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Il Resumo

Tradicionalmente, a propagacgéo de leveduras é feita diretamente dentro das
dornas de fermentagao nas fabricas de cachaga de alambique. Contudo, estas
ndo dispdem de quaisquer dispositivos que permitam otimizar a propagacéo,
na qual a eficiéncia da aeracdo é fator primordial para a predominancia do
metabolismo respiratério, que permite maximizar a reproducéo das células e
minimizar a formagédo de etanol. Neste trabalho, avaliou-se o crescimento de
leveduras Saccharomyces cerevisiae em um equipamento dotado de sistema
de aeracédo pelo processo de batelada simples (descontinuo) e pelo processo
semicontinuo, utilizando-se um meio complexo ou um meio agroindustrial. O
uso do equipamento com aeracao permitiu maior conversdo de substrato em
célula e reduziu o nivel de etanol e acidez produzidos. A propagacéo realizada
pelo processo semicontinuo foi mais eficiente do que o de batelada simples. A
utilizagcdo de um meio agroindustrial suplementado com uma fonte proteica, tal
como geralmente € realizado na propagacéo de leveduras para producao de
cachaca de alambique, forneceu maiores aumentos de biomassa e melhores
paradmetros de propagacéo, quando comparado com um meio complexo. Estes
resultados contribuiréo para o desenvolvimento de um protocolo operacional de
propagacéo de fermento a ser utilizado para producéo de cachacga de alambique.

Palavras-chave: Cachaca; Levedura; Aumento de biomassa; Fermentagao.

B Summary

Traditionally, the yeast is propagated directly in the fermentation vats
in sugarcane spirit factories. However, they have no devices to optimize the
propagation, in which the aeration efficiency is a key factor in the prevalence of the
respiratory metabolism to maximize yeast reproduction and minimize the formation
of ethanol. This study evaluated the growth of the yeast Saccharomyces cerevisiae
in equipment with both simple batch and semi-continuous aeration systems
using complex or agro industrial media. The use of aerated equipment allowed
for greater substrate conversion to cells and reduced the levels of ethanol and
acids produced. The propagation carried out by the semi-continuous process was
more efficient than that with the simple batch system. The use of an agro industrial
medium supplemented with a protein source, as usually done in the propagation
of yeast for the production of sugarcane spirit, provided the greatest increases
in biomass and the best parameters for propagation as compared to a complex
medium. These results will contribute to the development of an operational protocol
for propagation of the yeast to be used in the production of sugarcane spirit.

Key words: Cachaca, Yeast; Biomass increase, Fermentation.
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Il 1 Introducao

Cachaca é a denominacgao tipica e exclusiva
da aguardente de cana-de-agucar produzida no Brasil
(BRASIL, 2005). Embora a produgéo nacional de cachaca
seja quase que totalmente consumida no mercado interno,
tem-se verificado um crescimento da sua aceitacéo
no mercado internacional, demonstrando um grande
potencial para a exportacao (ESTANISLAU et al., 2002).
Entretanto, sabe-se que o desconhecimento da ciéncia
envolvida na producao desta bebida limita a quantidade
e a qualidade do produto disponibilizado por pequenos
produtores, sendo este um dos principais entraves
para a exportacao de grandes quantidades do produto
(MIRANDA et al., 2007).

Basicamente, a producédo de cachaga consiste
em propagar o fermento, extrair o caldo da cana-de-
acucar na operacédo de moagem, converté-lo em vinho
pelo processo de fermentacéo e transformar o vinho em
cachaca por meio da destilagdo (MAIA, 2002). Nos ultimos
anos, muitos conhecimentos foram adquiridos quanto aos
aspectos de extracdo do caldo, purificacao, fermentacéo,
desinfeccdo e técnicas de destilacdo (OLIVEIRA et al.,
2004, 2005; SILVA et al., 2006; ROSA et al., 2009; LIMA,
2001). Porém, poucos avangos foram obtidos na etapa
de propagacéo das leveduras ou preparo do inéculo.

Durante a multiplicacdo do fermento natural e no
decorrer da fermentacdo para producédo de cachaca
de alambique, hd uma sucessdo de espécies de
leveduras, sendo a predominante a Saccharomyces
cerevisiae (NOVA et al., 2009; RODRIGUEZ et al.,
2011). Esta espécie € descrita como resistente a altas
concentragdes de etanol, elevadas temperaturas e baixos
valores de pH, caracteristicas importantes durante o
processo de producéo da cachaca (CAMPOS et al.,
2010). Tradicionalmente, a propagacao do fermento é
feita diretamente dentro das dornas de fermentacao
nas fabricas de cachaca de alambique. Estas dornas
sdo apropriadas para a fase anaerdbia do metabolismo
das leveduras, quando ocorre predominantemente a
fermentagdo do aclcar em etanol e gas carbénico (MAIA,
2002). Contudo, as dornas nédo dispdem de quaisquer
dispositivos que permitam otimizar a propagacao das
leveduras, na qual a eficiéncia da aeragao é fator
primordial para a predominancia do metabolismo
respiratério, que permite maximizar a reproducao das
células e minimizar a formacao de etanol (MAIA, 2002;
PATARO et al., 2002). E sabido que o etanol, além de ser
inibidor da propagacéo das leveduras, é o substrato ideal
para as bactérias acéticas, que contribuem para diminuir
a qualidade do produto (ALVES, 1994; PATARO et al.,
2002).

Os processos tradicionais de propagacdo de
leveduras requerem entre 8 e 15 dias, chegando a 30
dias em alguns casos. A principal metodologia utilizada
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€ a de batelada simples, na qual o fermento é deixado
em contato com o meio de cultura até obtencao de
massa suficiente para realizar a etapa de fermentacéo
(MAIA, 2002). Dispondo de um propagador adequado,
o produtor artesanal pode obter fermento suficiente para
uma dorna em aproximadamente 24 horas, partindo de
500 g ou menos do fermento original. Este equipamento
permite manter um controle mais eficiente da propagacéo,
substituindo-se as células de uma dorna a intervalos
programados ou sempre que houver indicios de
contaminacé&o (MAIA, 2002).

A introducdo de um equipamento especifico para
maximizar a etapa de propagacao do fermento também
abre caminho para a utiliza¢ao de linhagens selecionadas,
0 que pode representar um salto de qualidade para
a cachaca de alambique. Os trabalhos de isolamento
de linhagens apontam excelentes perspectivas para
se implementar a qualidade sensorial do destilado
(GUERRA et al., 2001; GOMES et al., 2007). No entanto,
isso sO sera viavel para os produtores na medida em
que disponham de um equipamento adequado para
propagacédo dessas linhagens. Neste trabalho, avaliou-se
a propagacao de leveduras Saccharomyces cerevisiae
em um equipamento para propagacado de leveduras,
projetado pelo grupo deste trabalho, por processos de
batelada simples (descontinuo) e semicontinuo, sob
aeracéo controlada, utilizando meio complexo e meio
agroindustrial.

I 2 Material e métodos

2.1 Propagador

O propagador consistiu em um cilindro vertical de
vidro borossilicato com base em ago inox com 32 cm de
altura e 16 cm de didmetro, e uma capacidade de 5 litros
(Figura 1). Este equipamento é dotado de um sistema de
aeracéo por meio de um difusor de ar metalico localizado
na base, com 100 mm de diadmetro, com orificios de
1 mm na parte superior e conectado a um rotametro
(Figura 1a, b). O equipamento também possui entrada
para alimentacao de mosto e um sistema para coleta de
amostras e retirada do meio de cultivo (Figura 1c). Todos
os experimentos foram realizados utilizando-se 80 % da
capacidade do propagador (4 litros).

2.2 Leveduras e meios de cultura

Fermento fresco prensado (Fleischmann)
constituido de células de levedura S. cerevisiae, contendo
30-32 % de massa seca e viabilidade celular acima
de 95 %, foi utilizado em todos os experimentos. As
propagacdes foram realizadas em dois meios de cultura
diferentes (PELCZAR et al., 1996). O meio complexo foi
composto por extrato de levedura 9 g.L", glicose 30 g.L ",
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Figura 1. Esquema do equipamento com sistema de aeracao para propagacao de leveduras S. cerevisiae. a) Vista lateral do
difusor de ar. b) Vista de cima do difusor de ar. c) Esquema geral do propagador. 1, local de conex&do ao rotametro; 2, entrada
para alimentacédo de mosto; 3, sistema para coleta de amostras e retirada do meio de cultivo.

(NH,),SO, 2 g.L", NH,Cl, g.L”" e MgSO,.7H,0 0,5 g.L""
(OLIVEIRA et al., 2004). O meio agroindustrial utilizado
foi composto de caldo de cana-de-acucar diluido a uma
concentracdo de 30 g.L" de agucares redutores totais
(ART) e suplementando com extrato de levedura 9 g.L™
como fonte de nitrogénio proteico (PULZATTO, 2000).
Ambos os meios foram esterilizados em autoclave a
120 °C por 30 minutos. Em todos os experimentos, foi
utilizado um in6éculo de 0,12 g em massa seca do fermento
por litro de meio de cultura (MALTA, 2006).

2.3 Testes de propagacao

A propagacao da levedura Saccharomyces
cerevisiae foi testada sob trés diferentes condicdes,
em um propagador com sistemas de aerac&o conforme
resumidos na Tabela 1, quais sejam: i) No primeiro
experimento, foi realizada a propagacao da levedura
por 24 horas pelo processo de batelada simples em
meio complexo, com aeracado controlada de 10 nL.min™"
e sem aeracéo; ii) O segundo experimento foi realizado
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por 48 horas, utilizando-se meio complexo com aeracéo
controlada de 10 nL.min™" pelos processos de batelada
simples e semicontinuo. No processo semicontinuo, apés
24 horas de propagacéo, trés quartos do volume do
meio de cultura (3 litros) foram retirados do propagador,
seguido pela adicdo da mesma quantidade do meio
estéril; iii) O terceiro experimento foi realizado pelo
processo semicontinuo com aeracao controlada de
10 nL.min™" por 96 horas, utilizando-se meio complexo e
meio agroindustrial.

A temperatura, o pH e a quantidade de oxigénio
dissolvido foram monitorados durante todo o periodo
das diferentes propagacdes por termoémetro de
mercurio, pHmetro (QUIMIS, modelo Q400A) e oximetro
(INSTRUTHERM, modelo MO-880), respectivamente. Em
todos os experimentos, foram calculados 0s seguintes
parametros da fermentacéo: viabilidade celular; fator
de conversédo de substrato em célula (Y,,); fator de
conversao de substrato em etanol (Y ,); fator de
conversao de substrato em acidez (Y e aumento de
biomassa.

acls) )
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Tabela 1. CondicGes experimentais de propagacao de S. cerevisiae.

Experimentos Gr'upos . Tempo~de Processo Aerat.;ao Meio de cultura
experimentais propagacao (h) (nL.min"")

1 24 Batelada simples Sem aeracéo Complexo
B 24 Batelada simples 10 Complexo

2 A 48 Batelada simples 10 Complexo
B 48 Semicontinuo 10 Complexo

8 A 96 Semicontinuo 10 Complexo
B 96 Semicontinuo 10 Agroindustrial

2.4 Viabilidade celular

A viabilidade celular foi determinada utilizando-se
ametodologia descrita por Bonneu et al. (1991), seguida
de contagem em c&mara de Neubauer em microscopio
optico.

2.5 Fator de converséo de substrato em célula (Y )

O fator de conversé&o de substrato em célula (Y,,)
fornece a quantidade de massa celular produzida por
grama de acucar consumido e é calculado pela seguinte
formula (MAIA, 2002):

X=X
Yy ZF_"0
5 ()

em que: Sye S, representam a massa de ART (g); X, e
X, representam a massa seca do fermento (g) no inicio e
no final do processo, respectivamente.

A massa seca do fermento foi determinada
por secagem em estufa a 105 °C até peso constante
(TIBAYRENC et al., 2011). A determinacdo de ART foi
realizada pela metodologia do acido 3,5 dinitrosalicilico
(DNS) proposta por Miller (1959).

2.6 Fator de conversao de substrato em etanol (Yp,s)

O fator de converséo de substrato em etanol (Yp,s)
expressa a quantidade de etanol formada por unidade de
acucar consumido e calculado pela seguinte expressao
(MAIA, 2002):

_ PF_ Po
P75 s, (2)

em que: P, e P representam a massa etanol (g); Sge S,
representam a massa de ART (g) no inicio e no final da
propagacao, respectivamente. Inicialmente, o etanol foi
separado do meio por destilacdo por arraste de vapor
em microdestilador de éalcool (Tecnal, modelo TE-012).
Em seguida, a concentracdo de etanol foi determinada
pelo método descrito na ABNT, 1997b.
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2.7 Fator de converséo de substrato em acidez (Y, )

O fator de conversao de substrato em acidez (Y,_,)
expressa a quantidade de acido formada por unidade
de acucar consumido e foi calculado pela seguinte
expressao (MAIA, 2002):

_ Ac. - Ac,
Yois = s.= s, (3)

em que: Ac, e Ac, representam a massa de acidez
total expressa em acético (g); S, e S; representam a
massa de ART (g) no inicio e no final da propagacéo,
respectivamente.

A acidez total foi determinada conforme ABNT,
1997a. O aumento de biomassa foi calculado pela razéo
entre o valor de massa seca celular determinado no
tempo inicial e no tempo final de cada experimento, e
este aumento foi expresso em numero de vezes.

2.8 Analise estatistica

Cada experimento foi realizado seis vezes e a
média e o desvio padrdo de cada grupo experimental
foram calculados. A analise estatistica foi realizada
utilizando-se o software GraphPad Prism 5.0%. Inicialmente,
a distribuicdo gaussiana dos dados foi confirmada pelo
teste de Kolmogorov-Smirnov. Os resultados foram
entdo submetidos ao Teste t, considerando um valor-p
significativo menor que 0,05.

I 3 Resultados e discussao

Uma vez que as dornas utilizadas para propagacéo
em alambiques ndo possuem sistemas de aeracéo
(MAIA, 2002; PATARO et al., 2002), testou-se o efeito da
aeragao controlada sobre a propagagdo em batelada
simples de leveduras Saccharomyces cerevisiae. A
temperatura foi de aproximadamente 24 + 2 °C durante
todo o processo, o pH inicial de 5,9 + 0,9 e o0 oxigénio
dissolvido, 3,6 + 0,2 mg.L". Os resultados desta
propagacao se encontram na Tabela 2 e na Figura 2. O
aumento de biomassa foi significativamente maior quando
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Tabela 2. Parametros de propagacao em batelada simples da levedura Saccharomyces cerevisiae por 24 horas, em meio complexo

aerado e ndo aerado.

Viabilidade (%)

96 + 8
98 + 6

Meio aerado
Meio nao aerado

Oxigénio dissolvido (mg/L)*
10,1 £ 0,9@
1,2 £0,6®

Yxlsb**
0,41 £ 0,020
0,12 + 0,07®

0,03 + 0,02
0,09 + 0,02@

0,006 + 0,001®
0,05 + 0,02@

Letras distintas na mesma coluna indicam que os valores diferem entre si a *p < 0,05, **p < 0,01 e ***p < 0,001.

40 A

Numero de vezes
N wW
o o
1 1

—_
(@)
1

Meio ndo aerado

Meio aerado

Figura 2. Aumento de biomassa da levedura Saccharomyces
cerevisiae ap6s 24 horas de propaga¢ado em meio complexo
com aeragdo controlada de 10 nL.min"' ou n&o aerado. Letras
distintas indicam que os valores diferem entre sia p < 0,05.

a propagacao foi mantida com aeracédo de 10 nL.min""
(Figura 2). Com a aeragdo, houve direcionamento do
metabolismo energético para a respiragcdo celular, com
maior producdo de ATP e, consequentemente, maior
quantidade de energia disponivel para multiplicacéo
celular e aumento de biomassa (FERNDAHL et al.,
2010). Na propagacao sem aeracéo, houve reducéo
significativa do oxigénio dissolvido, o que resultou no
aumento da atividade fermentativa das leveduras (MAIA,
2002), observado pelo aumento no fator de converséo
de substrato em etanol (Ypls), conforme observado na
Tabela 2. A fermentacdo produz menor quantidade
de energia, contribuindo para a reducédo da taxa de
multiplicacdo celular (MAIA, 2002; PATARO et al., 2002).
Também houve um aumento de 8,3 vezes no fator de
conversao de substrato em acidez (Y,). O acido
acético é principalmente formado na via fermentativa
pela oxidagdo do acetaldeido proveniente da oxidacgéo
do etanol (SAINT-PRIX et al., 2004). Com o aumento da
aeracao nas etapas iniciais de propagacao, o metabolismo
energético é direcionado para o processo de respiragao
celular (FERNDAHL et al., 2010), o que resulta em menor
formac&o de etanol. Com a reducao do substrato, ha
consequentemente reducéo da formacéo dos produtos
acetaldeido e acido acético (SAINT-PRIX et al., 2004).
Assim, a elevagédo na quantidade de etanol produzida
na propagacado nao aerada pode ter favorecido o
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crescimento de bactérias que metabolizaram o etanol a
acidos organicos, contribuindo para o aumento do valor
de Y, Com 24 horas de propagacgéo utilizadas, né&o
houve diferenca significativa quanto a viabilidade celular.
Porém, como a producgéo de etanol foi significativamente
maior na propagacéo n&o aerada, € provavel que a
concentracédo inibitéria seja alcancada mais rapidamente
e reduza ainda mais o valor de aumento de biomassa
produzido ao longo do tempo.

Com base nos resultados de incremento da
biomassa no meio aerado no ensaio experimental seguinte,
comparou-se 0 processo descontinuo de propagacgao
com o semicontinuo. Os resultados se encontram na
Tabela 3 e na Figura 3. A propagacao por processo
descontinuo resultou em menor aumento de biomassa,
apos 48 horas (Figura 3). Neste método de propagacao,
ao longo do tempo, houve consumo do substrato e da
concentragédo dos metabdlitos inibidores do processo de
multiplicacé&o de leveduras, como o etanol e os acidos
organicos, resultando na diminuicdo de producéo de
biomassa. O acumulo destes metabdlicos também pode
ter contribuido para a diminuicao da viabilidade celular
obtida em 48 horas de propagacéo por batelada simples.
Por outro lado, a utilizac&o do processo de propagacéo
semicontinuo resultou em um maior aumento de biomassa
(Figura 3), aumento da viabilidade, aumento da producéo
de célula representado pelo parametro Y, e diminuigao
da converséo de acUcares em etanol (Yp,s), provavelmente
resultante da renovacao dos substratos e do controle do
numero de células de levedura no meio.

A utilizacdo de um meio complexo definido para
a etapa de propagacéo de fermento € inviavel e pouco
rotineiro em fabricas de cachaca. Geralmente, sdo
utilizados meios agroindustriais, como caldo de cana-
de-agucar suplementado com uma fonte proteica. Tal
suplementacéo é realizada porque o nitrogénio proteico
presente no caldo é insuficiente para suprir a nutricao
da levedura (JERONIMO et al., 2008). A fonte proteica
mais utilizada por pequenos produtores € o fubé, que
oferece alguns beneficios, como a adsorcao pelo amido
de metabolitos secundarios da proépria fermentacéo
alcodlica, resultando em aguardente com menor acidez
total, considerada de melhor qualidade (MAIA, 2002,
JERONIMO et al., 2008; JOHANSSON et al., 2011).
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Tabela 3. Parametros de propagacao em batelada simples ou processo semicontinuo da levedura Saccharomyces cerevisiae por

24 e 48 horas, em meio complexo aerado.

Viabilidade (%)

24 horas

Oxigénio dissolvido (mg/L)

Descontinuo 96 £ 9 8,2+ 0,6 0,43 + 0,03 0,09 + 0,05 0,002 + 0,001
Semicontinuo 95 + 4 78+04 0,38 + 0,04 0,08 + 0,03 0,005 + 0,003
48 horas
Viabilidade (%)* Oxigénio dissolvido (mg/L) Y, e0* i N
Descontinuo 73+ 3 8,1+0,7 0,21 = 0,02® 0,17 £ 0,04® 0,03 + 0,01@
Semicontinuo 98 £ 7 92+0,6 0,39 + 0,06® 0,01 £ 0,02® 0,012 + 0,002

Letras distintas na mesma coluna indicam que os valores diferem entre sia * p < 0,01 e ** p < 0,05.

70 -
@
60
50
40

30 ~

Numero de vezes

20 ~

10

Semi-continuo

Descontinuo

70 -
60 -
50 -
40 -
30 A
20

10 A b

Semi-continuo

Descontinuo

Figura 3. Aumento de biomassa da levedura Saccharomyces cerevisiae por propagagdo em meio complexo com aeragéo controlada
de 10 nL.min™" utilizando processos descontinuo e semicontinuo. a) Apds 24 horas; b) Apds 48 horas. Letras distintas indicam que

os valores diferem entre si a p < 0,001.

No entanto, Pulzatto (2000) e Jeronimo et al. (2008)
verificaram que a suplementacdo do caldo de cana
com extrato de levedura influenciou positivamente
o rendimento em massa celular e a manutencéo da
viabilidade celular durante a fermentacéo alcodlica. Por
este motivo, no ultimo experimento, comparou-se o efeito
de um meio agroindustrial suplementado com extrato de
levedura com um meio complexo sobre 0s parametros
da propagacédo da levedura S. cerevisiae por processo
semicontinuo, durante 96 horas. O meio agroindustrial
era composto de caldo de cana-de-acucar diluido a
uma concentracao de 30 g.L" de acucares redutores
totais e acrescentado de extrato de levedura 9 g.L™!
como fonte de proteina. Nao houve diferenga significativa
entre a maioria dos pardmetros de propagacao
analisados (Figura 4a-e). Entretanto, foi observado
um aumento significativo na quantidade de biomassa
obtida utilizando-se o meio agroindustrial suplementado
a partir de 48 horas de propagacao (Figura 4f). O meio
agroindustrial € mais complexo, possuindo alguns
microelementos nao presentes no meio complexo, como
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fons inorganicos (MAIA, 2002). As leveduras exigem
estes fons em concentrac6es tanto yM como mM para
alcancar maiores aumento de biomassa e rendimento
fermentativo. Microelementos tém uma fung&o importante
no metabolismo celular, principalmente em fungéao
dos seus requerimentos como cofatores para varias
enzimas (STEHLIK-TOMAS et al., 2004). Deficiéncias
ou concentragcdes elevadas de tais minerais provocam
alteragdes metabdlicas significativas (SCHMIDT et al.,
2011). Assim, o meio contendo caldo de cana-de-agucar
suplementado pode ter fornecido elementos importantes
para multiplicacédo de leveduras, ndo presentes no meio
complexo, resultando em um aumento na producao de
biomassa. Sob condicbes estritamente aerdbias, Reed e
Nagodawithana (1991) obtiveramum'Y,_ de 0,54 utilizando
equipamentos com controles de temperatura, aeracéo e
agitacéo para propagacéo; diversamente, neste trabalho,
os valores obtidos de Y, foram similares utilizando-se
um equipamento mais simples, somente com aeracéo
controlada e um meio agroindustrial suplementado, o que
reduz o custo da producéo de cachaca.
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Il 4 Conclusao

Os resultados demonstraram que o uso de um
equipamento com aeracado incrementou 0 aumento de
biomassa, bem como reduziu o nivel de etanol e a acidez
produzidos na etapa de propagacéo do fermento. Na
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f) Aumento de biomassa. *p < 0,05.

medida em que elevada acidez volatil € um problema
recorrente nas cachacas de alambique, o uso de aeragéo
nesta etapa pode ndo sé acelerar a obtencao de células
de levedura para a etapa de fermentacdo como também
contribuir para a reducéo da acidez no produto final,
melhorando a sua qualidade. O processo semicontinuo
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de propagacéo foi mais eficiente no aumento de biomassa
e na manutencao da viabilidade celular de levedura do
que o processo descontinuo. A utilizacao de um meio
agroindustrial suplementado, tal como realizado em
alambiques, também forneceu vantagens na obtengao de
biomassa, quando comparado com um meio complexo
quimicamente definido. Todos os resultados irdo contribuir
para o desenvolvimento de um protocolo operacional de
propagacao de fermento que possa ser utilizado para
producdo de cachaca de alambique.
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