), os avangos
de técnicas moleculares de identificacdo de micro-
organismos como: sequenciamento de rDNA 16S;
fingerprinting genético (ARDRA - Amplified
Ribossomal DNA - Restriction Analysis e RPDA -
Random Amplified Polymorphic DNA) e
Hibridacio DNA-DNA, possibilitaram verificar
que as leveduras “industriais verdadeiras” eram as
contaminantes selecionadas pelo préprio processo e
adequadas ao mesmo, apresentando  altos
rendimentos, baixas concentragdes de glicerol e
altas viabilidades celulares.

De acordo com Basso (2006), o estudo das
caracteristicas  fermentativas  das  linhagens
selvagens isoladas de processos industriais permite
a selecdo de cepas apropriadas a fermentacdo com
reciclo, como a conduzida no pais. Essa selecdo
visa obter linhagens com alto rendimento em
etanol, baixa formacao de glicerol, ndo floculante,
ndo formadora de espuma, com alta viabilidade
celular e com altos contetidos celulares de trealose.

Algumas linhagens ja foram selecionadas
por essas caracteristicas e sdo amplamente
utilizadas nas induastrias, como a BG-1, CAT-1, PE-
2 e SA-1. Essas leveduras vém sendo empregadas
nas destilarias e respondem por uma parte
significativa do etanol produzido no pafs. Foram
avaliadas em cerca de 40% das destilarias onde
foram introduzidas e apresentaram uma grande
capacidade de permanecerem no processo. Mesmo
assim, essas cepas sdo substituidas por linhagens
contaminantes, que na maioria das vezes
apresentam caracteristicas fermentativas
indesejdveis como a formacdo de espuma,
floculagdo, incapacidade de metabolizar todo
acicar do mosto ou ainda caracteristicas muitas
vezes superiores (PAPIN, 2009).

Embora a utilizacio de uma levedura
qualquer selecionada seja uma alternativa vidvel
para o inicio da safra, o uso de leveduras
provenientes do préprio processo € a expectativa
para o futuro das usinas brasileiras. A estabilidade
microbiolégica em relagdo as leveduras do
processo de producdo de élcool esta relacionada a
utilizacdo de in6culo de uma levedura isolada do
préprio processo segundo Stroppa, Andrietta e
Andrietta (2003).

Este trabalho teve como objetivo avaliar o
desempenho de linhagens de leveduras nativas,
isoladas como contaminantes de processos de
fermentacdo de caldo de cana-de-aciicar na
producdo de etanol.
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MATERIAL E METODOS

As linhagens de leveduras foram obtidas
através de isolamento e selecdo em processos
fermentativos industriais e avaliadas quanto a
capacidade de producdo de etanol, em condi¢gdes de
laboratério. Foram utilizadas trés linhagens, sendo
duas linhagens selvagens ou nativas (denominadas
de 18 e 19) e uma linhagem padrdo. As duas
primeiras linhagens sdo Saccharomyces cerevisiae
Meyen ex E.C. Hansen e té€m caracteristicas
fermentativas comprovadas, conforme estudo
preliminar realizado por Papin (2009). Para efeito
de comparagdo utilizou-se a linhagem CAT-1,
Saccharomyces cerevisiae, em UsO No pProcesso
industrial de produ¢do de etanol nas unidades do
estado de Sao Paulo, normalmente utilizada para o
inicio da fermentacdo nas destilarias de dlcool e
tem como caracteristica a dominéncia e persisténcia
na inddstria, com 54 e 70% respectivamente, em
uma safra, de acordo com Basso et al. (2002).

Os in6culos para as linhagens nativas e
levedura padrdo, foram preparados de forma
semelhantes, a partir do tubo de cultura. Iniciou-se
através da multiplicacdo em placas de Petri, em
meio de crescimento GYMP (LODDER, 1970) e
em seguida em erlenmeyer de 250 mL contendo
150 mL de meio de caldo de cana-de-agicar
clarificado, diluido a 4° Brix e previamente
esterilizado a 120°C por 20 minutos. Apds, as
leveduras foram inoculadas e mantidas em agitacdo
a temperatura de 30°C, por 24 horas. A massa
celular obtida foi separada por centrifugacdo a
rota¢do de 1500G durante 05 minutos em condic¢des
assépticas. As células assim obtidas foram
novamente colocadas para a multiplicagdo sob as
condig¢des ambientais que prevaleceram
anteriormente.

Apbés a segunda fase de crescimento
repetiu-se a centrifugacdo e a massa celular foi
ressuspensa a volumes idénticos ao da propagacao,
em meio de caldo de cana-de-agucar clarificado e
esterilizado na concentra¢do de 20° Brix, passando
entdo, a prevalecer as condi¢des de fermentacgdo.
Nesta fase procedeu-se a padronizacdo da
concentracdo celular, iniciando-se o processo de
fermentacdo com 1,0 x 10° cél/mL. Nesta etapa os
experimentos foram conduzidos de maneira similar
durante 96 horas, divididos em 06 ciclos de 16
horas cada de incubacdo, a temperatura de 32°C.
Foram realizadas 03 repeticdes para cada linhagem.
Utilizou-se para cada ciclo de fermentacdo caldo de
cana-de-acucar clarificado na concentragdo de
194,20 g/L de agucares redutores totais (ART).

No final da segunda fase de multiplicacdo e
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de cada ciclo retirou-se um volume equivalente a
5% de cada cultura para andlise de biomassa. O
vinho remanescente foi centrifugado e a biomassa
proveniente dos frascos foi ressuspensa em novo
meio, reiniciando o novo ciclo. Procedendo-se
assim, sucessivamente, até o sexto ciclo. No
material sobrenadante (vinho centrifugado) foram
feitas as avaliacdes de Acgucares Redutores Totais
residuais (ARTr), apds inversdo dcida pelo método
do 4cido 3,5 dinitrosalicilico (ADNS) (MILLER,
1959); a concentragdo de etanol foi determinada
através do densimetro digital PAAR (DMA-45),
ap6s destilacdo das misturas hidroalcodlicas em
microdestilador modificado (AMORIM; BASSO;
ALVEZ, 1996); a viabilidade celular e a
porcentagem de brotamento foram estimados por
meio de contagem em camara de Neubauer (LEE et
al., 1981); a determinagdo da acidez sulfiirica do
vinho foi feita de acordo com o método
preconizado pela Copersucar (1995).

As eficiéncias dos processos fermentativos
foram calculadas com base na estequiometria das
fermentacdes, onde 01 grama de ART produz
0,64755 mL de alcool etilico a 20°C.

Os resultados obtidos nos ensaios de
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fermentacdo foram submetidos a andlise de
varidncia (ANOVA) seguindo o delineamento em
blocos casualizados, considerando cada ciclo como
um bloco. As médias foram comparadas pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As linhagens apresentaram diferencas
significativas na andlise de varidncia a 1% de
probabilidade (p<0,001) para a concentracdo de
etanol, acucares redutores totais residuais,
viabilidade celular e eficiéncia fermentativa. Os
demais pardmetros analisados ndo diferiram
estatisticamente entre si.

Os  valores médios obtidos das
concentracdes de agicares redutores totais residuais
(ARTr), de etanol produzido (TA), de massa de
células secas (MS), acidez no vinho, brotamento de
células (BrC), viabilidade celular (VC) e eficiéncia
fermentativa (EF) encontram-se na Tabela 1,
seguidas das diferencas minimas significativas
obtidas pelo teste de comparacdes multiplas (Tukey
5%).

Tabela 1. Médias dos valores de massa celular seca (MS), teor alco6lico no vinho (TA), acidez do vinho,
acucares redutores totais residuais (ARTr), brotamento de células (BrC), viabilidade celular (VC), e
eficiéncia fermentativa (EF), das linhagens de leveduras 18, 19 e CAT-1.

Leveduras MS TA Acidez ATRr BrC VC EF

g/L v/v g/L g/L % % %
18 4,73 a 10,25 b 1,96 a 0,51 a 21,39 a 67,57b 83,66 b
19 5,09 a 10,11 b 1,92 a 0,52 a 17,34 a 73,66 a 82,56 b
CAT-1 4,94 a 10,82 a 2,02 a 0,44 b 19,30 a 68,75 b 88,03 a
DMS 0,44 0,29 0,11 0,04 4,35 3,69 2,24

Obs: letras iguais mostram valores estatisticamente semelhantes; DMS - diferencas minimas significativas, Tukey a 5% de

probabilidade.

A comparagdo entre as linhagens em cada
uma das determinacdes foram realizadas
atribuindo-se o valor 100 (percentual) ao maior
valor obtido, independentemente da linhagem de
levedura e os resultados se encontram ilustrados na
Figura 1.

As médias da massa celular seca obtida
para as linhagens de leveduras variariam entre 4,73
a 5,09 g/l e a acidez entre 1,92 a 2,02 g/L. O
brotamento, que caracteriza crescimento das
leveduras durante o processo fermentativo,
permaneceu em média entre 17 e 21%, valores
esperados nas condi¢des de desenvolvimento do
experimento. Esses dados revelam que a
fermentacdo foi conduzida em condigdes de
concentracdo de massa e crescimento adequados,

sem alteragdes acentuadas na acidez do vinho,
consequentemente, com contaminacio bacteriana
reduzida.

Diferencas significativas para concentragdo
de etanol, acguicares redutores totais residuais e
eficiéncia fermentativa foram observadas entre a
CAT-1 e as linhagens 18 e 19 (Tabela 1 e Figura
1). Esses resultados confirmam a superioridade da
levedura CAT-1 em relagdo a concentragdo de
etanol nos testes realizados.

O teor dos acucares redutores totais
residuais obtidos pela levedura CAT-1 foi menor
que o das outras duas linhagens. Houve também
diferenca estatistica significativa em relagdo a
eficiéncia fermentativa entre a CAT-1 (88,03%) e
as linhagens 18 (83,66%) e 19 (82,56%), que nao
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diferiram entre si.
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Figura 1. Comparagdo percentual entre as linhagens de leveduras 18, 19 e CAT-1, em relagdo a biomassa
seca, o teor dlcoolico, a acidez do vinho, aguicares redutores totais residuais, brotamento de células,
viabilidade celular e eficiéncia fermentativa, na fermentacao etandlica do caldo de cana

conduzidos em seis ciclos.

Em relac@o a viabilidade celular as andlises
estatisticas mostraram diferencas significativas
entre as linhagens, entre os ciclos fermentativos e
também para a interacdo ciclos e linhagens. Através
do teste de comparacdes miltiplas pode-se observar
que as leveduras 18 e CAT-1 ndo apresentaram

diferenca significativa entre si, ja a levedura 19
diferiu significativamente das demais (Tabela 1).

Os resultados médios de viabilidade celular
(%) para cada ciclo para as trés linhagens de
leveduras sdo mostrados na Figura 2.
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Figura 2. Valores porcentuais médios em cada ciclo de fermentacdo para viabilidade celular das linhagens de

leveduras 18, 19 ¢ CAT-1.

Houve wuma reducdo acentuada na
viabilidade celular para as linhagens nos trés
primeiros ciclos fermentativos. A menor reducio da
viabilidade celular foi da linhagem 19 (21,5%),
seguida das linhagens 18 e CAT-1 e iguais a 37,6%

e 29,8%, respectivamente. Considerando as médias
dos ciclos subsequentes houve tendéncia da
estabilizacdo desse pardmetro, em valores acima de
55% de células vidveis. A viabilidade da linhagem
19 foi sempre superior a 60% em todos os ciclos
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fermentativos.

As porcentagens de viabilidade celular nos
ciclos foram inferiores as normalmente encontradas
nos processos fermentativos industriais. Este fato
pode estar relacionado a concentrag¢do inicial de
acucar utilizada, 200g/L, a toxidez provocada pela
concentracdo final de etanol, aliada & permanéncia
das células por um longo periodo (16 horas) de
fermentagdo. Esses sdo os principais fatores que
causam instabilidade no processo fermentativo.

As linhagens 18 e 19 (Tabela 1) diferiram
estatisticamente entre si, somente para viabilidade
celular, o que demonstra a rusticidade e
desempenho semelhante aos das leveduras
etandlicas utilizadas em sistema descontinuo de
fermentacao (feed-batch) com reciclos celulares.
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CONCLUSOES

A linhagem CAT-1 apresentou valores de
eficiéncia fermentativa em média 4,5% superiores
as demais linhagens nos ensaios comparativos em
sistema descontinuo de fermentagdo com reciclo
celular.

Ja a linhagem 19 obteve o maior valor
médio para viabilidade celular, superando em 4,9%
a CAT-1. Este resultado pode caracterizar a
adaptacdo e a rusticidade dessa linhagem as
condig¢des do meio utilizado.

Devido ao desempenho  satisfatério
apresentado pelas linhagens nativas 18 e 19,
sugerem-se novos estudos, em maior escala, tendo
em vista o seu aproveitamento na inddstria de
etanol.

ABSTRACT: Native strains of Saccharomyces cerevisiae from the industrial ethanol process were isolated and
have been tested with standard CAT-1 strain, which was selected, and widely used in ethanol production in southest of
Brazil in batch fermentation system with cells recycles (Melle-Boinot). The strains were reactivated in synthetic culture
media and then inoculated into clarified sugar cane juice at 4° Brix for growth until it reaches a cell concentration 1.0 x
10%mL. After this, the cells were inoculated in a sugar cane juice at concentration 20°Brix by six fermentative cycles.
After each cycle were carried out the following analyses: ethanol concentration, pH, biomass, viability and budding cells.
The data were analyzed statistically using variance analyses (ANOVA) and averages compared by Tukey test at 5%
probability. The results show the best performance for that CAT-1 in fermentative efficiency than strains 18 and 19,
mainly by the ethanol concentration. The 18 and 19 strains showed similar results of performance with characteristics for
the ethanol production.

KEYWORDS: Wild yeasts. Alcoholic fermentations. Ethanol production.
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