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Resumo

Apesar da ocorréncia de fendmenos de floculacio, flotagiao, formacio de espuma ou sedimentacio em
fermentag¢des alcodlicas sio poucos os métodos capazes de prever essas caracteristicas nas leveduras. O
trabalho teve o objetivo de buscar identificar a relacdo desses fendmenos com a hidrofobicidade celular e
capacidade de auto agregacdo de leveduras. O experimento foi baseado em um método bifasico composto
pelas fases solvente orginico e aquosa, respectivamente, para obten¢io do parimetro de hidrofobicidade
celular e método de sedimentacao padronizado em espectrofotometro utilizando tubos e ensaios visando
obtencdo do pardmetro de auto agregacio. A avaliacdo do potencial hidrofébico da levedura isolada foi feita
na usina CLEALCO A(;GCAR E ALCOOL S/A no més de maio de 2019 e comparado com os resultados
de seis leveduras selecionadas que possuem alta performance fermentativa, baixa tendéncia a floculagio e
flotagdo ou produgao de espuma assim como sua taxa de auto agregacio que indica a tendéncia da rapida
sedimentacao. Como forma ridpida de identificacdo da persisténcia e dominancia das leveduras foi
empregado um meio de cultura cromogénio sélido capaz de fornecer diferentes perfis morfolégicos das
col6nias de acordo com o género e espécie da levedura. Os resultados dos ensaios indicaram que a levedura
dominante do processo fermentativo da usina CLEALCO foi uma estirpe com forte producio de espuma
e rapida sedimenta¢io, consequentemente apresentou uma alta hidrofobicidade e alta taxa de agregacao. O
método proposto foi capaz de fornecer informagdes sobre a capacidade floculante, flotante, de produg¢io
de espuma ou rapida sedimentagao das cepas dominantes durante o processo fermentativo.
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Abstract

Despite the occurrence of flocculation, flotation, foaming or sedimentation phenomena in alcoholic
fermentations there are few methods capable of predicting these characteristics in yeasts. The work aimed
to identify the relationship of these phenomena with cellular hydrophobicity and self-aggregation capacity
of yeasts. The experiment was based on a two-phase method composed of the organic solvent and aqueous
phases, respectively, to obtain the cellular hydrophobicity parameter and standardized sedimentation
method in a spectrophotometer using tubes and tests to obtain the self-aggregation parameter. The
evaluation of the hydrophobic potential of the isolated yeast was made at the CLEALCO ACUCAR E
ALCOOL S/A plant in May 2019 and compared with the results of six selected yeasts that have high
fermentation performance, low tendency to flocculation and flotation or foam production as well as its self-
aggregation rate that indicates the tendency of fast sedimentation. A solid chromogen culture medium
capable of providing different morphological profiles of the colonies according to the genus and species of
the yeast was used as a quick way of identifying the persistence and dominance of the yeasts. The results of
the tests indicated that the dominant yeast in the fermentation process of the CLEALCO plant was a strain
with strong foam production and fast sedimentation, consequently it presented a high hydrophobicity and
high aggregation rate. The proposed method was able to provide information on the flocculating, flotting,
foaming or rapid sedimentation capacity of the dominant strains during the fermentation process.
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Resumen

A pesar de la aparicién de fenémenos de floculacion, flotacién, espumacion o sedimentacion en las
fermentaciones alcoholicas, existen pocos métodos capaces de predecir estas caracteristicas en las levaduras.
El trabajo tenfa por objeto identificar la relacién de estos fendmenos con la hidrofobia celular y la capacidad
de autoagregacion de las levaduras. El experimento se basé en un método de dos fases compuesto por las
fases de disolvente organico y acuoso, respectivamente, para obtener el parametro de hidrofobia celular y
un método de sedimentacién normalizado en un espectrofotémetro utilizando tubos y pruebas para obtener
el parametro de autoagregacion. La evaluacion del potencial hidrofébico de la levadura aislada se realizé en
la planta de CLEALCO ACUCAR E ALCOOL S/A en mayo de 2019 y se compar6 con los resultados de
seis levaduras seleccionadas que tienen un alto rendimiento de fermentacién, una baja tendencia a la
floculacion y a la flotacion o a la produccion de espuma, asi como su tasa de autoagregacion que indica la
tendencia a la sedimentacion rapida. Se utilizé6 un medio de cultivo de cromoégeno solido capaz de
proporcionar diferentes perfiles morfoldgicos de las colonias segun el género y la especie de la levadura,
como una forma rapida de identificar la persistencia y la dominancia de la levadura. Los resultados de los
ensayos indicaron que la levadura dominante en el proceso de fermentacion de la planta CLEALCO era una
cepa con una fuerte produccién de espuma y una rapida sedimentacion, y por consiguiente presentaba una
alta hidrofobicidad y una elevada tasa de agregacion. El método propuesto pudo proporcionar informacion
sobre la capacidad de floculacién, flotacién, espumacioén o sedimentacion rapida de las cepas dominantes
durante el proceso de fermentacion.

Palabras clave: Floculacién; Hidrofobia; Sedimentacion; Levaduras; Fermentacion.
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INTRODUCAO

A fermentagdo alcodlica ocorre sempre com leveduras inicialmente escolhidas de acordo
com a caracterfstica do processo produtivo. Entretanto, devido as condi¢cdes do meio de cultura
nao serem estéreis, essas leveduras sio rapidamente substituidas por leveduras naturais ou
selvagens, caracterizadas como contaminantes num processo industrial. As leveduras selvagens ou
contaminantes podem ser definidas como organismos que produzem mudangas indesejaveis em
alimentos ou processos fermentativos (ANDRIETTA et al., 1997). Estas sio provenientes de
ambiente com muitos fatores desfavoraveis para o crescimento e se adaptando por meio de selecao
natural a viverem nesses ambientes.

Todavia, para obtenc¢ao de robustez e resisténcia muitas leveduras possuem alta tendéncia
a floculacio, flotagao, rapida sedimentagao ou formagao de espuma. Com consequéncia, estas
leveduras sdao responsaveis pela variacio do rendimento em vinicolas e cervejarias devido as suas
propriedades bioquimicas que causam problemas no sabor, cor ou turbidez do produto (PHAFF
et al,, 19606).

Atualmente, as cepas selecionadas respondem pela producio de aproximadamente 70 a
75% de todo etanol produzido no pais e o seu uso tem a fun¢ao de barrar ao maximo a entrada de
cepas de leveduras selvagens, reduzindo o consumo de antiespumantes quando se compara a
fermentagdo com predominancia de levedura selecionada com a de predominancia de leveduras
selvagens (LNF Latino Americana, 2019).

Em se tratando de morfologia, as leveduras selecionadas apresentam caracteristicas
morfologicas celulares distintas como células dispersas e com perfil fenétipo em meio soélido de
colonias de bordas lisas, brilhantes e livres de textura crespa ou rugosa. Entretanto, ao contrario
das leveduras selecionadas, o fenétipo das ditas selvagem ¢é rapidamente identificado devido seu
perfil celular com mais de cinco células unidas formando cachos e em meio solido apresentar
colonias opacas, com bordas irregulares e textura crespa ou rugosa (RODRIGUES et al., 2018).

Diversas técnicas tém sido aplicadas visando obten¢ao da morfologia celular de leveduras.
Habitualmente ¢é utilizada lamina imida com a levedura do processo em comparagao visual com
lamina umida de leveduras de partida em microscopio com auxilio de corantes capazes de

evidenciar células vivas e mortas (ANTONINI, 2010). Nessas analises observam-se que as

164



Bioenergia em Revista: Didlogos, ano/vol. 10, n. 2, jul./dez. 2020. P. 162-172

Relagio da Aglomeragio com a Hidrofobicidade Celular de Leveduras Selvagens e Selecionadas para Producao de

Etanol

SELVENCA, Leonardo Pereira; SILVA, Romario Conceigao; SENA, Hildo Costa de; PONTES,

Wesley

leveduras selecionadas nao apresentam caracteristica de floculacdo, flotagio ou produciao de

espuma e seus valores de hidrofobicidade e aglomeragao celular sdo utilizadas como referéncia para

analisar valores obtidos de outras cepas. As interacdes hidrofébicas desempenham um papel crucial

em fenomenos de agregacao microbiana. Estudos indicam que um aumento na floculagio esta

fortemente correlacionado com um aumento da hidrofobicidade da superficie celular quando se
utiliza, por exemplo, as estirpes de Saccharomyces (TEIXEIRA et al., 1995; STRATFORD, 1989).

O alto fator de auto agregacao celular é obtido em cepas que possuem rapida sedimentacao,
tento formacao de flocos ou nio, divergindo de uma relagao com a hidrofobicidade celular. A falta
de relagdo entre hidrofobicidade e comportamento de agregagao também foi relatado para cepa de
um S. cerevisiae usada para producio continua de etanol (MOZES et al., 1994) e para S. cerevisiae
leveduras de vinho (SUZZI et al., 1994).

No decorrer do processo fermentativo ocorre uma competi¢ao de leveduras de partida
(starter) e leveduras selvagens de processo denominada de dinamica populacional. Essa competi¢ao
¢ capaz de selecionar a levedura que dominara o processo fermentativo de acordo com sua
capacidade adaptativa. A capacidade de formacao de espuma, assim como a flocula¢ao, vem sendo
relacionada com a hidrofobicidade da superficie celular das leveduras, pois ao comparar a
hidrofobicidade superficial destas células formadoras de espumas com células nao formadoras de
espuma ¢ possivel identificar que a hidrofobicidade é maior nas superficies celulares das leveduras
espumantes (SHIMOI et al., 2002; MIYASHITA et al., 2004).

Acredita-se que a hidrofobicidade das superficies celulares das leveduras permite uma maior
afinidade destas com a interface ar-liquido das bolhas, levando assim, ao acimulo de uma grande
quantidade de células na espuma formada (DE-SOUSA et al., 2000).

Dessa forma, neste trabalho apds obtengao de levedura isolada do processo de fermentagao
industrial, busca-se relacionar a rapida sedimentacao ou flotagao da levedura em biorreatores com

a hidrofobicidade celular.

1 Objetivos

Este trabalho teve o objetivo de analisar o poder de auto agregacao de leveduras e
hidrofobicidade celular de sete estirpes de leveduras fermentativas, sendo seis destas selecionadas
(CAT-1; PE-2; BG-1; SA-1; FERMEL e FT-858) ¢ uma isolada da unidade Clealco A¢ucar e Alcool
S/A (FQ-11).
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2 Metodologia

O processo fermentativo da usina CLEALCO ACUCAR E ALCOOL S/A, localizada na fazenda
Pouso Alegre, Queiroz-SP, iniciou-se com cepas de leveduras com caracteristicas fermentativas conhecidas
sendo um sfarfer misto composto por seis estirpes de leveduras com perfil morfolégico liso, auséncia de
espuma, flotacao ou floculacdo sendo elas: CAT-1 isolada na USINA CATANDUVA; PE-2 isolada na
USINA DA PEDRA; BG-1 isolada na USINA BARRA GRANDE,; SA-1 isolada na USINA SANTA
ADELIA; FERMEL e FT-858 isoladas pela FERMENTEC.

a. Propagacio de levedura

As células de leveduras estavam armazenadas em tubos de ensaio com meio de cultura YPD
(Yeast Peptona Dextrose) solido inclinado com adigao de 6leo mineral estéril para prote¢ao das
colonias em temperatura de + 4°C. Foram coletadas duas alcadas de massa celular com auxilio de
uma al¢a de platina estéril que foi suspensa novamente em 100 mL de meio YPD liquido e

incubados em estufa bacteriolégica por 24 horas em temperatura de 33 + 1°C.

b. Analise de auto agregagio ou adesio celular das leveduras

Apbs propagacido, as leveduras foram separadas por centrifugacio a 3000 rpm por 5
minutos, lavadas duas vezes e suspensas novamente em tampao PBS com pH 7,2. Os ensaios de
auto agregacao foram realizados a 33 £ 1°C.

Em todos os experimentos a concentracao inicial de microrganismos foi padronizada para
DOG600 nm = 1 aproximadamente. A padronizagao ocorreu da seguinte forma: 5 mL de tampao
PBS pH 7,2 foi adicionado em triplicada em tubos de ensaios com rosca (20x150mm) e adicionado
0,1 mL de amostra lavada em tampao PBS pH 7,2 até densidade 6ptica desejada de =1 em 600 nm
para cada tempo correspondente. A densidade 6tica de cada suspensao foi medida a 600 nm em
um espectrofotometro marca HACH, modelo DR-2800, utilizando os préprios tubos em intervalos
de 2 e 4 horas sem agitacao da suspensio.

A porcentagem de auto agregacio (%AA) foi calculada como: %AAt = [(ODi — ODt) +

ODi] x 100 onde OD7 é a densidade 6tica inicial da suspensio e OD7é a densidade 6tica no tempo

t (GOLOWCZYC et al., 2009).

c. Analise de hidrofobicidade da superficie celular das leveduras
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Foi empregada metodologia proposta por ROSENBERG et al. (1980) com modificagao
do solvente uma vez que, em revisao bibliografica, autores como FIDALGO (20006) citam que o
solvente tolueno ou hexano seria o mais ideal para determinagao desse parametro. As leveduras
foram cultivadas durante 24 h a 33 = 1°C em caldo YPD. Em seguida lavadas com uma solugao
PBS estéril (pH 7,2), retirados e suspensos novamente N0 mesmo tampao.

A suspensao foi em seguida ajustada para DO600 nm = 1 aproximadamente (Al). Trés
mililitros das suspensoes de leveduras foram colocados em contato com 1 mL do hexano em tubo
tipo Falcon. A densidade optica da fase aquosa (A2) ¢ resultado da mistura da suspensio de
levedura com hexano em agitador de tubos (Vértex) marca Phoenix, modelo AP56, durante 60 s,
depois de 2 h a 33 = 1°C. A fase aquosa foi cuidadosamente removida com auxilio de micropipeta

e a absorbancia a 600 nm foi avaliada em cubeta de 10 mm (MEIRA et al., 2012). O indice de
hidrofobicidade (IHPC) foi calculado como: %IHPC = [(A1 — A2) + A1] x 100.

d. Identificagdo de dominincia e persisténcia

A identificagdo das leveduras foi realizada com base na morfologia da colonia crescida em
meio cromogénio sélido composto por corantes exogenos capazes de atribuir diferentes coloragdes

a leveduras diferentes de género e espécie (LIEVITO BIOTECNOLOGIA, 2018).

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

A persisténcia e dominancia das estirpes selecionas observada por meio da técnica de
biologia molecular foi de apenas dois meses apos observacao morfoldgica das colonias isoladas em
meio de cultura cromogénico desenvolvido pela empresa LIEVITO BIOTECNOLOGIA. Nos
dois meses em que as leveduras selecionadas dominavam o processo foi observado menor
consumo de antiespumante ¢ auséncia de floculagao, flotagao, producio de espuma ou rapida
sedimentacao.

Nos meses subsequentes foi possivel notar variabilidade fenotipica nos biorreatores
comprovando a ocorréncia da dinamica populacional. No més de maio do corrente ano, na usina
CLEALCO ACUCAR E ALCOOL S/A foi constatada a persisténcia e dominancia de um fenétipo
selvagem (FQ-11), sendo ele rugoso, de rapida sedimentagdao celular e com alta producio de
espuma. Apds o dominio do fendtipo selvagem notou-se aumento de espuma, sedimentagao

variavel entre 10 e 20% bem como uma flotagio das leveduras no biorreator. A cepa nao
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apresentou capacidade de flocular e formar flocos bem definidos, porém teve alta capacidade de
sedimentagdao. Os dados de porcentagem de agregacao celular e hidrofobicidade celular foram
obtidos por meio da leitura da densidade em percurso 6ptico a 600 nm e a caracteriza¢ao fenotipica

foi realizada de acordo com cor, formato, textura, elevaciao e formato da borda crescidas em meio

de cultura solido. Estes resultados sao observados na Tabela 1.

Tabela 2 -Resultado dos testes de auto agregagio e hidrofobicidade celular realizados com leveduras
selecionadas e uma levedura isolada do processo fermentativo da usina Clealco Agucar e Alcool S/A, FQ-11.

Perfil fenotipico Auto agregacao (%o)
Hidrofobicidade Celular (%)
Cepas 2h 4h
CAT-1 - 40,16 87,97 49,93
PE-2 - 70,25 93,50 51,02
-~

BG-1 36,85 44,95 48,10
SA-1 - 36,85 75,85 606,62
FERMEL - 68,30 95,65 25,55
FT-858 - 64,50 90,30 61,37
FQ-11 94,25 95,15 85,54

Fonte: Autores.

Os resultados obtidos condizem com o proposto por alguns autores. Stratdford (1992),
citado por Pacheco (2010), verificou que as células de leveduras se agregam devido as for¢as de

Van der Waals na auséncia de outro tipo de forca atrativa.
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Estas forcas atrativas sao importantes para que as leveduras superem as forcas de repulsio
eletrostatica entre as células. As leveduras rugosas ou também chamadas de leveduras floculantes
possuem a habilidade de se agregarem espontaneamente e formar flocos. Stewart e Russel (1975)
descreveram a floculagio como sendo uma agregacio de células inicialmente livres, que apos se
unirem, sedimentam no meio ou flotam. Esse fendmeno ocorre devido a fatores inttinsecos como
o controle genético, ou seja, genes que expressam proteinas conhecidas como floculinas que
permitem que essas leveduras crescam de forma floculada e a fatores extrinsecos como as
condi¢des do meio em que se encontram e sua interagao com a estrutura da parede celular.

O mix composto pelas seis cepas selecionadas tiveram uma média de porcentagem de
52,81% para o ensaio de auto agregacao com duas horas de analise e a levedura isolada do processo
fermentativo da Clealco FQ-11 94,25% de capacidade de auto agregacio. Isso indica que a levedura
isolada da usina Clealco tem rapida sedimentagao. A porcentagem de hidrofobicidade celular da
cepa isolada apresentou valor superior ao da média das leveduras selecionadas cerca de 1,70 vezes
o que justifica a formagao de espuma e flotagao.

Em unidade industrial é possivel notar efeito da hidrofobicidade celular uma vez que o
consumo de antiespumante aumentou de 0,30 kg/m’ para 0,52 kg/m’. Entretanto, a taxa de
conversiao e o rendimento fermentativo possuem altos indices com média de concentracio de
etanol de 12% (v/v) no vinho delevedurado. No creme de levedo obtido da centrifugacio do
biorreator final notou-se alta flotacao apds observacgao visual devido a falta de residual de agentes
tensoativos, fato esse constatado com a aplica¢ao de antiespumante e auséncia visual da flotacao
pois o antiespumante é capaz de fazer a dispersio das células em meio aquoso.

O método empregado para determinacao da hidrofobicidade celular e da porcentagem de
auto agregacdo se mostrou rapido e confiavel, podendo ser utilizados para avaliagGes das
capacidades de flotagao, floculagdao, aglomeracio ou sedimentag¢do e producio de espuma de
leveduras isoladas de unidades industriais em comparacao com as leveduras selecionadas que ja

possuem caracteristicas conhecidas.

CONCLUSOES

Dentro das condicbes em que os testes foram realizados pode-se observar que a
porcentagem de aglomeragao celular tem relacdo direta com a capacidade de sedimentacao da
levedura o tempo sugerido para a avaliagao desse parametro é de 2 horas visto que leveduras com
alto indice chegaram a 94,25% nesse periodo e o indice de hidrofobicidade tem concordancia
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direta em expressar que com seu acréscimo acontece um aumento na produgao de espuma, flotagao
ou floculagio em comparacio com os resultados das cepas que ndo apresentam essas

caracteristicas.
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