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Kinetic parameters of yeasts strains isolated from cachaca distilleries in Minas Ger ais/Br azil
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RESUMO

Foram isoladas leveduras preval escentes de dois alambiques, em Betim e Rio Manso/M G, por meio de plagueamento (WLN)
e caracterizadas segundo a macromorfologia de coldnias, apds 8 dias de incubagdo a 32°C. A amostra de Rio Manso apresentou 4
linhagens dominantes, com concentragdes entre 2,0 x 10”e 4,0 x 10° UFC/mL. No alambique de Betim foram isoladas trés linhagens
dominantes, com contagens entre 1,3 x 108 €2,0 x 10* UFC/mL. Foram determinados a vel ocidade especifica méxima de crescimento
(umax) e o fator de conversdo de substrato em biomassa (Y x/s) para doisisolados. Os valores de umax foram 0,24 e 0,4 h'l, sendo que
alinhagem RMO1 apresentou maior valor. Para Y x/s, os resultados obtidos pelas linhagens RM01 e CV01 foram 0,179 € 0,185 g.g*,
respectivamente. V erificou-se uma semel hanga nos resultados entre as linhagens RM01 e CV01. Concluiu-se que, do ponto de vista
de umax e de Yx/s, amelhor linhagem para produg&o de cachaga é a RMOL.

Termos paraindexacdo: Cachaga, levedura fermentadora, rendimento em biomassa, velocidade de crescimento.

ABSTRACT

Predominant yeasts of two cachaca distilleries were isolated in the cities of Betim and Rio Manso, in the State of Minas
Gerais and characterized using WLN agar, according to colony morphology, after 8 days of imcubation at 32°C. The sample from Rio
Manso presented 4 dominant yeasts with concentrations between 2.0 x 107 and 4.0 x 10° CFU/mL. At Betim distillery, three
dominant yeasts were isolated with cell density between 1.3 x 10° and 2.0 x 10* CFU/mL. The values of the maximum specific
velocity for growth (umax) and the conversion factor for substrate into cells (Yx/s) were determined for two isolates. The pmax
values were 0.24 and 0.4 h%, being RMO01 strain the one with the highest value. Regarding to Y x/s, the results obtained by strains
RMO01 and CV01 were 0.179 and 0.185 g.g%, respectively. Resemblances of results were observed between strains RM01 and CVO1.
It was concluded that, as far as umax and Y x/s are concerned, the best strain to produce cachagais RMO1.

Index terms: Cachaca, yeast, cell yield, growth velocity.

(Recebido em 18 de maio de 2006 e aprovado em 9 de novembr o de 2007)

Em Minas, atualmente, existem cerca de 8.000 produto (RIBEIRO, 2002). A padronizagéo da qualidade

fébricas de aguardente, disseminadas por todas as regifes.
Com uma producdo média de 150 litros por dia, essas
fébricas tém como principais caracteristicas a fermentacéo
natural, sem ingredientes quimicos, e a destilacdo em
alambiques simples, num Unico estagio. A aguardente
produzida, de boa qualidade, mesmo comercializada a
precos superiores, tem vencido a concorréncia com o
produto industrializado. A tradi¢go da pratica artesanal
encontra-se amplamente difundida no Estado, com o
produtor controlando todas as etapas de fabricacdo, desde
a selecdo da variedade de cana até o envelhecimento do

tem sido um problema para a profissionalizag&o do setor.
Cada safra é Unica e até dentro de uma mesma safra sdo
freqlentes as variagdes de sabor e/ou composi¢éo.

A falta de controle da microbiota responsavel pela
fermentacéo € um dos fatores que levam as variagtes
organolépticas entre as safras. Entre as leveduras
envolvidas no processo fermentativo, a Saccharomyces
cerevisiae é a predominante, sendo responsavel pela maior
parceladafermentagcdo (PATARO et al., 2000; SCHWAN
& CASTRO, 2001). Além das leveduras, podem aparecer
bactérias contaminantes provenientes da cana-de-agUcar
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e gua utilizadas no processo (CLETO et al., 2009). A
selecdo de linhagens iniciadoras que apresentam tolerancia
as variagdes ocorridas durante o processo fermentativo,
€ uma aternativa para garantir uma alta produtividade e a
manutencdo da qualidade do produto (PATARO et al.,
2002). Outra vantagem é o inicio mais rapido do processo,
evitando-se os riscos de contaminacdo apresentados pela
fermentagdo espontanea, com menor competicdo por
nutrientes essenciais, maior rendimento, qualidade e
padroniza¢&o da bebida produzida (FLEET et al., 1984,
QUEROL et d., 1992; SANNI & LONNER, 1993).

As culturas iniciadoras dominam o processo,
porque sdo adicionadas em altas concentragdes,
preval ecendo sobre a microbiota selvagem. Mesmo assim,
a flora transitoria tem uma participacdo importante no
processo (BARROS-LOPES et al., 1996). Estas linhagens
mostram uma maior adaptacdo ao meio e as condicdes
particulares de fermentacdo, além de formacéo de
compostos que determinam a producéo de bebidas tipicas
daregido (LONGO et a., 1992).

FermentagBes em pequena escala sdo conduzidas
para distinguir a levedura inoculada de outras suspeitas
de serem contaminantes. Métodos de caracterizacdo de
leveduras através de determinagdes de seu desempenho
fermentativo tém sido utilizados na producdo de etanol
carburante e cachaca (ANDRIETTA et a., 1995, 1999;
OLIVEIRA et d., 2004; STROPPA et d., 2000).

Neste trabalho, objetivou-se o isolamento de
linhagens de levedura de fébricas artesanais de cachaca
daregido de Belo Horizonte/M G e sua caracterizagdo com
base nas caracteristicas morfoldgicas das col6nias e em
alguns parametros cinéticos (vel ocidade especifica maxima
de crescimento - umax e fator de conversdo de substrato
em biomassa - Y x/s) como procedimento para selecdo de
leveduras iniciadoras.

I solamento e car acterizacdo das linhagens de levedura

Foram coletadas amostras de vinho em dois
aambiques artesanais de duas localidades da regido de
Belo Horizonte: Betim (dorna em inicio e dornaem fase
final de fermentacéo); Rio Manso (dorna em fase final da
fermentagdo). As amostras foram plagueadas na superficie
de WLN Agar adicionado de 100 ppm de ampicilina e
incubadas a 32°C, por 8 dias.

As leveduras foram caracterizadas pelo perfil
macromorfol 6gico das coldnias (tamanho, borda, superficie,
relevo e padrdo de cores). Foram isoladas todas as colnias
diferentes que apresentaram contagens de, no maximo, 2 ciclos
logaritmicos abaixo da contagem do tipo mais popul 0so.

As linhagens foram avaliadas através de suas
curvas de crescimento e foram determinadas as suas

vel ocidades especificas méximas de crescimento (umax)
e seus fatores de conversdo de substrato em biomassa
(Yx/s).

Pré-inéculo

Os microrganismos foram repicados em tubos de
ensaio com 10 mL de meio complexo, esterilizado (121°C/15
min), contendo 470 mL/L de caldo de cana-de-agUcar
(Saccharum sp.), davariedade SP 813250, a 19°Brix; 1 g/L
de cloreto de potéssio; 4 g/l de extrato de levedura; 4 g/L
de fosfato monobésico de potéssio; 1 g/L de cloreto de
amoniae 0,6 g/L de sulfato de magnésio heptahidratado.
Apds diluicdo, 0 meio continha um teor de solidos soliveis
de 9,4 °Brix. Os tubos de ensaio foram incubados a 30°C,
por 24 horas em estufa microbiol égica.

Estudo cinético

O meio de fermentag&o foi constituido pelo mesmo
meio utilizado para o pré-indculo. Apos a incubagdo, os
pré-inéculos foram transferidos para erlenmeyers contendo
140 mL de meio complexo estéril e foram colocados em
incubadora com agitacdo orbital a 30°C e 170 rpm, em
duplicata para cada linhagem. Nas primeiras 10 horas, foram
retiradas amostras com volume de 10 mL de horaem hora
(com excegdo do tempo de 5 horas) e ao final do estudo
cinético, apos 25 horas. Logo apds a coleta das amostras,
elas foram centrifugadas a 1000g/ 15 min e os sobrenadantes
foram analisados quanto aos teores de aglicares redutores
totais (ART) e os precipitados foram analisados quanto a
concentracdo de massa seca.

M étodos Analiticos

M assa seca - As amostras col etadas, apds centrifugacao e
separadas do sobrenadante, foram secas em estufa a vacuo
a 60°C por 24 horas, colocadas em dessecador por 30
minutos e pesadas em balanca analitica (ANDRIETTA et
al., 1995).

Aclcaresredutorestotais - Foram determinados usando-
se método espectrofotométrico a 540 nm, apds reacdo com
acido dinitrosalicilico (DNS) (MILLER, 1959). Antes de
serem analisadas, as amostras sofreram hidrdlise &cida com
solucdo de HCI 2N.

Calculo dos fator es de conver sdo de substrato em biomassa
(Yx/s)

Os fatores de conversao de substrato em biomassa
foram calculados através da equagdo 1:

Yx/s= - (Xf - X0) / (Sf - So) )
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onde Xf é aconcentraco celular fina (g matériasecal L),
X0 éaconcentragdo celular inicial (g matériasecal L), Sf é
a concentragéo final de aglcares (g ART/ L) e So é
concentracdo inicia de agUcares (g ART/ L).

Determinacdo da velocidade especifica maxima de
crescimento (umax)

As velocidades especificas méximas de crescimento
(uméx) foram determinadas através da construcdo do
gréfico Ln X/Xo em funcéo do tempo, obtendo-se o valor
de umax pelo coeficiente angular da reta gjustada aos
dados experimentais na fase exponencial de crescimento,
conforme a equagéo 2:

Ln(X/X0) = puméx. t. 2

A amostra de Rio Manso apresentou 4 linhagens
dominantes, enquanto que no alambique de Betim, foram
obtidas trés linhagens dominantes para as duas
amostras (Tabela 1). Nas amostras de Betim, o padréo
morfolgico e a ordem de concentracdo das linhagens
isoladas foram coincidentes (Tabelal e 2). Osisolados
RMO01 e CVO01 foram selecionados para os testes
cinéticos, pelamaior concentragdo observada para essas
linhagens.

Foram obtidas as curvas de crescimento para as
linhagens RMO1 e CVO01 (Figura 1). Verificou-se que as
linhagens RMO1 e CV01 atingiram concentraces, ao final
da fermentacdo, superiores a 10 g cel.secall.. A partir dos

Tabela 1 — Concentragdes dos isolados de levedura.

Amostra Isolado C?Slc;ecr}trrnal(_;;ao
RMO1 2,0x 10’
Rio Manso RMO02 2,5x 10°
RMO03 6,5x 10°
RM04 4,0x 10°
CVOlCV04  1,3x10%7,0x 10°
Betim CV02/CV05  1,0x107/6,0x 10*
CV03/CV06  1,0x 10%2,0x 10*

resultados das curvas de crescimento celular, foram
construidos os gréficos In(X/X0) versus tempo e foram
determinados os valores de umax a 30°C, como mostraa
Tabela 3.

Na Figura 2, é apresentado o grafico para
determinacdo de umax para a linhagem RMO01. Os
coeficientes de correlacdo (R?) das regressdes lineares
foram elevados (0,95), mostrando bom gjuste aos dados
experimentais. A linhagem RMO01 apresentou o valor mais
elevado para a velocidade especifica maxima de
crescimento (0,4 h). Alves (1996) fez uma reviséo
bibliogréfica sobre parémetros cinéticos e relatou valores
depmax entre 0,19 € 0,64 h e valores de Yx/s entre 0,03 e
0,28 g.g%, para Saccharomyces cerevisiae. Alves (1996) e
Carvalho et a. (1996) obtiveram va ores deumax variando
entre 0,3 € 0,4 h! paralinhagem isolada de usina de dcool,

Tabela 2 — Padréo macromorfol gico das linhagens selecionadas.

Isolado Ta(rr?]z:nn)ho Superficie  Borda Elevacéo Coloragéo
RMOL 5.7 Lisa Regular  Umbonada* Centro verde claro circundado por bordalarga
branca
RMO2 7.8 Rugosa  Irregular Elevada Centro verde claro circundado por borda
branca
RMO3 4 Lisa Regular  Umbonada* Verd_e escura circundada por borda branca
estreita
RMO4 4 Lisa Regular  Umbonada* Centro verde cIarq circundado por uma borda
larga de verde maisclaro
CVOLCVO04 8-10 Rugosa  Irregular Elevada Centro verde claro circundado por bordalarga
branca ou branca e verde claro
CVO2/CVO5 7.8 Rugosa  Irregular Elevada Centro verde escuro circundado por anel verde
mais claro; bordalargabranca
CV03/CV06 6 Lisa  Regular Umbonadgs Cor uniformeverdeclaro

* Elevagéo central.
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Figura 1 — Curvas de crescimento das duas linhagens dominantes.
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Figura 2 — Gréfico para determinacéo de umax dalinhagem RMO1 a 30°C.

na faixa de temperatura de 28 a 38°C, em processo de
fermentagdo continua, utilizando meio com melago de cana-
de-aclicar (40 gART/L) e 2,5 g/L de extrato de levedura. Em
outros trabalhos, sdo encontrados valores similares aos
obtidos neste trabalho, como em Jarzebski et al. (1989),
que obtiveram um valor deumax de 0,24 h' e Maiorella et
al. (1984), que obtiveram 0,461 h?l, ambos para
Saccharomyces cerevisiae, a 30°C. Stroppa et a. (2000)

estudaram a dindmica populacional em duas usinas de
dcool no estado de Sao Paulo, isolaram vérias linhagens e
as vel ocidades especificas méaximas de crescimento foram
determinadas, situando-se entre 0,27 e 0,57 h?, utilizando
meio sintético (4,0% de glicose; 1,5% KH,PO,; 0,5% NH,Cl;
0,1% MgS0,.7H,0; 0,1% KCl; 0,6% extrato de levedura).
Oliveira et al. (2004) analisaram as caracteristicas
fermentativas de vérias linhagens dominantes de leveduras
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isoladas de alambiques, de destilarias de cachagaindustrial
e de dcool carburante e obtiveram valores de max entre
0,38 a 0,67 h*, utilizando meio sintético, com 40 g/L de
glicose.

Os resultados obtidos para os fatores de conversao
de substrato em biomassa das 2 linhagens estudadas foram
calculados pela equacdo 1 e seus valores foram 0,179 e
0,185 g cél. secalg ART paraas linhagens RM01 e CVO01,
respectivamente (Tabela 3). Oliveiraet al. (2004) obtiveram
valores para os fatores de conversdo de substrato em
biomassa na faixa de 0,039 a 0,072 g/g, utilizando meio
sintético, com 150 g/L de glicose. Alves (1996) estudou a
cinética de crescimento anaerébico de uma linhagem de
Saccharomyces cerevisiae isolada de destilaria de a cool
carburante numa faixa de temperatura de 28 a 38 °C e obteve
valores do fator de conversdo de substrato em células
entre 0,087 € 0,099 g cd/gART, utilizando meio com melago
de cana-de-agUcar (40 gART/L) e 2,5 g/L de extrato de
levedura. Naliteratura, sdo relatados valores de Y x/s para
microrganismos produtores de etanol numa faixa ampla,
de 0,03 a 0,28 g/g, embora namaioria dos trabalhos o limite
maximo situe em torno de 0,1 g/g (ANDRIETTA &
STUPIELLO, 1990; DOMINGUEZ et al., 1993; JARZEBSKI
et al., 1989). Portanto, os valores obtidos nesse trabalho
estdo relativamente altos. Uma possivel explicacdo para
isso seria que os experimentos foram conduzidos em
condigdes Gtimas para crescimento celular de leveduras,
enquanto que, na maioria dos trabalhos, fermentacdo
alcodlica e crescimento celular ocorriam simultaneamente,
em condicBes otimizadas para fermentacdo alcodlica.

Tabela3 - Vadoresdepmax e Y x/s para as linhagens RMO1
eCVO0L

Yx/s
Amostra  Isolado LE??)X (g cel.secal
g ART)
Rio Manso RMO1 0,40 0,179
Betim Cvo1l 0,24 0,185

Andrietta et al. (1999) desenvolveram metodologia
para classificac8o das linhagens de levedura de processos
industriais de fermentacao al codlica, utilizando capacidade
fermentativa. Utilizaram seis par@metros para a definicao
do grupo de cada linhagem, entre eles, umax e Yx/s.
Estabel eceram trés niveis para cada parametro: baixo, médio
e dto. Parapumax, os niveis foram menor que 0,45 (baixo);
entre 0,45 e 0,55 (médio) e maior que 0,55 hi(ato). Para Yx/s,
os niveis foram menor que 0,041 (baixo); entre 0,041 e 0,044
(médio) e maior que 0,044 g.g* (dto). Oliveiraet a. (2004)

determinaram caracteristicas fermentativas de 24 linhagens
de Saccharomyces cerevisiae e 6 de outras espécies como
Candida apicola, Pichia subpelliculosa e
Schizosaccharomyces pombe. Esses parametros foram
divididos em 4 niveis (baixo a muito alto). Comparando os
valores de umax com as classificagBes propostas por
Andriettaet a. (1999) e Oliveiraet a. (2004), verifica-se
que os valores obtidos neste trabalho encontram-se no
nivel mais baixo (menor que 0,45 hrt), enquanto que, com
relacdo ao fator de conversdo de substrato em biomassa,
verifica-se que os valores obtidos neste trabalho
encontram-se no nivel alto. Analisando-se os resultados,
observou-se que a linhagem que cresce mais rapido é a
RMO01, apresentando também um bom vaor para Y x/s, que
s80 caracteristicas desgjdveis na etapa de propagacéo do
fermento.

O pequeno numero de linhagens dominantes de
leveduras isoladas mostra que, apesar do aporte continuo
de linhagens selvagens ao processo, trazidas pelo caldo
ou presentes no ambiente e equipamentos, somente
agumas leveduras sdo mais adaptadas as condicbes de
operacéo e multiplicam-se na dorna. Estes isolados
representam potenciais inéculos para 0s processos de
fermentacdo comercial.

Os valores aobtidos experimental mente para umax
situam-se dentro da faixa de valores encontrados na
literatura, sendo que a linhagem RMO1 apresentou o valor
mais alto (0,4 h?). Os fatores de conversao de substrato
em células obtidos foram relativamente elevados quando
comparados aos relatados na literatura (maiores que 0,079
g.0%), possivelmente devido ao uso de condic¢bes
otimizadas visando, exclusivamente, ao crescimento
celular.

Concluiu-se, portanto, que RMO01 é a melhor
linhagem de levedura em termos de umax e Y x/s, dentre as
duas estudadas, pois seu crescimento foi mais rapido e
apresentou um bom fator de conversdo de substrato em
células. Entretanto, varios outros parémetros, como por
exemplo, avaiagdo sensorial, producdo de etanol e custos
de manutencdo desta e de outras linhagens devem ser
avaliados para a escolha adequada de uma levedura para
producdo de cachaca.
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