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RESUMO

Considerada a maior floresta tropical itmida do planeta, a Floresta Amazonica representa
um dos principais biomas brasileiros ocupando cerca de 1/3 das reservas de florestas tropicais
umidas do mundo. Sua biodiversidade contempla o maior banco genético existente, apresentando
assim uma fonte de grande potencial para a exploracdo biotecnoldgica. A microbiota da regido
amazobnica se mostra como meio favoravel para a identificagdo de novos microrganismos e,
fazendo parte desse universo, as leveduras tém sido reconhecidas com um alto potencial de
desenvolvimento. Considerando ainda a caréncia de estudos sobre a diversidade das leveduras
amazonicas, o objetivo deste trabalho foi verificar e avaliar o potencial de producédo do etanol a
partir de leveduras isoladas de 3 frutos presentes na regido amazonica. Foram utilizadas nove
cepas, seis isoladas do Araca-boi (Eugenia stipitata), sendo quatro delas da espécie
Saccharomyces cerevisiae e duas Lachancea fermentati, do Cacau (Theobroma cacao) foi isolada
a Torulaspora delbrueckii e do Cupuagu (Theobroma grandiflorum) a Pichia kudriavzevii. Os
microrganismos foram submetidos a testes microbioldgicos de floculacdo, viabilidade celular,
assimilacdo de acucares e resisténcia alcodlica e a fermentacdo a testes analiticos como medida
de pH, grau Brix e agUcares redutores com intuito de constatar a atividade fermentativa e analisar
sua geracdo de alcool. O pH das fermentacdes mantiveram-se numa faixa de 5,21 a 3,01, 0 menos
acido apresentado pela P. kudriavzevii, em todos notou-se também que a maior reducdo de pH é
nas primeiras 24 horas de fermentacdo. Para o grau Brix obteve-se uma meédia inicial de 15,4° e
ao longo do periodo de fermentacdo a maior reducdo, indicando maior consumo de aglcares
dissolvidos foi da espécie S. cerevisiae isolada do Araga-boi. Pelo método DNS a levedura maior
consumidora de agucar foi também a S. cerevisiae isolada do Araca, com aproximadamente
reducdo de 98% e concentragdo final de 5 g/L de aglcar e a menor taxa de decaimento foi da
Torulaspora delbrueckii, cerca de apenas 7% de reducéo, indicando a possivel contaminagédo
microbiologica. Como esperado, todas as leveduras foram capazes de assimilar glicose e
sacarose, porém nenhuma apresentou atividade para com a xilose. Para o teste de tolerancia ao
etanol observou-se auséncia de bolhas de CO, em todas as amostras que continham concentragdes
de 15% e 20% de etanol, apenas a Lachancea fermentati ndo apresentou atividade em meio com
10% de teor alcodlico e todas as leveduras pruduziram CO; a 5% de concentracdo de alcool. O
teste de floculacdo constatou apenas que a T. delbrueckii foi capaz de flocular, porém durante a
fermentagdo foi possivel observer a formagéo de flocos nas amostras de 100% das leveduras ndo
— Saccharomyces. Ao final, a viabilidade celular das leveduras foi medida e a manor taxa de
reducdo apresentada foi pela Saccharomyces cerevisiae isolada do Araca. Em geral a maioria das
leveduras obteve resultados positivos quando comparada a levedura comercial Cat2, também
testada em todos os parametros acima. Encontrar uma levedura nacional capaz de produzir alcool
em niveis significativos representa um objetivo maior: intensificar as pesquisas em busca de um
melhor aproveitamento da biodiversidade amazonica, aliando sua conservagdo e uso sustentavel
para resultar em incalculaveis beneficios sociais e econdmicos para a regido.

Palavras-chave: biodiversidade, levedura, frutos, aglcares, etanol.



ABSTRACT

Considered the largest tropical rainforest on the planet, the Amazon Rainforest represents
one of the main Brazilian biomes and accounts for 5% of the earth's surface, occupying about 1/3
of the world's tropical rainforest reserves. Its biodiversity comprises the largest existing genetic
bank, thus presenting a source of great potential for biotechnological exploitation. The microbiota
of the Amazon region is a favorable means for the identification of new microorganisms and,
being part of this universe, yeasts have been recognized with a high development potential.
Considering the lack of studies on the diversity of Amazonian yeasts, the objective of this work
was to verify and evaluate the potential of ethanol production from yeasts isolated from 3 fruits
present in the Amazon region. Nine strains were used, six isolated from Aracé-boi (Eugenia
stipitata), four of them from Saccharomyces cerevisiae and two Lachancea fermentati, from
Cocoa (Theobroma cacao) Torulaspora delbrueckii and Cupuagu (Theobroma grandiflorum) to
Pichia kudriavzevii. The microorganisms were submitted to microbiological flocculation, cell
viability, sugar assimilation and alcohol resistance tests and the fermentation to analytical tests
such as pH, Brix grade and reducing sugars in order to verify the fermentative activity and
analyze their alcohol generation. The pH of the fermentations remained in the range of 5.21 to
3.01, in all it was also noted that the greatest pH reduction is in the first 24 hours of fermentation.
For the Brix grade, an initial average of 15.4 ° was obtained and throughout the fermentation
period the largest reduction, indicating higher consumption of dissolved sugars, was S. cerevisiae
isolated from Aracéa-boi. By the DNS method the largest sugar consuming yeast was also S.
cerevisiae isolated from Aracd, with approximately 98% reduction and final concentration of 5 g
/ L sugar and the lowest decay rate was Torulaspora delbrueckii, about 7%. % reduction,
indicating possible microbiological contamination. As expected, all yeasts were able to assimilate
glucose and sucrose, but none showed activity with xylose. For the ethanol tolerance test, no CO2
bubbles were observed in all samples containing 15% and 20% ethanol concentrations, only
Lachancea fermentati showed no activity in medium with 10% alcohol content and all yeasts.
CO2 at 5% alcohol concentration. The flocculation test only found that T. delbrueckii was able to
flocculate, but during fermentation it was possible to observe floc formation in the samples of
100% of non - Saccharomyces yeasts. At the end, the cell viability of the yeast was measured and
the lowest reduction rate presented was by Saccharomyces cerevisiae isolated from Araca. In
general most yeasts obtained positive results when compared to commercial Cat2 yeast, also
tested on all the above parameters. Finding a national yeast capable of producing alcohol at
significant levels represents a major objective: to intensify research in order to make better use of
Amazonian biodiversity, combining its conservation and sustainable use to result in incalculable
social and economic benefits for the region.

Keywords: biodiversity, yeast, fruits, sugars, ethanol.
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1 INTRODUCAO

A Amazobnia é considerada a maior floresta tropical umida do mundo pelo Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE). Representa a maior reserva de biodiversidade da
terra, abrigando mais de 30 mil espécies de planta e 20% de todas as especies de fauna do
planeta, contemplando assim o maior banco genético existente. (IBGE, 2015)

Visto que essa macro biodiversidade existe em pardmetros micro, as leveduras também
possuem grandes variedades relacionadas a sua filogenia. Comumente presentes nos frutos, o
desenvolvimento desses microrganismos é favorecido atraves de caracteristicas especificas como
baixos niveis de pH (de 4,5 a 5) e altas concentracdes de aglUcares simples (até 150 g/L),
tornando-os substratos com alto potencial de crescimento. (CASADEI, 2012; ROSE, 1997,
THATIPAMALA et al., 1992)

As leveduras sdo microrganismos unicelulares, eucariontes, possuem forma que pode ser
de redonda a oval e dependem diretamente de fontes de carbono para producdo de energia e
desempenho de suas fungOes vitais. Esses seres podem ser patogénicos, biodegradadores e
possuem grande interesse industrial uma vez que s@o aplicados nos mais variados processos,
apresentando assim versatilidade em sua utilizacdo. (LACERDA, 2002; PHAFF, 1990)

Diferentes espécies desse microrganismo sao isoladas, também, a partir de fermentagdes
espontaneas de diversos frutos. Acompanhar o processo fermentativo torna possivel o surgimento
de novos microrganismos, possibilitando mais estudos e meios de utilizagdo. (GUIMARAES,
2005)

As fermentacdes produzidas por leveduras sdo classificadas em 3 tipos: alcoolica, acética
e latica. A fermentacdo alcodlica é um processo microbiolégico no qual as moléculas de glicose
sdo quebradas com a finalidade de produzir energia, etanol e gas carbdnico. A Saccharomyces
cerevisiae € industrialmente um dos microrganismos mais utilizados para processos
fermentativos e um dos principais motivos para tal € seu alto nivel de tolerancia em relacdo ao
etanol que pode chegar a uma concentragdo de até 105 g/L de etanol sem que sua producédo seja
inibida completamente. (LUONG, 1984; MIRANDA, 2012)

Em diversos paises a utilizacdo de leveduras selecionadas tem obtido resultados de
exceléncia os quais permitem produtos finais com maior qualidade. Logo, um método de
fundamental importancia na garantia de uma fermentacdo eficaz é a selecdo da levedura

adequada, o que fomenta o estudo do potencial fermentativo de leveduras regionais. Especificos
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da area amazonica, tais microrganismos estdo adaptados as condic¢des climaticas da regido e a sua
matéria-prima (nesse caso o fruto), possibilitando caracteristicas Unicas a serem obtidas.
(DEQUIN, 2001)

De acordo com Moreira (2013) alguns requisitos sdo exigidos para que a utilizacdo do
microrganismo em questdo seja adequada, sdo eles: capacidade fermentativa, potencial de
floculacdo, boa osmotolerancia, alta tolerancia ao etanol e termotolerancia. Como nenhuma
levedura possui todas essas qualidades inteiramente, o estudo procura testar microrganismos
regionais amazonicos visando a obtencdo do numero maximo de caracteristicas apreciaveis para
producdo de etanol.

Horii (1999) afirma que a variabilidade filogenética influencia diretamente na obtengéo
das qualidades e caracteristicas do produto final, com isso, neste trabalho serdo utilizadas
leveduras isoladas do bioma amazénico, atraves da fermentacdo espontaneas de frutos presentes
na regido (Cupuacu, Cacau e Araca-Boi), com enfoque no estudo da sua capacidade de
assimilacdo de aclcares para a producdo de alcool visando um aproveitamento melhor dos
mesmos contidos no substrato utilizado (caldo de cana).

A pesquisa cada vez mais apurada desses seres Vvivos visa ndo apenas a exploracdo da
biodiversidade, e sim também sua preservacao e desenvolvimento. A descoberta de uma levedura
regional capaz de produzir etanol com elevado potencial econémico e aplicacdo industrial
contribui para o melhor aproveitamento de sua riqueza bioldgica.

Portanto, o objetivo geral deste trabalho consiste em determinar o potencial fermentativo
das leveduras Saccharomyces cerevisiae, Lachancea fermentati, Torulaspora delbrueckii e
Pichia kudriavzevii isoladas do bioma amazonico para a producdo de etanol e os objetivos
especificos sdo:

e Conduzir fermentagdes descontinuas utilizando caldo de cana como substrato com as

8 diferentes leveduras isoladas, sendo seis delas isoladas do Araca-boi (Eugenia
stipitata) (quatro espécie Saccharomyces cerevisiae e duas Lachancea fermentati),
uma do Cacau (Theobroma cacao) a Torulaspora delbrueckii e uma levedura do
Cupuacgu (Theobroma grandiflorum) a Pichia kudriavzevii buscando avaliar suas
capacidades fermentativas;

e Caracterizar o perfil fermentativo do isolado a partir dos parametros pH, solidos

solUveis e acUcares redutores totais;
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Testar a capacidade fermentativa, tolerancia ao etanol, capacidade de floculacéo e

viabilidade celular das leveduras amazonicas;
Comparar e analisar o desempenho das leveduras regionais entre si;

Comparar e analisar o desempenho das leveduras regionais com a levedura comercial

Cat 2 da espécie Saccharomyces cerevisiae.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 LEVEDURAS

2.1.1 Caracteristicas Gerais

As leveduras sdo microrganismos unicelulares que atuam fundamentalmente em
processos bioldgicos como a transformagdo de nutrientes e a decomposi¢do da matéria organica.
Pertencentes a classe Basidiomycetes e Ascomycetes, esses micro seres se encontram distribuidos
nos mais diversos biomas terrestres estando associados a vegetais ou insetos por interacdes
mutualisticas, parasitas, competidoras ou patogénicas, crescendo e se desenvolvendo através de
substratos ricos em acgucares e nutrientes. (STARMER et al., 2001; WALKER, 1998)

Em regides tropicais como a floresta amazonica, as leveduras capazes de fermentar frutos
estdo disseminadas de acordo com sua disponibilidade de recursos e tém despertado interesse
cientifico para seu isolamento devido a vasta diversidade bidtica. A versatilidade de
sobrevivéncia das leveduras faz possivel seu isolamento e manutencdo com facilidade mesmo
estando em habitats inexplorados como na América do Sul. (BARRIGA et al., 2011)

As células de leveduras podem ter formato esférico, oval ou eliptico, ndo possuem
flagelos o que torna esses microrganismos isentos de mobilidade. Seu tamanho depende da idade
e ambiente, variando 1 a 8 pm de largura e 3 a 15 pm de comprimento. A reprodugdo da levedura
pode ser assexuada por crescimento vegetativo (brotamento ou gemulacdo) através da mitose e,
durante variacbes ambientais, 0 que se torna responsavel pela sua viabilidade de espécie
produzindo novos hibridos é a esporulacéo, base para as leveduras se reproduzirem sexuadamente
(meiose). (ALCARDE, 2007)

Elementos basicos como fontes de carbono, nitrogénio, d&gua, minerais e oxigénio formam
fatores fisicos e quimicos indispensaveis para o desenvolvimento e reproducdo das leveduras uma
vez que sua composicao celular € distribuida quimicamente entre 68% a 83% de agua, além de
carboidratos, substancias nitrogenadas, lipideos, vitaminas entre outros. A maioria das espécies
desses microrganismos consegue assimilar agucares simples como a glicose, porém existem
diferencas entre cada espécie com relacdo a capacidade de assimilacdo e fermentacdo desses
acucares. (HEARD; FLEET, 1993)

Alguns substratos que contém grande quantidade de aglcar, umidade e fontes de

carboidratos facilmente assimilados s&o os ambientes mais propicios para que as populacdes de
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leveduras crescam e ali se tornem densas. Flores e frutos se apresentam como habitats favoraveis
a possuir todas essas caracteristicas. (FERNANDES, 2008)

A utilizacdo das leveduras pelo homem acontece desde o periodo paleolitico e ha mais de
nove mil anos é empregada na fabricacdo de bebidas e alimentos. Os egipcios, em 4000 a.C, ja
conheciam o uso de leveduras na fabricacdo do pé&o, cerca de 6000 a.C os babilénios sabiam da
producdo de alcool em forma de cerveja através desses microrganismos e até mesmo relatos
sobre a fermentacéo do vinho constam no livro de Génesis. (NIELSEN et al., 2000)

O desenvolvimento da biotecnologia permitiu que hoje as leveduras também fossem
amplamente utilizadas nos mais variados processos: tratamento de residuos, produgdo de
bioetanol, producdo de quimicos, farmacéuticos e sdo constantemente manipuladas em estudos
genéticos, se tornando assim o microrganismo eucariético mais estudado. Dentre as leveduras, o
género Saccharomyces, descoberto ha 150 anos, é o mais analisado e observado desde entdo e seu
metabolismo o mais bem conhecido. (AQUARONE et al., 2001)

De acordo com Giraffa (2004) o consumo de alimentos e bebidas fermentadas vem
crescendo desde 1970, uma vez que as pessoas acreditam que estes sejam produtos naturais e
saudaveis. Em 2015 foram produzidos 193290 milhdes de litros de cerveja e a previsdo para 2020
€ que esse numero cresca para 269028,6 milhdes de litros. Com isso supfe-se que a inddstria de
bebidas concentra a maior quantidade de produtos fermentados do mundo. (EUROMONITOR
INTERNATIONAL, 2017; BARTH-HAAS GROUP, 2016)

A principal levedura para essa producdo de quantidades exuberantes da cerveja é a espécie
S. cerevisiae (Figura 1) que cresce eficientemente em condicGes aerdbias e em baixas
concentracdes de glicose (menos de 2%), converte o0 aclcar em alcool possuindo alta resisténcia
ao etanol no meio em que se encontra (cerca de 14 - 16% v/v de etanol) e tolerancia a ampla
variacdo de temperatura (20°C — 37°C), sendo capaz de manter sua atividade celular em
ambientes &cidos. (CASADEI, 2010; ESPIRITO SANTO, 2012; LIMA et al., 2001)
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Figura 1 — Células de Saccharomyces cerevisiae.

Fonte: Madigan, 2016.

Apesar de a Saccharomyces cerevisiae ser a levedura mais investigada cientificamente, a
importancia industrial de outras espécies se estende além da fermentacéo tradicional. Os produtos
biotecnoldgicos obtidos através desses microrganismos possuem relevancia em outros setores
comerciais importantes: biocombustiveis, produtos quimicos, enzimas para aplica¢fes industriais,
produtos farmacéuticos e agricolas (PRETORIUS et al., 2003).

Espécies como Kluyveromyces lactis (producdo de lactase), Yarrowia lipolitica
(crescimento de alcanos), e Candida albicans (relevancia clinica) sdo exemplos de leveduras ndo
- Saccharomyces e se tornaram alvo de diversos estudos. (FERNANDES, 2008; FLORES et al.,
2000)

A partir disso, conclui-se que as leveduras fazem parte do grupo mais importante de
microrganismos comercialmente explorados e empregados, especialmente em relacdo a
capacidade fermentativa. (FERNANDES, 2008)

2.1.2 Leveduras Amazobnicas

Um dos substratos que mais favorecem o desenvolvimento de diversos microrganismos
sdo as partes das plantas (raizes, caule, folhas, flores, frutos e etc.). (FOKKEMA, 1991)
As leveduras isoladas da parte frutifera da planta geralmente sdo boas fermentadoras e

assimilam glicose, etanol, glicerol e celobiose, assim os frutos se tornam importantes micro
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habitats para toda essa variedade de espécies de leveduras na natureza. (PHAFF; STARMER,
1987).

Além de possuir alta concentracdo de acgucares simples e baixo pH, nestes substratos o
desenvolvimento da levedura também é favorecido devido a visitas constantes de insetos vetores
e diversos processos bioquimicos e ecoldgicos pelos quais o fruto passa, incluindo sua
deterioracdo. (MAMBUSCAY et al., 2013).

Estudos sobre a biodiversidade de leveduras no Brasil confirmaram que comunidades de
leveduras especificas com bidtipos diferentes e até mesmo novas espécies sao encontradas em
habitats como insetos, flores e frutos. (HAGLER et al., 1993; LANDELL; VALENTE, 2009)

Os autores Pietrowski, Wosiacki e Nogueira (2011) descrevem que para revelar cepas
com excelente potencial tecnoldgico necessita-se estudar a biodiversidade e dinamica
populacional dos ecossistemas fermentativos.

Segundo Skinner et al., (1980), a microbiota natural de leveduras dos frutos em geral é
composta pelos géneros Rhodotorula, Sporobolomyces, Cryptococcus, Torulopsis, Candida,
Pichia, Hansenula, Kloeckera, Hanseniaspora e raramente por Saccharomyces e
Schizosaccharomyces.

Em recente trabalho, algumas leveduras foram isoladas de frutos presentes na regido
amazénica. Da polpa do Aracéa-boi (Eugenia stipitata) foram encontradas leveduras da espécie
Saccharomyces cerevisiae e Lachancea fermentati, jA do Cacau (Theobroma cacdo) isolaram-se
microrganismos do tipo Wickerhamomyces sydowiorum, Torulaspora delbrueckii, Candida
intermedia e Candida blattae. Do Cupuacu (Theobroma grandiflorum), um dos frutos mais
tipicos da Amazoénia, foram identificadas leveduras das espécies Wickerhamomyces anomalus e
Pichia kudriavzevii. (HONORATO, 2019)

Com isto, para o presente estudo foram utilizadas as leveduras Saccharomyces cerevisiae,
Lachancea fermentati, Torulaspora delbrueckii e Pichia kudriavzevii que produziram

fermentagdes onde seus potenciais fermentativos foram avaliados.

2.1.2.1 Saccharomyces cerevisiae

Um dos microrganismos mais utilizados mundo afora é a Saccharomyces cerevisiae. Essa

levedura possui a capacidade de fermentar uma diversidade de agUcares, entre eles: sacarose,
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glicose, frutose, galactose, manose, maltose, etc, apresentando assim alta atividade fermentativa.
(BARNABE et al., 2005; WYLER, 2013)

Toda essa popularidade é devido, de acordo com Ribeiro (1999), sua produtividade e
eficiéncia nos processos fermentativos, por tolerar altas temperaturas e concentracdes de etanol,
por produzir substancias especificas que compdem o aroma de bebidas e também, através de seu
metabolismo, produzir anti-contaminantes, chamados de “killer”.

Para Carvalho (2006), cepas desta espécie de levedura sdao economicamente muito
importante em relacdo a industria de bebidas e alimentos devido aos processos fermentativos nas
quais atuam (cerveja, pdo, etc) e vém sendo empregadas nesses ramos ha milhares de anos.

A S. cerevisiae possui metabolismo adaptado para processos em presenca ou auséncia de
oxigénio. Quando ha oxigénio, essa levedura converte acticar em biomassa, gas carb6nico e agua
e, quando o oxigénio esta ausente, o processo fermentativo se torna alcodlico onde os agucares

sdo transformados em etanol e géas carbonico. (LIMA et al., 2001)

2.1.2.2 Lachancea fermentati

O género Lachancea vem sendo estudado por dar origem a leveduras ndo -
Saccharomyces que possuem uma caracteristica metabdlica incomum: a producdo de acido latico
durante a fermentacéo alcodlica. (JOLLY et al., 2014)

Gibson et al. (2015) e Osburn et al., (2018) estudaram em especifico a espécie Lachancea
fermentati em relacdo as fermentacGes de cerveja e 0s dois autores propuseram a utilizacdo dessa
levedura para producdo de "cervejas azedas" sem 0 uso de bactérias do acido latico ou a adicdo
de &cido latico técnico.

Esse fator influencia diretamente o processo fermentativo uma vez que um ambiente mais
acido dificulta a contaminacdo microbiana do mosto e aumenta a vivacidade do produto
fermentado, caracteristica que outras leveduras ndo convencionais ndo possuem. (BRANYIK et
al., 2012; VRIESEKOOP et al., 2012)
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2.1.2.3 Torulaspora delbrueckii

A Torulaspora delbrueckii ¢ uma levedura ndo - Saccharomyces inicialmente muito
utilizada em mostos com baixos teores de acucar e foi uma das primeiras a ser lancada
comercialmente. (CASTELLI, 1955).

Mais recentemente, estudos comprovaram que a T. delbrueckii produziu niveis inferiores
de acidez volatil quando comparada a S. cerevisiae, assim, essa levedura vem sendo utilizada na
producdo de fermentados a partir de mostos com alto teor de acucar. (BELY et al., 2008;
MORENO et al., 1991; RENAULT et al., 2009)

Outros subprodutos da T. delbrueckii sdo o &cido succinico e o linalol, composto essencial
para 0 aroma de lUpulo na cerveja e responsavel pelo aumento do aroma em vinhos. (CIANI e
MACCARELLI, 1998; KING e DICKSON , 2000; KISHIMOTO et al., 2006)

Segundo pesquisas de a levedura Torulaspora delbrueckii mostrou alta toleréncia ao
etanol e potencial para fermentar maltose e maltotriose. (ARAUJO et al., 2004; BREDA et al.,
2013)

2.1.2.4 Pichia kudriavzevii

Apresentada pela primeira vez por V.I. Kudryavtsev em 1960, a Pichia kudriavzevii é
uma levedura facilmente encontrada no meio ambiente, se desenvolve no solo, frutas e varias
bebidas fermentadas. Relaciona-se também a degradacdo dos alimentos que da origem a
biofilmes de superficie em produtos de baixo pH. (KURTZMAN et al., 2011)

A Pichia kudriavzevii pode ser isolada de varias fontes: suco de frutas, saqué, champanhe,
cervejas, fermento de padeiro e até mesmo em sangue e fezes humanas (CHAN et al., 2012;
KURTZMAN et al., 2011)

Essa levedura apresenta carater patogénico e uma variedade limitada quanto a utilizacao
de acucares, fermentando principalmente glicose. Por outro lado a Pichia kudriavzeii pode
sobreviver a altas temperaturas (>45° C) e baixos pHs (<2) mantendo seu metabolismo ativo.
(GREPPI et al., 2017; KURTZMAN et al., 2011; OBEROI et al., 2012).
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2.2 FERMENTACAO ALCOOLICA

2.2.1 Bioquimica da Fermentacdo Alcoolica

A fermentacdo € utilizada desde os tempos mais remotos da civilizagdo humana, porém
foi Louis Pasteur que em meados de 1850 identificou e elucidou os pequenos seres vivos que
atuavam nesse processo. O cientista concluiu que as leveduras eram responsaveis pela converséo
de actcar em etanol. (PEREIRA, 1999)

A fermentagdo € um processo no qual compostos organicos presentes em um substrato
sofrem catabolismo anaerdbico para gerar energia. A conversdo de uma molécula organica em
etanol e gas carbdnico, em proporcBes equimolares, envolve 12 reacGes sequencialmente
ordenadas, cada uma catalisada por uma enzima especifica. O desempenho de tais enzimas é
influenciado por fatores como: nutrientes minerais, vitaminas, inibidores, substancias do préprio
metabolismo, pH, temperatura, etc. Alguns desses fatores estimulam, outros que reprimem a acao
enzimatica, afetando assim a eficiéncia do processo. (STANBURY et al., 1995)

Com as reagOes das enzimas citadas anteriormente, a molécula de glicose é degradada em
compostos mais simples durante a fermentacdo. Tal metabolizagdo do acUcar leva a geracdo de
uma forma de energia quimica (ATP) para que a propria célula realize diversos trabalhos
fisioldgicos e biossinteses necessarios a manutencdo de suas atividades vitais, crescimento e
multiplicacdo da levedura. (LIMA et al., 2001; REGODON et al., 1997)

A etapa inicial do processo fermentativo consta com a oxidagdo da glicose a acido
pirvico, onde enzimas glicoliticas agem na quebra da molécula e a transforma em dois agulcares
de trés carbonos. Essa parte envolve a ativacdo da glicose que recebe sucessivas reacgoes,
transformando em adenosina difosfato (ADP) duas moléculas de adenosina trifosfato (ATP),
fosfatos energéticos. (TORTORA et al., 2010)

Com isso a molécula de agucar é convertida em gliceraldeido 1,3-difosfato e ao final
dessa etapa, cada gliceraldeido gera acido pirtvico ou piruvato por meio de reacGes catalisadas
por diferentes enzimas e coenzimas. Nos organismos capazes de realizar fermentacao alcodlica, o
piruvato perde dioxido de carbono produzindo acetaldeido, sendo reduzido a etanol. O balango
energético dessa parte do processo fermentativo é: duas moléculas de ATP para cada molécula de
glicose utilizada. (CAMPBELL, 2003; HASHIZUME, 2001)
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Figura 2 — Via metabdlica simples da alcoolizagdo na levedura Saccharomyces cerevisiae.

Glicose
CsH120s
2 NAD 2 ADP + 2P
2 NADH, 2 ATP
Acido pirivico Acido piravico
(3C) (3C)
co, co,
Etanol Etanol
(C.H,OH) (C.H,OH)

Fonte: sobiologia.com.br, 2018.

Globalmente a fermentacdo alcodlica é representada pela Equacdo de Gay-Lussac
(Equacdo 1), a qual € possivel analisar que 1 mol de glicose (180 g) produz 2 moles de etanol
(92g) e 2 moles de dioxido de carbono (CO,) (88 g) e 57 kcal de energia . (KOLB, 2002;
LEHNINGER et al., 1995)

ENZIMAS

CoHy0, =" 2 CH,CH,OH + 2CO,

Glicose Etanol Dioxido de
Carbono

1)
Outros componentes além do etanol e CO, (produtos de excrecdo, sem utilidade
metabolica para a célula em anaerobiose) sdo formados, mesmo que em menor quantidade,
durante esse processo fermentativo: alcoois superiores, glicerol, aldeidos, ésteres e acetatos.
(LURTON et al., 1995)
Matematicamente, 100 g de agucar originam 51,1 g de etanol e 48,9 g de didxido de

carbono, porém Pasteur comprovou que apenas 48,8 g de etanol e 44,6 g de didxido de carbono
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eram formados. Além disso, 3,3 g de glicerina, 0,6 g &cido piravico e 1,2 g de outros produtos
eram produzidos e essa diferenca acontece pelo seguinte motivo: compostos nitrogenados e
hidratos de carbono sdo utilizados pelas leveduras para elaborar substancias proprias das células.
Além disso, o alcool pode se perder por evaporacdo ou forma ésteres. (KOLB, 2002)

Dentre essa lista de produtos do processo fermentativo, temos mais de uma centena de
acidos organicos gerados de trés vias do metabolismo da levedura. O piruvato, por exemplo, da
origem a compostos como acetato, succinato, cetoglutarato, malato e citrato, e estes acidos
possuem influéncia direta quando se trata das caracteristicas organolépticas de bebidas
fermentadas e intervém no seu valor do pH. Outros acidos organicos (&cidos isovalérico e
isobutirico) derivam das vias de sintese dos aminoacidos e dos &lcoois superiores. (OLIVEIRA,
2006)

A fermentacdo alcoolica se processa no citoplasma celular e € um processo nao oxidativo,
sem a participacdo do oxigénio molecular, e portanto, para se manter o equilibrio de redox
celular, todo o NADH formado (em reac6es de oxidacdo) deve ser consumido (em reacOes de
reducdo) acoplado a producéo de etanol e glicerol. (AMORIM et al., 1996; HASHIZUME, 2001,
LIMA etal., 2001)

O processo fermentativo pode ser representado por trés fases: a preliminar (adaptacdo da
cultura ao meio), a tumultuosa e a complementar (fim da fermentac&o). No fim da fermentacéo o
etanol é tido como principal produto, podendo chegar a niveis de concentracdes extracelulares
que variam de 12% a 14% de volume em fermentacdo normal. (CORAZZA et al., 2001;
OLIVEIRA, 2006)

2.2.2 Fatores que Influenciam a Fermentagéo

O processo de fermentacgdo é influenciado através de fatores diversos, podendo ser fisicos,
quimicos e microbioldgicos. Tais fatores alteram o rendimento fermentativo, podendo ou néo
gerar mais produtos secundarios (glicerol, acidos organicos, alcoois superiores, acetaldeidos, etc)
e biomassa. Alguns destes principais fatores influenciadores sdo: pH, alcool, oxigénio,
floculacdo, dioxido de carbono e temperatura. (LIMA et al., 2001)

Quando h& o desequilibrio desses fatores temos o estresse fermentativo que afeta

diretamente as substancias responsaveis pela manutencdo das atividades vitais da célula de
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levedura. Dentre elas h& o glicerol, relacionada ao equilibrio redox do organismo, a trealose e
glicogénio, que fornecem reserva de carboidrato para energia adicional, e o acido succinico, que
juntamente ao etanol apresenta um efeito antibacteriano, os quais estao identificados na Figura 3.
(LIMA et al., 2001)

Figura 3 — Fatores de estresse e componentes produzidos pelas células que afetam o metabolismo

da levedura em relacdo as substancias trealose, glicogénio, acido succinico e glicerol.

Alta concentragdo de etanol
Variacoes de pH

Leveduras

Acido sulfrico selvagens

gt o Glicerol
Acido acético -
Estresse osmotico
Trealose
altas temperaturas
Glicogenio
Acido succinico ” )
Acido latico tas .concentragoes
de sais
Sulfito

Baixos niveis de nutrientes

Contaminacao bacteriana

Fonte: Paulino de Souza, 2017.

2.2.2.1 pH

O pH ¢é um fator relevante para fermentagdes uma vez que atua no controle da
contaminacdo bacteriana, no crescimento da levedura, taxa de fermentacdo e formacdo de
subprodutos (AMORIM et al., 1996).

De acordo com AMORIM et al. (1996), em industrias os valores de pH dos mostos estdo
numa faixa que vai de 4,5 até 5,5. Outros autores trazem o pH ideal entre 3,5 e 6 para que 0
substrato favoreca o crescimento da levedura e a producdo de etanol. (ARRUDA et al., 2003;
BARNABE et al., 2005; SHANKAR et al., 2014)
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A Sacharomyces cerevisae em especifico possui pH 6timo para a producgéo de etanol entre
4 ¢ 5. A medida que o meio se torna basico (pH 7), o rendimento da fermentacio é reduzido uma
vez que a producdo de acido latico e acético aumenta devido a contaminacdo de bactérias, tal é

favorecida pelo valor de pH superior a 5. (MAIA, 1989)

Outros estudos revelam que no interior da célula do microrganismo, o pH se mantém na
faixa de 5,8 a 6,9, mesmo que extracelularmente esteja entre 2 e 7. Porém valores abaixo da faixa
ideal de pH deixam 0 meio mais agressivo a célula, fazendo com que a levedura precise de mais
energia para manter o pH intracelular. Além disso as condi¢des de pH extracelulares afetam
também a velocidade de crescimento das leveduras, a qual possui o ponto 6timo quando o pH
estd compreendido entre 5 e 6. (MAIA (1989),

Mais problemas ocorridos devido a baixos valores de pH sdo: aumenta do efeito toxico do
etanol, &cidos organicos e dioxido de enxofre que diminuem taxas de brotamento das leveduras.
Também ha a adesdo entre as células que foram aglomerados e sedimentam no meio onde
anteriormente encontravam-se em suspensdo, esse fendbmeno é chamado de floculacéo.
(CARTWRIGHT et al., 1986; KOIZUMI & OGAWA, 2005; MIKI et al., 1982; SATO et al.,
2001)

Quando a floculagdo acontece, a disponibilidade das leveduras para consumo dos
acucares se torna menor uma vez que causa reducdo do tempo de contato entre as células e o
mosto, assim, reduzindo o rendimento da fermentacdo e ocasionando uma série de prejuizos ao
processo (AMORIM, 2005; ROSE, 1980)

2.2.2.2 Temperatura

Mais um fator significativo determinante para 6timos rendimentos fermentativos é a
temperatura. De acordo com WIN et al. (1995) a temperatura 6tima para producéo de etanol é 30°
C, ja para ECHEGARAY et al. (2000) esse valor s6 se torna ideal quando tinge 32° C e
PAALME et al. (1997) por sua vez afirma que 28° C é a temperatura que mais favorece a

fermentacéo.
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Todos esses estudos reforcam a ideia de que é possivel trabalhar em uma faixa de
temperatura ideal sem perder produtividade, faixa que BARNABE et al. (2005) descreve como
Otima para o crescimento das leveduras quando € de 28°C a 35 °C, na qual as enzimas invertases
da levedura trabalham em condicdo adequada, atingindo estabilidade e atividade méaxima, assim,
realizando a inversdo de sacarose liberando glicose e frutose. (ARRUDA et al., 2003;
SHANKAR et al., 2014)

Porém, quando a fermentacdo atinge altas temperaturas (40 °C) seu desenvolvimento €
prejudicado em duas partes: inicialmente com a producdo em excesso de etanol, levando a
inibicdo das proprias leveduras. (ALEXANDRE e CHARPENTIER, 1998)

Além disso, essa temperatura superior afeta diretamente o organismo da levedura uma vez
que provoca desordens na membrana, desnatura proteinas, aumenta o armazenamento de trealose
e etanol intracelular, inibe a glicolise e pode resultar em mutacfes ou até mesmo na morte da
levedura. (AMORIM et al., 2001; NAGODAWITHANA et al., 1974)

Outro fator extremamente importante, correlacionado com a temperatura do mosto é a
contaminacdo bacteriana. Quanto maior a temperatura maior a possibilidade do crescimento de
contaminantes. (AMORIM et al., 1996).

Ja as temperaturas mais amenas favorecem o processo fermentativo e sdo de suma
importancia para a industria de bebidas uma vez que contribuem para realcar 0 aroma e tornar a
bebida com tracos desejaveis aos consumidores. Por exemplo, a produgdo de cerveja possui
temperatura 6tima de 26° C. (LIMA, 1975; RIPONI et al., 1997; STASHENKO et al., 1992)

2.2.2.3 Etanol

Outro fator significante ao rendimento da fermentacdo é o acimulo de alcool etilico. A
viabilidade celular da levedura é reduzida pelo seu préprio produto, o etanol, que pode alcancar
uma concentracdo de 12% v/v ap6s 72 horas de processo. Sua acdo toxica atinge diretamente a
organizacdo da membrana citoplasmatica, modificando a composicao lipidica e permeabilidade
da membrana para alguns ions (especialmente ions H+). (IZAWA et al., 2010; PANTOJA et al.,
2001)

Alem desse impacto negativo, ainda temos: modificacdo da sintese de proteinas de
estresse, a modulacdo de processos de troca idnica (reducdo da atividade metabdlica que causa a
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inibicdo da absorgdo de glicose), a diminuicdo da taxa de crescimento e estresse hidrico.
(HALLSWORTH, 1998; MARTINI et al., 2004)

Bueno Neto (1982) a partir de seu estudo afirma que o efeito inibidor do alcool, em
relacdo ao crescimento celular, s6 ocorre a partir de uma concentracdo de 7,2% v/v, o autor
utilizou como indculo o0 S. cerevisiae. J& Basso et al. (2011) defende que essa concentracdo de
etanol pode variar de 8 a 12% (v/v) para que o alcool ja seja considerado um fator de estresse que
age sobre a levedura.

Mais estudos demonstraram que quando a concentracdo de etanol é inferior a 26 g/L o
crescimento celular ndo € inibido, porém quando a concentragdo se eleva para 68,5 g/L € inibido
totalmente. (HOLZBERG et al., 1967)

Ja Luong (1984) observou uma faixa para a velocidade de crescimento celular das
leveduras. O autor afirma que ha um efeito significativo em concentracdes acima de 15 g/L e que
a concentracdo de etanol méxima a partir da qual as células ndo mais cresciam era
aproximadamente 100 g/L.

Esse mesmo autor também verificou que a capacidade de producdo de etanol de
Saccharomyces cerevisae era completamente inibida a uma concentracdo de etanol de 105 g/L.

O efeito de inibicdo do alcool etilico se relaciona a temperatura do processo segundo Maia
(1989). S&-Correia e Van Uden (1983) mostram que a melhor faixa de resisténcia ao etanol para a
Saccharomyces cerevisae é de 13 a 27°C a 11% (v/v) de etanol.

Os autores afirmam que a tolerancia alcodlica diminui para temperaturas mais baixas que
13°C ou mais altas que 27°C, de forma que a inibicdo do crescimento do microrganismo ocorre
tanto em processos a baixa temperatura quanto em processos a alta temperatura.

Dorta (2006) fala que alem do estresse por etanol intensificado pela alta temperatura,
essas modificacbes também ocorrem para alta acidez, fatores estressantes que Sdo impostos
simultanea ou sequencialmente para as leveduras.

A andlise dos valores da faixa de temperatura deve ser cuidadosa uma vez que depende
diretamente do tipo de microrganismo, do seu estado fisioldgico, do meio de cultura e da

temperatura.
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2.2.2.4 Viabilidade Celular

Quanto maior a viabilidade celular da levedura, melhor serd a conversdo de agucares em
alcool, assim maior o desempenho do processo. O controle desse parametro deve ser rigoroso
uma vez que, geralmente, os ambientes em que as fermentagdes ocorrem ndo séo propriamente
ideais para a manutencéo da viabilidade celular.

Fatores ja citados anteriormente sdo determinantes para que a célula se mantenha viavel,
acumulo de etanol, CO, e 0 aumento da temperatura afetam negativamente a viabilidade da
célula. (ATTFIELD, 1997; MILANESE-RUBILAR & MAUGERI, 1990)

De acordo com os autores Cysewski e Wilke (1977) a viabilidade da célula de levedura
reduz continuamente em processos fermentativos que ocorrem na auséncia de oxigénio uma vez
que a levedura utiliza oxigénio para produzir substancias utilizadas na biossintese de lipidios que

constituem a membrana plasmatica e mitocondrial das leveduras.

2.2.2.5 Contaminacao microbiana

O mais frequente agente estressante da fermentacdo é a contamina¢do microbiana.
Bactérias e outras espécies de leveduras sdo encontradas na fermentacao e a producao do etanol é
afetada no momento em que esses microrganismos contaminam o meio, consomem 0s agucares
presentes ali e produzem compostos ndo etanolicos (&cidos organicos - latico, acético, etc),
diminuindo o rendimento do processo. (AMORIM et al, 1996; MOREIRA et al. 2013;
MUTTON, 2005)

Fisicamente as bactérias contaminantes se aderem as paredes das células de levedura e
induzem a floculacdo, assim a biomassa se precipita e consequentemente o rendimento,
produtividade e viabilidade celular decaem. (OLIVA-NETO; YOKOYA, 1994; VENTURA;
ZINK, 2002).

Além disso, o crescimento bacteriano € favorecido com altas temperaturas (30° C — 40°
C), consequentemente os niveis de acido latico e as vezes acético, produto do metabolismo do
contaminante, também aumentam e intoxicam a levedura. N&o obstante, as bactérias se tornam

competidoras dos nutrientes do meio e tambem consomem a glicose que seria destinada a
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producdo de &lcool. (AMORIM et ai.,1996; DE CARVALHO,2011; NARENDRANATH et
al.,1997)

De acordo com Basso et al. (2008) o ideal é manter as leveduras suspensas no liquido de
fermentacao para que haja maxima conversao de agucar em etanol e gas carbonico.

Para amenizar esse problema o indicado é realizar assepsia em todos os equipamentos do
processo fermentativo. Em grandes indUstrias essa opg¢ao se torna economicamente inviavel uma
vez que 0 custo energético para esterilizacdo afeta negativamente o custo final do produto.
(BOLETIM TECNICO COPERSUCAR, 1983; RODRIGUES & ANDRIETTA, 1995).

Outra opcao de tratamento para a contamina¢do microbiana é através de acido, que ao
mesmo tempo também causa estresse a levedura, reduzindo a eficiéncia fermentativa (AMORIM
et ai., 1996).

Devido a diferencas morfoldgicas e fisiologicas entre leveduras e bactérias héa
possibilidade de utilizar alguns antimicrobianos (Cloranfenicol) no controle das bactérias, os

quais minimizam os danos causados sobre a fermentagé&o.

2.2.2.6 Subprodutos

A producédo de etanol também pode vir a ser reduzida por fatores metabdlicos uma vez
que durante a fermentagdo uma sequéncia de reacfes ocorrem objetivando a producdo de ATP.
Algumas rotas de metabolismo se apresentam como alternativas para favorecer a obtencdo de
materiais necessarios a producdo de biomassa (polissacarideos, proteinas, acidos nucléicos) e
também para a formac&o de outros produtos de interesse metabdlico. (NOBRE et al., 2007)

Esses produtos estdo relacionados direta ou indiretamente com a adaptacdo e
sobrevivéncia da levedura e podem causar a reducdo na producéo do alcool, sdo eles: glicerol, o0s
acidos organicos, principalmente o succinico e o acético. Juntos com a biomassa sdo 0sS
subprodutos em maior quantidade e os principais relacionados metabolicamente ao equilibrio
redox celular em anaerobiose. (FERNANDES, 2008)

A formacdo desses subprodutos depende principalmente também do tipo de matéria-
prima, a linhagem de levedura empregada e o processo de fabricacdo de etanol. A quantidade de

cada subproduto formada é dependente do estresse causado as leveduras, geralmente por
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contaminacédo bacteriana, altas temperaturas, caréncia ou excesso de nutrientes e tratamento acido
incorreto.

O glicerol é o composto secundario encontrado em maior quantidade. E formado em
decorréncia de estresses fisicos (pressdo osmdtica), quimico (presenca de sulfito no mosto) e
microbioldgico (contaminacdo bacteriana). Em geral, € uma resposta ao estresse osmético quando

se trabalha com altas concentracGes de acUcares ou sais no mosto (PACHECO, 2012).

2.2.2.7 Substrato

A levedura consegue utilizar diversos substratos e além de possuirem o0s nutrientes
necessarios e fontes de carbono corretas para o crescimento celular, é essencial que 0 meio
fermentativo apresente a concentracdo adequada de agucares. (HEARD, 1993)

Mesmo contento oxigénio, meios com niveis elevados de glicose (concentracdo de
acucares maior que 150 g¢/L) inibem a sintese de enzimas respiratdrias, assim, inativando as
mitocondrias e reprimindo a respiracdo das leveduras o que leva a fermentacdes incompletas e
geracdo de acidos e glicerol. (ARRUDA et al., 2003; BARNABE et al., 2005; HORII, 1999;
SHANKAR et al., 2014)

Leveduras em geral crescem bem em meios contento amido ou agucar, fonte de nitrogénio
e sais para suprir a necessidade de minerais. Porém para obter-se condicbes melhores de
fermentacdo e o produto desejado existe a necessidade de selecionar fontes de carbono adequadas
que suprem a biossintese das células e a geracdo de energia. (WANG et al., 1979)

Em especial a Saccharomyces cerevisae fermenta substratos que contem agucares do tipo
glicose, frutose e sacarose, basicamente os que compdem a cana-de-agucar. Em especial para essa
levedura a glicose também atua como uma reguladora global do crescimento celular
(REIFENBERGER et al., 1997; LILLY, 1979)

Para a solugé@o ou diminuicdo de todos os problemas citados anteriormente € fundamental
desenvolver um importante campo de pesquisa relacionado as fermentagdes alcodlicas: a busca
por novas linhagens de leveduras. Essas leveduras devem possuir alta tolerancia a temperatura e
etanol para que sejam capazes de produzir fermentados com altas concentragdes de &lcool e

também identificar os fatores relacionados a condicéo atual de processo que impedem a conducgéo
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do processo de fermentacdo no limite da tolerancia das leveduras industriais. (STEENSELS et al.,
2014)

A juncdo desses fatores numa linhagem de levedura seria bastante atrativa uma vez que
ocasionaria a reducao no consumo de agua de resfriamento, reducao no volume de substrato e no
consumo de energia nas industrias do mundo todo. De uns anos para cd, Alguns produtores de
bebidas fermentadas estdo realizando seus processos contando com uma microflora local na
tentativa de introduzir caracteristicas Unicas em seus produtos, tornado-os mais auténticos.
(STEENSELS et al., 2014)

Com os estudos crescentes sobre leveduras presentes em habitats diversos, e pelo avango
especialmente da engenharia genética e biotecnologia, se torna espontédnea a utilizacdo mais
frequentemente destes microrganismos em processos tanto para aperfeicoa-los quanto para criar
outros. O mercado da producédo de fermentado é promissor quando se trata de novas espécies de
leveduras, ainda existindo muitas possibilidades de exploracdo e descobertas nesta area.
(OLIVEIRA, 2006)

2.2.3 Caldo da cana —de — acgucar

Um dos fatores citados anteriormente como determinante para uma boa fermentacdo é o
substrato, e o caldo da cana-de-agUcar € um 6timo meio para o crescimento de microrganismos
devido aos teores de nutrientes organicos e inorganicos e pH. (SILVA, 1974).

O caldo de cana-de-agucar comercial € uma matéria-prima consumida “in natura” no
Brasil e é considerado de baixo custo comercial. Sua composi¢do é formada basicamente por
agua (75-82%) e solidos totais dissolvidos (18-25%). Os sélidos soltveis (°Brix) podem ser
caracterizados como agUcares e ndo-agtcares organicos e inorganicos e dentre 0s acucares tem-se
a sacarose (14,5-23,5%), glicose (0,2-1,0%) e frutose (0,0-0,5%) (SOCCOL et al., 1990)

As substancias ndo-agucares organicos representam de 0,8-1,5% da composicéo do caldo
de cana e sdo: materia nitrogenada (proteinas, amidas, aminoacidos), gorduras e ceras, pectina,
acidos, materias corantes (clorofila, antocianina e sacaretina).

Os compostos inorganicos (0,2-0,7%) sdo os minerais como silica e principalmente
potassio, além de P, Ca, Na, Mg, S, Fe, Al e Cl. (DELGADO, 1975)
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Caracterizado como um liquido opaco, viscoso, cor parda ao verde escuro, a composicao
do caldo da cana varia de acordo com alguns fatores como idade da safra, meio ambiente (solo e
condi¢des climaticas como temperatura e precipitacdo pluviométrica), planejamento agricola
(maturacdo, colheita, manuseio, transporte e armazenamento), pragas e doencas (DELGADO,
1975; YOKOYA, 1995; FIORAVANTI, 2000; KITOKO; OLIVEIRA; SILVA, 2004)

O pH do caldo é pouco &cido variando entre 5 e 6, sendo mais comum no intervalo 5,2-
5,4. Estes valores de pH associados a presenca de altas concentracdes de agucares torna a garapa
um produto altamente perecivel em termos microbioldgicos. (LEME Jr., & BORGES, 1965;
MARTUCCI, 1983)

Tal produto se constitui num sistema coloidal muito complexo, no qual o meio de
dispersdo € a agua. As particulas dispersas podem ser grosseiras (bagacilho, areia, terra,
gravetos); coloidais (cera, gordura, proteinas, gomas, corantes, dextranas, amido); moleculares ou
ibnicas (agucares, sais minerais, cidos organicos) (COPERSUCAR, 1994; FIORAVANT]I, 2000;
KITOKO; OLIVEIRA; SILVA, 2004)
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIA PRIMA

Isolamento, Identificacdo e Conservacao das Leveduras

As linhagens de leveduras utilizadas neste estudo foram isoladas de fermentacdes
espontaneas do Araca-boi (Eugenia stipitata), Cacau (Theobroma cacao) e Cupuacu (Theobroma
grandiflorum) e identificadas pelo Método Molecular utilizando a regido ITS no trabalho de
mestrado “Diversidade genética de Saccharomyces cerevisiae isolados de frutos amaz6nicos com
a finalidade de uso na produc¢do de cerveja” pelo autor Prof. Msc. Luan Reis Honorato da Silva.

Foram utilizadas nove cepas provenientes da Colecdo de Microrganismos do Instituto
Nacional de Pesquisas da Amazbnia — INPA, seis cepas, isoladas do Araca-boi (Eugenia
stipitata), sendo quatro delas da espécie Saccharomyces cerevisiae e duas Lachancea fermentati,
do Cacau (Theobroma cacao) foi isolada a Torulaspora delbrueckii e do Cupuacu (Theobroma
grandiflorum) a Pichia kudriavzevii.

Além dessas, uma linhagem de Saccharomyces cerevisiae comercial foi utilizada no
processo de producdo de etanol a partir de glicose para fins comparativos.

Para melhor identificacdo ao longo do estudo, as amostras de leveduras foram nomeadas a
partir das iniciais de seus respectivos frutos, dos quais foram isoladas, e com o ndmero de sua
amostra em trabalho anterior. (HONORATO, 2019)

Tabela 1: Leveduras e nomeclatura de identificag&o.

LEVEDURA NOMECLATURA
Saccharomyces cerevisiae Cat 2
Saccharomyces cerevisiae AR 1
Saccharomyces cerevisiae AR 12
Saccharomyces cerevisiae AR 13

Lachancea fermentati AR 14
Saccharomyces cerevisiae AR 15
Lachancea fermentati AR 16
Torulaspora delbrueckii CC 15

Pichia kudriavzevii CP 18
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As leveduras foram reativadas em meio “yeast malt Agar” (YMA) conforme metodologia
de Wickerman (1951), meio composto por 2 g/L de glicose; 3 g/L de extrato de levedura; 3 g/L
de extrato de malte; 5 g/L de peptona; 0,1 g/L de cloranfenicol; 20 g/L de &gar e 1000 mL de
agua destilada. As placas foram incubadas a temperatura ambiente por 48 horas.

Das melhores placas, isentas de contaminagdo, foram isoladas em tubos com YMA as
respectivas leveduras para servirem de cultura pura (cultura mae). O estudo e selecdo das
linhagens potencialmente produtoras de alcool foram realizados no Laboratério de Micologia do

INPA coordenado pelo Prof. Dr. Jodo Vicente Braga de Souza.
3.2 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
3.2.1 Preparo do In6culo Para Fermentacédo Alcodlica

As células de leveduras foram transferidas, por alcada, da cultura estoque (cultura pura)
para tubos contendo 10 mL de meio Caldo Extrato de Malte (extrato de levedura 3 g/L, extrato de
malte 3 g/L, peptona 5 g/L, glicose 10 g/L) e incubada por 48 horas até pleno crescimento na
superficie. (HANG et al., 1981)

De acordo com o esquema da Figura 2, o contetdo liquido contendo meio e biomassa foi
despejado em frasco Erlenmeyer de 250 mL, contendo 30 mL de meio Caldo Extrato de Malte
(descrito acima) e cultivado por mais 48 horas, temperatura ambiente e shaker a 100 rpm.
(HANG, 1981)

O objetivo foi obter uma concentragdo de aproximadamente 10’ células/mL, quantificada
através de contagem em camara de Neubauer, que € a concentracdo ideal como indculo
empregado no inicio de uma fermentacdo. (PATO, 1998; STANBURY, 1995)
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Figura 4 — Esquema de propagac&o do indculo.

Fonte: Hang, 1981.
3.2.2 Preparo do Mosto e Fermentacdo Alcodlica

A metodologia proposta por Dias et al., (2003, 2007) sera utilizada para a preparacdo do
mosto. O caldo de cana, obtido no municipio de Balbina (AM) da plantagdo do Sitio Vitoria
localizado na AM 240 km 37 margem esquerda, foi estabilizado para o total de sélidos soltveis a
16° Brix com a adicdo de 130g de acUcar de cozinha (sacarose da marca Unido - refinado) e foi
esterilizado em autoclave a 121 ° C por 15 minutos.

Todo o conteido do indculo, preparado no item 3.2.1 anteriormente, foi despejado em
frascos erlenmeyer de 0,5 L contendo 0,3 litro do caldo de cana ja esterilizado e estabilizado
(Figura 5).

A fermentacdo alcodlica foi realizada em batelada, sob temperatura ambiente, sem
agitacdo e acompanhada através do consumo dos aclcares via avaliagdo do teor de sélidos
sollveis totais. Amostras foram coletadas em intervalos de 24 horas para avaliacdo de pH e
acucares redutores totais.

O processo foi acompanhado por 96 horas (4 dias) e feito em triplicata.

Figura 5 — Esquema de propagacéo do inéculo juntamente ao preparo do mosto.

Culture Volume de lome
pure meio = Vy meio = Vp >V,

Fonte: Hang, 1981.
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3.3 METODOS ANALITICOS

O fermentado alcoodlico obtido foi caracterizado quanto aos parametros: pH, sélidos
soluveis (°Brix), acucares redutores totais, seguindo metodologias descrita pelo Instituto Adolfo
Lutz (2008) e todas as andlises estatisticas foram realizadas utilizando o programa Microsoft
Excel®.

3.3.1 Determinagéo de pH

O pH foi medido diretamente em pHmetro digital de bancada modelo Q400AS da marca

Quimis.
3.3.2 Determinacdo de Solidos Soluveis

O teor de solidos soluveis (° Brix) foi determinado com auxilio de refratdbmetro portatil
modelo T-DIVV0070.00 marca Incoterm.

3.3.3 Acucares Redutores Totais

A andlise foi realizada pelo método DNS conforme descrito por Vasconcelos et al.,
(2013). Para a quantificacdo dos acgUcares redutores totais foi adicionado 500 uL de solucdo de
acido 3,5 dinitrosalicilico (reagente DNS) e diluicdo adequada de cada amostra para completar
1000 uL e obter absorbancia dentro do limite de absorbancia da curva padrdo. A mistura entéo foi
aquecida por 5 minutos em banho-maria e apds resfriamento foram realizadas leituras em
espectrofotdbmetro (marca Femto e modelo 700 Plus) a 540 nm.

Como branco foi empregada uma mistura de 500 uL de agua e 500 uL de solucdo de
DNS. Os resultados foram calculados através de correlagdo com curva padrdo de glicose
preparada nas concentragdes de 0,1 em 0,1 g/L numa faixa de 0 até 1 g/L e da seguinte equag&o:

ART =abs.f.d
Onde:
Abs é a média das absorbéancias lidas;
f é o fator de concentracdo (1/coef. angular);

d é o inverso da diluicdo da amostra.
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A seqguir a curva padréo obtida:
Figura 6 — Curva padrdo para anélise DNS.
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Fonte: propria.

3.4 TESTES PARA A LEVEDURA

A capacidade fermentativa, tolerancia ao etanol e capacidade de floculacdo foram
realizadas segundo Guimaraes (2005) com as células de leveduras captadas no inicio da
fermentacdo e a viabilidade celular no inicio e final da fermentagdo, de acordo com Pierce
(1970). Os procedimentos foram executados em triplicata e todas as analises estatisticas foram

feitas utilizando o programa Microsoft Excel®.
3.4.1 Teste de Capacidade Fermentativa

As leveduras foram inoculadas em tubos, contendo em seu interior tubos de Durhan e 10
mL de meio liquido YP (extrato de levedura e peptona) acrescentado da fonte de carbono a ser

testada [glicose 2 g (p/v), sacarose 2 g (p/v), maltose 2 g (p/v), frutose 2 g (p/v), e xilose 29
(P/V)].
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Foram mantidos em temperatura ambiente e durante 48 horas, observado o crescimento

das leveduras e a formacao de gas.
3.4.2 Teste de Tolerancia ao Etanol

As leveduras foram inoculadas em tubos contendo 10 mL de meio liquido YP (extrato de
levedura e peptona) adicionado de glicose (2% p/v) e de etanol nas concentra¢fes varidveis de
5% (v/iv), 10% (v/v) e 15% (v/v), seguida de incubacédo a temperatura ambiente durante 48 horas.

3.4.3 Teste de Floculacédo

As leveduras selecionadas foram inoculadas em tubos contendo 10 mL de meio liquido
YP (extrato de levedura e peptona) com glicose (2% p/v) e deixados em temperatura ambiente
durante 48 horas. Apds este periodo, foram levadas a agitacdo em aparelho voértex para
visualizagéo da formagao de flocos.

3.4.4 Determinacéo da Viabilidade Celular de Levedura

A viabilidade celular da levedura foi realizada através de microscopia Optica,
considerando leitura de células viaveis e ndo viaveis presentes no quadrante C em camara de
Neubauer. A contagem no quadrante C foi realizada em 5 sub-quadrantes, os 4 dos cantos e o
sub-quadrante central. A contagem das células viaveis e ndo viaveis foi feita através da coloracéo

diferencial das células vivas com azul de metileno.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 MICRORGANISMOS

A etapa inicial do trabalho consistia em reativar as leveduras para que fossem utilizadas
no estudo. Os microrganismos em questdo vinham sendo conservados em tubos inclinados com
meio YMA mantidos a uma temperatura amena.

Como descrito no item 3.1, as leveduras foram inoculadas em placas contento meio “yeast
malt agar” (YMA) com antimicrobiano (cloranfenicol) e incubadas a temperatura ambiente por
48 horas.

O resultado da reativacdo pode ser visto a partir na Figura 2.

Figura 7 — Leveduras reativadas em placas.

Fonte: prépria.
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Todas as leveduras apresentaram morfologia semelhantes, coldnias de cor branca ou
creme e aspecto liso. Caracteristicas descritas também em Westerdijk Fungal Biodiversity
Institute (2017).

Algumas placas, mesmo com antibidtico na composi¢do do meio, sofreram com a acao de

outros microrganismos e foram contaminadas como mostra a Figura 8:

Figura 8 — Placas contaminadas.

Fonte: propria.

A contaminacéo, possivelmente, ocorreu devido ao contato da placa com meio externo
(ar livre contendo diversos microrganismos) no momento de trasnferéncia das leveduras. Pelo
aspecto filamentoso, julgou-se ser outro fungo o microrganismo contaminante, porém lembrando
tambeém da presenca de bactérias no ar. As placas foram descontaminadas e contetdo descartado.

Com isso, a inoculacdo para a cultura pura final foi feita a partir da selecdo das melhores
placas (sem contaminacgéo) e repique de col6nias isoladas no meio para tubos contendo YMA. Na
Figura 9 observa-se o resultado das leveduras como estoque de cultura pura, posteriormente

utilizadas na preparagéo do inéculo para a fermentacéo:
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Figura 9 — Cultura pura.

Fonte prdpria.

4.2 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

A segunda etapa do trabalho representou o inicio da propagacdo das leveduras em meio
liquido. Com a cultura pura definida, esses microrganismos foram transferidos para tubos com
meio caldo extrato de malte e ali mantidos, sem agitacéo, por dois dias a temperatura ambiente. A
Figura 10 seguir representa um exemplo de como as leveduras permaneceram nos tubos com
meio liquido ao final das 48 horas de in6culo.

Figura 10 — Celulas de leveduras em tubo com meio liquido.

Fonte: prépria.
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As células de leveduras decantaram e no fundo do tubo pbde-se observar a
homogeneidade da cultura de leveduras, de cor esbranquicada e, além disso, a auséncia de
contaminacéo.

Apdbs as primeiras 48 horas de inoculacdo em meio liquido, o contetdo dos tubos foi
transferido para erlenmeyers com 300 mL de caldo extrato de malte. A propagacao de leveduras
continuou por mais 48 horas em shaker a uma rotacdo de 100 rpm. O resultado pode ser

observado na Figura 11:

Figura 11 — Erlenmeyer com indculo.

Fonte: propria.

Visualmente nenhuma contaminacédo foi identificada nas amostras, todas se mantiveram
homogéneas e sem formacéo de flocos.

De acordo com a metodologia descrita anteriormente no item 3.2.1, a concentragdo ideal
para dar infcio ao processo fermentativo é a partir de 10" células/mL, com isso a contagem de
células da levedura foi feita a partir da camara de Newbauer em microscopio e na Tabela 2

encontram-se as concentra¢fes médias obtidas.
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Tabela 2: Concentracao de células para o indculo inicial de cada levedura.

AMOSTRA CONCENTRACAO (células / mL)
Cat 2 (Saccharomyces cerevisiae) 6,9 x 10"
AR 1 (Saccharomyces cerevisiae) 6,3 x 10
AR 12 (Saccharomyces cerevisiae) 7,6 x 10
AR 13 (Saccharomyces cerevisiae) 4,45 x 10’
AR 14 (Lachancea fermentati) 8,3 x 10’
AR 15 (Saccharomyces cerevisiae) 3,45 x 10’
AR 16 (Lachancea fermentati) 1,92 x 10’
CC 15 (Torulaspora delbrueckii) 4,15 x 10’
CP 18 (Pichia kudriavzevii) 2,75 x 10

Os dados obtidos mostram que as amostras se apresentaram adequadas em relacdo a
concentracdo para indculo inicial da fermentacdo. As concentracdes mais baixas foram para a AR
16 (Lachancea fermentati) e CP 18 (Pichia kudriavzevii), parametro que deve ser observado uma
vez que a intensidade de respiracdo é diretamente proporcional a concentracdo celular. Em
concentracdes celulares mais elevadas, a intensidade do processo respiratério decresce em favor
do processo fermentativo, logo, possuir mais células de leveduras favorece a fermentacéo.
(KOCKOVA, 1990)

A Figura 12 apresenta mosto e in6culo antes da fermentagdo.

Figura 12 — Mosto e indculo.

Fonte: propria.
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Com isso, finalmente o conteddo liquido dos erlenmeyers pode ser transferido ao mosto
(caldo de cana) e o processo fermentativo iniciado. A fermentacdo foi acompanhada por 96 horas,
a temperatura ambiente e sem agitacdo. Em intervalos de 24 horas eram retirados 10 mL de cada
amostra para analises posteriores.

A seguir amostras de leveduras durante os dias de fermentag&o.

Figura 13 — Fermentagdes da AR 12 (Saccharomyces cerevisiae) durante (A): 24h; (B): 48h; e
(C): 96h.

Fonte: prépria.

Figura 14 — Fermentacdes da Cat 2 (Saccharomyces cerevisiae) durante (A): 24h; (B): 48h; e (C):
96h.

Fonte: prépria.
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Notou-se a mudanca de cor do mosto e o desprendimento de bolhas durante todo o
processo fermentativo. Esse aspecto indica a conversdo do aglcar em etanol mais gas carb6nico

através do metabolismo das leveduras.

4.3 METODOS ANALITICOS

4.3.1 Determinacdo de pH

O pH das amostras foi determinado com o pHmétro onde a tensdo gerada pelo eletrodo é

lida e convertida para uma escala de pH. A seguir o eletrodo submerso em amostra.
Figura 15 — Medida de pH.

Fonte: propria.
O pH de todas as amostras foi medido a cada 24 horas e plotado no gréfico abaixo:
Figura 16 — Grafico pH.
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O pH das leveduras mantiveram-se numa faixa de 5,21 a 3,01, que de acordo com a
literatura os valores foram adequados para o crescimento e sobrevivéncia dos microrganismos
(3,5 e 6), porem na industria o valor ideal de pH é de 4,5 até 5,5. (ARRUDA et al., 2003;
BARNABE et al., 2005; SHANKAR et al., 2014)

A Sacharomyces cerevisae em especifico possui pH 6timo para a producao de etanol entre
4 e 5, 0 que ocorreu inicialmente nas fermentacGes, todos se encontraram nessa faixa, porém ao
final o pH manteve-se menor que 4. Uma das suposic¢des para tais valores de pH abaixo da média
é 0 aumento da producdo de acido latico e acético devido a contaminacdo de bactérias. (MAIA,
1989; AMORIM et al., 1996)

O trabalho de Natarajan et al., (2012) mostrou condi¢6es ideais para a producédo de etanol
a partir da Lachancea fermentati, dentre elas esta o valor de pH 5,4, um pouco menos acido que
os resultados acima obtidos. O pH da levedura em questdo acompanhou a média dos valores das
de outras leveduras, com isso, acredita-se que seu carater mais acido ndo afetou negativamente a

fermentacao.

Torulaspora delbrueckii é capaz de sintetizar concentracGes mais elevadas de acidos
laticos e succinio, quando comparada a S. cereviseae como pode ser percebido pelo grafico ao
final das fermentacdes, o pH da T. delbrueckii foi inferior ao de todas as leveduras S. cereviseae.
(PANAGIOTISs et al., 2013). Em outro estudo o pH ao final de uma fermentacéo da Torulaspora
delbrueckii foi de 3,33. (FERREIRA, 2018).

Nos dados obtidos a levedura P. kudriavzevii obteve o pH menos acido, semelhante a
pesquisa de Tralli (2019) que conduziu fermentacdes com a levedura citada e chegou a um pH
otimo de 3,5 o qual as células se mantiveram viaveis, produzindo uma concentracdo de etanol
elevada (8,30 g/L).

Nota-se também que a maior reducdo de pH ocorreu nas primeiras 24 horas de
fermentagdo, pos 48 e 72 horas esse valor se estabiliza. Fatos confirmados pelo estudo de Santos
et al. (2018) que fermentou duas leveduras comerciais e obteve resultados semelhantes em
relacdo a maior queda de pH nas primeiras horas de fermentacdo, também representando a fase

de maior crescimento populacional de leveduras e maior metabolismo.
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Segundo Schmidell et al. (2001), mais um motivo da baixa de pH é o aumento da
concentra¢do de CO,, bem como com a producdo de &cidos orgénicos, na fase anaerdbica do
metabolismo das leveduras. Além disso é importante ressaltar que a diminuicdo do pH para
menos que 4,40 é desfavoravel a bactérias dos géneros Enterobacter e Citrobacter que morrem
nestas condicdes e excluem a possibilidade de contaminagdo pelos microrganismos desta

classificagéo.

4.3.2 Determinacdo de Sdélidos Soluveis
Os sélidos soluveis foram quantificados pelo refratbmetro através do grau Brix de cada
amostra. A medida de 1°Brix representa 1g de compostos solUveis totais a cada 100g de solucéo.

Os fermentados foram colocados no equipamento (Figura 17) e o grau lido.

Figura 17 — Refratbmetro.

—% g

O grau Brix foi medido a cada 24 horas e plotado no grafico como mostra a Figura 18.

Fonte: propria.
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Figura 18 — Grafico grau Brix.
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Fonte: propria.

A média inicial do grau Brix de todas as fermentagdes foi de 15,4°, o que de acordo com
Andrade e Cardoso (2004) é um valor ideal para o inicio do processo uma vez que concentracdes
de aclUcares maiores ocasionam fermentacfes incompletas e mais lentas além de afetarem a
multiplicacdo das leveduras.

A média da taxa de reducdo do grau Brix das leveduras Saccharomyces cerevisiae foi de
70,3% quando comparados o primeiro e ultimo dias de fermentacdo. Essa porcentagem de
reducdo vai de encontro com o trabalho de Corazza et al., (2000) que também estudou
fermentacdes com tal espécie de levedura, onde seu Brix inicial foi de 26,5° e final de
aproximadamente 96 horas foi de 8,0° (reducéo de 68,8%).

Corazza et al., (2000) também observa que nas primeiras 30 horas de fermentacdo, o
processo € tumultuoso, com rdpido consumo do agucar do mosto, ou seja, alta atividade dos
microrganismos, também visto pela Figura 18 a maior queda nas primeiras 48 horas. Apos iSso

observou-se menor atividade das leveduras e assim menores diferencas de redugdo do grau Brix.
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A Lachancea fermentati (AR 14 e AR 16) seguiu um perfil semelhante & Saccharomyces
cerevisiae (CAT2, AR 1, AR 12, AR 13, AR 15). Observou-se a redugdo do grau Brix com o
passar do tempo, revelando o consumo dos agucares pelos microrganismos, e de forma geral, a
evolucéo do processo de fermentacédo alcodlica. (MASSON et al., 2015)

A Torulaspora delbrueckii apresentou a segunda menor redugdo de grau Brix, com
aproximadamente 52% a menos que o Brix inicial. Quincozes (2018) utilizou esta mesma
levedura em processos fermentativos e obteve desempenhos mais lentos quando comparada a S.
cerevisiae, O teor alcodlico obtido com T. delbrueckii foi 0 menor entre os tratamentos do autor e
apresentou o maior valor com relacdo aos teores de agucares residuais.

Belda et al, (2015) também relatou um menor poder fermentativo da Torulaspora
delbrueckii em comparacdo com cepas de Saccharomyces cerevisiae, principalmente nos estagios
finais de fermentacdo, devido a alta demanda de nutrientes por parte destas leveduras.

A menor taxa de redugdo no grau Brix, obtida pela Pichia kudriavzevii, mostra que
provavelmente o processo foi dificultado pela presenca de algum tipo de microrganismo
inesperado e infeccioso para as leveduras, dificultando a reproducédo e respectiva conversao dos

acucares em etanol.

4.3.3 AgUcares Redutores Totais

Os acUcares redutores totais foram quantificados a partir de reacdo da amostra com o

reagente DNS e leitura no espectofotdmetro a absorbancia igual a 540nm.
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Figura 19 — Grafico ART.
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Fonte: propria.

De acordo com a Figura 19 observou-se que o comportamento da curva de consumo de
acucares das leveduras AR 15, AR 12 e CAT 2 é semelhante, todas leveduras Saccharomyces
cerevisiae. Maior taxa de consumo do substrato nas primeiras 24 horas indicando alta atividade
metabdlica pela levedura. Apenas apds 48 horas a curva se estabilizou.

Em contrapartida as leveduras Lachancea fermentati (AR 14 e AR 16) consumiram
substrato em maior grau entre 24 e 48 horas, se estabilizando apenas ap6s 72 horas. O perfil de
ambas coincidem uma com a outra.

A Torulaspora delbrueckii apresentou um perfil de concentracdo diferente das demais
leveduras. Inicialmente sua quantidade de aclcares aumentou e ap0s 24 horas comecou a decair
indicando a presenca de possiveis contaminantes na fermentacao.

Para a quantificacdo tedrica de alcool produzido foi utilizado a seguinte relacéo
estequiomeétrica:
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Sacarose  Agua Acucares redutores Etanol Gas carbonico
C12H2011 + H)O ————» 2 (CeH1206) —— » 4 (CH3CH:;OH) + 4 CO;
342 g 18 ¢ 2 *180¢g 4 % 46 ¢g 4 %44

Entdo, 360 g de acUcares redutores totais consumidos, 184 g de alcool sdo produzidos.
Com isso, calculou-se a diferenca entre concentracdes inicial e final de aglcares e com o delta

determinado foi obtido o etanol tedrico produzido. Os resultados se encontram na Tabela 3:

Tabela 3: Quantidades de consumo de acgucar e producdo de etanol.

AMOSTRA Consumo total de Producao de etanol
acucares (g /L) (/L)
Cat 2 (Saccharomyces cerevisiae) 170,33 87,06
AR 1 (Saccharomyces cerevisiae) 55,81 28,52
AR 12 (Saccharomyces cerevisiae) 151,07 77,21
AR 13 (Saccharomyces cerevisiae) 141,26 72,20
AR 14 (Lachancea fermentati) 167,56 85,64
AR 15 (Saccharomyces cerevisiae) 145,15 74,19
AR 16 (Lachancea fermentati) 165,34 84,51

CC 15 (Torulaspora delbrueckii) 10,55 5,39

CP 18 (Pichia kudriavzevii) 102,72 52,50

Como esperado, a maior producao tedrica de etanol foi obtida pela levedura comercial Cat
2 (Saccharomyces cerevisae) seguidamente pelas cepas da espécie Lachancea fermentati. As
outras leveduras Saccharomyces obteram media 73 g / L de etanol.

Por outro lado, a T. delbrueckii obteve o pior desempenho, afirmando resultados obtidos
em trabalhos anteriores que estudam que o uso dessa levedura € indicado para fermentacGes
simultaneas com cepas de leveduras Saccharomyces para obtencdo de melhores fermentacdes.
(BELDA et al., 2015; BREDA et al., 2015).



54

Isso leva a crer que a Saccharomyces cerevisae possui a capacidade de produzir mais

alcool, com a mesma quantidade de agUcar, do que a Torulaspora delbrueckii.

4.4 TESTES PARA A LEVEDURA

4.4.1 Teste de Capacidade Fermentativa

O teste de capacidade fermentativa possuiu o intuito de observar quais aclcares sdo

assimilaveis pelas leveduras, as mesmas foram inoculadas em tubos contendo meio e 0s

diferentes acUcares testados (glicose, sacarose, maltose, frutose e xilose). Os tubos de Durhan

atuaram como indicadores de producdo de CO, uma vez que em seu interior € possivel analisar a

formacéo de bolhas, caracteristica do processo fermentativo.

A seguir a Tabela 4 traz um resumo de como as leveduras se comportaram diante destes

COmMpOstos organicos:

Tabela 4: Assimilacdo de acgUcares pelas leveduras.

Levedura Glicose  Sacarose Maltose Frutose  Xilose
Cat 2 (Saccharomyces cerevisiae) + + + + _
AR 1 (Saccharomyces cerevisiae) + + + + }
AR 12 (Saccharomyces cerevisiae) + + + + }
AR 13 (Saccharomyces cerevisiae) + + + + .
AR 14 (Lachancea fermentati) + + + + -
AR 15 (Saccharomyces cerevisiae) + + + + }
AR 16 (Lachancea fermentati) + + - - -
CC 15 (Torulaspora delbrueckii) + + + + i
CP 18 (Pichia kudriavzevii) + + + - )

Como esperado, todas as leveduras foram capazes de utilizar a glicose e sacarose

suas atividades metabolicas, porém nenhuma apresentou assimilagéo para com a xilose.

para

De acordo com SA (2012) leveduras da espécie Saccharomyces cerevisiae sdo capazes de

assimilar glicose, frutose, sacarose e maltose, o que de fato pode ser percebido com a Tabela 4.

Cem por cento dos microrganismos desta espécie apresentaram atividade positiva quando
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colocados a frente dos agUcares citados. Mais recentemente, Martins et al., (2016) confirmou a
assimilacdo de agUcares dos tipos: glicose, maltose e sacarose pela S. cerevisiae.

Em outro trabalho, Silva et al. (2015) produziu etanol a partir de fermentacées com S.
cerevisiae isoladas de frutos do centro-oeste brasileiro utilizando frutose como fonte de carbono,
0 que mais uma vez confirma a absorcéo deste acucar pela levedura em quest&o.

A Figura 20 apresenta o resultado positivo nos tubos de ensaio onde a producdo de gas

carbdnico pdde ser evidenciada, indicando a fermentacao do substrato.

Figura 20 — Cat 2 em glicose, AR 1 em frutose e AR 13 em maltose, respectivamente.

Fonte: propria.

De acordo com a National Collection of Yeast Cultures, a Lachancea fermentati possui
caracteristicas fermentativas em meio semi-anaerobico na presenca de glicose, sacarose e
maltose, também confirmado pelo presente trabalho pela cepa AR14, porém a AR16 nédo
assimilou os agUcares maltose e frutose o que leva a possibilidade de contamina¢do microbiana,

como pode-se ver na Figura 21.
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Figura 21 — AR 14 e AR 16, respectivamente.

L

Fonte: prépria.

A Torulaspora delbrueckii por sua vez também apresentou atividade frente aos agucares
glicose, sacarose, maltose e frutose, fato corroborado pelo trabalho de Michel et al., (2016) que
confirma a capacidade de consumo de diferentes fontes de carbono pela levedura, dentre elas

estdo as moléculas organicas ja citadas, podendo observa-se na Figura 22.

Porém, em alguns casos ndao héa indicios de fermentacdo em relacdo a maltose como
substrato, o que leva a conclusdo de que o consumo de agucares depende diretamente da cepa
utilizada, no caso algumas se tornam incapazes de assimilar até mesmo o agucar mais abundante

do mosto, a maltose, e acabam produzindo bebidas com menor teor alcoolico. (MICHEL et al.,

2016; CANONICO et al., 2016)

Figura 22 — Torulaspora delbrueckii em maltose.




57

Fonte: propria.

A levedura Pichia kudriavzevii mostrou indicios de metabolismo apenas para a glicose,
sacarose e maltose. Estudos de Camargo (2013) e Andrade (2017) comprovaram a assimilagéo de
glicose pela P. kudriavzevii a uma concentracdo de 10 g/L no meio. Esta levedura também é
capaz de utilizar sacarose e maltose também a uma de 10 g/L de agUcar no substrato, além de
converter frutose em 0,4 g Eth / L.h (ANDRADE, 2017), porém o que néo foi observado na atual

analise.

Figura 23 — Levedura Cp 18 em meio maltose e sacaraose respectivamente.

Fonte: propria.

Como dito anteriormente, nenhuma das leveduras foi capaz de metabolizar a xilose que é
um acucar abundante na hemicelulose (componente do bagaco da cana). Os autores Chandel et al.
(2006) e Millati et al. (2005) afirmam que a Saccharomyces cerevisiae ndo metaboliza a xilose,
nos experimentos de Basso (2019) nenhuma das leveduras S. cerevisiae e T. delbrueckii
apresentou crescimento expressivo no agucar citado.

Dentre varios microrganismos, Freita (2017) destaca que a espécie Pichia kudriavzevii
apresenta capacidade de fermentar pentoses, porém a mesma ndo mostrou resultados de
crescimento em Andrade (2017) a partir de meios constituidos de xilose nem em associagdo a
outros agucares, o que também confirma com o resultado do atual trabalho.

Em Maciel (2016), essa levedura produziu pequenas quantidades de alcool somente apds

24h de inoculagdo, quando obteve seu pico de crescimento, o que pode ter influenciado no teste
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de capacidade fermentativa uma vez que o experimento era apenas de 48 horas ndo foi suficiente
para evidenciar a formacdo de bolhas de géas carb6nico no interior do tubo de Durhan.

O autor ainda afirma que o isolado P. kudriavzevii exibiu tempo de fermentacédo
prolongado e foi obtido um rendimento de etanol de 0,26 g/g apenas depois de 192h, o que
mostra um retardo na fermentacdo, sugerindo que a presenca de compostos inibidores no
hidrolisado poderia ter causado o stress para as células ndo adaptadas, atrasando o crescimento
celular e a capacidade de fermentacdo. Isto sugere que a estirpe, adaptada durante o cultivo

prolongado no hidrolisado, necessita aclimatar as tensdes especificas presentes no meio.
4.4.2 Teste de Tolerancia ao Etanol

Para obtencdo de mais caracteristicas especificas favoraveis as leveduras, as mesmas
foram submetidas a meio com quatro concentracdes diferentes de etanol, neste experimento
também foram colocados tubos de Durhan no interior das amostras para que a verificacdo da
formacdo de bolhas de CO, em seu interior fosse possivel, o que indicaria o crescimento da
levedura naquele meio e fermentacdo dos acucares ali presentes, resultados obtidos na Tabela 5.

Tabela 5: testes de tolerancia ao etanol.

Levedura 5% 10 % 15 % 20 %
Cat 2 (Saccharomyces cerevisiae) + + - -
AR 1 (Saccharomyces cerevisiae) + + - -
AR 12 (Saccharomyces cerevisiae) + - - -
AR 13 (Saccharomyces cerevisiae) + - - -
AR 14 (Lachancea fermentati) + - - -
AR 15 (Saccharomyces cerevisiae) + + - -
AR 16 (Lachancea fermentati) + - - -
CC 15 (Torulaspora delbrueckii) + + - -
CP 18 (Pichia kudriavzevii) + + - -

Foi observada a auséncia da bolha de CO, em todas as mostras que continham
concentracdes de 15% e 20% de etanol, resultado esperado uma vez que em estudos recentes as

leveduras mostraram intolerancia as essas altas concentraces de etanol. Em Guimaraes (2006)
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leveduras Saccharomyces cerevisiae foram analisadas e toleraram até 12% de etanol, a partir
disso sua viabilidade celular decaiu significativamente.

O etanol acumulado na célula durante a fermentacdo apresenta efeitos nocivos para a
levedura uma vez que reduz as atividades das enzimas glicoliticas, variacdes de 8% a 15% de
alcool ja alteram o transporte de glicose feito por essas enzimas. O etanol prejudica o fluxo de
prétons e faz com que decresca as concentracbes de nutrientes no interior da célula.
(ALEXANDRE e CHARPENTIER, 1998)

Cem por cento das leveduras Saccharomyces cerevisiae apresentaram resultado positivo
em relagdo a concentracdo de etanol a 5%. Varios autores dissertam sobre como essa levedura
tolera concentracdes de etanol entre 7 e 12%, como Udomsaksakul et al. (2018) que em seu
trabalho obteve sete cepas de S. cerevisiae isoladas de frutos que produziram fermentacdes e
sobreviveram a essa faixa de teor alcodlico.

Contudo, como os niveis crescentes de etanol sdo toxicos para a levedura causando danos
ao DNA mitocondrial, degradando a membrana celular e finalmente causando sua morte, apenas

trés das cinco leveduras desse grupo sobreviveram a 10% de etanol. (UDOMSAKSAKUL et al.,
2018)
Figura 24 — Leveduras AR 15, Cat 2 e AR 12 com presenca de atividade.

Fonte: propria.
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As duas leveduras da espécie Lachancea fermentati mostraram atividade metabolica a 5%
de etanol porém apenas 1 conseguiu fermentar e produzir bolhas de CO, a 10% de alcool.

De acordo com Albertin et al., (2014) a Torulaspora delbrueckii é incapaz de fermentar
completamente um mosto, contudo, sua producdo alcodlica é considerada elevada para uma
levedura ndo-Saccharomyces, podendo chegar até em concentracdes de 10%.

Fato comprovado pelo resultado obtido através da T. delbrueckii para o teste de
capacidade de tolerancia ao etanol realizada uma vez que a levedura apresentou indicios de
fermentacdo quando submetida as duas concentracdes de alcool de 5% e 10% como pode ser
visto na Figura 25.

Figura 25 - T. delbrueckii a 5 e 10% de etanol.

Fonte: propria.

Semelhante & T. delbrueckii, a P. kudriavzevii também apresentou as mesmas condi¢oes
positivas de fermentacdo em meio com 5% e 10% de alcool, resultado corroborado por BASSO
(2019) onde, em seu estudo, relata o crescimento da levedura em substrato com 4% de etanol até
8%.
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Figura 26 — P. kudriavzevii a 5 e 10% de etanol respectivamente.

Fonte: propria.

4.4.3 Teste de Floculagao

Outra caracteristica apreciavel em uma levedura fermentativa produtora de etanol é sua
capacidade de floculacdo. Alguns autores afirmam que é prejudicial ao processo fermentativo a
levedura flocular, uma vez que torna-se incapaz de assimilar acUcar por mais tempo quando em
flocos, outros estudos indicam que em grandes industrias € uma vantagem a levedura flocular ja
que quando as mesmas decantam sua retirada dos tanques se torna mais fécil, ndo necessita de
centrifugas, tornando assim o processo de clarificacdo de bebidas mais facil e menos dispendioso.
(BAl et al., 2008; ANDRIETTA et al., 2008, MA et al., 2009)

As leveduras foram testadas em meio liquido YP e apos 48 horas foram levadas ao vortex
para observar a formacédo de flocos. Como descrito na Tabela 6 apenas uma levedura foi capaz de
flocular, as células de Torulaspora delbrueckii formaram agregados visiveis a olho nu e ap6s
agitacdo decantaram-se, diferentes das demais que as células suspensas se misturaram ao liquido

deixando-o turvo e sem formacao de flocos.



Tabela 6: Resultado teste de floculagéo.

Levedura

Floculagéo

Cat 2 (Saccharomyces cerevisiae)
AR 1 (Saccharomyces cerevisiae)
AR 12 (Saccharomyces cerevisiae)
AR 13 (Saccharomyces cerevisiae)
AR 14 (Lachancea fermentati)
AR 15 (Saccharomyces cerevisiae)
AR 16 (Lachancea fermentati)
CC 15 (Torulaspora delbrueckii)
CP 18 (Pichia kudriavzevii)

Figura 27 — Flocos de levedura CC 15.

Fonte: propria.
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Resultado que confirmou a formacéo de flocos na fermentacdo em meio caldo de cana

utilizando a cepa CC15. Contudo, ao final das 96 horas todas as leveduras ndo - Saccharomyces

apresentaram a formacdo de flocos. A Figura 28 mostram a diferenga entre as amostras que néo

flocularam (células dispersas e meio mais turvo) e as que flocularam (meio mais claro e células

agregadas ao fundo).
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Figura 28 — Amostras ndo floculantes (Saccharomyces cerevisiae).

Fonte: prépria.

Figuras 29 e 30 — Amostras floculantes (Lachancea fermentati)

Fonte: propria.

Essa divergéncia de floculagdo das leveduras ndo — Saccharomyces entre o teste
especifico de floculagdo e a formacéo de flocos durante o processo fermentativo pode ser devido
a diversos fatores que influenciam no agrupamento de leveduras. Dentre eles estdo fatores
genéticos representados pelos fendtipos de floculacdo, estes sensiveis a aglicares Como manose,
maltose, sacarose e glicose. (DOMINGUES, 2001; SOARES, 2010)

Fatores fisiologicos também afetam significantemente a porcentagem de floculacéo,
estudos apontam que células mais novas e com superficies lisas floculam menos que células mais
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velhas e com paredes rugosas que por sua vez aumentam a o potencial da area de superficie de
contato, superficies lisas as quais as leveduras deste trabalho apresentam. (JIN e SPERRS, 1999).

Outros fatores como concentracdo de calcio e sais do meio (baixas concentraces de
cations causam um melhoramento na capacidade de floculacéo), aclcares (aglcares fermentaveis
induzem a perda de floculagéo no fase inical de crescimento agindo nas interagdes célula-célula a
nivel da superficie e regulacdo dos genes floculantes) e também o etanol (acimulo de &lcool
juntamente com escassez de nutrientes também diminuem a floculacdo de leveduras) afetam o
poder floculativo da levedura. (GOUVEIA E SOARES, 2004; SOARES et al., 2007; SOARES,
2010)

4.4.4 Determinacdo da Viabilidade Celular de Levedura

A viabilidade celular das leveduras foi obtida a partir da reacdo de azul de metileno com
as amostras onde, visto pelo microscopio, células da cor azul apresentaram-se inviaveis para
fermentacdo uma vez que o reagente conseguiu ultrapassar sua parede celular ja deteriorada e as
incolores ainda se mantiveram vivas com sua membrana impermeavel. Resultados percebidos na
Tabela 7.

Tabela 7: Viabilidade celular e taxa de reducéo.

Viabilidade celular (%)

Levedura Oh 96 h Reducéo (%)

Cat 2 (Saccharomyces cerevisiae) 50,00 28,57 57,14
AR 1 (Saccharomyces cerevisiae) 55,56 19,23 34,62
AR 12 (Saccharomyces cerevisiae) 67,95 31,58 46,47
AR 13 (Saccharomyces cerevisiae) 54,72 20,59 37,63
AR 14 (Lachancea fermentati) 42,86 16,28 37,98
AR 15 (Saccharomyces cerevisiae) 57,45 32,84 57,16
AR 16 (Lachancea fermentati) 52,38 22,73 43,39
CC 15 (Torulaspora delbrueckii) 69,23 20,00 28,89

CP 18 (Pichia kudriavzevii) 40,91 25,32 61,88




65

Como visto, a porcentagem de viabilidade inicial foi baixa, devido a analise das amostras
apo6s longo periodo armazenadas por congelamento. De acordo com CASTRO (2010) a
viabilidade da levedura diminui cerca de 50% se congelada por periodo de 25 dias.

Pbde-se observar que as leveduras Cat 2, AR 12 e AR 15 (espécies Saccharomyces
cerevisiae) apresentaram as maiores taxas de reducdo na viabilidade celular. Vincunlando esses
resultados com o consumo de agucares redutores do item 4.3.3, obteve-se uma coeréncia nos
dados uma vez que maior consumo de acucar significa maior producéo de etanol e quando mais
alcool no substrato menor a viabilidade celular da celula.

O acumulo de etanol no substrato diminui significativamente a viabilidade celular das
leveduras por ser tdxico a sua composicdo lipidica. Ainda partindo dessa associacdo dos
resultados obtidos também constatou-se que as leveduras AR 1 (Saccharomyces cerevisiae) e CC
15 (Torulaspora delbrueckii) apresentaram as menores taxas de reducdes da viabilidade celular
porem também os menores consumos de agucares, diminuindo a conversdo em &lcool e seu efeito
nocivo.

Além da toxicidade do etanol, estudos de Chin et al (1994) mostraram que bactérias
contaminantes do meio produzem acido latico e toxinas ocasionndo reducdo de 60% na
viabilidade da levedura.

Outro fator desfavoravel a viabilidade celular é a auséncia de oxigénio, uma vez que em
anaerobiose a viabilidade da célula de levedura diminui continuamente, porém, em aerobiose,
permanece em 95%. (LIMA et al., 2001; SCHULZ., 2010)

As Figuras 31 e 32 mostram como as leveduras inviadveis ficaram coloridas de azul e as
viaveis permaneceram incolores.

Figuras 31 e 32 — Visualizacdo da viabilidade celular.

Fonte: propria.
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5 CONCLUSAO

Neste trabalho foi possivel realizar fermentagdes tendo o caldo de cana como substrato e
inoculando 9 leveduras, sendo 8 delas espécies que foram isoladas do bioma amazénico e apenas
1 levedura comercial. Seis destes microrganismos vieram do Araca-boi (Eugenia stipitata)
(quatro espécies Saccharomyces cerevisiae e duas Lachancea fermentati), uma do Cacau
(Theobroma cacao) a Torulaspora delbrueckii e uma levedura do Cupuagu (Theobroma
grandiflorum) a Pichia kudriavzevii

O perfil fermentativo das amostras foi caracterizado pelo pH, que, de todas as leveduras,
se manteve numa faixa de 5,21 a 3,01, adequada de acordo com a literatura (entre 3,5 e 6).
Também se acompanhou pardmetros de so6lidos soltveis no qual seu valor médio inicial, de todas
as fermentacdes, foi de 15,4°, também dentro da faixa esperada. A maior taxa de reducédo foi das
leveduras Saccharomyces cerevisiae, com uma média de 70,3%. Os acucares redutores totais
foram quantificados pelo método DNS e a maior taxa de consumo foi da espécie comercial
Saccharomyces cerevisiae seguido das duas leveduras Lachancea fermentati.

Cem por cento das leveduras foi capaz de assimilar glicose e sacarose, porém nenhuma
apresentou assimilacdo para com a Xxilose. Apenas uma cepa de Lachancea fermentati ndo
fermentou em maltose e frutose e a cepa de Pichia kudriavzevii ndo poduziu metabdlitos em
frutose. Para o teste de tolerancia ao etanol apenas 3 cepas de Saccharomyces cerevisiae
apresentaram atividade fermentativa em concentracdo etandlica de 10%, sendo uma a levedura
comercial, juntamente com as leveduras Torulaspora delbrueckii e Pichia kudriavzevii.

Todas as leveduras ndo — Saccharomyces apresentaram a formacao de flocos e em relacéo
a viabilidade celular das leveduras, correlacionou-se a maior taxa de reducdo com o maior
consumo de agucar e consequentemente maior teor alcodlico, toxico para a célula de levedura.

Comparando as leveduras regionais e comercial, a Saccharomyces cerevisiae comercial
ainda apresentou resultados mais positivos enquanto consumidora de aglicares porém o que nao
exclui o protagonismo das demais. Espécies Saccharomyces e Lachancea regionais obtiveram
resultados semelhantes a cepa comercial, consumindo altos teores de acucar, assimilando a
maioria dos agucares propostos e, mesmo apds 96 horas de fermentacdo, ainda obtiveram
viabilidade celular mediana.

Portanto os resultados deste trabalham foram satisfatérios uma vez que trouxeram mais

dados para agregar o cenario cientifico atual e fomentar a pesquisa de leveduras regionais.
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6 PERSPECTIVAS

As sugestdes para trabalhos futuros basicamente englobam a pesquisa mais aprofundada
sobre as Saccharomyces cerevisiae e Lachancea fermentati obtidas de frutos presentes na regiéo
amazonica, incluindo mais testes para a capacidade de producgéo de etanol uma vez que o teor
alcoolico final real precisa ser quantificado para fins de comparacdes mais embasadas.

Para as leveduras Torulaspora delbrueckii e Pichia kudriavzevii sugere-se estudar seu
potencial fermentativo em outros substratos, associados a Saccharomyces cerevisiae e condigdes
diferentes de temperatura ou até mesmo agitagdo uma vez que esses fatores sdo cruciais para
processos fermentativos.

Logo, a pesquisa sobre a microbiota amazonica ainda precisa ser muito desenvolvida e
mitigada. Esse alvo para diversos estudos traz ganhos ndo somente cientificos mas também
socioecondémicos uma vez que possivelmente um organismo desse possua diversas aplicagdes nos

mais variados ramos da industria.
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