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RESUMO

ALVES, M. F. Potencialidades Biotecnolégicas da Algaroba (Prosopis juliflora, Sw, DC)
Para Producao de Fermento Bioldgico. 2008. Tese (Doutorado em Engenharia de
Processos). Universidade Federal de Campina Grande — Campina Grande (PB)

O caldo resultante da extracdo de vagens da algaroba (Prosopis juliflora, Sw, DC) foi usado
como meio de cultivo para o crescimento de leveduras. Esta pesquisa foi desenvolvida em trés
etapas: selecdo e isolamento, propagacao e produciao de leveduras. Com base nos principios
microbiolégicos de propagacdo, as células provenientes da multiplicacdo, foram submetidas a
diluicdes seqiienciais em tubos e destes, para placas de Petri, de onde as leveduras foram
criteriosamente selecionadas e isoladas. Foram isoladas 5 (cinco) leveduras denominadas
ALG-1, ALG-2, ALG-3, ALG-4 e ALG-5 dentre as quais, duas se destacaram na producdo de
fermento, a ALG-3 e ALG-4. Estas foram identificadas geneticamente como sendo dos
géneros Saccharomyces e Zigosscharomyces respectivamente. As condicdes ambientais de
cultivo foram semelhantes as da fermentacao alcodlica tradicional que usa caldo de cana- de-
acticar ou melaco como meio de crescimento de leveduras. As varidveis foram monitoradas
por meio de um fermentador de mistura completa provido de programa de controle para
atender as condicoes crescimento das leveduras. O pH foi ajustado em 4,5; a temperatura em
30° C + 2° C e concentragdo de substrato na faixa de 25 a 30g/litro. Quanto as varidveis
operacionais, a taxa de oxigenacdo por aeracdo foi controlada em 0,5 v.v.m. e velocidade de
agitacdo em 250 r.p.m. Além do cultivo natural, foram realizados cultivos com agitagcdo e
aeracdo em separado e, com essas operacoes, de forma simultanea. As leveduras selecionadas
do caldo de algaroba, quando testadas e cultivadas em caldo de cana de agiicar superaram as
leveduras comerciais. O fermento produzido foi submetido a congelamentos prévios, usando
trés temperaturas: -40° C, -165° C e -196° C, seguido de secagem por liofilizacdo. A
liofilizagdo realizada a temperatura de -40° C resultou em uma maior estabilidade celular do
fermento ao longo de 4 meses. Neste trabalho, foram estudadas as cinéticas tanto do processo
fermentativo quanto do processo de liofilizacdo. Finalmente, foram efetuados estudos de
viabilidade celular e técnicas de preservacdo das culturas das leveduras. Este trabalho pode

mostrar que a algaroba € uma valiosa fonte de fermento bioldgico.

Palavras-chave: Algaroba, biotecnologia, fermento.
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ABSTRACT

ALVES, M. F. Biotechnological potentially of mesquite (Prosopis juliflora Sw, DC) for
yeast production. 2008. Thesis (Doctorate in Process Engineering). Federal University of
Campina Grande — Campina Grande (PB)

In present work, the broth of mesquite (Prosopis juliflora sw, DC) was used for growth of
microorganisms, especially yeasts that naturally canning to be fermented. The research was
developed in three steps: Selection and isolation, propagation and yeasts production. The
strains of yeasts isoled were named ALG-1, ALG-2, AlG-3, ALG-4 and ALG-5 where ALG-3
and ALG-4 presented high performance in fermentation process. These strains were
genetically analysed how being Saccharomyces and Zigossacharomyces type. The conditions
environmental of culture were equal at alcoholic fermentation that use how culture medium
juice of sugar cane and molasses. Variables were monitored and controlled through fermentor
programmed with physical and chemical system sensors and projected of accord with yeast
production process. The pH was maintained in 4,5; temperature of 30° C + 2° C, and optimal
concentration of substrate also was maintained in 25g/liter. The operations variables used
were air flow rate per medium volume united of 0,5 v.v.m. This flow rate measured the
concentration of dissolved oxygen and stirrer speed was controlled in 250 rotation per minute.
The propagation of cells resulted in series dilutions for a selection and isolation of strains/
yeast into more criterions methods, and well characterized with basis in the microbiological
and genetic procedures. The fermentation processes were developed in batch with agitation
and aeration. The yeasts selected of the broth of mesquite were tested in juice of sugar cane
where yield was higher so as the commercial yeast. The yeasts selected were previously
freezed at temperatures of -40° C, -165° C and -196° C, succeeded by freeze drying process.
The freeze drying at temperature of -40°C resulted in a good stabilitidy so long 4 month of
stocking. The data analysis was utilized for studies of the kinetics of fermentative process and
of yeast drying by liophilization. In this phase, were evaluated the influence of the better
cryoprotectant medium for the maintenance of yeast cell viability. This work can show that

mesquite € the big source of yeast production.

Keywords: Mesquite, biotechnology, yeast.
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RESUMEN

ALVES, M. F. Potencialidad biotecnolégica del algarrobo (Prosopis juliflora, Sw, DC)
para produccion de fermento bioldgico. 2008. Tese (Doctorado en Ingenieria de Procesos).
Universidad Federal de Campina Grande — Campina Grande (PB), Brazil.

El caldo que resulta de la extraccion del fruto del algarrobo (Prosopis juliflora, Sw, DC) fue
utilizado como medio de cultivo para el crecimiento de levaduras. Esta investigacion fue
desarrollada en tres etapas: seleccidn y isolamiento, propagaciéon y produccién de levaduras.
Las levaduras separadas en tubos fueron submetidas a refrigeracién a una temperatura de
menos 4°C para posteriormente ser utilizadas en los procesos de fermentacion. Estas
levaduras fueron denominadas ALG-1, ALG-2, ALG-3, ALG-4 e ALG-5. Solamente, duas
fueron usadas con destaque, a ALG-3 e ALG-4 que fueron geneticamente identificadas como
Saccharomyces e Zicossacharomyces. Las condiciones ambientales de cultivo fueron
semejantes a la fermentacion alcodlica tradicional que normalmente utiliza el caldo de la
cafa-de-aziicar como medio de crecimiento para produciéon de fermento. Las varidbles
controladas en el experimento fueron pH de 4,5, temperatura de 30°C con una tolerancia de
2°C y substrato concentrado en 25 y 30g/litro. Las varidbles operacionales fueron
concentracion de oxigeno mantenido en 0,5 v.v.m, y agitacién en 250 r.p.m. La metodologia
utilizada en esta investigacion comprendié la multiplicacion de las levaduras en nivel de
laboratério , con el objetivo de produzir fermento biol6gico. En el experimentos, fueron
realizados cultivos por medio de agitacion e areacion de forma separada y simultdneamente.
El fermento produzido fue submetido a congelamiento en las temperaturas de -40°C, -170°C y
-196°C seguido de deshidratacién por liofilizacién (secaje e eliminacion de substancias
voldtiles a temperatura baja e sobre presion reduzida). La liofilizacién a temperatura de -40°
C fue a que resultou major estabilidad en un periodo de 4 meses de armazenamiento. Como
resultados se puede apuntar la determinacion de la cinética de los procesos fermentativo y de
liofilizacion. El cultivo de estas levaduras también fue realizado en caldo de cafia-de-azucar.
Finalmente, fue realizado estudios de la viabilidad celular y de preservacion de las culturas de
levaduras de algarrobo. Este trabajo puede mostrar que el algarrobo es una valiosa fuente de

fermento orgénico.

Palabras-chave: Algarrobo, Biotecnologia, levadura.
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1- INTRODUCAO

Algaroba € o nome dado ao fruto da algarobeira, planta largamente difundida e cultivada

na regido do semi-drido do Nordeste brasileiro. Cientificamente, pertence a familia

Leguminosae, subfamilia Mimosoideae sendo atualmente conhecidas cerca de 44 espécies.

A algarobeira é uma planta que cresce razoavelmente bem nos desertos do continente
americano e em alguns desertos africanos, sendo eminentemente xeréfila. Trata-se de uma
cultura nativa de regides dridas que vao do sudoeste norteamericano até a Patagdnia, na
Argentina. A espécie predominante no Brasil € a Prosopis juliflora, origindria do deserto do
Piura no Peru. Todavia, outras espécies, ao longo das ultimas décadas, foram selecionadas
para diversos fins, por meio de estudos vinculados a empresas especializadas como a Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecudria - EMBRAPA. Dentre estas, destacam-se principalmente,
o Prosopis tamarugo, P. nigra, P. alba e P. chilensis, sendo as duas ultimas, destinadas
especificamente a producdo de aguardente e dlcool por via fermentativa, conforme BARROS

(1982).

As espécies do género Prosopis sdo, em geral, arbustos de tamanho médio ou ndo muito
raro, arvores de grande porte, que podem atingir uma altura de 20 metros, e seu tronco
medindo pouco mais de um metro de didmetro. Além disso, possui uma rede de raizes laterais
distribuidas na superficie, ligadas a raizes pivotantes que penetram solo adentro em busca de
dguas subterrneas. Outros cultivares de algaroba, ndo muito comuns, chegam a atingir 60
metros de profundidade. Essa planta tem se adaptado em 4reas indspitas onde outras plantas
jamais se adaptariam, sendo bem caracterizadas pelas suas raizes alongadas, capazes de captar

aguas a uma profundidade média de 30 metros, conforme reportado por AGIDE (1987).

Esta planta foi introduzida no Nordeste, mais precisamente, na regido do semi-arido
durante a década de 1940, onde apesar de algumas controvérsias, se adaptou muito bem

aquela regido.

Além das caracteristicas peculiares, a sua vagem € extremamente rica em proteina e
componentes energéticos cujo teor de acucares, chega a 40%, em média, o que lhe confere o

poder bioenergético. Possuem proteina bruta com teores acima de 12%, sendo constituida de

XVviil



proteinas digestivas em quase toda sua totalidade, (FIGUEIREDO, 1984), além de sais
minerais. Quanto as dimensdes das vagens, ndo hd uma uniformidade em termos de
comprimento e largura, em geral, o seu tamanho médio € de 25 cm de comprimento ¢ 1 cm de

largura.

Nas regides aridas e semi-aridas, hd séculos, a algaroba vem sendo usada como alimento
para humanos e animais. Algumas variedades permitem o desenvolvimento da apicultura por
terem propriedades nectariferas (GOMES, 1991). Quando moidas de forma artesanal, dao
origem a uma espécie de farinha usada para diversos fins culindrios. O extrato aquoso obtido
apds cocgdo das vagens, depois de concentrado, gera um produto escuro e denso, lembrando
mel de abelhas. As vagens moidas e torradas sao utilizadas no preparo de uma bebida que
substitui o café, sendo comum a utilizacdo desses produtos por populacdes rurais. Nos
ultimos 25 anos, intimeros trabalhos tém sido desenvolvidos com o objetivo de estudar melhor

a forma de aproveitamento das vagens na elaboracdo de novos produtos.

Diante desse quadro, a algarobeira tem concorrido de modo decisivo para que a economia
do semi-drido nao entre em colapso. E imponderavel a sua participacdo econdmica em todo e

qualquer lugar onde foi implantado o seu cultivo.

Além do uso integral da vagem, ¢ uma planta que protege os solos com sua sombra e faz
com que haja incorpora¢do de matéria organica através de suas raizes, folhas e estruturas
florais apds fecundacdo. Dentre outras vantagens, possibilita também a recuperacdo de solos
salinizados, completamente estéreis para qualquer outra planta. Além dessas vantagens, tem

evitado assoreamento nos rios durante o periodo de inverno.

Por outro lado, em virtude da falta de pardmetros para o seu cultivo, dados relativos a sua
produtividade sdo ainda pouco precisos, onde a producdo de vagens por hectare é muito
varidvel. Sabe-se que a produtividade, da maneira com que € cultivada na atualidade, ndo vai
além de 8 toneladas por hectare, quantidade que corresponde ao fornecimento de néctar para
aproximadamente 250 litros de mel de abelha. Estudos mais atualizados, relatados por
SUASSUNA (2007), tém mostrado que o uso de enxertia pode aumentar expressivamente a
sua produtividade, a partir de sistema de cultivo planejado, com espacamento de 10 m em
forma de triangulo eqiiilatero. Nessas condigdes, com adensamento maximo de 330 plantas

por hectare, € possivel aumentar para 20 a 22 toneladas de vagens por hectare/ano.
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Isto significa uma quantidade de néctar suficiente para produzir de 600 a 700 litros de mel
de abelhas. Estas estimativas sdo baseadas em dados reais, porque sdo conhecidas algumas e
poucas variedades que chegam a produzir até 200 kg de vagens, individualmente, numa s6
safra. Seu ciclo de produtividade é relativamente curto, passando a produzir seus primeiros
frutos a partir do 3° ano de vida e, dai em diante, sua produgdo é anual, cuja safra vai de
novembro até fevereiro. Ocasionalmente, tem se constatado periodos de sucessivas safras
quando o inverno € prolongado, o que proporciona alta produtividade. A Figura 1 mostra o

cultivo planejado de algaroba na forma de raleamento.

Figura 1 - Algarobal planejado a partir de raleamento

O fato de se tratar de uma planta que retira muita dgua do solo tem se tornado,
eventualmente, alvo de polémica. Largamente encontrada em regides dridas e semi-dridas, a
algarobeira vem se destacando por sua capacidade de resisténcia a longos periodos de

estiagem, mantendo-se verde durante o ano todo.

Trata-se de um arbusto dotado de propriedades importantes como leguminosa fixadora de
nitrogénio, que é uma das suas grandes vantagens. Atualmente, estdo sendo selecionadas e
identificadas novas variedades em diferentes partes do mundo, com o objetivo de contribuir
com a revitalizagdo do meio ambiente, principalmente no reflorestamento de regides

consideradas criticas, evitando assim, o processo de desertificacio (MENDES, 2001).
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Apesar de alguns questionamentos, de cardter momentineo porque passa esta planta, antes
vista com certo descrédito e até mesmo indesejdvel, trabalhos de comprovacdo cientifica
contribuiram para o seu reconhecimento pela National Academy of Science, destacando a
algaroba como uma leguminosa de alto valor nutricional, importante para o desenvolvimento

de regides menos favorecidas.

Outra grande vantagem da algaroba, refere-se ao fato de se tratar de um produto natural
oriundo de uma cultura que permite, por via biolégica, a utiliza¢do de tecnologia limpa, isto €,

sem comprometer 0 meio ambiente.

Diante desse quadro, as inovacdes tecnoldgicas associadas aos incessantes progressos da
ciéncia tém propiciado a abertura de atividades em campos multidisciplinares, em que o
aproveitamento da algaroba engloba ecologia, biologia, microbiologia, cultura de tecidos,

tecnologia de alimentos e principalmente, nutrigcao.

Atualmente, os sistemas biolégicos ou processos de bioprodugio, possibilitam a obtencao
de bens e servicos, de cardter econdmico e social, que seguramente, poderao contribuir com o
desenvolvimento sustentdvel regional. Ultimamente, trabalhos envolvendo crescimento de
leveduras a partir da propagacdo de células t€m sido desenvolvidos com resultados altamente

positivos, empregando-se a biotecnologia tradicional.

O caldo de algaroba, considerado como meio de cultura natural, por exceléncia, apresenta
caracteristicas bem peculiares, cujas especificidades sdo favordveis aos processos de
fermentacdo. O mais importante € que seus componentes nutricionais induzem a ocorréncia de
microrganismos, a exemplo de outros meios naturais que contém fontes de carbono e energia

(OLIVEIRA, 2003).

Meios naturais a exemplo do caldo de algaroba, foram estudados com certo pioneirismo
por ARRUDA (1994), cujos estudos foram direcionados especificamente para producdo de
alcool. Segundo este autor, a fermentagdo alcoodlica e a produgdo simultanea de levedura
alimentar podem, desencadear outros processos com multipla aplicacdo da vagem, dentre as
quais: a selecdo, isolamento e caracterizagdo genética de novas linhagens de leveduras bem

como a producdo de alimentos e bebidas por fermentacio, e outros produtos alimenticios de
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interesse econdomico.

O desenvolvimento industrial na atualidade, estd atrelado a busca de novos produtos e, a
biotecnologia moderna tem sido um instrumento de inovagdo que, na pratica, € imprescindivel
para a sobrevivéncia de boa parte das empresas. A algaroba € uma matéria prima que podera
contribuir com a inovacao desses sistemas de producdo. Neste contexto, acham-se disponiveis
os recursos da biotecnologia, como ferramenta para o monitoramento e controle desses

processos de producao.

Esta é uma forma de contribuir com a expansao do mercado de alimentos e de produtos
fermentados. A tecnologia das fermentacdes € uma drea que abrange todos esses processos,
para os quais, as condicdes de operacionalizacdo sdo facilmente controldveis, em face desses

parametros serem amplamente estudados nos processos de bioengenharia.

Diante da possibilidade da manipulagdo desses processos, a algaroba surge como
alternativa, onde podem ser exploradas as suas potencialidades biotecnoldgicas
principalmente, como fonte de produgdo de leveduras. Nesta pesquisa, o que diferencia dos
processos tradicionais € a matéria-prima que € constituida de caldo de algaroba ao invés de
caldo de cana de agucar e/ou melaco que sdo usados de forma mais ampla, na producdo de

fermento bioldgico.

Enfim, com o enfoque que vem sendo dado nas dltimas pesquisas com a biotecnologia da
algaroba, pretende-se neste trabalho, abrir um espectro de novos produtos voltados ndo s6
para os setores de panificagdo e sucro-alcooleiro, como mais especificamente, para os que

utilizam metodologia moderna de sistemas de bioproducao.
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1.1 Objetivos

Geral: Pesquisar sobre as potencialidades biotecnoldgicas da algaroba para produgao

de fermento biolégico.

Especificos:

» Caracterizar, a partir de uma amostragem da regido do semi-arido, as vagens da
algaroba que possam se adequar melhor como matéria-prima para o

desenvolvimento da pesquisa;

» Selecionar, isolar e caracterizar novas linhagens de leveduras a partir do caldo

de algaroba;

» Produzir fermento a partir das linhagens selecionadas em caldo de algaroba

estudando-se as varidveis cinéticas e operacionais exigidas para esse fim;

» Testar as linhagens selecionadas em caldo de cana de agucar para efeito de
estudo comparativo com as leveduras comerciais usadas nesse tipo de

Pprocesso;

» Avaliar as cinéticas de congelamento e secagem do fermento bioldgico

produzido do caldo de algaroba;
» Analisar a viabilidade celular do fermento de algaroba assim como as técnicas

de preservacdo que possam assegurar um grau de pureza e estabilidade das

células de leveduras.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Breve historico

Desde a sua implantacdo no Brasil em 1942 até os dias atuais, a algaroba tem servido
permanentemente de suporte alimenticio, especialmente para a regido do semi-drido
nordestino, onde a sua aplicacdo se restringe a agropecudria, especialmente, na criacdo de
caprinos, ovinos e bovinos, conforme relatado por BARROS (1982). A vagem ¢ rica em
acucares, protefnas e sais minerais. A maior parte dos seus componentes tem sido eficaz no

processo de crescimento e engorda desses animais.

Embora nativa de outros paises, a algarobeira € uma planta que pelas caracteristicas e
potencialidades poderd agregar valor e contribuir com o desenvolvimento sustentdvel do

semi-arido, especialmente do Nordeste.

Segundo CAMPELO (1984) a vagem da algarobeira vem sendo estudada hd mais de 4
décadas, embora sé a partir da segunda metade dos anos 80, algumas formas de
aproveitamento foram desenvolvidas e, principalmente alternativas de interesse alimentar,
partindo da vagem “in natura” processada, como farinha destinada a fabricacao de paes, bolos

e biscoitos, dentre outros, e produto alimenticio com qualidades semelhantes ao café.

BRAGA (1987) ao examinar certas vagens, chegou a identificar algumas variedades do
Género Prosopis, cujas flores sdo ricas em néctar, as quais tém produzido um mel comparével

aqueles mais conhecidos na apicultura.

Uma bebida conhecida e muito comum nos paises da América do Sul, produzida a partir da
vagem, a algarobina, € um produto recomendavel para a satide por possuir caracteristicas e
funcdes medicinais. A obten¢do de agucar e produtos bioquimicos de interesse econdOmico

também tem sido desenvolvida usando a algaroba como matéria-prima (AZEVEDO, 1999).
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Outros produtos ligados a quimica mais refinada tém sido obtido a partir dos componentes da
semente, cujo endosperma € constituido basicamente de proteinas e polissacarideos. A
semente, embora tenha grande importancia para outros processos como alternativa
tecnoldgica, para processos de fermentacdo especificamente, esta parte da vagem ¢
completamente descartdvel. Todavia, quimicamente tem sido reconhecido o seu alto valor
protéico. A quantidade de proteina na semente chega a 34 %, em média, além de possuir um
polimero de alto peso molecular, o “galactomanano” que se constitui em um dos seus

principais componentes que pode agregar valor a vagem, FIGUEIREDO, (1984).

Além desses componentes, a casca da algaroba possui de 6 a 7% de 4cido tanico,
conhecido comumente como tanino, produto muito usado nos curtumes e produz uma resina

de cor amarela que tem substituido a goma arébica.

Dentro dessa linha de processos, destacam-se produtos como estabilizante, espessante e
emulsificante, sem contar com outras aplicagdes como por exemplo, modificador de textura
em certos sistemas de gel, acucar liquido dietético que, pode ser obtido a partir do xarope de

algaroba, conforme MENDES (2001).

Do ponto de vista de fermentagao, a algaroba é uma matéria-prima alternativa com amplas
possibilidades de aproveitamento pelas caracteristicas bem peculiares que a tornam
susceptiveis de sofrer bio-transformac@o. Dados relatados nas ultimas décadas por BRAZ,
(1999) mostram a importancia dos componentes do fruto da algarobeira assim como do seu
valor nutricional. Ao mesmo tempo, a quantidade de agicares contida na vagem a coloca na
condicdo de produto energético natural, somado aos demais componentes que também sao de

interesse alimentar.

Produtos tdo importantes quanto as proteinas e fibras, em quantidades consideraveis,
também estdo presentes na vagem integrando boa parte da sua composicdo. Trabalhos
publicados recentemente mostram que seus acucares tém propriedades hipoglicémicas, isto €,
permitem controlar os niveis de agucares na corrente sanguinea, € sdo recomendados para

pessoas acometidas de diabete, (OLIV A, 2005)

A algaroba tem sido considerada um produto de reconhecido valor econdmico em
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praticamente todos os paises da América do Sul, porém no Brasil, suas aplica¢gdes ainda sdo
muito limitadas. Diante das suas potencialidades bioquimicas, outros produtos envolvendo
biotecnologia de ponta podem ser desvendados a partir da selecdo e caracterizagdo genética de

novas linhagens de microrganismos que podem ter um vasto campo de aplicabilidades..

2.1.1 Principais componentes da vagem de algaroba

O percentual médio de 45 % de sacarose e glicose na vagem, conforme GOMES, (1991)
justificam o seu aproveitamento como matéria-prima para os processos de fermentacao. Além
dos componentes que integram a sua composi¢do, o néctar também contribui para que a
vagem se torne um produto natural e bioenergético que surge como alternativa emergente e
com grande potencial de aproveitamento nos processos que usam o0s recursos da

biotecnologia.

Os dados compilados na Tabela 1 mostram a diversidade e riqueza dos componentes que
constituem a vagem de algaroba. Estes, naturalmente oferecem condicdes capazes de se
transformarem, quando embebidos, em um caldo nutriente que pode conduzir a uma

fermentacao.

Tabela 1: Composicao fisico-quimica da vagem da algarobeira

Componentes Concentragdo (g/100g)
Umidade 12,53
Proteina bruta 12,92
Fibra bruta 21,30
Actcares Redutores 2,52
Acitcares Nao Redutores 43,52
Actcares Totais 46,04
Carboidratos 65,80
Lipidios 3,20
Cinzas 4,15
V.C.T.* 333,00 Calorias

Fonte: FIGUEIREDO (1984)

* VCT = Valor calorico total

De acordo com os ultimos trabalhos relatados, a andlise fitoquimica das vagens de
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algaroba levou ao isolamento de uma substancia que depois de submetida a caracterizacdo
estrutural utilizando técnicas espectroscopicas usuais, foi identificada como “‘juliprosopina”,
um alcaléide piperidinico, amplamente divulgado na literatura, como toxina, pelos seus

efeitos considerados nocivos, segundo alguns autores (TABOSA, 2000; SILVA, 2002).

Essa substancia, por ter gerado algumas controvérsias ultimamente, estudos mais
aprimorados mostram que esses produtos, especificamente nos processos de fermentacao,
podem ser eliminados totalmente por processo fisico, com aquecimento brando. Como se
trata de proteina de baixo peso molecular, o uso de temperatura acima de 50°C é suficiente
para eliminar esse problema, pois nesta faixa de temperatura, as proteinas se desnaturam

facilmente.

Por outro lado, a corrida a biotecnologia tem se tornado uma forte aliada nesse processo
que, em breve, serd possivel eliminar as caracteristicas indesejdveis da algaroba e acentuar
apenas, as desejdveis. Eliminado estas substancias, a fermentagao segue o seu curso normal,

sem interrup¢ao de substancias que se acham presentes no meio que possam inibir o processo.

Os processos fisicos e bioquimicos, e, sobretudo, os biotecnolégicos, sao os meios pelos
quais atualmente se pode aproveitar melhor o potencial da vagem, por se tratar de
metodologia tecnoldgica ja consolidada. A sua utilizacdo envolve desde a drea de alimentos
até a de saide humana e animal, colocando-a dentro das tendéncias mercadoldgicas de bio-

produtos que podem propiciar alta demanda.

2.1.2. Algaroba — alternativa como meio de fermentacao

A algaroba, além de servir tradicionalmente como alimento para populagdes rurais, pode
também se transformar, quando triturada e embebida em dgua, em um meio de fermentagdo
alternativo tecnicamente vidvel. Estudos preliminares realizados, comprovam a eficiéncia
desse meio. Para um processo de fermentacdo, o mais importante é que a composi¢do da
matéria prima contenha, em primeiro lugar, agucares fermentdveis, € em segundo,
componentes complementares como nitrogénio e sais minerais. Tanto o nitrogénio quanto os

sais minerais tém contribui¢des importantes no processo como um todo.
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Experimentos jia comprovados, mostram que o caldo de algaroba, contém todos esses
componentes, principalmente agucares, que conduzem ao processo de fermentacdo natural.
Ao mesmo tempo, os nutrientes e elementos contidos nesse meio, induzem a presenca
espontanea de agentes microbianos que por sua vez, atuam como precursores da fermentacdo.
Como esses microrganismos, t€ém tendéncia natural em fermentar, logo levam a producdo de
alcool e paralelamente, a de fermento. Portanto, o caldo de algaroba, assim como os demais
meios naturais, conduzem a uma fermentacdo natural onde sdo formados simultaneamente,

alcool e fermento.

Outra forma de processamento com essa mesma finalidade, tem sido efetuada a partir da
vagem triturada e embebida em dgua quente. Esse processo resulta em um meio liquido
semelhante a um xarope ou mel de baixa densidade, o qual podera ter dupla aplicagdo: uma
como meio de cultivo ou meio de fermentacdo e outra, como xarope para producdo de agicar
por evaporagdo, MENDES, (2001). O aproveitamento do caldo como meio de crescimento,
despertou interesse devido a necessidade constante de se recorrer a pesquisa € ao
desenvolvimento de novos produtos. Os microrganismos presentes nesse meio podem ser
selecionados e isolados por meio de técnicas microbiolégicas adequadas, podendo ter

interesse industrial.

Em relac@o a esses processos, THIEMANN (1998) relata informacdes importantes sobre a
contribuicdo dos processos biotecnolégicos dando énfase, desde a pesquisa bdsica até a

implantacao de projetos.

Os primeiros experimentos de bancada com caldo de algaroba, foram realizados na
Universidade Federal de Alagoas — UFAL, no inicio da década de 90, onde foram elaborados
testes de propagacdo e multiplicagdo leveduras, (OLIVEIRA, 2003). No desenvolvimento
destes testes, foram adotadas as mesmas varidveis de cultivo usadas nos processos
tradicionais de fermentacdo como pH, °Brix e temperatura. Esses experimentos, foram

aprimorados mais tarde, usando-o como meio de crescimento.

Em relacio ao uso da algaroba como meio de fermentacdo, 0s processos pioneiros
especificamente tratando de fermentagdo alcodlica, sO foram desenvolvidos em 1994
quando ARRUDA (1994), através de pesquisa aplicada, mostrou pela primeira vez,

simulacdo de processo de producao de etanol, em micro-escala, partindo do caldo extraido da
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vagem da algarobeira. Neste trabalho, foi comprovada a eficiéncia de fermentacdo na

producdo de dlcool de algaroba, no qual foi usado fermento selecionado comercial.

O élcool assim obtido por via bioldgica, serviu de embasamento e/ou como ponto de
partida para outras pesquisas direcionadas para o aproveitamento de forma racional, do

potencial biotecnolégico dessa cultura.

Trabalho desenvolvido nos ultimos anos em pesquisa voltada para a produgdo de
aguardente mostrou a possibilidade de se obter esse produto a partir de leveduras selvagens
presentes no préprio caldo, isto €, partindo de leveduras naturais sem seleciond-las, (SILVA,

2002).

2.1.3 Selecdo, isolamento e identificacdo de leveduras selvagens

Uma populagdo microbiana, sob condi¢cdes naturais, contem muitas espécies de
microrganismos. Com os recursos da microbiologia, torna-se possivel selecionar, isolar,
enumerar e identificar os microrganismos. As etapas seguintes tratam da sua classificagdo e
caracterizacdo. A ciéncia da taxonomia inclui a classificacdo (arranjo), nomenclatura (nomes)
e identificacdo (descri¢do e caracterizacdo) dos organismos vivos. A taxonomia € 0 meio
pelo qual se chega ao sistema formal de organizacdo, classificacdo e nomenclatura dos
microrganismos, KREGER, (1994). Em geral, € usado um sistema binomial de nomenclatura.
Cada espécie recebe um nome constituido de duas palavras, por exemplo, Saccharomyces

cerevisiae. O primeiro termo representa o nome do género e o segundo, representa a espécie.

Ocasionalmente, € necessario subdividir uma espécie em variedades. Isto ocorre quando
existem diferencgas funcionais em uma mesma espécie gerando informacdes insuficientes para
o surgimento de uma nova espécie. Um exemplo pratico disso pode ser o Saccharomyces
cerevisiae var. floculans, que significa uma levedura normal com a funcdo de flocular. Estes,
realmente, sdo fatores de suma importancia para auxiliar no agrupamento das linhagens de
acordo com o habitat da levedura (BARNETT et al. 1998).

Dentro deste principio, taxonomicamente, as leveduras sdo classificadas como

microrganismos eucariotos, heterotréficos e unicelulares.
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Nos tdltimos anos, técnicas de selecdo e identificacdo de leveduras foram aprimoradas e
novos géneros e espécies foram descritos e rearranjados, segundo CABRINI & GALLO
(2000). Leveduras e fungos tipo-leveduras (Yeast-like-fungi) associados a substratos naturais,
pertencentes aos géneros Pichia e Hansenula, foram estudados e rearranjados em outros
géneros e sub-géneros. Assim sendo, outras leveduras foram estudadas e bem caracterizadas

pela heterogeneidade e confirmadas por andlises taxondmicas mais profundas.

A selecdo e isolamento de leveduras do género Candida, também podem ser estendidos
para outras espécies de leveduras, como é o caso das leveduras do caldo de algaroba,
(NEVES et al. 2006). Pode-se observar claramente que, a vagem em sua composi¢do quimica,
comporta uma grande quantidade de nutrientes que formam um meio de cultivo completo,

com caracteristicas proprias e capacidade de uso para outros fins.

Estudos mais direcionados especificamente para selecdo e isolamento de linhagens de
leveduras do caldo de algaroba foram desenvolvidos (RAMALHO NETO, 2005)
respectivamente na Universidade Federal de Alagoas - UFAL e Escola Superior de
Agricultura Luiz de Queiroz — ESALQ/Universidade de Sao Paulo, tendo em vista o interesse

em aumentar os seus respectivos bancos e cole¢des de microrganismos, (BASSO et al. 1995).

Os procedimentos de como selecionar os microrganismos sao tradicionalmente aplicados
por meio de técnicas microbiolégicas basicas segundo CARL-GORAN & ILLENI (1980).
Alguns pesquisadores tem direcionado esses métodos para a diversidade microbiana oriunda
de plantas e frutos tropicais. Nesse contexto, pode incluir a algaroba. A fonte natural de
leveduras encontra-se em geral nas plantas, em suas partes somdticas como folhas, flores,

frutos e raizes, graos de cereais e outros substratos provenientes de processamento industrial.

Devido ao processo de propagacdo e a facilidade de manipulacdo por meio de técnicas da
microbiologia, as leveduras podem ser selecionadas a partir de analises de tipagem genética
usando marcadores moleculares para a devida confirmagio do género e espécie (FERREIRA
& CATAPAGLIA, 1996). O crescimento a temperaturas elevadas em meios com altos teores
de acucares, a exigéncia de vitaminas, a susceptibilidade a certas substancias inibitdrias
expostas no meio e a producdo de determinados fatores metabdlitos sdo critérios usados na

descricdo e classificacdo de leveduras.
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MALDONADO et al. (1985) mostram algumas possibilidades de aplicacdo da
fermentagdo alcodlica no aproveitamento de culturas e/ou frutas tropicais como caju, abacaxi,
amora, banana, entre outros. A selecdo e o isolamento de leveduras estdao basicamente ligadas
a metodologia microbiolégica enquanto a identificacdo estd relacionada com técnicas mais
sofisticadas e avancadas como a biologia molecular e métodos que envolve reacdo em cadeia
da polimerase. Em geral, nesses casos, sdo usados marcadores moleculares para identificacao

de microrganismos.

Em geral, as leveduras alcoolgénicas usadas nas destilarias brasileiras sdo selecionadas.
Todavia, estas sdo afetadas por inimeras reciclagens que ocasionam interferéncias advindas
da flora do préprio caldo, do ambiente e de outras fontes, tornando-se vulnerdvel a
contaminacdo por outros microrganismos, inclusive leveduras indesejdveis, (PEREGO et al.
1981). Métodos de monitoramento microbiolégico possibilitam o controle de forma ripida e

eficaz nesses casos.

O surgimento de leveduras com cardter “Killer” em meios dessa natureza, tem
oportunizado estudos de selecdo de leveduras pertencentes aos grupos Saccharomyces € nao-
Saccharomyces, (TOSTA, 2006). As leveduras expostas por longo tempo de fermentacao

podem acarretar também mutacao genética segundo o mesmo autor.

Uma variedade largamente usada na industria alcooleira do Brasil tem sido o
Saccharomyces uvarum (1Z-1904) que é uma levedura selecionada e isolada da casca e do
caldo da uva.

No processo de selecdao natural, pode-se distinguir uma levedura pura de uma levedura
selvagem pelo aspecto fisico apresentado. A levedura de panificacdo ou de cervejaria, por
exemplo, forma colonias lisas, brilhantes e bordas regulares que a caracteriza como pura. Por
outro lado, as leveduras selvagens, presentes geralmente em caldos naturais, apresentam

colonias de superficie rugosa e bordas irregulares.

A Figura 2, mostra claramente as diferengas bdsicas entre uma levedura pura e uma

levedura selvagem, as quais, sdo muito distintas.
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Figura 2 — Leveduras puras - Saccharomyces cerevisiae (a) e Leveduras selvagens (b)
Fonte: AMORIM (2005)

As leveduras selvagens sdo encontradas naturalmente no caldo de cana de actcar e outros
caldos naturais constituidos de fontes sacarineas, como por exemplo, o de caldo de algaroba.
Trabalhos, dentro dessa linha de selecdo, foram desenvolvidos por NEVES et al. (2006),

usando o caldo de frutos tropicais como meio de crescimento.

Indmeros trabalhos de pesquisa sobre selecdo e identificacio de novas linhagens
proveniente de caldos naturais tém sido desenvolvidos de forma a contribuir com os atuais

sistemas de produgdo que usam processos de fermentacdo, SCAVUZZI, (2007).

A Biotecnologia tradicional empregada nas destilarias e usinas de todo pais, tem sido
consideravelmente melhorada ao longo dos dltimos anos. A manipulacio adequada de
técnicas modernas de isolamento tem permitido colocar a disposi¢cdo dos meios empresariais,
novas cepas e/ou linhagens com o objetivo de atender os mais diversos fins industriais.

As cepas selecionadas, em especial, do género Saccharomyces, tem tido grande
aplicabilidade na agroindistria sucro-alcooleira além do seu uso mais tradicional na inddstria

de panificacio.

O desenvolvimento industrial no momento, por circunstincias ou exigéncias de mercado
tem forcado preferencialmente a obtencdo de produtos organicos, a partir de linhagens
naturais ou selecionadas que n3o comprometam o processo ao invés de organismos
geneticamente modificados, os chamados OGMs. Embora, no momento, o uso desses
organismos, ainda tem sido discutivel por questdes de bio-seguranca ou de legislacao

especifica, porém isso ndo descarta a importancia e a contribuicdo que esses microrganismos
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possam trazer para os processos de fermentagao.

Outros processos mais modernos ligados ao desenvolvimento da técnica de reacdo em
cadeia da polimerase - PCR (Polymerase Chain Reaction) mostram a importancia do uso de
marcadores moleculares como o RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) e AFLP
(Amplified Fragment Lenght Polymorphism) para identificacdo e caracterizagdo genética de
microrganismos. Os marcadores de DNA se prestam ao uso de estudos, especialmente, de
mapeamento e andlises de similaridade e distancia genética. E uma técnica usada para detectar
polimorfismos de DNA e as marcas de DNA podem ser utilizadas para identificar plantas ou

isolados de um microrganismo, (WILLIAMS et al. 1990).

Diante dessa preocupagdo, inimeros trabalhos tem sido desenvolvidos no sentido de
buscar novas linhagens naturais. MATIENZO (2002), cita trabalho com resultados
extremamente positivos do ponto de vista genético com o emprego de cepas de leveduras
selecionadas, sobretudo do género Saccharomyces, com excelente produtividade e eficiéncia

bioquimica em processos de fermentagao.

2.1.4 Aspectos relacionados com a biotecnologia e cultivo de leveduras

A arte de produzir vinhos e produtos fermentados faz parte de um referencial teérico que
estd ligada a historia da humanidade. Embora, por muitos anos, a fermentacdo tenha sido
explorada como método de preservagao de alimentos e bebidas, em um passado mais recente
¢ que Louis Pasteur identificou microrganismos como os responsdveis pelo processo. Pois,
somente em 1850 ele concluiu que a transformacdo do acicar em etanol dependia da
existéncia de células vivas ou seja, de leveduras que sdo fungos unicelulares, amplamente
distribuidos na natureza, (RUSSEL & STEWART, 1996). E a partir dai, demonstrou que as
leveduras possuiam habilidade simultaneamente respiratoria e fermentativa, de onde surgiu a

metodologia de obtencdo de culturas puras.

Historicamente, a levedura desempenha um papel fundamental na fabrica¢do do pao, um
alimento muito conhecido pelo homem desde tempos remotos. Esse organismo, em condicdes
anaerdbicas conduz a fabricacdo de bebidas fermentadas e fermento-destiladas, cujos produtos

sdo amplamente conhecidos (CRUEGER & CRUEGER, 1997).
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As primeiras observacdes de leveduras foram feitas por Antonie Van Leeuwenhoek em
1680, quando analisava a fermentacdo da cerveja. Mais tarde, em 1826, ficou comprovado
que as leveduras de cerveja e vinho apresentavam capacidade de reproducdo por gemulacdo,

(COLUCCT, 2004).

As leveduras sdo microrganismos que constituem um produto totalmente natural, ndo
transgénico, conhecido como fermento, e que tem uma expressiva importancia na alimentacao
humana. S3o classificadas como fungos, formadas por uma unica célula que possuem

reproducdo vegetativa por brotamento ou fissdo.

Cientificamente, o elemento bédsico do processo de fermentacdo é um microrganismo de
células simples ou microrganismo unicelular, taxonomicamente denominada Saccharomyces

cerevisiae (Levedo de cerveja).

MAMEDE & PASTORE, (2004) mostram a importancia da biotecnologia de leveduras
aplicada no aproveitamento de sucos de determinadas espécies de uvas. Os meios naturais sao
verdadeiras fontes de microrganismos, especialmente leveduras.

LIMA & GOLDANI, (2004) mencionam que depois da formulacdo da estequiometria da
fermentagao por Gay-Lussac (1815), Pasteur (1863) demonstrou a natureza microbioldgica
da fermentacdo alcodlica como um processo anaerdbico e ainda, que durante as primeiras
décadas de 1900 as pesquisas culminaram com a elucidagdo das reacdes enzimdticas
responsdveis pela transformagdo quimica do agicar em etanol e gds carbdnico no interior da

levedura.

Com o decorrer do tempo, em funcdo das pesquisas na drea de fermentacOes houve a
necessidade de se buscar novas tecnologias para a obtenc@o de produtos de valor econdmico.
Recentemente, a fermentacio tem emergido como uma tecnologia fundamental e vital, como

suporte integrante da biotecnologia moderna.

Dentro desse principio, trabalhos importantes como o de LALUCE (2004) mostra a
capacidade de producdo da leveduras selvagens de cana-de-agicar bem como as suas funcdes
mais especificas ligadas a efici€éncia e rendimento do processo de fermentacao. Esse trabalho,

trouxe contribuicdes importantissimas para os processos que envolvem a fermentagdo
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alcodlica usada tradicionalmente em destilarias que integram drea agro-industrial alcooleira

do Brasil.

LOPES (2005), desenvolveu  trabalhos com cultivo de leveduras, da espécie
Saccharomyces cerevisiae, mostrando a maneira mais prética de como proceder a selecdo e o

monitoramento de células crescidas em caldo de cana.

Atualmente, os sistemas que aplicam biotecnologia de leveduras sdo responsdveis por
uma gama de processos e produtos que movimenta atualmente uma fracdo considerdvel da
economia tanto no mercado interno quanto no externo. O desenvolvimento desses processos
tem despertado interesse nos meios empresariais induzindo a busca de novas investigacdes
cientificas com o objetivo de ampliar o leque de novos produtos. A sua utilizagdo envolve
desde a drea de alimentos até a de saide, colocando-o dentro das tendéncias mercadoldgicas

como um produto de altissima demanda.

As leveduras, em geral, dependem de fontes de carbono orgénico para o seu crescimento
e obtencdo de energia, sendo os carboidratos, os nutrientes de maior importancia. Alguns
acucares simples como glicose, frutose e manose sdo assimilados por todas as espécies
estudadas, enquanto que alguns oligossacarideos, polissacarideos, dlcoois primarios, polidis,
dcidos organicos, pentoses, tetroses, hidrocarbonetos e lipideos sao utilizados seletivamente

por algumas espécies (TAVARES, 2004).

No caso particular da algaroba, embora se trate de um meio rico ou completo, tem-se
verificado a ocorréncia de substancias até certo ponto indesejaveis, como dextrinas, amido e
proteinas. Estas substancias tém dificultado o processo de contagem, segundo COSTA
(2004). Embora sendo pouco menores, as proteinas se confundem com as leveduras. Sao
recomendados procedimentos que envolvam o uso de aglutinizantes como asilica, por
exemplo, que tem o poder de aglutinar as proteinas facilitando o processo de arraste por
decantacdo. As substancias em suspensdo, podem ser eliminadas também por simples
aquecimento, embora alguns estudiosos ndo recomendem esta operacdo pelo fato de
comprometer as caracteristicas fisiologicas das leveduras (ANDRIETTA & RODRIGUES,
2005).

Quanto a pureza do fermento sdo usados métodos especiais, com dlcalis adequados para
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essa determinacdo. BELLUCO (2001) desenvolveu trabalho com cultivo de leveduras, do
género Saccharomyces,, mostrando a maneira mais pratica de como proceder para analisar o

fermento produzido em caldo natural, quanto a forma de purificar.

Os processos pioneiros envolvendo especificamente fermentagdo alcodlica, em 1994 foram
desenvolvidos por meio de processo de simulacdo em micro-escala, partindo do caldo
extraido da vagem da algarobeira. Este trabalho mostrou a possibilidade de se produzir dlcool
a partir de algaroba usando fermento Fleischmann, uma variedade do Saccharomyces
cerevisiae, comercialmente conhecido como, fermento de panificacdo. Neste trabalho foi
usada a tecnologia de fermentacdo tradicional por meio conduzido em batelada ou processo

descontinuo.

No final da década de 90, essa pesquisa foi aprimorada por OLIVEIRA (2003) quando
desenvolveu os primeiros testes de propagacdo de leveduras visando a producdo de dlcool.
Nesses experimentos, foi utilizado meio de cultivo a base de caldo de algaroba extraido da
vagem triturada e embebida a frio.

Utilizando processos com melhores eficiéncias de extracdo, a partir da vagem triturada e
embebida a quente, SILVA (2002) desenvolveu protétipo visando a fabricagdo de aguardente.
O desenvolvimento desse processo despertou interesse em outros pesquisadores na busca de
novas investigagcdes cientificas objetivando ampliar o leque de novos produtos derivados da

algaroba.

De acordo com PEREGO et al. (1981), esses resultados podem ser melhorados desde que
sejam atribuidos pardmetros de produgdo pertinentes do ponto de vista técnico e cientifico.
Segundo AGIDE, (1987) o caldo de algaroba € constituido de uma verdadeira fonte de
microrganismos, da qual podem ser extraidas bactérias e leveduras de interesse para a

industria.

2.1.4.1 Outras metodologias aplicadas ao cultivo de leveduras

Atualmente, a tecnologia de leveduras imobilizadas estd sendo testada na producdo de
cerveja, por ser uma técnica moderna usada como instrumento para reduzir o tempo de

fermentacdo e aumentar a velocidade especifica de crescimento celular. Este é um fator que
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estd intimamente ligado com o aumento de produtividade.

Por outro lado, NAGODAWITHANA, (1994) em seus trabalhos, mostrou a formagdo de
compostos geradores de sabor e aromas, durante a fermentacio, produzidos por leveduras,

especificamente do género Saccharomyces, var carlsbergensis.

Melhoradores de sabor e aromas derivados de leveduras estdo ligados provavelmente a
acdo direta e simultanea de dlcoois superiores, dicetonas, aldeidos, compostos sulfurados
(H,S, DMS e SO»,), ésteres e acidos graxos, sempre presentes nos mostos alcodlicos. A
engenharia enzimdtica, a engenharia microbiolégica, a engenharia metabdlica e tecnologia de
DNA recombinante, conhecida como engenharia genética, dentre outras técnicas modernas,
tem sido usadas para melhorar cada vez mais os chamados processos biotecnoldgicos,

(MOSHY, 1987; ALLEN, 1993; RUSSEL & STEWART, 1996).

Esses conhecimentos multidisciplinares t€ém mostrado a importancia da producdo de
leveduras, sobretudo para consumo humano, e como fonte dos mais diversificados produtos

bioquimicos.

Modernamente usa-se a biotecnologia de leveduras como meio para se obter melhoradores
de sabores alimentares. Outras caracteristicas das leveduras decorre da presenca de
determinados compostos organicos que se formam paralelamente no meio e, que sio
responsaveis pelo desenvolvimento do sabor, aromas e odor. Trata-se de caracteristicas
organolépticas que dependem exclusivamente das matérias-primas e dos microrganismos,

especialmente leveduras, usados no processo (QUAGLIA, 1991).

Ainda dentro deste contexto, enquadra-se o processo de fabricacdo de cerveja que pouco
tem mudado em relacdo ao que foi desenvolvido pioneiramente na Alemanha em 1519. Malte,
ldpulo, 4gua e fermento s3o os ingredientes bdasicos, porém hoje, sdo utilizadas
adicionalmente, matérias-primas ricas em carboidratos, chamadas de ingredientes
complementares como é o arroz, o milho ou o xarope oriundo da cerveja. Esses
complementos sdo adicionados ao malte para melhorar a fermentacdo e as leveduras

desenvolvidas nesse processo, sdo responsaveis pelo o aroma e sabor. (OTTO, 1985).

Por outro lado, OSZLANYL (1980) realizou trabalho, em escala de bancada, sobre
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producdo de proteinas de organismos unicelulares especialmente com leveduras da espécie
Candida guilliermondii. As proteinas de unicelulares, na década de 70 foram denominadas de

SCP (Single Cell Protein), representando a biomassa formada a partir de leveduras.

2.1.4.2 Exigéncias nutricionais das leveduras

As leveduras sdo importantes fontes de carbono, nitrogénio, fosfatos de magnésio, célcio e
potdssio. Em menor propor¢do, porém indispensdveis, estdo os minerais como 0 manganés, o
ferro e o cobalto que atuam favoravelmente de forma conjunta, em suas atividades vitais.

Esses minerais sdo essenciais ao crescimento.

Em estudos mais aprimorados, com meio de composicdo quimica conhecida sao levados
em consideracdo pelo menos 6 elementos minerais como essenciais para o crescimento de

leveduras, (ROTHMANN et al. 1987)

Em ordem de importancia, sdo: fésforo, magnésio, sédio, potdssio, manganés e cobalto, os
quais sdo supridos na forma de sais de fosfato e sulfato. No entanto, tracos de elementos
como: cobre, ferro e zinco sdo também essenciais, especialmente para propagacdo de

leveduras assim como para a fermentagao.

Esses minerais atuam como parte integrante das proteinas como ativadores de enzimas e
funcionam como co-fatores nas reagdes bioquimicas intracelulares. Eles atuam também como
estabilizadores para as proteinas. O magnésio, por exemplo, é essencial para o crescimento da
levedura, exercendo o papel de ativador de enzimas, principalmente de certo nimero de

descarboxilases, (OWEN, 1996).

Igualmente, a adicdo de zinco no meio também contribui com o crescimento da levedura.
O zinco é um importante co-fator de enzimas, dentre as quais se destacam: a
alcool-desidrogenase, a anidrase carbOnica e a carboxipeptidase.

2.1.4.3 Processo de reproducao das leveduras

As leveduras sdo as mais antigas fontes de proteinas unicelulares. Seu tamanho varia
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bastante, de 1 a Sum de didmetro a 5 a 15um de comprimento. Elas possuem formas
arredondadas, desde esféricas até células elipticas, estas em alguns casos alongadas, segundo
BORZANI (1999). Crescem rapidamente em meio simples e natural gerando alta densidade

celular.

As leveduras tém sido de grande interesse no momento para drea sucroalcooleira pelo
fato de se tratar de microrganismos que tem participacdo direta nos processos de producdo de
bebidas fermentadas e fermento-destiladas, (BELLUCO (2001). Deste modo, o agente
microbiano mais conhecido nos processos de fermentacdo, € o Saccharomyces cerevisiae,

principal género.

A constituicdo das leveduras € muito varidvel, em geral, com predominincia de
carboidratos e em menor propor¢do, de proteinas e gorduras. A levedura S. cerevisiae, obtida
no processo de fermentacdo de cana-de-acucar € a mais difundida comercialmente no Brasil.
Outras matérias-primas de origem vegetal tem sido exploradas com a mesma finalidade,
principalmente na producao de dlcool combustivel.

Algumas espécies se reproduzem por divisdo bindria a semelhanca das bactérias.
Aquelas que ndo apresentam um processo de reproducdo sexuada, sdo chamadas pseudo-
leveduras e sdo classificadas como Fungi imperfecti (THORN & REED, 1991). O processo
mais comum de reprodugdo assexuada € o brotamento, desenvolvendo-se principalmente na
fermentagao alcodlica, do qual resultam células-filhas inicialmente menores que a célula mae.

Apresentam membrana celular bem definida, pouco espessa em células jovens e rigidas em

células adultas. Na Figura 3 pode-se observar essas particularidades das leveduras.

E
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Célula filha

t -

Cicatriz do broto/

Célula mae
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Figura 3 - Visualizacdo do brotamento da levedura
Saccharomyces cerevisiae Fonte: LOPES (2005)

Ambas se reproduzem por brotamento, ou seja, ha formacdo de um broto ou uma célula
filha durante o tempo de geracdo. A medida que ocorre o rompimento da célula filha, hd
formacdo de uma cicatriz na célula mae. Em média, uma célula mae é capaz de produzir 16

brotos, deixando cicatrizes decorrentes de reproducdes sucessivas.

2.1.44  Crescimento de Leveduras: Parametros cinéticos

Em geral, as leveduras quando em reproducao apresentam um comportamento semelhante
a uma expressdo de ordem geométrica (MORETTI, 2006). Numericamente, o crescimento
populacional microbiano genérico, pode ser representado pela seguinte progressao:

1:2:2%2%.0%:2%. .n

A reproducao celular resulta da duplicacdo de sua massa que estd associada diretamente a
um tempo de geracdo ou de duplicacdo. A base 2 usada € porque se trata de reprodugio
bindria, isto €, cada célula produz duas a cada instante. Uma fermenta¢do consiste de n
tempos de duplica¢do, podendo ser expresso tanto em nimeros de células quanto em massa
celular ou biomassa, conforme pode ser visto na Figura 4, por meio do processo de divisdo

por mitose, cuja reproducdo estd ligada as seguintes expressoes:
No:2No:2*No:2°No ...:2"No Populacdo microbiana 2" No =N (1)

X0:2X0:2°X0:2* X0 ...: 2" Xo Biomassa: 2" Xo=X 2

@+ &0 @o«@qu“"

Figura 4 — Reproducao celular por Mitose. Fonte: MORETTI (2006)
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Inicialmente, a célula original (G;) absorve os nutrientes necessirios para o seu
crescimento que, leva a geracdo da célula-filha (S) e em seguida, quando esta atinge o
tamanho ideal desliga-se da célula-mae, por um processo de divisao celular (M) conhecido
por mitose. O tempo necessdrio para que uma levedura duplique a sua massa celular, em
média, leva de 1 a 1,5 hora. Esse periodo corresponde ao tempo de duplicacdo ou tempo de
geracdo. Portanto, numa fermentagdo, a levedura até alcancar a sua concentracdo maxima,
passa por vérios tempos de duplicacio ou tempos de geracdo. Portanto, o tempo de
fermentagdo corresponde a n tempos de geracdo ou de duplicacdo, representado como sendo t

= n.tg.

As equagdes (1) e (2) representam o crescimento microbiano, em nimero de células e em
biomassa ou massa celular, onde as células, crescem em uma velocidade inteiramente

exponencial, podendo ser expressa por:

InN=nln2+InN, ou N = No exp"'
InX =t/tgln 2 + In X, X = Xo.exp''.

Tanto a velocidade especifica quanto o tempo de duplicacdo tem algo a ver com a
produtividade em células, porque esta aumenta a medida que o tempo diminui, segundo
CONO & ASAI (1990). Cineticamente, pode-se deduzir que o tempo de duplica¢do da massa
celular estd intimamente ligado com velocidade especifica de crescimento, quer seja de

leveduras selecionadas ou selvagens.
Na pritica, a velocidade especifica é inversamente proporcional ao tempo de duplicagio.
Quanto maior a velocidade especifica de crescimento, menor serd o tempo de geragcdo e

conseqiientemente, menor serd o tempo de fermentacdo. Portanto, quanto menor o tempo de

duplicagdo tanto maior serd a produtividade.

2.1.4.5 Importancia do Oxigénio na Producdo de Leveduras

O oxigénio atua fundamentalmente nos processos de fermentagdo como substrato

limitante, isto €, o processo fica limitado em fun¢do da necessidade metabdlica da célula.
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Todos os organismos vivos, indistintamente utilizam oxigénio (na forma molecular ou através
de compostos oxigenados) e eliminam o didéxido de carbono através do processo de
respiracdo. Vdrios autores (FARIA et al. 2002; TAUK & GAMBALE; 1982) mostram

claramente a importancia do oxigénio no metabolismo microbiano.

Os efeitos decorrentes das interacdes microbianas sdo perfeitamente perceptiveis nos atuais
processos de fermentacdo, onde este elemento é imprescindivel e vital, sem o mesmo o
crescimento torna-se lento. Basicamente, funciona como uma espécie de acelerador do

crescimento microbiano.

E usual classificar esses processos através das vérias interagdes entre o oxigénio e os
microrganismos. Nenhum organismo parece ser indiferente ao oxigénio embora alguns deles
se comportam como facultativos, em relacdo a sensibilidade ao oxigénio livre. Nas
fermentagdes, o oxigénio € primeiramente absorvido na fase liquida passando depois para
dentro da célula na cadeia respiratéria, sendo incorporado a biomassa. A participacdo de

oxigénio na respiracao ocorre particularmente com processos em aerobiose.

2.1.4.6 Funcgodes especificas do oxigénio — Processo de respiracao aerébico

¢ Receptor de elétrons
Dentre as fungdes mais especificas, o oxigénio pode ser melhor compreendido com base
no conceito de receptor de elétron. No interior da célula, hd uma categoria de substancias
cujo papel € o transporte de hidrogénios. Essas substincias, na respiragdo, retiram hidrogénios
do “combustivel” celular, a glicose, € os cedem ao oxigénio. CHAUD & SGARBIERI (2006),
explicam que nessa fase, o hidrogénio € liberado em vérios momentos, combinando-se com o

oxigénio do meio, que forma 4gua e libera energia.
¢ Regulador do metabolismo fermentativo
O mecanismo de indugdo por oxigénio estd diretamente ligado com bases de DNA (4cido
desoxirrinucleico) onde o oxigénio molecular parece ser indispensdvel a levedura. Ao mesmo
tempo, o oxigénio pode ter uma a¢do mutagénica ou toxida, conforme POSIGATE (1981).

Nas fermentagdes, o oxigénio pode provocar mudangas metabdlicas drasticas sobre alguns
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amino-acidos, principalmente o dcido glutamico.

Portanto, as células quando expostas a concentragdes varidveis de oxigénio comportam-se
diferentemente e, este elemento atua como agente toxico no cultivo aerébico. A experiéncia
tem mostrado que alguns microrganismos quando expostos de forma prolongada ao oxigénio
a pressoes superiores a atmosférica (2<atm<10) exerce efeito mutagénico. Este efeito foi
observado no cultivo de Escherichia coli. O oxigénio afeta diretamente o metabolismo

fermentativo, podendo funcionar como indutor ou, ao contrério, como repressor

Por outro lado, a altas taxas de aeracdo, o crescimento de células e o consumo de substrato
sdo lentos, embora a demanda de oxigé€nio seja satisfatoria. O sistema microbiano

parcialmente inibido contribuindo para formacgao de quantidade reduzida de produto.

¢ Controlador de potencial de oxi-reduc¢ao (Redox)

Estudos realizados em processos de fermentacdo, pressupondo baixa a concentracdo de
oxigénio dissolvido, mostram que o oxigénio atua como oxidante. O potencial de oxi-reducao
¢ alterado devido a variacdo das atividades metabdlicas que ocorre com 0 microrganismo
durante a fermentacdo. Em cultivos anaerébios e facultativos, o potencial [E] pode ser usado
como controlador da varidvel de aeracdo na condi¢do de substrato limitante, isto é, o

crescimento limitado por oxigénio, quando ocorre excesso desse elemento no processo, (

ESTRELA & PECORA, 2003 ).

e Gerador de energia

Nos sistemas microbianos, especialmente nas fermentacdes, o oxigénio atua segundo
CRUEGER & CRUEGER, (1997), como gerador de energia basicamente em duas etapas:
a) por meio de reacdo bio-termoquimica, gerando energia calorifica decorrente dos
combustiveis bioquimicos celulares, a exemplo da glicose.
b) sintetizando substincias ricas em energia, conhecidas respectivamente como ATP
(Trifosfato de adenosina) e ADP (Difosfato de adenosina). Estas substancias armazenam de
energia proveniente da célula. A reacdo de biossintese do processo de respiragdo,

amplamente conhecida, é dada por:
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C(,H120(, + 602 organismo >6 COZ + 6H20 + Energia (38 ATP) (3)

Processo de respiracdo aerébia

Isso mostra que h4 liberacdo de grande quantidade de energia quando o oxigénio reage a
glicose. Além do substrato que é consumido, a umidade e temperatura sio fatores que afetam
o processo aerébico. O mecanismo de degradacdo consiste de descarboxilacdo, ou saida de
CO; , remocgao de dtomos hidrogénios da glicose e por fim oxidac¢do da cadeia respiratdria. A

degradacao da glicose ocorre tanto no processo de respiracdo como no de fermentacao

¢ Controlador da membrana permeavel da célula

O transporte ativo € uma expressdao genérica usada para indicar a maneira de transferir
substancias e/ou nutrientes via osmose ou por difusdo. Em células vivas, principalmente
leveduras, os nutrientes, passam através da membrana celular, que utiliza o transporte ativo,
que fica melhor compreendido dentro do conceito da termodindmica (energia livre). Em
geral, a membrana celular é altamente seletiva e por conseguinte, controla o processo de

permeabilidade.

2.1.4.7 Suprimento e demanda de oxigénio — Processos aerados e agitados

O oxigénio € um dos fatores que afetam diretamente os sistemas biolégicos que envolvem
crescimento microbiano. Este elemento atua como nutriente. As leveduras e fungos em geral,
incorporam oxigénio molecular através de dcidos graxos e esterdis na formagdo de sua

biomassa.

Nos sistemas de produgdo em aerobiose, o ar € distribuido no meio com o auxilio de um
compressor. O oxigénio no estado dissolvido passa a interagir diretamente com o0s
microrganismos através da troca de oxigénio que ocorre na area de interface. O fluxo de
massa por unidade de tempo exige conhecimento sobre o conceito de transferéncia de massa.
Nesse caso, torna-se dificil obter um valor preciso da drea de interface assim como as
correlagdes que envolvem troca de massa. Esse fato faz com seja introduzido o conceito de
area interfacial por unidade de volume de liquido, representada por a que € conhecida como

area especifica, (A/V). O fornecimento de ar resulta em um suprimento de oxigé€nio, cuja
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velocidade pode ser expressa pela seguinte equacao:

dC/d¢ =kra (C*-Cp)  ==---- » Suprimento 4)

onde o ki, representa o coeficiente de transferéncia de oxigénio na fase liquida, o qual esta
associado a drea especifica e, este produto (kpa), em bioengenharia, € considerado como se
fosse uma tunica varidvel. O segundo membro representa as concentracdes, onde C* é a
concentracdo de oxigénio na fase liquida, que estaria em equilibrio com a quantidade de gas

existente na fase gasosa e C. € a concentragdo média de oxigénio dissolvido na fase liquida.

A velocidade de respiragdo, em relacdo a disponibilidade de oxigénio no meio, é
proporcional a concentracdo de células presentes nesse instante. Dentro dessas consideracoes,
pode-se estabelecer um balango material para o oxigénio. O oxigénio € fornecido através das
bolhas onde boa parte € consumida devido a respiragdo das células. Em regime permanente,
quando o fornecimento de ar é constante, a quantidade de oxigénio dissolvida no liquido, deve
ter um suprimento igual a demanda. Nesse caso, o suprimento de oxigénio torna-se igual a
demanda, pois neste caso, estd em perfeita sintonia com a necessidade das células. Isto ocorre

quando a taxa de aeracdo (= Qar/V) € constante.

Kra(C* - Cp) = k. Xy ----- » Suprimento = demanda %)

Caso contrdrio, se a velocidade de consumo de oxigénio pelas células for diferente da
velocidade com que o oxigénio € dissolvido, o regime deixa de ser estaciondrio, obedecendo o

balanco material que se segue:

dC/dg = Kpa(C* - Cy) - kX (6)

Esta equacdo representa o balango para o oxigé€nio, principalmente quando se utiliza
aeracdo mecanica, onde dC/d¢ € a velocidade do ar fornecido ao sistema; o produto Kia
(C*- Cr), o suprimento e o produto — k;.X,, representa a demanda de oxigénio, onde K, ¢é
uma constante de proporcionalidade conhecida como velocidade especifica de respiragdo ou
coeficiente de respiragdo celular e X, a concentracdo de células para o mecanismo de
metabolizacdo. A demanda compreende a necessidade de oxigénio dissolvido que as

leveduras precisam para exercer o seu metabolismo. O balanco para o oxigénio pode ser
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determinado mais facilmente por meio da taxa de aeracio (= Q,/V) expressa em volume de ar
por volume de meio por minuto, cuja unidade é conhecida como v.v.m. Essa taxa de aeracao,
diminui proporcionalmente com o aumento do volume a ser processado.

O comportamento dos microrganismos nos processos de respiracdo tem sido observado
diante da mudanca fisica causada no sistema pela disponibilidade de oxigénio dissolvido no
meio. Vérios modelos para o crescimento de microorganismos aerdbicos, na condi¢do de
fator limitante, tém sido reportados, durante as duas udltimas décadas, FARIA et al. 2002;

COOK;1994).

INETI/IBOTA (1997) trabalhando especificamente com Saccharomyces cerevisiae e
mostrou que, durante o periodo mais ativo da fermentacdo a concentracdo de oxigé€nio
alcanca, em média, 5 mg/litro. Diferentes modelos relativos a producdo de leveduras sdo
exemplificados, mostrando que a faixa de concentracio de oxigénio em funcdo do

fornecimento de ar estd situada entre 5 e 7 mg/litro (OTTO, 1985).

NOGUEIRA et al. (2005) mostram a importancia do oxigénio, nos processos aerados de
producdo de leveduras, destacando inclusive, uma das suas fun¢des mais importantes que é
como substrato limitante nos processos. Nesse trabalho, sdo citados vérios exemplos de
crescimento com leveduras da espécie Candida utilis, com bons rendimentos. Sob condi¢des
limitantes de concentra¢do, o oxigénio participa do processo interagindo com a massa de
células, onde a concentragdo de oxigénio dissolvido é fundamental para o crescimento da
biomassa. Este elemento atua tanto na forma gasosa quanto na forma de oxigénio dissolvido,

sendo este dltimo, de fundamental importancia para reproducao celular.

Embora, constitua apenas uma pequena parte da massa celular, o oxigénio torna-se um
elemento altamente importante e imprescindivel para o crescimento. Quando se trata de
crescimento de leveduras, quer seja do género Saccharomyces ou nio-Saccharomyces,

podem-se destacar algumas das principais fun¢des do oxigénio:

BRAZ et al. (1999) mostram o emprego de caldos naturais provenientes de frutos tropicais,
e propdem modelos para determinacdo de parametros cinéticos relacionados com a
participacdo do oxigénio como substrato limitante. Estes autores mostram ainda a influéncia
da agitacdo, oxigenacdo, pH, tempo e nutrientes sobre producdo de biomassa de Candida

guilliermondii .
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RIBEIRO & HORII (1999) desenvolveram trabalho correlato inclusive, com os mesmos
objetivos onde se fez destaque, prioritariamente as potencialidades das leveduras selvagens
de caldo-de-cana. Estudos direcionados para a producdo de leveduras, mostram a importancia
das varidveis operacionais da engenharia bioquimica, usadas nesse tipo de processo. O
suprimento e demanda de oxigénio assim como 0s processos com agitacio e aeracao sao
alguns dos temas mais explorados, (WANG et al. (1997). Na inddstria de fermentagdo, é
comum o uso dessas operagdes, principalmente na producdo de fermento. A aeracdo influi
tanto no crescimento celular quanto no consumo de substrato. Sem esta operacdo o
crescimento € lento. No producdo de fermento, sabe-se da importancia que tem essas

operacgdes, sem as quais nao se tem o rendimento desejado porque o crescimento € lento.

2.1.4.8 Processos de Fermentacao

O processo fermentativo é considerado um dos mais antigos métodos de preservagao de
alimentos. Este processo pode ser realizado por tecidos vegetais superiores, por alguns fungos
(Leveduras) e por algumas espécies de bactérias. Um agente microbiano muito utilizado pelo
homem ha vérios anos € o Saccharomyces cerevisiae conhecido popularmente como lévedo
de cerveja, espécie predominante na fermentagao alcodlica e que, em condi¢des anaerdbicas,
permite a fabricacdo de bebidas fermentadas e destiladas como vinhos, cervejas e

aguardentes.

DOBEREINER & BALDANI (2003) cita importante trabalho sobre a possibilidade de
aproveitamento dos recursos biomdssicos naturais na produ¢do de combustiveis bioldgicos ou

bioenergéticos a partir dos conhecimentos ja consolidados como a fermentagado alcodlica.

No Brasil, a fermentacdo do caldo de cana de agucar e sua posterior destilacdo produzem
dioxido de carbono e élcool etilico, por meio das destilarias anexas ou autdnomas, para fins

industriais, farmacéuticos e como alcool combustivel.
Dentro dessa linha, OLIVEIRA (2003) desenvolveu processo de producio de produgdo de
alcool usando bactérias ao invés de leveduras. Foi o primeiro processo de producdo nao

convencional usado no Brasil. Nesse processo, foi utilizado uma bactéria, a Zimomonas

xlvii



mobilis cultivada em caldo de cana, por meio da qual, se atingiu uma produtividade trés vezes
maior do que o processo de fermentacdo alcodlica tradicional que usa leveduras. Essa
produtividade se deve ao tempo de duplicacdo celular dessa bactéria que é extremamente
curto. Esta €, no momento, uma das principais bactérias produtoras de dlcool que se tem

informacao nos meios cientificos.

O catabolismo ocorre exatamente no processo fermentativo onde a glicose € transformada
por meio das leveduras. Os processos biossintetizantes, ao contrdrio, acontecem por meio de
anabolismo. Porém, tanto o processo de respiracdo como o de fermentacdo apresentam saldo
energético positivo. No processo de fermentacdo, o dlcool produzido contém pequena parte
da energia proveniente da célula. A fermentacdo libera menos energia do que o processo de
respiracdo porque na fermentacdo, a degradagdo da glicose € menos completa.

Contrariamente a respiracdo, a fermentacdo independe do oxigénio, embora nos dois

processos, o combustivel utilizado € a glicose.

A equacgdo global de desdobramento da glicose em dlcool e CO,, em um processo de

fermentacdo ocorre naturalmente com geracio espontanea de energia, conforme se segue:

CeH1206  --------------mmmmm - » 2CH3CH,OH + 2CO; + Energia (2ATP) @)

Zimase Processo de fermentacao

De forma global, pode-se representar a fermentagdo alcodlica pela equacido de Gay-Lussac
cuja relagdo estequiométrica mostra que 1 mol de glicose (180g) produz simultaneamente 2
moles etanol (92g) e 2 moles de diéxido de carbono (88g) com saldo positivo de energia

proveniente das células.

Na fermentacdo, parte da energia quimica da glicose continua armazenada no élcool, o
que lhe confere o poder combustivel, (HISS & BORZANI, 1993). A Figura 5 permite mostrar
o mecanismo de bio-conversdo de substrato nos seus produtos mais comuns, etanol e anidrido

carbdnico.
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Ambiente Extracelnlar | Ambients Inteazelular

Pruduln

Figura 5 — Mecanismo de conversdo de substrato em produto

durante o processo fermentativo Fonte: PANTOJA (2006)

No que diz respeito ao rendimento tedrico (Yp/s) sabe-se que a partir do fator
estequiométrico (0,511), obtem-se valor na ordem de 90 %, onde se estima que parte do

actcar metabolizado pela levedura seja desviado para gerar outros produtos.

Na fermentagdo alcodlica, sao formados paralelamente produtos como glicerol, aldeidos,
especialmente furfural, dlcoois superiores que sdo produzidos além do necessdrio para a

manutencdo celular (PANTOJA, 2006)).

Além desses produtos, pode ser encontrado nos vinhos, o acido carbamico, produto ainda
em estudos, por se tratar de um dcido que provém de mostos alcodlicos em geral, tratados ou

enriquecidos com uréia.

2.1.4.8.1 Producgdo de leveduras selecionadas: aplicagoes

O fermento, representa massa de leveduras, que sio seres vivos usados na transformacgdo do
acucar em alcool, durante a fermentacdo alcodlica. O uso mais freqiiente e importante do
fermento para o homem se relaciona com a fabricacdo do pdo. Trata-se de um produto

fermentado conhecido desde épocas muito remotas.

Na massa, a farinha ¢ misturada ao fermento (“Fleischmann” - uma variedade de
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Saccharomyces) que fermenta por algumas horas e em seguida, ¢ deixada por algum tempo
em ambiente aquecido (THORN & REED;1991). O amido acaba sendo transformado em
dlcool e CO,, ocorrendo no processo, “recarregamento” dos ATPg das células do fermento. O
gés carbdnico (CO;) faz “crescer” a massa do pao, formando dentro dele um sem numero de

alvéolos (camaras) que se mantém apds o cozimento.

De todos os ingredientes usados em panificacdo, a levedura é o mais sensivel, pela
influéncia que exerce sobre as condicdes ambientais do processo. As leveduras sdo muito
valorizadas como fontes produtoras de enzimas e de outros produtos de interesse economico

relacionados com a biotecnologia moderna.

2.1.4.8.2 Leveduras como fonte de produtos quimico-biologicos

Além dos produtos obtidos a partir de sistemas de bioprodug¢des comerciais, como
fermento de panificacdo, combustivel e alimentos e bebidas, as leveduras sdo verdadeiras
fontes de produtos quimico-bioldgicos. Inimeros trabalhos tém mostrado a importancia das
leveduras na obtengao de produtos de interesse econdomico e cientifico, (NOGUEIRA et al

2005).

Uma caracteristica peculiar dos organismos € que eles se mantém vivos e se reproduzem de
uma geracdo para outra sem interrup¢do, por mecanismos puramente quimicos. Muitas
reacOes ocorrem no interior da célula, onde alguns exemplos desse fendmeno sido encontrados

nos microorganismos unicelulares, (GUTIERREZ, 1993).

As reacdes sdo catalizadas por enzimas que operam numa faixa de temperatura de 0° a
50°C sendo portanto, de 20° a 35°C a faixa ideal. Freqiientemente as enzimas sio reversiveis

de acordo com a lei de acdo das massas atribuidas ao sistema reativo.
Dentre os produtos bioquimicos provenientes de levedura podem-se destacar: enzimas e

dezenas de outras substancias associadas a biotecnologia avangada que tem sido atualmente

de grande interesse econdmico.

2.1.4.8.3 Principais enzimas extraidas de leveduras



Embora estejam catalogadas pouco mais de 2000 enzimas na Comissao Internacional de
enzimologia, atualmente, além das enzimas de origem vegetal, sabe-se que cerca de 70% a
80% das enzimas comerciais sdo obtidas ou extraidas de fontes microbianas, e uma das
principais fontes estd nas leveduras (HUGH, 1983). Desse total, apenas 30 delas tém
aplicag@o de cardter industrial ou em nivel de pesquisa. As leveduras sdo verdadeiras fontes
naturais desses produtos. As principais enzimas obtidas por leveduras sdo: invertase, maltase

e mais destacadamente zimase.

A invertase converte sacarose em dextrose e a levulose e a maltase, converte maltose em
dextrose. Dextrose e levulose sdo agticares simples, os quais sdo diretamente fermentdveis por
leveduras. A Zimase por outro lado, por se constituir num complexo de enzimas, age sobre
actcares simples, convertendo-se em diéxido de carbono, dlcool e outras substancias com

sabores peculiares.

1. Invertase

Uma das reacdes mais comuns controlada por enzimas € a hidrélise. Um exemplo tipico de
hidrolise enzimatica € o da INVERTASE, classicamente conhecida como Sacarase ou ( D —
Frutofuranosidase que hidroliza a sacarose em frutose e glicose, invertendo a solugdo de
dextro para levo. Essa € uma enzima mais especifica da frutose. A invertase foi a primeira
enzima a ser estudada, que pode hidrolizar também a rafinose, frutose e melibiose. A inversao
da sacarose foi observada pela primeira vez em 1928, onde se pdde constatar cientificamente

o efeito da invertase, (PELLON. 1995).

Essa enzima € encontrada em vdrias cepas de leveduras, inclusive leveduras de panificacao
do tipo Saccharomyces cerevisiae, a qual acha-se associada na parede celular através de
manana — polissacarideo da frutose. A invertase aumenta a sua atividade junto ao crescimento
da levedura na presenca de manana (CHAUD & SGARBIERI; 2006). Processos relacionados

com a fermentacdo alcodlica t€ém mostrado a atividade dessa enzima.

2. Amilase
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Leveduras do género Endomycopsis notadamente da espécie fibuliger exercem um efeito
amilolitico extracelular sobre os carboidratos nos quais elas s3o suspensas.
CRAIG (1998) mostra que esse efeito € notado usando um sistema simbidtico no qual o E.
fibuliger converte o amido em aguicares simples enquanto ocorre o crescimento de Candida
utilis A cultura mista assim produzida é seca e usada como racdo animal. A amilase da
levedura pode ser usado de forma associada com células vivas. Este, € um processo utilizado

na Suécia, como trabalho pioneiro envolvendo cultivo misto.

3. Lactase

Outra enzima extraida de levedura € a lactase ou ( B— galactosidase que se forma quando
Saccharomyces fragilis cresce com aeracdo limitada, por um suprimento de nitrogénio
assimildvel. Preparacdes de Lactase parcialmente purificadas sdo empregadas na hidrélise de
lactose, produtos lacteos, sorvetes, leites fermentado e concentrados e ragdes animais

(QUAGLIA, 1991).

4. Outras enzimas de interesse para a industria de bio-processos.

Muitas outras enzimas tém estado presente nas leveduras. Trabalhos nessa linha, sdo
citados por ALLEN (1993 ), porém algumas tem tido interesse puramente académico, em
conexao com pesquisas desenvolvidas sobre mecanismo metabdlico intracelular. Enzimas
comercialmente importantes acham-se disponiveis em pequenas quantidades para fins de

pesquisa e de uso na medicina.

As enzimas tém grande aplicacdo na moderna Engenharia enzimdtica quando se deseja
planejar um produto com qualidade total associado as exigéncias de mercado. Incluem-se
entre outras, algumas enzimas conhecidas no meio cientifico e catalogadas no momento,
como a fosfatase, a hidrogenase a alcool-desidrogenase, a glicose 6 — fosfato-desidrogenase,
a glutationato redutase e a hexoquinase. Essas enzimas tém fungOes especificas nos mais

variados processos industriais.

2.1.4.8.4 Produtos da biotecnologia avangada de leveduras
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1 Transportadores de fosfato e hidrogénio

A transferéncia de hidrogénios ocorre na célula a partir de determinadas substancias como
a Nicotinamida Adenina Dinucleotideo nas formas oxidada ou reduzida (NAD e NADH,) e
Flavina Adenina Dinucleotidio (FAD e FADH,).
Estas substancias sdo excretadas da Saccharamyces cerevisiae pelas mesmas técnicas usadas
por outros nucleotideos conhecidos. As coenzimas de transferéncias de fosfato incluem o
fosfato de uridina, citidina e guanosina, particularmente o di e tri-fosfato de Adenosina (ADP
e ATP). Estas substancias sdo amplamente conhecidas como armazenadoras de energia dentro
da célula, cujo metabolismo faz com que sejam transferidas para os produtos a exemplo do

etanol, (ROBINSON, 1997).

2. Carreadores de radicais organicos

A Saccharomyces cerevisiae € também a principal fonte co-enzima-A, que € altamente
importante como transportadora de radicais do tipo acetil, succinil e malonil usado nas
reacdes metabdlicas que ocorre dentro da célula viva, segundo BRAZ et al. (1999). A acetil-

Co-A € uma coenzima de uso muito importante na produgdo de acido acético.

3. Acidos Nucléicos e derivados

As leveduras contém 4cidos ribonucléicos (RNA) e desoxirribonucleicos (DNA) que sao
compostos derivados de pentoses e bases nitrogenadas, conforme os seguintes componentes:
D - ribofuranose purinas, adenina e guanina, e as pirimidinas, citosina e uracil, (WINTER &
WINTER; 1989). Os acidos nucléicos sdo os principais constituintes da célula. Neles, estdo
contidas as informagdes genéticas que identificam e caracterizam a célula, as quais sao

transferidas para as células filhas no processo de reproducao.
Atualmente, os 4cidos nucléicos t€ém uma importancia biotecnoldgica muito grande, pois

os mesmos sdo largamente utilizados em processos avangados que envolvem a engenharia

metabdlica, e em especial, a engenharia genética.
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A Figura 6 apresenta a estrutura do DNA da levedura Saccharomyces cerevisiae.

Figura 6 - DNA da Levedura Saccharomyces cerevisiae

Fonte: LOPES (2005)

Trabalhos recentes, com isolados de leveduras do género Saccharomyces, tem sido
exaustivamente pesquisados por RAMALHO NETO (2005) com o DNA cromossémico de
uma levedura padrdo com a finalidade de classificar geneticamente  espécies com alto

potencial de producdo de dlcool, em usinas e destilarias do Estado de Alagoas.

Os 4cidos nucléicos encontrados nas leveduras de panificacdo e de cerveja t€m em média,
8% de peso seco. MOSHY, (1987) mostra que eles sdo obtidos por adi¢do de dlcalis seguido
de neutralizacdo imediata e o precipitado € filtrado por via 4cida. Os s6lidos sdo submetidos a
lavagem e novamente dissolvidos e re-precipitados e podem estar presentes como 4cidos

livres ou convertidos em sais de cobre, ferro ou magnésio.

4. Proteinas

De acordo com QUAGLIA (1991) quase metade de peso seco de Levedura consiste de
proteina, que € incorporada em muitas enzimas vitais para o processo. Do ponto de vista
nutricional, a proteina € provavelmente o mais importantes componente da célula. Sdo obtidas
através de técnicas especiais que tornam o produto floculado por secagem em atomizador de

ar.
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5. Aminoacidos

As proteinas sdo complexos que contém aproximadamente 20 amino-4cidos diferentes, os
quais sdo obtidos por hidrdlise de Levedura. Uma fonte comum de amino-dcidos estd no

creme de I€vedo proveniente da cerveja, segundo HUGH, (1983).

Os amino-4cidos sdo sintetizados intracelularmente, formando o chamado pool de amino-
acidos. Essas consideracdes foram estudadas por LOPES et al. (2005). A priori, os amino-

dcidos constituem as unidades que formam as proteinas.

6. Lipideos

Esta classe de componentes normalmente envolve apenas 3% do peso seco de levedura,
porém algumas espécies como Rhodotorula gracilis e Torulopsis lipofera, crescidas sob
condicdes especiais e alimentadas com nitrogénio e fosfato podem conter pouco mais de 70%

de glicidios.

Leveduras Nao-Saccharomyces como Endomycopsis vernalis, Ouspora lactis e outras
leveduras de interesse industrial tem sido usadas com sucesso em processos de fermentacao,

segundo GUTIERREZ (1993).

7. Vitaminas

As leveduras de padaria e de cerveja também sdo constituidas de verdadeiras fontes de
vitaminas. Estas, representam fatores de crescimento cujas faixas de concentracdo sao
expressas em peso seco[pg/g], que pela ordem de importancia, destacam-se: tiamina (5-100);
riboflavina (25-80); miacina (150-180); &cido pantonténico (50-250); piridoxina (20-100);
inositol (2500-4500); acido félico (10-50); acido p-aminobenzoico (10-150) e colina (4000-
6000). As trés primeiras, sdo altamente necessdrias na nutricdo humana, porém as demais,
estdo mais intimamente ligada ao metabolismo microbiano.

As faixas de concentragdo mencionadas foram estudadas por BARBOSA (2006). Pela
ordem de importancia dos componentes bioquimicos o fermento bioldgico, tem sido incluido
atualmente no programa de medicamentos alternativos, conforme pesquisa desenvolvida por

pesquisadores do Centro Regional de Especialidades da Universidade Federal do Parana —
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Curitiba.

Foram desenvolvidas experiéncias inéditas com fermento biolégico no tratamento dos

efeitos colaterais da AIDS, conforme citacdo feita por NASSER (1993).

O “Leucovorin” é um medicamento indicado no combate a anemia, € que no momento,
estd sendo substituido por um produto natural, o fermento biolégico resultante do processo de

producdo biotecnolégica de cana de actcar.

O fermento de panificacdo € constituido de componentes nutricionais, alem de outros
produtos de grande importdncia como a vitamina Bj,- o 4cido félico, substancia que
representa o principio ativo daquele medicamento. Ainda ndo hd comprovagdo cientifica de
sua eficdcia, porém testes em nivel experimental com fermento, t€ém surtido efeito que

promete alguma esperanga na drea de saide humana e animal (PALLONE et al. 2006).
8. Carboidratos

Parte da reserva e estrutura das leveduras € constituida de carboidratos, principalmente
glucana, manana, glicogénio e trealose que ocorrem em todas as células.
As fosfomananas, por exemplo, sdo produzidas por algumas espécies de leveduras do género
Hansenul. , (OTTO, 1985), mostra a produgao de polissacarideos, como por exemplo, o
Zimosano que tem uso clinico, que sdo formados por algumas linhagens de leveduras Esta é,
uma das dreas de maior importincia da biotecnologia de leveduras, onde se destaca a
influencia da membrana celular, na qual se acham presentes os biopolimeros da glicose e da

frutose.

2.4 Desempenho de Leveduras Selvagens com Potencial de Produgio de Alcool
As leveduras, especialmente as selecionadas representam verdadeiras fontes de produgdo
de alcool e de outros produtos de interesse para a economia.
As potencialidades de producgdo, estdo intimamente ligadas com o meio de fermentacao.
Além das leveduras disponiveis em micoteca e cole¢des de culturas, bem como as comerciais,
existem também aquelas que sdo produzidas nas proprias unidades de producdo. Além das

leveduras selvagens, sdo usadas as selecionadas e puras, pois ambas, tém propriedades
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alcoolgénicas. RIBEIRO & HORII (1999) trabalhando com fermentagdo natural, destacam as
potencialidades das leveduras selvagens, assim como o desempenho destas em meio a base de
caldo de cana. Esses estudos tém sido desenvolvidos com o objetivo de efetuar testes
comparativos em relacdo ao fermento prensado comercial. Além do fermento, o mais
conhecido produto de excrecdo por células de levedura € o etanol, largamente usado na
fabricacdo de bebidas, alimentos, produtos farmacéuticos, em perfumes, solventes, etc.

Segundo os mesmos autores, os testes sao feitos em func¢do da formagao desse produto.

Dentro deste contexto, o caldo de cana-de-agicar € uma excelente fonte de leveduras
naturais, nativas ou selvagens conforme citacdo de PUGLIA, (2006). Geralmente, quando os
aclcares sdo fermentados por leveduras, quer sejam naturais ou selecionadas, o CO; é
excretado aproximadamente na mesma proporcao que o etanol. Como hd uma quantidade
considerdvel de diéxido de carbono produzido nas grandes destilarias, devido a sua
importancia na industria quimica, tem se adotado métodos que resultam no seu total
aproveitamento. Partindo de processos unitdrios, o gas passa por sistemas de purificacdo para
remover os gases indesejdveis uma vez que estes estdo sempre presentes em baixas
concentragdes. A seguir, sdio comprimidos por pressurizacdo e enfim, coletados para venda

comercial na forma de gelo seco, muito usado na extin¢ao de incéndio.

Todavia, sabe-se que o dlcool de petréleo, considerado de uso ndo potdvel, também ¢é
produzido em grande propor¢do, porém o obtido por via biolégica ou mais precisamente por
processo de fermentagcdo, por motivos 6bvios, sdo recomenddveis para uso em alimentos e

bebidas, segundo OWEN (1996)

Em contrapartida, com a expansdo do Programa Nacional de Alcool, a cana-de-agiicar é
uma cultura bioenergética importante que passa a assumir uma parte considerdvel da
economia do pais diante da atual politica de combustiveis liquidos. Isto se deve a sua alta
eficiéncia na producdo e acimulo de sacarose.

Para a produgdo de élcool OLIVEIRA, (2003) mostra a importancia do uso de novas
linhagens, selecionadas e isoladas a partir de meios naturais, nos processos de fermentacao

alcodlica.

2.5 Tipos de leveduras
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Segundo OSZLANYL (1980), a levedura € o tnico microorganismo usado comercialmente
em larga escala, como fonte de dlcool ou como produto de forragem. As leveduras puras
acham-se disponiveis, em geral, em colecdes de cultura com grau pureza confidvel. O
fermento, no sentido cientifico, € constituido de um microrganismo vivo que se reproduz na

presenca de acticares fermentdveis.

Além das culturas puras para uso especifico em pesquisas, acham-se disponiveis, no
mercado em diversos estados fisicos, tais como: levedura granular, levedura comprimida ou
prensada (tablete) e levedura seca ativa (THORN & REED; 1991) sendo esta tdltima

processada por secagem direta.

2.6.1 Levedura umida ou fermento timido - Ao término da fermentacdo, as células
sedimentadas sdo separadas por filtracdo ou centrifugacao, formando o creme de leveduras ou
creme de 1€vedo. O creme assim obtido, com um teor de dgua entre 68 a 70% € prensado e

extrusado sendo comercializado em tabletes.

2.6.2 Levedura seca ativa ou fermento seco - Em escala comercial, a producdo de LSA
como ¢ conhecido, € feita a partir de caldo ou melagco de cana de agicar, em separado, ou os
dois juntos, onde a levedura encontra um ambiente propicio para se propagar dentro de
condi¢des Gtimas de crescimento. E uma outra linha de fermento comercial que consiste
basicamente de uma operagdo de secagem na massa celular, de tal forma que o produto final
mantenha ao mesmo tempo, viabilidade compativel com o seu uso e atividade microbiana

para determinados processos.

A estabilidade da levedura seca (fermento seco) € adversamente afetada pela umidade
atmosférica e pela alta temperatura, o que recomenda ser preservado em ambiente seco e de
preferéncia, esterilizado (MORITZ, 1980).

A possibilidade de deterioragdo e/ou decomposi¢do microbiana cessa em ambientes com
umidade relativa menor que 60%. Ao passo que as bactérias sao em geral, mais exigentes
quanto a disponibilidade de 4gua livre quando comparadas com as leveduras e bolores. A
secagem tem como principal finalidade remover a dgua intracelular através da membrana e
parede celulares. Nesta operacdo, torna-se necessirio o devido cuidado para evitar danos na

membrana celular ou no equipamento enzimdtico intracelular, pois estes efeitos podem
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reduzir a producio de gis, quando estes organismos sdo postos em operacdo, (HUMPHREY,

1991).

O tempo de secagem varia entre 3 e 6 horas, tempo suficiente para alcangar o teor de dgua
ideal para tornar o produto pronto para ser comercializado. A levedura seca € obtida a partir
do fermento prensado com um teor de umidade aproximado de 70%, e chega ao final do

processo dentro de uma faixa de 3 a 8% de teor de umidade.

COLUCCI (2004) em seu trabalho sobre a produ¢do de leveduras instantaneas, mostra que
o principal objetivo desse processo é manter as células com atividade fermentativa e
viabilidade celular dentro das exigéncias e especificacdes para uso em processo. Este autor
relata os principios de como proceder desde a pesquisa até a implantacdo dos processos

biotecnoldgicos.

2.6.3 Levedura Seca por liofilizacio - fermento liofilizado

A grande vantagem desse processo ao desidratar um material biolégico € manter as
caracteristicas fisioldgicas originais, permanecendo todas as reservas nutritivas e bioquimicas
no produto final. O fermento bioldgico se presta muito bem a esse tipo de processo. A
importancia da liofiliza¢do na producao de leveduras estd ligada a manutengdo da viabilidade
celular assim como a estabilidade do fermento. Na verdade, esses processos surgiram das
dificuldades encontradas pelo médico e cientista inglés Alexander Flemming em 1929 ao
separar a penicilina do meio de cultivo utilizado, cuja substancia era produzida por fungos.
Isto fez com que outros cientistas da Universidade de Oxford, Inglaterra, apds laboriosas e
exaustivas pesquisas, encontrassem uma solucao para o problema, quanto ao modo de extrair,
concentrar e purificar aquele produto. Esse método complexo recebeu o nome de Liofilizacao,
que consiste basicamente, em desidratar determinadas substancias por meio de evaporacdo em
vacuo a baixas pressoes e temperaturas. As condigdes impostas ao sistema faz com que a dgua
que abandona o produto o faz por sublimagdo sem danificar as delicadas ligacdes quimicas e,
ainda assim, ndo afetam a estrutura original que constitui o produto, a ndo ser apenas a

remocao de agua, (SCHUCH, 2005).

A liofilizacao objetiva estabilizar ndo sé fermento como alimentos por meio das diversas

operagdes que o material € submetido durante os processos de congelamento, sublimagao,
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secagem a vacuo, sob condi¢des controladas. Esse processo acontece quando a dgua pura
atinge o limite superior de temperatura que é de 0° C a uma press@ao maxima de 4,58 mmHg.
Estas condi¢Oes de temperatura e pressdao correspondem ao ponto triplo da dgua onde ocorre
equilibrio das fases sélida, liquido e vapor. Portanto, em qualquer condicdo abaixo desta

maxima indicada, o fendmeno ocorre.

A rigidez estrutural do produto é um fator importante que depende do congelamento
efetuado antes da sublimacdo da dgua. Em geral, a estrutura resultante do produto € vista

como uma matriz porosa, constituida dos sélidos do produto.

Em muitos casos, dependendo da temperatura do processo, sdo arrastados junto com a
umidade, vapores diversos. Esse tipo de secagem é uma das operacdes industriais mais
usadas, tanto para o acabamento final ou equilibrio da umidade prépria dos diversos materiais
processados com ar ambiente, como para a sua melhor conservacdo, como é o caso dos
cereais, dos alimentos e das culturas microbianas, segundo BAGUENA & MARTINEZ-
ANAYA (1983).

Atualmente, o processo pode ser aplicado a outras situagcdes como, por exemplo, a
producdo de sorvete de gelo seco usado na comida dos astronautas. E também comum e
conveniente para aqueles que exercem atividades nas regides montanhosas no Nepal e na
India, porque o peso reduzido permite que carreguem mais alimento e possa reconstitui-lo
com a dgua disponivel no local. Portanto, é um processo de desidratacdo usado basicamente
para preservar produto perecivel ou tornd-lo mais conveniente para o transporte (PODLECH,

1996).

O fermento umido depois de centrifugado, com teor de dgua de 70% € submetido a uma
liofilizacdo que tem demonstrado ser um método mais eficiente, (PARK et al. 2007). O
produto a ser liofilizado, € antes congelado pela exposicdo de uma corrente de ar frio. A
seguir, a 4gua do produto é removida depois de sofrer sublimacdo em um camara de vacuo,
sendo retirada da mesma através de uma bomba. A liofilizagdo causa menos danos ao produto
do que aqueles que usam secagem direta, onde o produto final apresenta maior estabilidade e
alta qualidade quando comparados com a secagem convencional. Comparado a outros
processos de desidratacdo, a liofilizagdo € uma das operagdes de maior controle de umidade

porque grande parte da dgua € removida por sublimacdo. A figura 7 contém o diagrama tipico
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de um processo de liofilizacao

A
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T

Figura 7 - Diagrama tipico de uma liofiliza¢do. Fonte: PARK (2007).

Emum diagrama de fase tipico, o limite entre o gas e o liquido funcionam do ponto triplo
ao ponto critico. A liofilizag¢ao (seta azul) traz o sistema em torno do ponto triplo, evitando a
transicdo direta do liquido para o gés vista na secagem ordindria(seta verde). Portanto, esta
operagdo, na pratica, tem duplo objetivo: manter as caracteristicas das células de leveduras
(Fermento) fisiologicamente inalteradas e a preservar a viabilidade celular por longo periodo.
O fermento liofilizado apresenta uma grande vantagem em relagdo ao fermento tmido. A
liofiliza¢do € uma das técnicas de conservacdo de microrganismos mais eficientes e seguras,
porque as células podem, a qualquer momento, ser re-hidratadas e reativadas em um novo
meio de cultivo sem o menor risco de contaminacdo. Em relacdo a conservagdo de leveduras
por liofilizacdo, DELAZARI et al. (1992) demonstrou a eficiéncia desse método em fungao

do tempo de estocagem, comparado com outras técnicas de preservacgao.

2.6 Viabilidade celular em cultivo de leveduras

z

No término da fermentacdo, a biomassa ou fermento € separado por centrifugacdo ou
filtracdo, consideradas operacOes importantes e indispensdveis no processo de separagdo,

conforme GAMBRINI (1997). O fermento umido obtido depois dessas operagdes, em geral, é
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submetido a técnicas de padronizagdo com o objetivo de manter a pureza e estabilidade

celular  de modo que o produto final atenda as especificacoes exigidas.

Atualmente, o estudo das técnicas de contagem celular € de suma importincia para o
acompanhamento do processo. Procedimentos desenvolvidos por NOBRE et al. (2007)
mostram como manusear e quantificar células em placas de Petri a partir de semeadura da
cultura pura. A metodologia de contagem direta ao microscépio tem sido usada para avaliar a

viabilidade celular.

FREGUGLIA & HORII, (1998) realizaram estudos de avaliacdo da viabilidade celular de
Saccharomyces cerevisiae em cultivo misto com Lactobacillus fermentum que se constitui no

principio bdsico de contagem direta ao microscopio.

Por outro lado, REINA (2003) apresenta técnicas mais direta de contagem de células
através de camara de Neubauer. A cimara de Neubauer € o mais simples instrumento usado
para contagem de células. Trata-se de uma camara espessa provida de uma parte central que
ao ser ligada, a objetiva apresenta um campo com cerca de 25 quadradinhos, cada um dos
quais, possuindo 16 pequeninos quadrados. Portanto, o campo de contagem comporta uma

area restrita de 400 quadradinhos, nos quais as células ficam expostas para quantificac¢do.

A metodologia de contagem € usada para determinar a viabilidade celular, e geralmente,
tem sido feita com o uso de corantes adequados. O azul de metileno € utilizado como corante
preferencial, pela sua especificidade em relagio a membrana celular que é altamente
seletiva. Esta membrana, no entanto, permite ou ndo a passagem deste corante. Todavia,
outros corantes também tem sido utilizado como Trypan azul e o azul violeta. Os corantes
usados nos testes de Gram s3o mais especificos para bactérias. Nesta pesquisa, estes testes
ndo foram levados em consideracdo pelo fato das bactérias Gram-negativas e Gram-positivas
serem recomendadas para processos microbiologicos mais especificos. Trabalhos pertinentes,
mostram estudo comparativo da eficacia de corantes usuais na viabilidade celular. STEPHEN
(2005). A viabilidade celular representa, o percentual de células vivas em relagdo ao total da

populacdo presente na suspensao.

2.6.1 Emprego de Técnicas de Preservacdo de leveduras
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Muitas universidades e laboratérios de pesquisa mantém colecdes especificas de grupos
microbianos. A manutengdo e preservacdo de culturas puras de leveduras pode ser feita de
véarias formas, dentre as quais: a) Manter em agar inclinado e em geladeira com repiques
periddicos, o que exige renovacdo das células em meios novos a cada 4 meses; b) Cultura
seca mantida em silica ou sob camada de 6leo mineral. ¢) Cultura liofilizada mantida em
ampola; d) Criopreservagao de culturas puras em invélucros adequados. Este método requer o
uso de ultra-congelador a —80°C. Ultimamente, substincias crioprotetoras vém sendo

largamente utilizadas com o objetivo de assegurar uma maior viabilidade (MARIANO, 2006).

Ainda dentro desses métodos, HICKEY (1980) também realizou estudos de conservacao
de leveduras usando sorbato em spray como forma de protecdo desses microrganismos.
Dentre os fatores a serem considerados em um processo de conservacao, destacam-se: o tipo

de célula, idade da cultura, concentracao celular e condi¢cdes de cultivo.
H4 outras técnicas ndo menos importantes e usadas amplamente nas instituicdes de

pesquisas € nos meios empresariais, como a preservacdo em meio sélido, 6leo mineral, d4gua

destilada estéril, congelamento em glicerol a -70° C e secagem em silica_gel (SETTE, 2003).
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3. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido nos Laboratérios de Biotecnologia e Tecnologia de
Alimentos do Nicleo de Pesquisa e Processamento de Alimentos — NUPPA da Universidade

Federal da Paraiba e na Universidade Federal de Alagoas.

As etapas de producdo do fermento biolégico acham-se contidas no fluxograma da

=

=

Figura 8.

=

Figura 8 - Fluxograma de Producdo do Fermento de Algaroba.
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Descricao do processo produtivo:

Selecdo da vagem — apés a colheita, a primeira etapa do processo consistiu na selecdo e
caracterizacdo das vagens a partir de amostragem da regido do semi-drido. Depois de
acondiciond-las adequadamente evitando sempre que possivel, contaminacdo por parte de
microrganismos e perda de agucar, foi feita a analise quimica e fisico-quimica das vagens para

entdo dar inicio ao processo.

Trituracdo — A vagem foi triturada manualmente em pequenos fragmentos de
aproximadamente 1 cm, uma vez que a trituracdo mecanica, usando liquidificador industrial,
resultou no esmagamento da semente. Por esse motivo, foi recomendado posteriormente o uso

de moinho de martelo.

Embebicao — A vagem triturada foi entdo embebida em dgua tratada na propor¢do de 1:3

ou seja, 1kg de vagem para 3 litros de dgua.

Infusdao — O volume correspondente as vagens embebidas foi submetido a um
aquecimento brando de 70°C por 20 minutos com o objetivo de eliminar as toxinas e
substancias indesejdveis ao processo. Esse procedimento, possibilitou a extracdo dos

acucares.

Prensagem — Por processo inteiramente fisico, o material proveniente da infusdo foi
prensado a uma pressao de 25,5 kgf/cmz. A Figura 9 contém o tipo de prensa usado na

extracao do caldo de algaroba.

il

Figura 9 — Prensa hidrdulica
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A prensa usada na extracdo do caldo foi do tipo cilindrica Modelo Skay, 331F, com
capacidade para 15 toneladas-forca de pressdo. O material prensado resultou em uma torta

que foi pesada e por diferenca, foi obtida a quantidade de acticares soldveis contida no caldo.

Residuo — Parte sélida resultante do processo extrativo. O material semi-sélido na forma
de residuo foi analisado quanto aos teores de fibra e de 4gua., conforme metodologia da

A.O.A.C. (2000).

Filtracao — O caldo foi filtrado adeqiiadamente para separacdo de bagacilhos e demais
materiais em suspensdo, pois estes podem inibir o processo de fermentacdo. Este
procedimento foi levado a efeito com o auxilio de um funil de Bukner sinterizado e bomba de

véacuo, (CHAUD, 2006).

Caldo - O caldo limpido e puro foi usado como meio de fermentacdo ou meio de
crescimento. O °Brix foi corrigido para dar partida ao processo. Como a faixa recomendada
para o crescimento de leveduras estd compreendida entre 7 a 10 °Brix (HERNANDEZ, 2003)
o caldo foi corrigido para 10 °Brix com uso de refratdmetro de campo com escala de 0 a 30
°Brix, usando 4gua destilada. Também foi usado o método da densidade sendo corrigida em
tabela apropriada para esse fim. O pH foi medido em potenciometros analégico e digital
durante o acompanhamento do processo de fermentagdo. Por se tratar de um produto organico

de cardter alimentar, a acidez foi corrigida por meio de caldo de frutas citricas.

Esterilizacdo - Além de filtrado, o caldo foi esterilizado para evitar a presenca de
microrganismos contaminantes no meio. Esta operacdo permite trabalhar com um meio de

cultivo mais adequado e seguro o que pode garantir uma boa fermentacdo ( MORITZ, 1980)

Inoculaciao — O caldo pronto para ser fermentado, foi inoculado com uma concentragao
conhecida de leveduras, considerado instante inicial do processo fermentativo. Essa

quantidade foi equivalente a aproximadamente 2%, do fermento natural em base imida.

Fermentaciao — Principal etapa do processo. Foram atribuidas as condigdes ambientais de
cultivo como pH, temperatura e concentracdo ideal de substrato na forma de acgucares
redutores totais, conforme recomendacdo de BORZANI (1999). A fermentacdo mostrou bom

desempenho com ajuste de pH de 5,2 para 4,5; temperatura de 30° C e concentracdo de
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A.R.T. de 25 g/litro. As determinagdes de acucares redutores totais, A.R.T. e acgucares totais,
A.T., foram feitas com base em procedimentos analiticos especificos como os de Fehling e
Somogyi respectivamente, € 0os demais componentes € nutrientes essenciais como proteina e
nitrogénio foram analisados sob o aspecto quantitativo com base na metodologia oficial da

A.O.A.C. (2000).

Agitacdo — Operacdo com fungdo especifica no processo de producdo de leveduras. Foi
controlada durante todo o processo com velocidade de agitacdo de 250 r.p.m. por ser esta, a

velocidade recomendada para volumes inferiores 5 litros, (HISS, 1993).

Aeracao — Operacdo considerada indispensdvel no crescimento de leveduras. A aeragdo
forneceu o suprimento de oxigénio necessdrio para o metabolismo das leveduras selvagens. O
oxigénio foi alimentado por injecdo de ar a partir de um mini-compressor, com o objetivo de
suprir a quantidade ideal para que as células de leveduras pudessem exercer suas funcdes
metabdlicas normais, (PEREIRA, 1999). O biorreator usado na producio de fermento dispde
de acessérios que permitiram o controle da agitacdo e aeracdo acoplados em sistema
programado para esse fim. A Figura 10 contém o tipo biorreator utilizado na producdo de

leveduras.

Figura 10 - Bio-reator de mistura homogénea

Controle — Os ensaios de fermentacdo foram realizados em bio-reator de mistura
homogénea, com capacidade para 5 litros e devidamente programado para atender as

condi¢des do cultivo de leveduras. O monitoramento do cultivo microbiano bem como o
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controle da fermentacao foi feito de acordo com recomendacdo de AMORIM (2005)

Centrifugacao - Esta, também se constituiu em uma das principais opera¢des do
processo cuja finalidade, foi separar os produtos formados durante a fermentacdo. O vinho e
a biomassa foram separados por meio de uma centrifuga refrigerada e de alta rotacao, cerca de
5.000 r.p.m., marca FANEM, Modelo 0103b provida de tubos de aco-inox com capacidade
para 500 ml de meio fermentado. O tempo de centrifugacdo foi de 15 minutos. Tanto o vinho
como a biomassa foram analisados nesta etapa do processo. A separadora centrifuga

determina o volume ocupado pela massa de células, também chamado volume centrifugado.

Vinho - Porcdo sobrenadante resultante da centrifugacdo. No vinho, foi analisado o teor
alcodlico com Alcoometro de Gay-Lussac disponivel em escala de 1 a 100 °GL, por ser o
dlcool um produto que se forma paralelamente nesse processo. O teor alcodlico também foi

determinado com o auxilio de um ebulidmetro ou microdestilador.

Separacao da biomassa que constitui o fermento — A biomassa, depois de
centrifugada por um periodo de 15 minutos foi determinada a sua concentracdo celular pelo
método de massa seca de células por unidade de volume. O fermento, nessa etapa, foi
ressuspenso em agua por sucessivas vezes para se obter um produto mais limpido e puro.
Esses procedimentos foram efetuados conforme normas analiticas do INSTITUTO ADOLFO

LUTZ (1985). A biomassa foi obtida na forma de fermento imido.

Pureza e clarificacio do fermento — A filtracio tangencial também foi usada
periodicamente nesse processo. O objetivo dessa operacdo foi determinar a pureza microbiana
do fermento por meio do uso de membranas sintéticas microporosas (MP) e de ultrafiltracao
(UF), as quais podem conferir, de forma eficaz, a textura e a cor desejiveis, conforme
recomendado por GAMBRINI, (1997). Testes de estabilidade e pureza microbiana foram

feitos com base em andlises quimica e microbioldgica do fermento, (COSTA (2005).

Secagem do fermento por liofilizacdo - O fermento imido obtido foi liofilizado em um
equipamento Marca Terroni Fauvel, Modelo LB 1500, usando temperatura e pressdo fixas.
Para essa etapa, foram recomendados congelamentos prévios de -40 °C, -170° e -196 °C,
usando respectivamente ultra-congelador, vapor de nitrogénio e nitrogénio liquido, por

imersao da amostra, nesses dois ultimos.
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Depois de submetido a essas temperaturas, o fermento foi imediatamente conduzido ao
processo de secagem por liofilizacdo. Na Figura 11 acha-se o tipo de liofilizador usado na

secagem do fermento de algaroba.

Figura 11 - Liofilizador utilizado neste trabalho.

Para o monitoramento do liofilizador, foi acionada a chave geral e imediatamente, ligada
a do frio que em média, durou 20 minutos para estabilizar. Apds esse periodo, o fermento foi
colocado ja congelado em bandejas, cada uma contendo 40 g de da amostra e a partir dai, o

véacuo foi acionado, dando inicio ao processo de liofiliza¢do propriamente dito.

Padronizacido — Depois dos tratamentos finais, o fermento produzido, foi analisado para
efeito de padronizacdo. As andlises fisico-quimicas tiveram a finalidade de caracterizar o
fermento tanto na forma umida quanto na liofilizada, principalmente em relagdo as
quantidades de proteinas, fibras e carboidratos além da umidade ou massa de dgua. Esta
ultima, obtida por aquecimento a 105°C até peso constante, conforme procedimentos e

normas do INSTITUTO ADOLFO LUTZ (1985).

Preservacao ou estocagem — as culturas foram conservadas desde a maneira tradicional
em tubos de ensaio, contendo agar inclinado, sob refrigeracdo a — 5°C e com renovagdes
sucessivas e periddicas até a obtencdo de culturas liofilizadas preservadas em temperatura

ambiente, segundo técnica recomendada por SETTE (2003).
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3.1 Metodologia de produ¢do do fermento bioldgico de algaroba:

A produc¢do de fermento bioldgico de algaroba foi desenvolvida em duas etapas: uma,
relacionada com a selecdo de leveduras selvagens do préprio caldo e outra, com a produgdo,

por meio de processos descontinuos ou em batelada.

3.1.1. Colheita e selecao das vagens de algaroba

As vagens de algaroba (Prosopis juliflora, (Sw,DC) utilizadas nesse trabalho foram
procedentes das regides do cariri e sertdo paraibanos, especificamente das cidades de Serra
Branca, Sumé e Patos. A colheita das vagens foi realizada manualmente e acondicionada em
sacos plasticos de polietileno. Essas vagens foram colhidas na forma “in natura” e em estadio

de maturagdo semi-madura.

Depois da colheita as vagens foram divididas em amostras, e estas foram devidamente
acondicionadas e armazenadas objetivando atender a programacdo dos ensaios e

experimentos.

3.1.2 Caracterizacdo quimica e fisico-quimica da vagem de algaroba

A andlise de caracterizag¢@o dentro da amostragem compreendendo a regido do semi-arido
foi feita com base na metodologia oficial da A.O.A.C. (2000), em relacdo a umidade, proteina

e fibra bruta.

Para os lipidios, residuo mineral fixo (cinzas), agucares redutores totais e acucares totais.
foram usados os procedimentos analiticos do INSTITUTO ADOLFO LUTZ, (1985),

conforme métodos especificos.
A umidade foi determinada por gravimetria usando temperatura de 105° C. A proteina

bruta foi calculada com base no nitrogénio total dosado por volumetria de acordo com o

método Micro Kjeldhal para quantificagdo de proteinas contidas na vagem.

A fibra bruta foi obtida por processo gravimétrico apds hidrélise dcida e alcalina da

Ixx



amostra de algaroba. Os lipidios, por sua vez, foram obtidos através de extracdo com éter de

petréleo em aparelho extrator tipo “Soxhlet” conforme normas do método.

O residuo mineral fixo ou cinzas foi determinado por gravimetria apds incineracdo da
amostra de algaroba a 550° C em mufla. Os carboidratos, foram calculados por diferenca a

partir das fragcdes precedentes: [ 100 — (umidade + proteinas + lipidios + cinzas)].

Os percentuais de agucares redutores totais e agucares totais foram determinados pelo

método de Fehling e Somogyi, conforme A.O.A.C., (2000).

3.2 Metodologia de selecdo e isolamento de Leveduras da algaroba

3.2.1 Agente fermentativo

As leveduras usadas nesta pesquisa foram selecionadas e isoladas do préprio caldo de
algaroba. Foram isoladas 5 (cinco) leveduras selvagens denominadas: ALG-1, ALG-2,
ALG-3, ALG-4 e ALG-5. Essas linhagens depois de selecionadas e isoladas, foram mantidas
sob refrigeracao a — 4°C de acordo com as técnicas usuais de conservacao de microrganismos
recomendadas por SETTE (2003), para uso direto nos processos. Dentre as 5 (cinco)
leveduras selecionadas 2 (duas), a ALG-3 e ALG-4 foram analisadas com o objetivo de
caracterizar e identificar geneticamente os seus géneros e espécies. O critério de escolha foi

aplicado para as linhagens identificadas como Saccharomyces cerevisiae.

3.2.2 Preparo do caldo

A algaroba depois de selecionada foi triturada e embebida em dgua quente a 70°C por
20 minutos e em seguida, prensada com o objetivo de extrair o caldo. A vagem depois de
embebida e prensada, gerou um caldo com grau superior a 40 °Brix, o qual foi corrigido a
partir da “regra das misturas”. Nessa corregdo, foi determinada a dilui¢@o ideal para facilitar a
extracdo dos agucares e, a0 mesmo tempo, proporcionar uma efici€ncia mais confidvel do

processo extrativo.

A concentragdo dos agucares teve a medida do °Brix como referéncia. O °Brix do meio
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foi determinado em refratdmetro manual e de bancada, ou por meio da massa especifica
corrigida em tabela especifica para se determinar a densidade real. Além de refratometros
utilizados que medem ao mesmo tempo o indice de refracdo e o °Brix, também foi usado
briximetro (densimetro) aferido com escala de 1 - 30 °Brix. Esses instrumentos tem sido

usualmente recomendados para determinacdo de dados mais precisos e confidveis.

3.2.3 Preparo do xarope de algaroba

Inicialmente foi preparado o meio de crescimento a partir do caldo de algaroba. Em
seguida, por refratometria, foi medido o °Brix inicial, sendo ajustado a 40 °Brix. Nao foi
necessdrio fazer suplementacdo de outra fonte de acticar pelo fato do caldo de ja conter,

naturalmente, quantidades suficientes de agicares para esse fim.

Mediu-se o teor de aclcares totais e a partir desses dados, o xarope foi obtido por
processo inteiramente fisico, por meio de evaporacao, concentrando-se o caldo até 70 °Brix a
uma temperatura de 90 °C. O xarope assim obtido, contendo principalmente A.R.T. e sacarose
ndo cristalizada, serviu para alimentar o processo de propagacdo ou de multiplicacdo de
leveduras a cada 24 horas, periodo em que se constatou, o esgotamento quase que total de

acucares, observado pela queda do °Brix, medida com refratometro.

3.2.4 Preparo dos meios de crescimento e de isolamento

Os meios de crescimento foram preparados a partir do caldo de algaroba, partindo de um
°Brix inicial igual a 7, medido em refratometro de campo. Ao final de 72 horas foi
adicionado xarope de algaroba, e medido o teor alcodlico com alcodometro de Gay-Lussac
com escala de 0 a 100 °GL. Dai em diante, a cada 24 horas adicionava-se xarope e, o °Brix e

o teor alcodlico, foram medidos até estabilizar e se tornar invaridvel o regime.

3.2.5 Meio usado no isolamento e manutencao de leveduras: Meio completo
Os meios sintéticos ou artificiais para o isolamento foram preparados em tubos e placas a
partir de meio completo, conforme se segue:
Peptona, 10g; Extrato de levedura, 10 g; K,HPO,, 0,5 g; Dextrose, 20 g; Agar, 20 g; Agua
destilada --------------mmmmmmee e 1.000 ml
pH =4.5. Esterilizar a 121°C / 15 minutos

Ixxii



3.2.6 Fases de propagacao e de isolamento

O meio, originalmente preparado, foi submetido a um tempo de incubagdo de 72 horas a
temperatura controlada de 32°C. Durante esse tempo, observou-se ao longo da fermentag@o,
uma reducdo do °Brix, chegando proximo de zero. No final de 7 dias de acompanhamento
ininterrupto, observou-se o predominio de algumas leveduras que resistiram as concentragdes
adicionais de acticares. Essas leveduras foram submetidas a uma série de dilui¢des, em ordem
crescente, até alcancar o limite de uma suspensio a mais diluida possivel. A Figura 12 mostra

a fase de multiplicacdo das leveduras selvagens da algaroba.

Para melhor adaptacdo e afinidade das leveduras, o meio completo como descrito no
item 3.2.5 foi acrescido de caldo de algaroba previamente esterilizado. Esse procedimento foi
feito usando vapor fluente, (Temperatura < 100 °C). E a partir dessa etapa, foram feitos
estudos microbiolégicos de selecdo e isolamento das leveduras selvagens presentes no caldo
de algaroba. Em relacdo a propagacdo e selecdo de leveduras no caldo foram realizadas
andlises microbiolégicas e fisico-quimicas como contagem em contador de colonias digital,
pureza microbiana e nitrogénio total na levedura e no meio, agucares totais, agucares
redutores totais e carboidratos além pH e acidez. A Figura 12 mostra o processo de

multiplicacdo celular.

Lr Lokl e

Figura 12 — Inoculacdo e propagacdo de leveduras selvagens

A propagacdo foi efetuada em baldo de 1000 ml, contendo 500 ml de meio, a base de
caldo de algaroba. Foi usada a seguir a técnica das dilui¢des seqiienciais por transferéncia de
1 ml das células crescidas para 9 ml de meio visando a obtencdo de colonias isoladas em

placas de Petri.
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Com base nesses procedimentos, as células foram semeadas nas placas com o auxilio de
uma al¢a de platina para tubos de ensaio. Depois dessa etapa, as culturas foram finalmente

conservadas para uso nos cultivos programados.

3.2.7 Metodologia de selecao e isolamento de leveduras.

A andlise microbiolégica se restringiu a contagem de unidades formadoras de colonias,
métodos de diluicdo e de transferéncia de células. Foi usada a técnica de diluicdo em série ou
diluicdes seqlienciais para obtencdo de unidades de coldnias isoladas em placas de Petri.
Esses procedimentos foram efetuados, conforme metodologia baseada nos principios da

microbiologia (OLIVEIRA, 2005).

Em geral, para esse tipo de procedimento, sdo utilizadas suspensdes celulares muito
diluidas preparadas a partir de dilui¢des sucessivas ou seqiienciais. Cada uma das dilui¢cdes
em série, foi transferida assepticamente para placas de Petri por meio de semeadura de onde
foram observadas as unidades formadoras de colonias. Essas unidades foram quantificadas em
contador de coldnias digital, Marca Micronal, modelo 125 LG. A metodologia de selec¢do e o
isolamento das linhagens de leveduras contidas no caldo de algaroba utilizado nesse trabalho,

pode ser visto na Figura 13.

1 mL
1 mL 1 mL 1 mL 1 mL 1 mL
Em baldo de \ / \
1000 mL \ \ \ \
(Diluiggo10?) () Q - - - - -
A - A -, - S A
DILUICOES: 10” 10" 10° 10° 107 10°® 107

Figura 13. Fase de selecdo e isolamento de leveduras do caldo de algaroba.

Da placa onde se desenvolveu o menor nimero de colonias, foi feita a transferéncia para
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tubos de ensaios contendo agar em tubo inclinado. Durante o periodo de 48 a 72 horas, em
temperatura controlada a 32° C, foi observado o desenvolvimento das culturas em tubos,

dentro de condi¢des similares as das placas.

As culturas foram enfim colecionadas e serviram para dar partida aos processos de
fermentacdo conduzidos por cultivo descontinuo, em nivel de bancada. A selecdo e o
isolamento das leveduras selvagens, ja na forma de cultura pura, conduziram a metodologia
de contagem em camara de Neubauer como meio para expressar a viabilidade celular

(REINA, 2003).

3.2.8 Anadlise genética de identificacao de leveduras da algaroba

Quanto a confirmacdo da tipagem genética das leveduras isoladas, foi usado metodologia
de amplificacio de DNA por eletroforese, usando como iniciador (GTG)s segundo

SCAVUZZI (2006).

Para identificar geneticamente as leveduras foram preparadas 10 amostras (isolados),
dos quais 5 (cinco) referentes a linhagem ALG -3 e 5 (cinco) referentes a ALG — 4, por serem

recomendadas para o desenvolvimento da pesquisa.

As culturas mantidas em estoque, sob refrigerac¢do a -4° C, foram analisadas sob o ponto
de vista genético por meio de analise de amplificacdo de DNA para confirmar o género e a

espécie das leveduras selecionadas conforme metodologia de RAMALHO NETO (2005).

3.3 Monitoramento do cultivo de leveduras - producao de fermento

A producio de fermento biolégico foi analisada de acordo com as condi¢cdes ambientais
exigidas para o processo. O substrato inicial na forma de agucares redutores totais (A.R.T.) foi
analisado conforme descrito no Item 3.2.2. O meio liquido assim preparado, foi corrigido
sempre que necessario, a partir da “regra das misturas”. O caldo assim obtido serviu de meio
de crescimento, mediante as condicdes de cultivo exigidas para o processo de multiplicacdo e
propagacdo de leveduras. O meio recomendado para o processo sele¢do e isolamento de

leveduras foi feito diferentemente do processo de propagacdo, por se tratar de meio seletivo
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especifico ligado aos procedimentos microbiol6gicos bésicos para o cultivo em superficie.

No vinho também foi feita andlise cromatogréfica para se ter uma informacao a mais a
respeito de outros componentes. O crescimento de leveduras foi determinado em massa de

células secas por litro, ou seja, em concentragdo celular, por meio do uso direto de calor.

O cultivo natural foi analisado sob dois aspectos: biomdssico e populacional. Este
ultimo, sendo quantificado desde o instante da inoculagdo até o término da fermentagdo, por

contagem direta a0 microscopio.

Nao foi necessério fazer corre¢ao de quaisquer elementos ou nutrientes pelo fato de ja
haver no caldo esses elementos em quantidades suficientes para atender as exigéncias das

leveduras.

3.3.1 Cultivo de leveduras aplicando os parametros de producao.

O pH, temperatura e concentragdo de substrato, foram analisados dentro das faixas
Otimas desses parametros segundo ARAUJO (2005). Inicialmente, foram desenvolvidos
alguns testes, apenas com fermentagdo sem agitacdo e sem aeracdo, ou seja a partir de
fermenta¢do natural. A agitacdo ficou por conta do borbulhamento natural decorrente da
atividade microbiana momentanea. Os demais cultivos foram analisados sob a influéncia da
agitacdo e da aeracdo pelo fato desses pardmetros operacionais serem considerados

importantes para o crescimento de leveduras.

Tanto a agitacdo quanto a aeracdo foram monitoradas em separado e de forma
simultanea, uma vez que se trata de operagdes que estao intimamente ligadas a produgdo de
leveduras. A velocidade de agitacdo foi controlada em 250 r.p.m., medida em um rotametro
acoplado ao bio-reator e a taxa de aeracdo em 0,5 v.v.m. (Volume de ar por volume de meio

por minuto) correspondente a uma demanda de 7 mg de O»/litro (LALUCE, 2006).

Dada a importancia do oxigénio no processo, foi medida a concentracdo de oxigénio
dissolvido, segundo LUDWIG et al. (2001). A concentracdo de oxigénio dissolvido foi
medida em oximetro digital (Medidor de oxigénio) que mediu a taxa de aeracdo relacionada

com o suprimento e demanda de oxigénio. Esses parametros operacionais sao recomendados
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para producdo de leveduras, por BORZANI (1999).

3.4 Cultivo das linhagens selecionadas em caldo de cana-de-agtcar

As leveduras selecionadas e isoladas foram testadas em caldo de cana admitindo-se as
mesmas condi¢des do cultivo com o caldo de algaroba, de acordo com OLIVEIRA (2005)
para observagdao do comportamento e desempenho das novas linhagens. Além das varidveis
operacionais, foram monitoradas as varidveis cinéticas como: velocidade de crescimento
celular, vy = dX/dt; velocidade de consumo de substrato, vy = -dS/dt; e de formacgao de etanol,

vp = dP/dt; sendo este, determinado somente no final do processo.

A concentracdo celular (X) foi determinada pelo método usual que relaciona a massa de

célula seca por unidade de volume segundo metodologia da A.O.A.C. (2000),

O substrato, analisado na forma de Acucares Redutores Totais — A.R.T. foi determinado

conforme normas e procedimentos analiticos do Instituto ADOLFO LUTZ (1985).

A quantidade de etanol no vinho foi determinada em ebulidmetro e alcodlmetro mediante
recomendacdo de BORZANI (1999). Além dessas determinacdes, o pH foi medido a cada
intervalo de 2 horas, durante o processo de fermentacdo em todas as formas de cultivos

adotadas neste trabalho.

As mesmas andlises também foram efetuadas para o cultivo envolvendo leveduras

comerciais, tipo fermento Fleischmann.

O desempenho das linhagens ALG -1, ALG-2, ALG-3, ALG-4 e ALG-5 foi1 analisado

sob o ponto de vista de eficiéncia bioquimica e eficiéncia de processo.

3.5. Separacio e padronizagdo do fermento

e Centrifugacdo — fermento umido

e Liofilizagdo - fermento seco
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3.5.1 Centrifugacio — a maneira mais comum e mais pratica de separar a massa celular é
por meio de centrifugacdo. A capacidade de separacdo da centrifuga utilizada foi suficiente
para obter o fermento com o teor de dgua ideal para ser padronizado. Além desse processo de
separagdo, a filtracdo tangencial, também foi usada peridodicamente, por meio de membranas
sintéticas do tipo microporosas (MP) e de ultrafiltracdo (UF), as quais podem conferir melhor,

a textura e cor desejaveis, conforme recomendado por GAMBRINI, (1997).

3.5.2 Liofilizacao - O fermento imido depois de centrifugado com 74% de teor de dgua, foi
submetido a um processo de desidratac@o por liofilizacdo. Esta operacdo teve duplo objetivo:
manter as caracteristicas das células de leveduras (Fermento) fisiologicamente inalteradas e a
preservar sobretudo, a viabilidade celular por longo periodo. O congelamento é uma etapa que
faz parte da liofilizacdo. DELAZARI (1999) recomenda que essa operacdo deve ser efetuada
da forma mais rdpida quanto possivel para que ndo haja perda e sejam mantidas as

caracteristicas originais do produto bem como permanecer intacta a estrutura da célula.

3.6 Analises de Viabilidade celular

O crescimento microbiano foi quantificado em camara de Neubauer segundo
metodologia recomendada por LOPES (2005). A viabilidade celular foi determinada por meio
de contagem diretamente ao microscopio com um aumento de 600 vezes, em camara de

Neubauer.

A quantificagdo de leveduras foi feita em fungao da totalidade de células presentes na
suspensao. A viabilidade celular consiste do percentual de células vidveis ou vivas em relacao
ao numero total de células (Células vivas + células mortas). Trata-se de um método simples e
facil que consiste no uso de uma pipeta de Pasteur que serve para aspergir diretamente uma
goticula da amostra sobre a cdmara que € recoberta com uma laminula. O azul de metileno é

usado apenas para corar as células e facilitar o processo de quantificagdo.

Testes de pureza microbiana também foram feitos no fermento, por meio de andlise
qualitativa, com o objetivo de se observar a estabilidade da cultura em relacio a presenca de
microrganismos contaminantes (STEPHEN, 2005). Segundo esse mesmo autor, para

quantificacdo de células, sdo usadas pipetas de Pasteur para transpor a goticula para o centro

Ixxviii



7

da camara que, é coberta com uma laminula. A técnica mais usual recomenda o uso de

corante azul para distinguir as células vivas ou vidveis das ndo vidveis.
A camara usada foi do tipo FUCHS- ROSENTHAL Double Ruling, melhorada com um

espelhamento de rédio e com 0,2 mm de profundidade, conforme a ilustracdo da Figura 14,

onde pode ser visto o campo de contagem.
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Figura 14. - Vista do campo de observacdo da cdmara de Neubauer evidenciando a drea de

contagem (&rea restrita) aumento de 600x

H4 outros métodos de quantificacdo de células porém, optou-se pelo método mais
prético e usual que permite um grau de confiabilidade maior. Esse método define um campo
bastante amplo de visualizacdo contendo um quadrado, posicionado na parte central da
camara, com 25 quadradinhos que facilita a contagem das células. As dreas sdo real¢adas pelo

rédio quando a luz atinge a camara. Pela alteragdo do contraste, as imagens das dreas podem

ser vistas claras ou escuras.

A viabilidade celular foi determinada utilizando-se azul de metileno, sendo vidveis as

que nio absorvem o corante e invidveis aquelas que o absorvem, apresentando coloragdo azul,
(REINA, 2003).

Esse método de contagem inclui os microrganismos vivos ou vidveis € mortos,
denominada de contagem total de células. Este é o método mais prético e confidvel para o
acompanhamento do crescimento microbiano. COSTA (2004) mostra como esse

procedimento € vantajoso em relacao aos outros métodos.
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As células mortas e vivas ou vidveis sdo bastante distintas. A Figura 15 ilustra de

forma clara, as células que sdo consideradas vivas ou vidveis e as células mortas, onde estas,

sdo bem destacadas pela coloragdo azul.

"'

-

Figura 15 - Observacao microscopica da viabilidade celular de

O resultado da contagem foi expresso em nimero de células/ml de acordo

Saccharomyces cerevisiae (aumento de 600x)

populacdo quantificada a partir da férmula que se segue:

em que,
n = média do nimero

fq = fator de dilui¢ao

Cels n.fy.1000
N@ de Cels = =4

ml 0,004

de células
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4 - RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Caracterizacao e avaliacao das vagens de algaroba

Foram analisadas neste trabalho, as vagens de algaroba das principais localidades
produtoras do semi-arido do Estado da Paraiba. O mapeamento agricola delimitado por
microrregides consideradas importantes do ponto de vista de producdo, permitiu selecionar a
vagem de composicdo mais adequada para atender o desenvolvimento desta pesquisa. Essas
microrregides abrangem principalmente as dreas do Curimatad, Sertdo e Cariri paraibano. A
Figura 16 mostra o mapa do Estado da Paraiba onde se localizam os principais municipios
produtores de algaroba onde, numericamente, podem ser vistos, de forma destacada, aqueles

que foram escolhidos para suprir as necessidades de matéria prima deste trabalho.

’ 1- Campina Grande
Paraiba
3- Serra Branca
4-Sumé
2 5- Patos
K | 6- Sousa
i
A
[ 2
L L - &
) 5 -
s 2
!;'r' 3 _ﬁ\‘._
= e
"
.'.

Figura 16 — Mapa do Semi-Arido do Estado da Paraiba

Embora todos os componentes sejam importantes para o processo de crescimento de
leveduras, na Tabela 2 encontra-se uma andlise estatistica simplificada correspondente aos
principais componentes quimicos de interesse para o processo de producdo, embora nas
Tabelas 3 e 4 constatem-se diferencgas significativas entre cada componente quimico e fisico-
quimico das vagens de algaroba por municipio.

Tabela 2 — Andlise estatistica simplificada dos principais componentes quimicos das vagens
de algaroba.
Tratamentos Teste F DMS - Desvio Cv

minimo significativo  Coeficiente de Variacao
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Umidade 5053.10%* 0,19585 0,59828

Proteina bruta 42926.14%* 0,06810 0,06012
Extrato Etéreo 1621.4333%* 0.08227 1.68067
Acidez 73.70%%* 0,3232 0,4961

Residuo Mineral 251.5470%* 0.19984 1.88697
Carboidratos 21184.2433** 0.11796 0.05863
Fibra Bruta 1371.3319%* 0.07675 0.18541
Actcares 230.55%* 0,55627 2,01609
Redutores - ART

Acticares nao 63526.6857** 0.05131 0.04865
Redutores - ANT

Acitcares Totais - 536.12%* 0.07140 0,91312
AT

V.C.T. 90077.1295%* 0.17878 0.01875

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p< 0,01)
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (0,01 < p < 0,05)
ns nao significativo (p > 0,05)

Embora, as vagens de algaroba coletadas nos demais municipios tenham apresentado
valores préximos aos encontrados na literatura observa-se que estes sdo significativamente
diferentes, Tabelas 3 e 4. Na Tabela 3 encontra-se a composi¢ao centesimal das vagens, onde
os maiores teores de proteinas, que sdo componentes de interesse para o crescimento de

leveduras, foram obtidos nos municipios de Patos e Serra Branca.

Na Tabela 4 pode ser vista a composi¢do quimica complementar das vagens de algaroba,
onde se observa que as vagens do municipio de Serra Branca foram as que apresentaram a
maior quantidade de acucares totais alcangando um valor da ordem de 44,35%. Constata-se
também que os actucares redutores totais atingiram um percentual de 3,05%, quantidade ideal

para atender o processo de fermentacdo e produgdo de leveduras.

Esses percentuais encontram-se dentro das faixas exigidas para o desdobramento do

substrato em produtos, (TAVARES, 2004).

Os percentuais seguido das letras a, b, ¢, d, e e representam as variagdes correspondentes a

andlise estatistica de cada componente da vagem dos diversos municipios.
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Tabela 3 - Composicdo centesimal de vagens da algarobeira de diversas microrregides do

Semi-Arido Paraibano

Localidade Teor de Proteina Extrato Residuo  Carboidratos
agua Bruta Etéreo Mineral
%TA %PB %EE % RMF %CH
C. Grande 15,03 a 10,63 ¢ 221 ¢ 2,35¢ 69,78 £
Picui 1491 a 7,68 ¢ 2,34 b 3,23 e 71,84 ¢
S. Branca 10,30d 11,42b 1,90d 3,30d 73,10 ¢
Patos 10,70 ¢ 12,50a 2,43 a 325e 71,12d
Souza 13,10 b 9,20d 0,90 e 2,50b 74,30 b
Sumé 7,58 e 8,93d 0,93 ¢ 2,55a 80,01 a
Legenda:

Teor de dgua = %TA, base umida

Proteina Bruta = %, PB (g/100g) x 100

Extrato Etéreo, (Lipidios) = %EE, (g/100g) x 100
Residuo Mineral Fixo (Cinzas) = %RMF, (g/100g) x 100
Carboidratos = %CH, (g/100g) x 100

Tabela 4 - Composicdo quimica complementar e fisico-quimica das vagens de algaroba

Localidade Acidez FB ART ANT AT V.C.T.

C. Grande 2,45 a 15,94 a 321a 38,14 ¢ 41,35 d 361,50a

Picui 2,40 b 15,24 ¢ 2,58 d 37,34 d 39,92 e 331,20 f
S. Branca 239 b 1502 d 3,05b 41,30 a 44,35 a 349,15 c¢
Patos 2,40 b 1452 e 2,86 c 41,20 a 4406 b 343,20 d
Sousa 230 ¢ 15,50b 2,30 e 3400 e 36,30 f 342,10 e
Sumé 231 ¢ 1435 f 3,10Db 38,74 b 41,84 ¢ 358,73 b

Acidez = Normal (%)
FB = Fibra Bruta, %, FB (g/100g) x 100
ART = Actcares Redutores Totais, %, ART(g.glicose/100ml) x 100
ANT = Acgucares nao Redutores, %, ANT (g.sacarose/100ml) x 100
AT = Acucares Totais, % (ART + ANT)
VCT = Valor Calérico Total, calorias
Contudo, a andlise de caracterizacdo das vagens de algaroba produzida no municipio de

Patos apresentou resultados bem proximos aos do municipio de Serra Branca, onde a
quantidade de acucares totais foi 44,06% e a de acucares redutores totais foi 2,86%. Sao
percentuais de acucares que se encontram nas faixas 6timas para utilizacdo em processos de

fermentacdo (ARRUDA, 1994).

O municipio escolhido para fornecer vagens de algaroba a esta pesquisa foi 0 municipio de

Serra Branca em fun¢@o da composicao quimica das vagens de algaroba, onde se observa que
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esses valores estdo mais proximos dos valores encontrados na literatura, cujos dados acham-se
compilados na Tabela 1. Outro motivo para a escolha do municipio de Serra Branca como
fonte fornecedora de matéria prima para o projeto € a disponibilidade constante desse material
encontrado nesta cidade, uma vez que os outros municipios nem sempre dispunham, a todo o

momento, de vagens para suprir o desenvolvimento da pesquisa

Paralelamente, componentes de interesse para outros fins, como a dextrina e o amido,
contidos nas vagens, foram analisados apenas qualitativamente, tendo em vista que, para esse
processo especificamente, essas substancias podem comprometer o rendimento, como foi
observado em experimentos preliminares. Na Tabela 5 podem ser vistos os testes
confirmativos feitos com etanol hidratado e com Lugol (iodo), cujos solventes serviram para

confirmar a presenca de dextrina e de amido respectivamente.

Tabela 5 - Testes qualitativos para comprovacdo da presenga de dextrina e amido no caldo

de algaroba.

Suspensao celular Solvente Coloracao Confirmacao
Fermento + Caldo (a) Etanol hidratado Amarela Presenca de dextrina
Fermento + Caldo(b) Lugol (iodo) Azul Presenca de amido

A vagem de algaroba selecionada e de composi¢ao definida, foi trabalhada no sentido de
extrair seu caldo que resultou em um meio liquido natural que ofereceu condi¢cdes ambientais
e favoraveis para o cultivo de leveduras.

4.2 Selecio e isolamento de linhagens de leveduras do caldo de algaroba.

A selecdo de leveduras selvagens feita com base nos principios microbiolégicos
(OLIVEIRA, 2003) e genéticos (SCAVUZZI, 2007) resultou no isolamento de 5 (cinco)
linhagens, dentre as quais, duas se sobressairam, apresentando bom desempenho na producao
de fermento bioldgico. Estas, além de serem usadas no cultivo em caldo de algaroba, foram
utilizadas com as demais, na fermentacdo alcodlica em caldo de cana que também

apresentaram bom rendimento quando comparadas com o fermento comercial.

O fato de ndo ser necessdrio realizar correcdo de pH, temperatura e concentracdo de
substrato no caldo da algaroba ji demonstra uma grande vantagem em relacdo a outros

processos que requerem o controle desses parametros.
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As condi¢Oes ambientais mantendo pH 5,0 e a temperatura ambiente de 28 °C foram
suficientes para que as leveduras presentes no meio apresentassem um bom desempenho
durante o cultivo. Os aspectos fisiolégico e microbiolégico, como formagdo de espumas e
reproducdo assexuada em forma de brotos observados nas condi¢des oferecidas, mostraram
que a biomassa produzida no caldo de algaroba tem todas as caracteristicas € 0 mesmo

comportamento de leveduras do género Saccharomyces.

O caldo, em ultima anélise, mostrou ser um meio altamente seletivo, onde a seqiiéncia de
dilui¢des concorreu para que houvesse maior competitividade entre as leveduras expostas no
meio. Tanto € que, algumas leveduras, por uma questdo de sobrevivéncia, suportaram
concentragdes muito diluidas entre 107 , 10'6, 107 e 10 mostradas anteriormente na Figura
10, por meio de tubos com diluigdes em série. No entanto, nas placas a partir das diluicdes
107 e 10® a quantidade de unidades formadoras de coldnias foi diminuindo onde o meio foi
se tornando cada vez mais seletivo. Isto permite inferir que nessas dilui¢Oes, algumas
leveduras selvagens alcancaram maior poder de tolerancia as concentracdes de agucar e dlcool
contidas no meio, o que se atribui a resisténcia e capacidade de absorc¢ao dessas substancias

enquanto outras nao resistiram.

Este €, um processo natural de selecdo em que grande parte das leveduras sdo eliminadas
pelo aumento gradativo de dilui¢des, enquanto outras, vao se sobressaindo até permanecer no

meio apenas aquelas com alto poder de tolerancia.

Nesse método de selecdo, a de concentracio mais diluida que foi 10°, foi observado
somente o crescimento de uma uUnica unidade formadora de colonias, de onde foram isoladas
as 5 (cinco) leveduras para este trabalho. As leveduras resultantes dessa etapa, foram
transferidas para meio completo YEPD (Extrato de lévedo, peptona e dextrose) onde
mostraram boas perspectivas de crescimento em placas, que foram corroboradas quando

transferidas diretamente para tubos de ensaio.

As leveduras isoladas, apresentaram um crescimento uniforme e bem destacado no tubo
contendo agar inclinado, o que indica a sua afinidade com o meio utilizado. Porém, o meio
completo quando foi acrescido de caldo de algaroba, o crescimento observado foi ainda

maior. A adi¢do de meios naturais a meios sintéticos contribui para uma melhor adaptacdo do
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microrganismo com o meio a ser utilizado, segundo TAUK (1982).

As culturas puras isoladas, foram conservadas em tubos de ensaio para atender o
desenvolvimento da pesquisa propriamente dito. Desta forma, foram dadas definitivamente
denominagdes especiais as linhagens isoladas do caldo de algaroba: ALG-01, ALG-02, ALG-
03, ALG-04 e ALG-05. As leveduras selvagens foram microbiologicamente caracterizadas
pelas suas peculiaridades como por exemplo, a forma de reprodugdo e o aspecto morfolégico

onde se observou a todo instante a presenca de células-filhas.

Pelas caracteristicas observadas, pdde-se comprovar que essas novas linhagens
pesquisadas, taxonomicamente, apresentaram morfologia prépria das leveduras. Das cinco
linhagens, duas a ALG-03 e ALG-04 foram selecionadas para o processo de producdo de
fermento por apresentarem bom desempenho nos experimentos preliminares. A ALG-03 por
ser mais floculenta do que a ALG-04 acarretou um crescimento mais rapido, o que na prética,
¢ recomenddvel para producdo de fermento, enquanto a menos floculenta mostrou
particularidades mais voltadas para a fermentagdo alcodlica.

Nesta ultima, foi observado um aspecto pulverulento, onde se observou uma velocidade
de sedimentacdo mais lenta, ocasionada pela formagao de floculos mais leves. Estas e outras
caracteristicas representam especificidades intimamente ligadas as leveduras que, as
classificam como linhagens ou cepas. Todavia, essas diferencas podem possibilitar o
surgimento de uma variedade dessas linhagens, porque além da capacidade de fermentar tem

também a habilidade de flocular.

As caracteristicas morfoldgicas observadas no cultivo usando caldo de algaroba foram
bem proprias das leveduras, cujo principio de reproducdo por brotacdo foi observado. As
leveduras selvagens sdo de aspecto rugoso e bordas irregulares, como sdo conhecidas,
enquanto as leveduras puras apresentaram bordas regulares e lisas. Na Figura 17 pode ser

observado o crescimento de leveduras selecionadas em placas e em tubos
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Figura 17 - Colonias de leveduras formadas sobre a superficie do meio s6lido em placas (a) e
Crescimento de leveduras em tubos de ensaio (b).

A tipagem genética foi restrita apenas a andlise de DNA das duas linhagens que se
sobressairam nos testes preliminares, a ALG-3 e ALG-4. Nessa andlise, foi feita a

identificacdo do perfil genético das leveduras selvagens origindrias do caldo de algaroba.

Dentro da amostragem analisada, 5 (cinco) isolados da linhagem ALG-03 foram

identificadas como sendo Saccharomyces cerevisiae e 5 (cinco) da linhagem ALG-4 como

Nao-Saccharomyces.

Na Tabela 6 pode ser visto, a identificacdo e a tipagem genética das linhagens ALG-3 e

ALG-4, do caldo de algaroba.

Tabela 6 - Amplificacio de DNA — iniciador (GTG)s

Isolado

Morfologia da colonia

Tipagem Genética

ALG3 01

Rugosa e pequena

Saccharomyces cerevisiae P1

ALG3 02

Rugosa e pequena

Saccharomyces cerevisiae P1

ALG3 03

Rugosa e pequena

Saccharomyces cerevisiae P1

ALG3 04

Rugosa e pequena

Saccharomyces cerevisiae P1

ALG3 05

Rugosa e pequena

Saccharomyces cerevisiae P1

ALG4 06

Lisa e pequena

Nao- Saccharomyces cerevisiae

ALG4 07

Lisa e pequena

Nao- Saccharomyces cerevisiae

ALG4 08

Lisa e pequena

Nao- Saccharomyces cerevisiae

ALG4 09

Lisa e pequena

Nao- Saccharomyces cerevisiae

ALG4 10

Lisa e pequena

Nao- Saccharomyces cerevisiae

A linhagem ALG-4 embora ndo sendo do gé€nero Saccharomyces, possui atributos de
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outros tipos de leveduras que, também conduzem naturalmente a fermentacdo. As ndo-
Saccharomyces  foram identificadas  posteriormente como sendo do  género
Zygosaccharomyces. Este género € encontrado comumente nas fermentacdes com grau
alcodlico abaixo de 7 °GL e, quando se tem uma acidez total acima do normal. Essas
caracteristicas sdo percebidas nos processos que usam caldo de cana irrigada com vinhaga e

atacada pela cigarrinha, (RAMALHO NETO, 2005).

A tipagem genética foi determinada a partir de uma levedura pura, da espécie
Saccharomyces cerevisiae como padrdo para a efetiva identificacdo por eletroforese, podendo

ser visto na Figura 18.

A fluorescéncia observada a partir da levedura padrao localizada na parte central, mostra
da esquerda para direita, a semelhanca e igualdade da levedura pura com as leveduras
selvagens denominadas ALG-3, do caldo de algaroba. E ficil constatar que se trata de

leveduras do mesmo género pela similaridade do aspecto apresentado

.-“&_.al.jL-du-«
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Figura 18 - Levedura Saccharomyces cerevisiae padrdo (a) Tipagem genética das
leveduras selvagens do caldo de algaroba (b)

A tipagem genética apenas confirmou que as leveduras observadas diretamente no
microscépio, eram realmente do género Saccharomyces, cuja espécie foi comprovada a partir
da linhagem ALG-3. O mais importante € que as Nao-Saccharomyces identificadas,
comprovaram o que havia sido observado experimentalmente, em relacdo a sua funcdo de

produzir aroma e sabor agraddvel durante a fermentacao.
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Esta levuriforme € encontrada geralmente em zonas litordneas e vdarzeas, conforme
SCAVUZZI (2005). As andlises morfolégicas e genéticas serviram para identificar

inicialmente as linhagens selecionadas e isoladas do caldo de algaroba.

Surpreendentemente, o resultado da identificagdo genética da linhagem ALG-4, dentro das
amostras analisadas, mostrou a possibilidade de que sejam as primeiras leveduras desse

género, descrito em zonas do semi-drido.

Espécies desse género foram encontrados na literatura como descrito por alguns
estudiosos, segundo a sua taxonomia como a Zigosaccharomyces baili identificada por
Guilliermond em 1912, Z. bisporus por Naganishi em 1917, Z. cidri por Yahoow em 1977,
Z. fermentati por Naganishi em 1928, Z. florentinus por Castelli em 1960, Z. mellis por
Fabrian & Quinet em 1928, Z. microellipsoides por Osterwalder em 1977, Z. mrakii por
Capriotti em 1958 e Z. rouxii por Yarrow em 1977. (HERNANDEZ, 2003; ROTHMANN,
1987).

As encontradas na vagem da algaroba sdo da espécie Zigossaccharomyces mellis,

segundo BARNETT et al. (1998).

O mais importante é que as leveduras selecionadas de linhagem denominada ALG-3 sio
realmente, do género/especie Saccharomyces cerevisiae conforme foi confirmada por meio de
andlise de amplificacdo de DNA, conferindo assim, a identidade genética da levedura usada

neste trabalho.

Partindo do principio de que uma boa fermentacdo depende exclusivamente da qualidade
da levedura e dos componentes nutricionais do meio, as fontes energéticas da algaroba e as
leveduras selecionadas do seu préprio caldo, fizeram com que essa combinagdo culminasse
com um bom resultado. A partir desta etapa as culturas selecionadas foram transferidas para

tubos de ensaios, contendo meio de conservagdo, onde foram mantidas para uso posterior.

O cultivo “in vitro” ja na forma de cultura estoque, e preservada sob refrigeragdo,
apresentou todas as caracteristicas possiveis, como idade da cultura e viabilidade celular

dentre outras, para serem aproveitadas nos processos de fermentacdo.
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4.3 Avaliacao do fermento produzido a partir das leveduras selecionadas

A producdo de fermento biolégico foi avaliada sobre dois aspectos: um em relacdo a
producdo de biomassa, partindo dos dados de experimentos preliminares e outro, em relacdo a
populacdo de células de leveduras. Este, por ser um procedimento mais confidvel, foi

avaliado sob quatro formas de condu¢do do processo.

Formas de cultivo adotadas:
a.) Crescimento em Producdo de biomassa
b.) Crescimento em Populacdo microbiana

1 Cultivo sem agitacdo e sem aeracao;

2 Cultivo de leveduras com agitagdo — processo agitado;
3 Cultivo de leveduras com aeragao — processo aerado;
4

Cultivo de leveduras com agitagcdo e aeracdo — processo agitado e aerado.
4.3.1 Cultivo natural de leveduras

Nesse cultivo, a oxigena¢do do meio fica por conta do borbulhamento natural que fornece
a concentracdo de oxigénio dentro das exigéncias das leveduras para cumprir o seu

metabolismo.

A concentracdo de oxigénio dissolvido de 7 miligramas por litro, medida durante o
cultivo, corresponde a quantidade que se encontra dentro da faixa de trabalho das leveduras,
conforme ANDRIETTA, (2005) para suprir as necessidades das células ao longo do

processo de biotransformagao.

Nesses testes, foi considerada apenas a reproducao celular por meio de multiplicacdo, com
o objetivo de produzir biomassa a partir de leveduras naturais selecionadas. Para atingir certa
producdo, o cultivo microbiano foi controlado, de maneira a obter uma boa efici€éncia de

fermentacao.

As condi¢Oes de cultivo oferecidas ao microambiente, tais como pH, temperatura e

concentracdo de substrato forneceram dados para avaliar o crescimento celular tanto em
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termos de producdo de biomassa quanto em populacdo microbiana.

Na Tabela 7 encontram-se os dados referentes ao crescimento gradativo em biomassa
durante o cultivo natural usando leveduras selvagens. Nesses testes, foi considerada apenas a
reproducgdo celular por meio de multiplicacdo, com o objetivo de produzir biomassa a partir de
leveduras naturais selecionadas.

Tabela 7 — Crescimento de leveduras selvagens da algaroba

Tempo Massa-seca de A M/At A M/At
(hora) céls.(g/litro) A M/At
0 0,04
1 0,40 0,36
2 0,75 0,35
3 1,25 0,5 0,5
4 2,65 1,4 1,4 1,4
5 3,72 1,07 1,07 1,07
6 5,12 1,4 1,4 1,4
7 6,56 1,44 1,44 1,44
8 7,45 0,89 0,89 0,89
9 8,10 0,65 0,65
10 8,57 0,47
11 8,58 0,01
12 8,58 0
Média 0,36 1,05 1,24

Para atingir certa producdo, o cultivo microbiano foi controlado, de maneira a obter uma
boa eficiéncia de fermentacdo. As condi¢cdes de cultivo oferecidas ao microambiente, tais
como pH, temperatura e concentracdo de substrato forneceram dados para avaliar o
crescimento celular tanto em termos de produg¢do de biomassa quanto em populagdo
microbiana. Observa-se nesta Tabela 7 que a por¢do reta do crescimento da levedura se d4,
aproximadamente, no intervalo entre 2 horas e 9 horas. Se assim for considerado pode-se
dizer que a cada uma hora s3o acrescido, em média, 1,05 g/L. de matéria seca de células. No
entanto, se for considerado que a porcao reta do crescimento celular se da entre 3 e 7 horas
constata-se que, em média, a cada uma hora sdo acrescidos 1,24 g/L. de matéria seca de

células.

O caldo de algaroba por conter quantidades bem mais elevadas de proteinas e de acucar,

apresentou um comportamento semelhante ao do caldo de cana. Segundo BORZANI (1999),
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esses componentes sdo vitais e indispensdveis e contribuem diretamente com o crescimento

microbiano.

O cultivo microbiano teve como objetivo, avaliar o comportamento das leveduras que
foram isoladas do préprio caldo relacionado com a biomassa e o crescimento populacional
microbiano, por serem estes, 0s principais objetivos desta investigacdo cientifica. O
crescimento das leveduras selvagens ocorreu por meio de multiplicacdo ou propagacdo de
celular, com base no conceito de reproducao bindria, (LOPES, 2005), ou seja, cada célula tem

a capacidade de duplicar a sua massa associada a um tempo de geracao.

Como pode ser observado, a produ¢do de biomassa alcancou em um periodo de 10 horas,
uma concentracdo de células de 8,57 g por litro. Essa concentracio foi obtida a partir de um
inéculo de 0,04 g por litro que correspondente a concentracdo inicial de células que garantiu o

desenvolvimento do processo de fermentacdo

Os dados quando plotados serviram para avaliar as principais fases do crescimento
microbiano, principalmente, as de maior producdo de células. A fase “Lag”, de adaptagcao ou
de inducdo, foi pequena, embora seja considerada importante, na qual, ocorre inicialmente,

um rearranjo do sistema enzimético das leveduras.

Na fase intermedidria se observou um aumento gradativo da concentracdo celular,
passando diretamente para fase “Log” ou exponencial, considerada a principal fase do

Processo.

Como a fase exponencial tem a distribuicdo de uma reta, a velocidade especifica de
crescimento celular € constante e maxima, log X — log X, = p (t —t,). Considerando os pontos

extremos compreendidos entre 2 e 9 resultou a equagdo: y = 0,8568x -1,2558.

Nesta fase, houve maior produtividade uma vez que as células ja estavam adaptadas ao
meio, velocidade de crescimento elevada e maior consumo de substrato. Como se trata de
uma fase de interesse pratico, os dados referentes a essa fase, foram distribuidos em
coordenadas semi-logaritmicas com o objetivo de determinar a velocidade especifica de

crescimento celular, expressa por:
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X X dt (8)

ou ainda, In X = 1n Xo + p (t — t;), equagdo que expressa o crescimento microbiano. Esta

varidvel foi usada para calcular o tempo de geracao ou tempo de duplicacdo da massa celular.

X=2X, ————>T _In2

dup

(€))

Na pritica, esse tempo significa maior produtividade em células, porque a velocidade de
crescimento celular aumenta a medida que diminui o tempo de duplica¢do, o que pode ser
compreendido por meio da equacdo (9). Por outro lado, a produtividade estd implicita na

equagdo (8) que pode ser expressa por, u.X = dX/dt, [g/litro.hora].

O crescimento microbiano foi avaliado em funcdo da velocidade especifica de
crescimento celular em [h'], que é um parAmetro importante para definir o processo de
fermentacdo. O valor de u = In 2/td permitiu o cédlculo do tempo de geracao das leveduras

que foi de 0,85 h.

No cultivo da levedura em caldo de algaroba, esse tempo ficou em torno de 48 minutos e
32,4 segundos, considerado positivo quando comparado com o tempo de duplicacdo das
leveduras comerciais que estd na faixa compreendida entre 1,0 e 1,5 hora, conforme
MORETTI, (2006). Isto explica a afinidade desses microrganismos com o meio de cultivo
pesquisado, razdo porque se trata de um pardmetro de grande valor cinético para o cdlculo do
tempo de geracdo ou de duplicagdo da massa celular. A biomassa foi determinada em massa

seca de células por unidade de volume.
Na Figura 19 se encontra a curva que representa o perfil cinético de producdo de leveduras,

expressa em concentracdo celular correspondente ao cultivo natural usando linhagens

selvagens selecionadas.
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Figura 19. Cinética do crescimento microbiano

A fase de reducdo de velocidade ou desaceleracdao do crescimento foi observado pela
diminui¢cdo de substrato limitante e acimulo de produto(s) no meio que ocorreu por volta de
10* hora de cultivo. A fase estaciondria naturalmente foi observada pelo término do substrato

limitante contido no caldo e a concentracdo celular constante em seu valor maximo.

4.3.2 Producao de leveduras em Niimero de Células

As potencialidades biotecnolégicas da algaroba ligadas aos seus nutrientes, sobretudo
através das suas fontes de carbono e energia, mostraram que o caldo proveniente da vagem de
algaroba é realmente um meio de crescimento alternativo, dada a sua importancia em induzir

naturalmente a formacao de flora microbiana.

A presenca de bactérias, leveduras e bolores no caldo culminou com a selecdo e
isolamento de leveduras selvagens que foram utilizadas em todos os cultivos, cujo

desempenho foi avaliado nas diversas formas de condu¢@o do processo.

Foram analisados sucessivamente, o cultivo natural, isto €, isento de agitacdo e aeracdo,
o cultivo com agitagdo, o cultivo com aeragdo e, o cultivo com agitacdo e aeracdo operando
de forma simultinea. Estes operacdes, como se sabe, afetam diretamente o crescimento

microbiano e proporcionam melhor eficiéncia de processos dessa natureza.
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Para as condi¢Oes iniciais de cultivo, foram quantificadas as células de leveduras
correspondente ao inoculo como parte da populagdo microbiana que inicia o processo de

reproducdo.

No cultivo natural, onde No = 0,625 ¢ N = 37,12 a velocidade média do crescimento
microbiano foi de 3,04 x 10” céls/litro.hora. o que significa um bom desempenho no meio de

cultivo pesquisado.

No cultivo com agitacdo, a populacdo no instante inicial (No) foi de 0,85 e no término da
fermentacdo atingiu 43,15 permitindo assim, o célculo da velocidade média de crescimento
microbiano de 3,52 x 10 céls./litro.hora. Nesse cultivo, houve uma sensivel melhora em
relacdo ao cultivo natural. J4 no cultivo com aeragdo, o crescimento iniciou com uma
populacdo (No) de 1,21 chegando no final (N) com uma populacdo de 51,21 bilhdes de

células por litro.

Percebe-se que houve uma melhora expressiva em relagdo ao cultivo desenvolvido com
agitacio mecénica onde a velocidade média de crescimento celular foi de 4,16 x 10°
céls./litro.hora. Porém, o cultivo conduzido com agitacio e aeracdo, a0 mesmo tempo, iniciou
com uma populacdo (No) de 1,34 e chegou ao final (N) com 53,10 x 10” céls./litro. Houve
um ligeiro incremento da populagdo microbiana em rela¢do ao cultivo com aeracdo, chegando

a uma velocidade média de crescimento da ordem de 4,31 x 10” céls./litro.hora.

Na Tabela 8 podem ser vistos os dados obtidos em relacao ao crescimento populacional de
leveduras, expresso em nimeros de células x 10™/litro (N) nas quatro condi¢des de cultivo
adotadas neste trabalho. Esta tabela expressa o crescimento de leveduras selecionadas nas

condicoes estabelecidas para o cultivo microbiano.

Tabela 8 - Crescimento de leveduras selecionadas do caldo de algaroba

Populacdo microbiana de leveduras crescidas em caldo de algaroba (N° de céls x 10”/litro)

Tempo (h) Natural C/Agitacao C/Aeracao Agitacao/Aeracao

0 0,625 0,85 1,21 1,34
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1 0,85 1,96 2,10 2,25
2 1,68 3,76 3,21 3,78
3 3,58 5,65 5,45 8,91
4 5,84 9,35 13,10 14,86
5 8,23 14,85 20,21 21,35
6 12,75 21,41 27,31 28,82
7 15,80 27,43 34,91 36,84
8 19,87 32,50 41,86 43,68
9 25,90 38,90 45,85 47,45
10 31,47 41,85 47,75 49,97
11 35,86 42,88 50,87 51,89
12 37,12 43,15 51,21 53,10

Tanto no cultivo relacionado com a producdo de biomassa quanto no cultivo em que foi

avaliada a populacdo de leveduras, foram usadas as linhagens selecionadas ALG — 3.

No cultivo natural, agitacdo e aeracdo ocorreram gragas a atividade metabdlica das

células envolvidas no processo.

O cultivo natural iniciou com (So) 2,75% e chegou ao término da fermentagdao com (S)
0,52 de onde se observa que nao houve consumo total de agucares redutores. No cultivo
desenvolvido com agitacdo, o substrato inicial na forma de A.R.T. (So) foi de 3,12 e finalizou
com (S) 0,53 pontos percentuais, representando assim, os agucares residuais. No cultivo com
aeracdo, a concentragdo de acucar inicial (So) foi de 2,85 chegando ao final com (S) 0,44
pontos percentuais.

E finalmente, o consumo no cultivo com as duas operagdes, agitacdo e aeracdo, de forma
conjunta, iniciou com uma concentragdo de (So) 2,80 e no final da fermentacgdo, este valor foi
subtraido para 0,56 pontos percentuais. Observa-se que nesse € nos demais cultivos, 0s

acucares iniciais presentes no meio ndo foram totalmente consumidos.

Na Tabela 9 estdo os dados relativos ao consumo de agucares na forma de Acucares

Redutores Totais (A.R.T.) obtido nos cultivos desenvolvidos nas quatro formas de conducao.

Tabela 9 - Consumo de Agucares Redutores Totais (%) referente ao cultivo de leveduras
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em caldo de algaroba

Natural C/Agitacao C/Aeragdo Agitacdao/Aeragao

0 2,75 3,12 2,85 2,80
1 2,32 3,01 2,46 2,41
2 1,82 2,94 2,22 2,23
3 1,45 2,78 2,16 2,08
4 1,21 2,45 2,08 1,94
5 1,08 2,12 1,96 1,61
6 0,96 1,95 1,77 1,40
7 0,92 1,65 1,31 1,20
8 0,85 1,21 1,22 1,13
g 0,80 1,08 1,14 0,95
10 0,75 0,94 0,92 0,72
11 0,66 0,72 0,68 0,63
12 0,52 0,53 0,44 0,56

4.3.2.1 Cinética de producao do fermento de algaroba - Cultivo natural

Com relagdo a esse processo de produgao, foram atribuidas condi¢des de cultivo similares
aos processos tradicionais de producdo de fermento como controle de pH, temperatura e

concentragao de substrato, este dltimo na forma de agucares redutores totais.

O crescimento, por meio de cultivo natural, foi levado a efeito sem agitacdo e sem aeragdo
mecanicas. O crescimento ocorreu dentro das condigdes naturais, onde a producdo em
populacdo microbiana alcangou 37 bilhdes de células, producdo considerada boa em funcao
do meio natural utilizado. Vale ressaltar que a producdo de fermento em caldo de algaroba
ndo foi completamente isento de agitacao, pois esta operacdo foi realizada manualmente em
um intervalo de 4 horas. Essa populacdo corresponde a uma biomassa com uma concentragao
de células de 8,50 g/litro visto que se trata de cultivo inteiramente associado com perfil
populacional das leveduras. Na Figura 20 encontra-se a cinética de crescimento da levedura

ALG 03 cultivada em meio natural, ou seja, no caldo de algaroba.
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Figura 20 - Cultivo Natural em caldo de algaroba.

A etapa de maior produtividade ocorreu entre 4 ¢ 10 horas em que se destaca a fase
exponencial, cujo comportamento foi expresso em uma porcdo reta cujo coeficiente de
determinagdo foi de 0,9935. Nesse cultivo, houve um consumo gradativo de agucares
redutores, no qual a cada hora, cerca de 0,1497 da massa de ART foi consumida.

Este valor corresponde a velocidade especifica de consumo de substrato. O
comportamento cinético relativo ao consumo de agucar resultou em uma equagao exponencial
com um coeficiente de determinacdo de 0,956. Pode-se observar que o consumo de acticares
foi incompleto, o que obviamente se trata de agucares ndo assimilados pelas leveduras

presentes no meio (BRAZ et al. 1999).

De acordo com a experi€ncia industrial, uma populagdo superior a 30 bilhdes de células ja
recomenda o uso direto em processos de fermentacdo (LALUCE, 2004). Essa populacdo é
constituida do inoculo, que por sua vez, representa a suspensdo de células necessdria para
garantir e dar partida ao processo de fermentacdo. Do ponto de visto técnico e cientifico, se
pode deduzir que as leveduras selecionadas e isoladas crescidas no caldo de algaroba, sdo

inteiramente viaveis.

4.3.2.2 Cinética de producio do fermento biologico de algaroba - Com agitaciao
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O cultivo desenvolvido com agitacdo constante, forneceu dados que resultaram em um
crescimento mais expressivo, visto que esta operacdo, na pratica, tem algumas finalidades de

cardter importante e que afetam diretamente o crescimento de microrganismos.

Observa-se na Figura 21 que o crescimento da populacdo microbiana atingiu um valor bem
mais elevado que o cultivo natural. As células chegaram a um quantitativo populacional de 43
bilhdes de células por litro, o que ja recomendaria este sistema para a producdo de fermento.
Essa populacdo representa um aumento de 16,2% em relacdo ao cultivo natural, o que esté

associado cineticamente ao aumento do angulo de inclinag¢do da reta.

A fase de maior produtividade ocorreu entre 3 e 10h correspondente a fase exponencial,
cujo comportamento gerou uma equagdo que representa um crescimento linear com
coeficiente de determinacdo de 0,9951. Neste processo se observa uma sensivel melhora em

relacdo ao cultivo natural.
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Figura 21 - Cultivo em caldo de algaroba com agitacio.

Ainda na Figura 21, pode ser observado o consumo de acucares redutores em funcdo do
tempo de producdo de leveduras, aonde o agucar redutor € consumido pela levedura em 12
horas chegando, depois deste periodo, a um valor residual de 0,5%. Isto significa dizer que o

principal acucar assimilado pelos microrganismos, no caso das leveduras selvagens, foi quase
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que completamente desdobrado na formagdo do produto desejado, ou seja em fermento

biolégico.

Neste cultivo em que foi usado agitacdo, a cada hora, o agicar sofreu uma reducdo na
proporcdo de 0,1179 da massa de A.R.T. que, por sua vez, corresponde a velocidade
especifica de consumo de substrato, o que define o desempenho das leveduras neste processo.
Esta velocidade estd diretamente ligada a atividade microbiana, segundo CONO (1990).
Nesse cultivo, a equacdo que representa o consumo de ART teve um coeficiente de
determinacdo de 0,9347, portanto, menor que no cultivo natural o que também indica que a

equagdo nao ¢ satisfatoria para representar os dados experimentais.

De acordo com OSZLANYL (1980) dentre as principais funcdes da agitacdo no processo
de producdo de fermento biolégico destacam-se: uma melhor homogeneidade do meio;
aumento as taxas de transferéncia de massa e energia tanto em nivel intracelular como
extracelular e a eliminacdo de agregados celulares que ficam incrustados nas partes internas

do fermentador .

4.3.2.3 Cinética de producao do fermento biolégico de algaroba - Com aeraciao

No processo de producdo de fermento de algaroba com aeragdo, a velocidade de
crescimento celular foi superior aos outros dois processos anteriores. A fase exponencial foi

observada em um tempo mais curto.

No intervalo de 3 a 9 horas, a velocidade de crescimento celular foi maior do que o cultivo
da levedura feita com agitacdo, o que significa dizer que houve influéncia da aeracdo neste
processo. Na Figura 22, pode-se observar o processo de producido desenvolvido com

leveduras selecionadas, em cultivo com aeracao.
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Figura 22 — Cultivo de leveduras em caldo de algaroba com aeracao.

Neste cultivo de fermento de algaroba desenvolvido com aeragdo, a populagdo atingiu
cerca de 51 bilhdes de células, um aumento de 18,7% em relagdo ao cultivo realizado com
agitacdo e de 37,9% em relacdo ao cultivo natural, o que corresponde a um aumento associado
a angulacdo da reta. A equacdo linear que representa a fase de crescimento de 3 a 9 horas
teve um coeficiente de determinacdo de 0,9952 o que implica em dizer que esta equacgdo

representa satisfatoriamente os dados experimentais.

Por outro lado, a velocidade especifica de consumo de substrato, expressa pela tangente
da curva, observa-se um perfil, onde o consumo de agucar foi caindo em uma proporc¢ao de

0,1093 da massa disponivel em A.R.T. especificamente na fase exponencial.

Nesse cultivo da levedura do caldo da algaroba, embora tenha apresentado um aspecto nao
muito uniforme da curva, houve também um razodvel ajuste em relacdo aos dados
experimentais, onde o coeficiente de determinagdo alcangou (R*) = 0,940. O agiicar
disponivel no meio, mais uma vez, ndo foi consumido integralmente, o que indica a presenca
de outros acucares como amido e dextrina que impedem o consumo total de acucares. Estes
componentes, em geral, se acham presentes nos meios naturais segundo MALDONADO et al.

(1985).
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O oxigénio teve participacdo fundamental nesse processo de acordo com as suas multiplas
funcdes, dentre as quais, destaca-se como acelerador do crescimento microbiano (FARIA et
al. 2002). O oxigénio dissolvido tem a funcdo especifica de aumentar a velocidade de
crescimento celular em fun¢cdo do aumento das taxas de oxigenac¢do no meio. As células de
leveduras, em geral, assimilam o oxigénio com o objetivo de exercer suas funcgdes

metabdlicas por meio do processo de respiracao.

Com aeracdo mecéanica, observou-se um melhor desempenho das leveduras, tendo em
vista que a injecdo de ar supre a necessidade de oxigénio dissolvido que as células exigem
para cumprir 0 seu mecanismo de metabolizacdo. Nesse processo, especificamente, o
suprimento de oxigénio € tido como um fator de ordem inteiramente fisica enquanto a
demanda € um fator de ordem estritamente fisiolégica. Uma taxa de aeracdo de 0,5 v.v.m.
(volume de ar por volume de meio por minuto) foi suficiente para aumentar o nimero de
células durante o processo de fermentacao, razao pelo qual se atingiu uma populagdo superior
a0 mesmo processo com agitacdo. A vazao volumétrica de ar também foi um parametro usado
no célculo da taxa de aeracdo que estd relacionada com a velocidade do ar. Nesse cultivo, o
ar foi alimentado por meio de uma tubulacdo de plastico de 0,5 cm de diametro, conectada a
um mini-compressor. A taxa de aeracdo calculada resultou em uma concentragdo de 7
mg/litro de oxigénio dissolvido, quantidade ideal e necessdria para atender a demanda
relacionada com as atividades metabdlicas das leveduras. Os cdlculos foram efetuados

tomando como base de calculo as dimensdes do fermentador utilizado.

Va = 85cm/s = Qu/A A =3,14x(0,5cm)*/4 ------ » Qur =85 ci/s . 0,19625 cm?

Taxa de aeracdo: Q,/V [Vazao volumétrica de ar]

[Volume de meio. minuto | (10)

Qu./V = 1.000.8 cm’ = 0,5 v.v.m.[Volume de ar por volume de meio por minuto]

2.000,0 cm®.minuto

Implicitamente, essa taxa atende a equagdo usada para o cdlculo do suprimento de ar
representado na equagdo (4), que explica o balango para o oxigénio, em regime
permanente, € que equivale 4 demanda de células no processo de respiracdo. Essa taxa de

aeracdo supriu o nivel de oxigenacdo do meio, onde na prética, o oxigénio dissolvido
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contribuiu para acelerar o crescimento das leveduras. Nessas condi¢des, a populacio
microbiana atingiu um valor dos mais recomendados para uso em processos de producio de
leveduras. Portanto, o oxigénio € um dos parametros imprescindiveis quando se trata de
producdo de biomassa. O oxigénio dissolvido tem a fungdo especifica de aumentar a
velocidade de crescimento celular em funcdo do aumento das taxas de oxigena¢cdo no meio.
A aeragdo tem como objetivo produzir bolhas, e estas, por sua vez, sdo subdivididas em
bolhas mintsculas por meio da agitacdio mecanica, 0 que aumenta a drea de interface
facilitando assim, a transferéncia de massa e energia. As células de leveduras, em geral,
assimilam o oxigénio com o objetivo de exercer suas funcdes metabdlicas por meio do
processo de respiracdo (POSIGATE 1981). O aspecto ascendente da curva atingiu um pico

que demonstra a influéncia da aeracdo neste processo.

O principal papel dessa operacdo, foi fornecer oxigénio ao meio que € um dos elementos

que contribuem diretamente para o aumento da massa celular e/ou popula¢do microbiana.

Ainda nesse cultivo, puderam ser observadas algumas caracteristicas dessas leveduras
como a floculacdo. Das culturas isoladas e identificadas geneticamente, algumas linhagens
apresentaram floculacdo lenta enquanto outras, a floculacdo foi rdpida, principalmente,
quando conduzidas sob a influéncia dessa operacdo. Estas e outras caracteristicas sao
observadas em determinados processos industriais quando sdo utilizados fermentos

selecionados (CHAUD, 2006).

4.3.2.4 Cinética de producao do fermento de algaroba - Com agitacio e aeracio.

A Figura 23, apresenta o cultivo desenvolvido com agitacao e aeracdo simultaneas.
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Figura 23 - Cultivo de leveduras com agitacdo e aeragao

O cultivo microbiano feito no caldo de algaroba com agitacdo e aeracdo de forma
simultinea e constante mostrou um melhor desempenho do ponto de vista cinético e de
producdo onde no intervalo de 2 e 9 horas, pode-se observar a fase exponencial de
crescimento da levedura. O crescimento microbiano foi de 53 bilhdes de células sendo esta
populacdo de levedura maior do que todos os outros processos estudados. Isto demonstra a
influéncia da agitacdo e aeracdo, nas condi¢des de cultivo provocando um aumento da massa
celular Nesse cultivo, a fase exponencial comegou na 2* hora enquanto que no processo com
aeracdo esta fase iniciou na 3* hora, embora as produtividades estivessem préximas. Neste
processo de cultivo com agitacdo e aeracdo houve um incremento de 3,7% em relacdo ao
cultivo com aeracdo, de 23,05% em relagdo ao cultivo com agitacdo e de 43% em relacdo ao
cultivo natural. Em relagdo ao cultivo com aeracdo, houve um aumento na inclinagdo da reta,
o que reflete o pequeno aumento da populagdo microbiana. A reta que representa a fase de
crescimento das leveduras teve um coeficiente de determinacdo de 0,9946 que pode ser

considerado como um resultado muito bom.

Neste processo de cultivo de levedura com caldo de algaroba, constatou-se que foram
consumidos quase que todo substrato o que leva a entender que o principal acticar foi bem
assimilado no processo de desdobramento para a obtencdo de fermento. O substrato inicial
que foi da ordem de 2,8% ou 28g/litro de Acucares Redutores Totais chegou ao final do

processo com um decréscimo de 0,56% ou 5,6 g/litro de A.R.T. Esse consumo representa
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uma reducgdo de 80%. Na pratica, esse consumo € considerado bom.

Os agucares nao foram completamente consumidos pelo fato do meio a base de algaroba
conter outros carboidratos que interferem diretamente no processo, inibindo o crescimento das
leveduras. Essas substancias embora sejam importantes para outros processos, para producao

de leveduras especificamente, ndo sdo aproveitadas (OTTO, 1985).

O consumo observado no cultivo com agitagdo e aeracdo diminuiu sensivelmente em
funcdo da atividade microbiana. A concentracdo de A.R.T. foi reduzida exponencialmente em

N

uma propor¢do de 0,1223 a cada hora,_valor este, atribuido a velocidade de consumo de
substrato, que pode ser expresso pela equagdo y = 2,8552 ¢ 123",

Foi observado também um bom ajuste da equagdo aos dados experimentais para o cultivo
com aeracdo, havendo pequeno acréscimo de 4,3%, onde nesse cultivo, o coeficiente de

determinacao foi de (RZ) 0,983.

A influéncia dessas operagdes tem sido amplamente estudada nos sistemas de bio-
produgdo, em especial, os processos de fermentagdo. (BORZANI, 1999). Sabe-se que essas
operagdes exercem papel importante em processos de fermentacdo principalmente quando o
objetivo € produzir microrganismos (BELLUCO, 2001). No cultivo com o uso dessas

operagdes, foi observada uma alta produtividade.

A principal fase do processo demonstrou que com essas operacdes, usadas de forma
simultanea, a velocidade de crescimento celular que € traduzida em produtividade foi igual a
do cultivo com apenas aeracdo. Com uma velocidade de agitagdo de 250 r.p.m. e uma taxa de
aeracdo de apenas 0,5 v.v.m. (volume de ar por volume de meio por minuto) que
proporcionou uma concentracdo de oxigénio de 7,0 mg/litro, pdde-se perceber um aumento

no crescimento das leveduras selvagens selecionadas do caldo de algaroba.

De acordo com o perfil apresentado, pode-se observar que houve maior produtividade em
células de leveduras quando o processo foi conduzido simultaneamente com agitacdo e
aeracdo mecanicas. Isto permite concluir que estas operacdes, quando usadas
simultaneamente, proporcionam um aumento tanto de massa celular quanto da populagdo, em

numero de células (WANG et al. 1997).
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4.3.2.5 Cinética representativa do cultivo global

Em sintese, foram avaliadas e comparadas as diversas formas de cultivo em que o caldo
de algaroba foi usado como meio de crescimento, assim como as linhagens de leveduras da

propria vagem.

A partir do cultivo em que foi adotado agitacdo, ja se observou um crescimento na
populacdo microbiana mais elevado. Com o emprego da aeragcdo, operacdo considerada
importante para o crescimento celular, dada a influéncia do oxigénio, houve como era de se

esperar, uma producao de células bem maior.

Isto, na prética, € perfeitamente possivel porque o oxigénio atua de diversas maneiras no

metabolismo celular, exercendo de certa forma, uma aceleracdo do crescimento.

Os percentuais obtidos nos dois tipos de fermento serviram para avaliar a estabilidade das
culturas de leveduras durante um certo periodo. Os tratamentos pds-fermentativos consistiram
em separar as leveduras crescidas em caldo de algaroba por meio de separadoras centrifugas
com o objetivo de obter o fermento imido. A Figura 24 resume a cinética do crescimento de
leveduras selvagens relativa as quatro formas de conducdo de cultivo desenvolvidas nesta

pesquisa.
De acordo com o comportamento dos cultivos realizados, pode-se observar que houve

maior produtividade em células de leveduras quando o processo foi conduzido

simultaneamente com agitacio e aera¢do mecanicas.
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Figura 24 — Cinética de crescimento dos cultivos realizados

Como se pode observar, o crescimento em que as operacdes de agitacdo e aeracdo foram
dispensadas, ou seja, no cultivo natural, foi menos produtivo. Quando a agitacdo e aeracio
foram usadas de forma simultanea, foi observado que a populagdo microbiana aumentou ainda

mais, atingindo a maior produc¢a@o dentre os cultivos realizados.

4.3.2.6 Cinética representativa do consumo de Acuicares Redutores Totais

Como as quantidades iniciais de agucares foram diferentes em todos os cultivos,
obviamente, os percentuais de consumo também foram diferenciados. No cultivo natural, o
consumo de A.R.T. sofreu uma queda gradativa ao longo da fermentacdo, onde uma pequena

quantidade de actucar residual ainda foi observada.

Na Figura 25 encontra-se a cinética de consumo do substrato, considerando como substrato
os acucares redutores totais. Preferencialmente, estes acgucares, sdo assimilados pelas
leveduras para que elas possam efetuar, por meio de metabolismo, o desdobramento em

produto(s).

cvii



3,5
° = Natural
3,0 4 ° o
° e Com agitagao
L] ° Com aeracéo
2,51 g e| v Com agitagédo e aeracdo
hd (4]
2,0 - v .
Q v ®
> [ ]
= v e
o 115 _ (]
< v
] v ®
[ ] L J
1,0 " g v o
[ ]
[ ] v ®
T =
0,5 - ¥
0,0 T T T T T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12

Tempo (horas)

Figura 25 - Cinética de consumo de substrato nos cultivos usados

O maior consumo de agucares foi de 81,5%. Esse consumo foi proporcional ao substrato
inicial que apresentou a menor concentragdo em relagdo aos demais cultivos.

No cultivo de leveduras em que foi wusada apenas agitacdo, foram consumidos

praticamente 80% dos acucares na forma de A.R.T. Os acucares infermentesciveis

permaneceram ainda no meio em quantidades residuais minimas.

Nos processos em que somente a aeracdo foi posta em prética, pode-se observar a maior
queda no que se refere ao consumo de acticar onde esse consumo foi de 84,5%. A influéncia
do oxigénio no processo de reproducgdo celular, evidentemente favoreceu o consumo de
actcares dentro da atuagcdo desse elemento que, também funciona como substrato limitante.
Isto mostra a influéncia que tem este elemento no processo de producdo de leveduras, mais

precisamente em aerobiose.

Observa-se também que nos processos em que foram adotadas agitacdo e aeracdo, o
consumo de A.R.T. também foi de 80%. A quantidade de acucar residual se aproximou

daquela em que o cultivo foi operacionalizado com agitagao.

Em resumo, a queda no consumo de aguicares ficou mais evidenciada no cultivo com
aeracdo, embora em todos os cultivos tenha existido uma queda acentuada dos agucares

redutores. Também pode se observar que os agucares redutores, durante os cultivos
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realizados, ndo foram inteiramente consumidos, pelas razdes explicadas anteriormente.

4.4 Desempenho das linhagens selecionadas em caldo de cana de acticar

As leveduras selecionadas e isoladas neste trabalho, foram testadas também em caldo de
cana de agucar procedente do Engenho Sao Paulo, com o propésito de avaliar o desempenho
dessas novas linhagens na fermentagcdo alcodlica, usando as mesmas faixas 6timas para o

crescimento de leveduras para esse tipo de processo

Na Tabela 10 encontram-se os dados sobre a fermentacdo alcodlica com diferentes
linhagens de leveduras selecionadas e isoladas de vagens da algarobeira e crescidas em caldo
de cana de acgicar. Os Acucares Redutores Totais (A.R.T.) foram determinados
analiticamente e expressos em g/100 mL, o Etanol em graus Gay-Lussac, °GL (%vol./vol.) e a

concentragao celular em g/L (peso seco).

Tabela 10. Comportamento de diferentes linhagens de leveduras isoladas de vagens

da algarobeira no caldo de cana de acucar.

LINHAGENS
MONITORAMENTO DO CULTIVO
ALG-1 |ALG-2 |ALG-3 |ALG-4 |ALG-5
ART 18,5 18,2 18,7 17,8 17,8 18,2
MOSTO CONC.
CELUIAR 2.3 2.3 2.3 2.3 2.3 2.3
pH 5.2 53 5.2 5,3 5,3 5,3
ART 2.4 1,7 2,2 2,9 2.3 1,3
%ETANOL 8.8 9,2 9,9 8.8 9.3 8,9
MOSTO
FERMENTADO pH 4,0 4,1 4,1 43 4,0 4,0
POR 48 HORAS _
EFICIENCIA
BIOQUIMICA 84,4 86,1 92,7 91,2 92,7 81,3
EFICIENCIA
DO PROCESSO| 735 78,1 81,8 76,4 80,7 75,5
ART 0,4 0,6 0,2 0,7 0,3 1,1
MOSTO
FERMENTADO %ETANOL 9,6 9,9 10,5 10,2 9,6 9.4
POR 72 HORAS
pH 4,1 4,2 4,1 43 4,1 4,0
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EFICIENCIA
sioouimica | 817 86,9 87,7 92,1 84,7 84,9
EFICIENCIA
DO PROCESSo | 801 84,0 86,7 88,5 83,3 79,8

Levedura comercial testada: A levedura Saccharomyces cerevisia, (procedéncia Fleishamnn

& Royal Ltda; Itaiquara S/A; Mauri, Brasil).

Esses experimentos foram desenvolvidos com o objetivo de realizar estudos comparativos
com o fermento usado na fermentacdo alcodlica tradicional que utiliza caldo de cana-de-

acticar como meio de crescimento e de produgdo de dlcool a0 mesmo tempo.

As linhagens ALG-1; ALG-2; ALG-3; ALG-4 e ALG-5 foram isoladas do material
previamente preparado (tubos, placa e outros recipientes) e quando testadas em caldo de cana
apresentaram excelentes resultados, o que ficou comprovado de acordo com o célculo das
respectivas eficiéncias e rendimentos do processo de fermentacdo. Dentre as linhagens
selecionadas, observa-se que as leveduras denominadas ALG-3 e ALG-4 foram as que mais
se destacaram, inclusive superando bem, a levedura de panificacdo, comercialmente
conhecida como Fermento Fleischmann. Estas linhagens tiveram bom desempenho usando
caldo de cana-de agtiicar como meio de fermentagdo. Os experimentos desenvolvidos com
este mio natural, foram conduzidos dentro das condi¢des de cultivo do processo de
fermentagao tradicional. Apenas, a temperatura foi mantida em 28°C, ou seja, na temperatura
ambiente. Na Figura 26 encontra-se o desempenho das linhagens de leveduras selecionadas e

cultivadas em caldo de cana.

Eficiéncia bioquimica/Algaroba 48 horas Eficiéncia bioquimica do Processo/ 48 horas
94 84
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90 80 ]
88 -
86
84 76 ]
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80 - 75 |
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Figura 26 - Desempenho das principais linhagens de leveduras selvagens selecionadas e
isoladas do caldo de algaroba.

N

As ilustracdes relativas a seqiiéncia dos graficos acima registram as efici€éncias e os
rendimentos das leveduras selvagens selecionadas e isoladas da vagem da algarobeira, onde se
destacam as linhagens ALG-3 e ALG-4, o que certamente, podem ser recomendadas para uso
direto nos processos de fermentacdo alcodlica.

A eficiéncia dos processos fermentativos depende, entre outros fatores, da qualidade do
microrganismo do processo. No caso da fermentacdo alcodlica, este problema € um pouco
mais critico, pois se trata de um processo de cultura mista. A flora microbiana, constituida
principalmente de leveduras e bactérias, € funcdo de muitos fatores, dentre os quais, as
caracteristicas funcionais e dominantes dos microrganismos e a qualidade da cepa ou

linhagem.

4.5 Cinéticas de congelamento e secagem do fermento biologico

4.5.1 Cinética de congelamento

O fermento produzido foi previamente congelado como parte do processo de liofilizagao.

Para a avaliacdo da cinética de congelamento foram consideradas 03 (trés) temperaturas: -40°

C, -170° Ce -196° C.

4.5.1.1 Congelamento a temperatura de — 40° C

Como o fermento biologico contém um teor de dgua acima de 70% de base umida, o
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comportamento do fermento de algaroba deve ser semelhante ao comportamento da dgua.

Nesse congelamento, o produto foi submetido a uma temperatura de -40 °C, embora
alguns autores como HICKEY (1980) recomendam para uma boa estabilidade celular o uso

de ultra-congelador com temperatura controlada a - 80°C.

Nessa temperatura, pode-se observar as trés fases que envolvem o processo de congelamento
da dgua. O perfil cinético apresentado mostra que, houve uma fase de resfriamento que durou
14 minutos. Dos 14 aos 36 minutos existe a segunda fase onde se configura a cristalizacdo da
agua, que equivale ao produto ir de uma temperatura de 0 (Zero) °C a — 5° C. A partir deste
ponto ocorre a fase de pds-congelamento que depois de 120 minutos atinge a temperatura de
- 36,2 °C ja préxima do equilibrio. Na Figura 27 encontra-se a cinética de congelamento a

uma temperatura de - 40° C.
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Figura 27 — Congelamento do fermento de algaroba - 40 °C

Na Tabela 10 estdo os dados dos pardmetros fisicos referentes as 3 fases de congelamento
do fermento de algaroba. O “J” € um parametro fisico que representa o fator de atraso do
processo de resfriamento. O parametro “k™ corresponde a um valor que envolve o coeficiente
de transferéncia de calor, conjuntamente com as dimensdes da particula e R?, o coeficiente de
determinagdo. Na Tabela 11 constata-se que os coeficiente de correlagdo variaram de 0,93 a
0,97 o que corresponde a uma equacdo que representa razoavelmente o fendmeno fisico, mas

nao se pode dizer que esta equacgdo seja satisfatoria. Contudo hd que se observar que o ajuste
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s0 foi feito para o primeiro termo da série.

Tabela 11 - Fases de congelamento do fermento a temperatura de — 40°C

Fases de congelamento do fermento de algaroba a temperatura de — 40°C

Parametros fisicos Resfriamento Congelamento P6s-congelamento
1,0000 0,603735 1,75155
k - 0,04307 -0,0041 -0,03793
R? 0,972 0,9363 0,940

De acordo com HICKEY (1980) a boa viabilidade celular pode ser mantida utilizando-se o
gelo seco que corresponde a uma temperatura de - 78° C. O congelamento em ultra-
congelador a essa temperatura, provoca a inducdo da dorméncia do microrganismo, assim
como os processos que utilizam temperaturas bem mais baixas. Depois de processadas a essa
temperatura, as células podem ser reativadas a qualquer momento para uso direto nos sistemas

biolégicos de producdo (RIBEIRO, 1999).

Segundo SETTE (2003) para efeito de preservacdo de microrganismos, especialmente
leveduras, costuma-se usar agentes crioprotetores como o dimetilsuféxido a 10% ou glicerol

a 10% ou com concentra¢do um pouco maior para melhorar as condi¢cdes de estocagem.

Embora, as destilarias obtenham resultados considerados bons, usando congelamento a
temperaturas mais baixas, trabalho publicado por SCHUCH (2005) mostra que a temperatura
de congelamento ideal para se obter uma boa viabilidade celular sdo temperaturas inferiores a
- 80°C. Ainda assim, para se ter uma maior confiabilidade, fez-se necessario a aplicacao de

técnicas de conservacao mais aprimoradas como a liofilizagdo.

4.5.1.2. Congelamento a temperatura de — 170°C

A cinética de congelamento a -170 °C pode ser vista na Figura 28, onde se observa as
duas primeiras fases, de resfriamento e congelamento, que foram muito ripidas. A terceira
fase de pds-congelamento, ndo apresenta um sé comportamento. A fase de resfriamento
ocorreu em pouco tempo, aonde a temperatura chegou aos — 3,2 °C em 1,5 minutos. A fase

intermediaria (cristalizagdo) durou pouco mais de 3 minutos € a partir deste instante, o
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processo passou para a fase de pds-congelamento. Pode-se observar ainda que, nessa fase de
pos-congelamento, o comportamento cinético pode ser expresso em dois periodos. No
primeiro periodo, pode se constatar um decréscimo da temperatura que apresenta uma
concavidade para cima (convexa) € no segundo, o decréscimo de temperatura corresponde a
uma concavidade para baixo (cOncava). Portanto, esta fase de pds-congelamento foi dividida
em dois periodos. O pds-congelamento, até atingir a temperatura préxima a de equilibrio

levou cerca de 23 minutos.

Congelamento do fermento de algaroba a - 170° C
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Figura 28 - Congelamento do Fermento de Algaroba a - 170° C

Na Tabela 12, acham-se os parametros fisicos relacionados com as fases de congelamento
a temperatura de -170°C. As fases de resfriamento e de cristalizagdo foram muito répidas e a
fase de pds-congelamento, foi dividida em duas etapas. E ficil observar nesta fase de pés-
congelamento, que a equacdo proposta representa satisfatoriamente os dados experimentais
correspondente a fase final da curva de pds-congelamento (concava). O coeficiente de
determinagdo para este trecho do periodo de pds-congelamento foi de 99,87%.

Tabela 12 - Fases de congelamento do fermento de algaroba a temperatura de — 170°

Fases de congelamento do fermento de algaroba a temperatura de — 170°C

Parametros fisicos Resfriamento Congelamento P4s-congelamento
1* Fase 2% fase

1,0000 0,847313 0,999343 6,60603

k - 0,1285 - 0,00792 - 0,0553 - 0,30269
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R’ 0,965 0,968 0,921 0,9987

O nitrogénio liquido € um elemento recomendado na crioconserva¢do de microrganismos.
Células de leveduras congeladas a essa temperatura apresentam indice de viabilidade varidvel
tendo em vista que grande parte das leveduras sdo muito sensiveis a baixas temperaturas e

acabam nio resistindo.

O principio do uso do nitrogénio também leva a indu¢do do processo de dorméncia do
microrganismo. Dentre as vantagens desse processo, destacam-se: condi¢cdes de estabilidade
por longos periodos, estabilidade da cultura, o que pode evitar contaminacao e quanto a sua

utilizacdo que pode ser instantdnea (PODLECH, 1996).

Trabalhos envolvendo preservacdao de leveduras por liofilizacdo mostram que além da
temperatura de congelamento, o produto deve ser mantido preferencialmente em ambiente

estéril segundo MORITZ, (1980).

4.5.1.3 Congelamento a temperatura de — 196°C

O fermento biolégico foi congelado em nitrogénio liquido o que permitiu constatar uma
velocidade de congelamento bem mais rdpida. Nesse congelamento, observa-se que as fases

de resfriamento e cristalizacdo sao muito rapidas e nao foi percebida sua distin¢ao.

Observa-se a esta temperatura dois momentos; um a partir do instante em que a amostra foi
submetida ao nitrogénio liquido durando 0,7 do minuto, e outro, referente ao tempo de
permanéncia do fermento na fase de pds-congelamento. Nesta fase, no entanto observa-se
uma queda de temperatura muito brusca, podendo ser observado a existéncia de duas etapas

de pds-congelamento.

O congelamento do fermento a temperatura de -196°C foi bem mais rapida que no
processo anterior, o que também era de se esperar, pois o processo de transferéncia de calor é

mais rdpido quando em contato com o liquido do que com o gas.

A Figura 29 apresenta a cinética de congelamento a — 196 °C. A amostra que, inicialmente,

estava a uma temperatura de 25,8 °C, em fracOes de minutos, entrou na fase de pos-
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congelamento. A fase de resfriamento e cristalizacdo do fermento foi de 42 segundos e o
comportamento cinético ndo permite distinguir essas duas fases. No entanto, o periodo de
pos-congelamento pode ser observado em 2 fases. A primeira, onde existe uma queda muito
brusca da temperatura que durou 18 segundos e a segunda fase, que durou apenas 4 minutos,
quando o processo de congelamento tende a se estabilizar a - 194 °C.

Congelamento do fermento de algaroba a - 196° C
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Figura 29 - Congelamento do Fermento de Algaroba a - 196 °C

Segundo LOPES (2005), no caso de conservacdo de microrganismos, particularmente de
leveduras, alguns fatores devem ser considerados como: idade da cultura, concentragdo
celular, tipo de agente crio-protetor utilizado, condi¢des de estocagem e método de

descongelamento.

Observando-se o comportamento cinético do congelamento da levedura de algaroba ALG
03 a -196°C, constata-se que o melhor ajuste da equacdo foi obtido na 2° etapa da fase de
poOs-congelamento, cujos coeficientes de determinacdo foi de 98,7%. A fase de
resfriamento/congelamento foi de 92,6% e a 1° etapa da fase de pOs-resfriamento foi de
87,2%. Na fase de resfriamento, o valor de J correspondente ao fator de atraso, que neste caso
foi de 0,972263 que € um valor proximo de um. No entanto o ideal deste processo de
congelamento seria obter o valor de 1, contudo varios autores tem encontrado valores de J
muito préoximos de 1 , alguns um pouco baixo de 1 e outros um pouco acima de 1. Esses
autores justicam o fator de atraso com o tempo necessario para que o material que estd sendo

resfriado ou congelado absorva a temperatura do meio e comece a se fazer presente no corpo
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onde se esta medindo a alteracdo de sua temperatura (CAVALCANTI MATA, 2004). Na
Tabela 13 s@o encontrados os parametros fisicos relacionados com as fases deste processo.

Tabela 13 — Fases de congelamento do fermento a temperatura de — 196°C

Fases de congelamento do fermento de algaroba a uma temperatura de — 196°C

Parametros fisicos Resfriamento/Congelamento Pés-congelamento
1° etapa 2% etapa
J 0,972263 16,4893 0,3611
K - 0,23866 -4,3624 - 0,66
R? 0,926 0,872 0,987

Na prética, o congelamento a -196° C, apresenta vantagem em relacdo a muitas espécies
que ndo sobrevivem a essa temperatura, embora seja um processo que exige mao de obra
especializada. Em compensacdo, as leveduras expostas a essa temperatura, apresentam
viabilidade em funcdo da sua termorresistividade. Este € um dado importante, usado para
selecionar novas cepas ou linhagens cridfilas, isto €, as que resistem bem a baixas
temperaturas ao contrario daquelas que ndo resistem segundo COLUCCI (2007). De acordo
com BARBOSA et al. (2007) o uso de nitrogénio liquido induz a dorméncia total das células
de leveduras permitindo que as mesmas sejam reativadas depois de um tempo de
descongelamento. Nessa situagdo, corre-se o risco de afetar a membrana celular, por isso, o

processo de descongelamento tem que ser feito dentro dos principios da microbiologia.

4.5.2 Secagem do fermento por liofilizacao

O teor de umidade é um parametro importante, pois, se este nao estiver dentro das faixas
permissiveis de padronizacdo, poderd comprometer o produto, facilitando assim, o processo
de decomposigdo, segundo PARK (2007), dai a importancia da liofilizagdo.
4.5.2.1 Liofilizacao do fermento as temperaturas de -40, -170 e -196°C.

Nas Figuras 30-a e 30-b, 31-a e 31-b, 32-a e 32-b podem ser observadas as cinéticas de

secagem por liofilizacdo e os respectivos modelos estudados para as temperaturas de 40° C, -

170°C e -196°C, respectivamente.
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Curva de secagem da levedura pelo processo de liofilizacao
temperatura inicial de congelamento de - 40° C
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Figura 30-a Secagem do fermento por liofiliza¢do congelado a — 40° C

Curva de secagem da levedura pelo processo de liofilizacao
temperatura inicial de congelamento de - 40° C
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Figura 30-b Secagem do fermento por liofilizacdo congelado a -40° C.

Foram estudados dois modelos: o Modelo de Page e o de Cavalcanti Mata para
representar os dados experimentais do processo de secagem. Esses modelos permitiram
avaliar melhor a secagem do fermento por liofilizagdo, uma vez que a desidratacdo desse
produto é uma das operagdes que visam atender as exigéncias de qualidade para efeito de

comercializacdo.
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Curva de secagem da levedura pelo processo de liofilizacao
temperatura inicial de congelamento de - 170° C

1,048 - 40
435
; 0,8 1
s —— Dados calculados
‘8’ " - . - 30
o © = Dados experimentais
k-] g 0,6 < %
S ® Modelo de Page 15 DE
L5 ® 3
o 1 Q o
s E 044 1,648 2 S 9
o8 O RT = exp (- 0,08525 t )R =983% |5 &5 8
R 0 R
o = o
oc
x 02 15
[
10
0,0 ——
0 2 4 6 8 10 12 14 16

Tempo, h

Figura 31-a - Secagem do fermento por liofiliza¢do congelado a — 170° C.

Curva de secagem da levedura pelo processo de liofilizacao
temperatura inicial de congelamento de - 170° C
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Figura 31-b — Secagem do fermento por liofilizacdo congelado a — 170° C.
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Curva de secagem da levedura pelo processo de liofilizacao
temperatura inicial de congelamento de - 196° C _ ,,
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Figura 32-a Secagem do fermento por liofilizacdo congelado a — 196° C.

Curva de secagem da levedura pelo processo de liofilizacao
temperatura inicial de congelamento de - 196° C
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Figura 32-b — Secagem do fermento por liofilizacdo congelado a — 196° C.

Na Tabela 14 sdo encontrados os valores dos parametros fisicos relacionados com os
modelos estudados para o processo de secagem do fermento por liofilizacdo. Esses parametros
se constituiram em fundamentos importantes para o estudo dos Modélos aplicados.

Tabela 14 — Coeficientes dos Modelos de Page e Cavalcanti Mata do processo de secagem

por liofilizacdo.

MODELO Temperatura Parametro

(°0)
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-40 -0,1510 1,4201 0,9990

PAGE - 170 -0,08525 1,6480 0,9830
-196 -0,16047 1,4830 0,9982

CAVALCANTI - 40 -0,1575 1,2735 0,9991
MATA -170 -0,0877 1,2672 0,9850
-196 -0,1818 1,1306 0,9987

Nesse processo de secagem, o K expressa o coeficiente de secagem, que representa a
rapidez com que o produto € seco, ou seja, quanto maior for o coeficiente, em nimero

absoluto, mais répido se d4 a secagem.

No entanto, observa-se que para os valores de K e de n para as leveduras nas temperaturas
iniciais de -40 e -196°C no processo de secagem por liofiliza¢do sdo muito préximos, onde o
processo de secagem ocorre em 10 horas, indicando que essas temperaturas nao influenciam

no tempo de secagem.

Como pode ser observado nas Figuras 30-a e 30-b, na temperatura de -170°C, existem
mais dois pontos ji no nivel de estabilidade do processo que modificaram os valores de K e
N. Contudo se nesse processo, fosse considerado o término da secagem em 10 horas,
provavelmente os valores de K e n da Equagao de Page estariam proximos aos valores

observados no processo de liofilizacdo as temperaturas de -40 e -196°C.

1. Secagem do fermento por liofilizacao congelado a temperatura de -40°C

De acordo com os resultados obtidos experimentalmente, o Modelo de Page assim como o
Modelo de Cavalcanti Mata apresentam um coeficiente de determinagdo superior a 0,99 o
significa dizer que os modelos se ajustam bem aos dados experimentais € que expressam
satisfatoriamente o processo de secagem por liofilizacdo a temperatura de -40°C.

O modelo de Page que € uma simplificagdo do modelo de Fick e tem sido sugerida para
secagem de produtos agricolas (PARK et al. 2007), onde nada impede que o fermento seja

incluso nesse processo.

A liofilizacdo do fermento nessa temperatura foi suficiente para diminuir de forma
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expressiva a massa de dgua do fermento de algaroba, chegando a reduzir até 76 % da massa
original. A secagem do fermento por liofilizacdo quando este foi submetido a um

congelamento prévio de -40°C ocorreu em 10 horas.

O coeficiente de determinacdo para o Modelo de Page especificamente, para essa
temperatura foi de (R*) 0,9990 enquanto o de Cavalcanti Mata foi de 0,9991 portanto, o
modelo proposto por Cavalcanti Mata mostrou uma pequena diferenca no coeficiente de
determinac¢do observando-se um pequeno incremento no coeficiente que ocorre na quarta casa

decimal, implicando em dizer que esses modelos propostos se equivalem.

2. Secagem do fermento por liofilizacao congelado a temperatura de -170°C

O modelo de Page, mais uma vez, ajustou-se de forma expressiva aos dados da secagem
por liofilizacdo para a levedura com temperatura inicial de -170°C. O coeficiente de
determinacdo foi 0,983. O modelo de Cavalcanti Mata apresentou um pequeno incremento
no coeficiente de determinagdo, alcancando 0,985 que pode considerado praticamente, igual

ao modelo de Page.

Sabe-se que a liofilizacdo quando processada com temperatura de congelamento superior a

-100°C aumenta a vida util dos alimentos e principalmente microrganismos, por alguns anos.

O teor de dgua alcangado no produto final foi de 7,84 % que também se encontra dentro da
faixa com que é comercializado o fermento. Remover a dgua do fermento ou de qualquer
outro produto, principalmente alimento, significa longo periodo de estabilidade e de
conservagdo. Nesse caso, a dgua € uma substancia importante, pois quando ela se acha
presente, a acdo de microrganismos como as bactérias pode favorecer a sua decomposicao.
Além disso, as enzimas naturais podem reagir com o oxigénio provocando efeitos

indesejaveis ( MARIANO, 2006).

3. Secagem do fermento por liofilizacdo congelado a temperatura de -196°C

Em relacdo aos modelos propostos, o de Page apresentou um excelente ajuste onde o
coeficiente de determinacdo foi 0,9982 enquanto o modelo de Cavalcanti Mata esse

coeficiente chegou a (R%) 0,9987. Em resumo, os modelos usados para secagem do fermento

CcXxil



se ajustaram muito bem aos dados experimentais da pesquisa. Cabe ressaltar que como as
diferencas existentes entre os modelos foi muito pequena e esta na quarta casa decimal em
favor do modelo proposto por Cavalcanti Mata, para todos os processos de secagem, pode-se

concluir que esses modelos sdo equivalentes.

4.6 Viabilidade celular do fermento produzido

Dentre as vantagens da liofilizacdo podem se destacar: vedacdo total do produto, longa
viabilidade, estabilidade elevada em muitas espécies, producdo em larga escala, ndo requer
armazenamento especial apenas o abrigo da luz, além permitir que o produto tenha uma facil

distribuicdo e um custo de transporte reduzido.

Este processo permite garantir uma maior sobrevivéncia, estabilidade e pureza microbiana.
Em presenca de dgua elas se re-hidratam e, se houver nutrientes, passam a se multiplicar.
Perdem pouca atividade biol6gica durante anos de estocagem. A liofilizacdo tende a danificar
menos o tecido que estd sendo desidratado do que outros métodos da desidratacdo, que

envolvem temperaturas mais altas.

A secagem por liofilizacdo, neste trabalho, foi usada tanto para avaliar a estabilidade das
células como para o uso de estudos cinéticos como acima descritos. No processo de
liofilizag¢do utilizaram-se na operacdo de congelamento as temperaturas de -40 °C, -170 °C e
-196 °C que serviram para identificar qual a forma de congelamento ideal para o fermento de
algaroba obtido. Na Tabela 15 encontra-se o resultado da viabilidade do fermento de algaroba

atribuida as temperaturas utilizadas no processo de secagem por liofilizagdo.

Tabela 15 — Viabilidade do fermento liofilizado em relacdo nas trés temperaturas

pesquisadas neste trabalho

Fermento liofilizado

Viabilidade celular (%) Reducio (%)
—40°C 95,15 0,45
-170° C 26,5 72,15
-196 °C 21,8 77,10

A viabilidade celular do fermento liofilizado ndo foi a que se esperava principalmente para

as temperaturas de — 170° C e — 196 °C . Por alguma razdo, houve uma redug@o expressiva da
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populacdo microbiana. Portanto, diante dos experimentos realizados com as operacdes de
congelamento e secagem, para efeito de preservacao, ficou comprovado que o congelamento a
-40 ° C foi o mais recomenddvel para a preservacdo da viabilidade celular e dos demais
componentes do fermento de algaroba. Nessa temperatura, o fermento alcangcou uma
viabilidade de 95,15% de células vidveis, o que representa um grau de pureza dentro dos

padrdes recomendados.

Isto mostra que esses microrganismos (leveduras) sdo altamente sensiveis a temperaturas
muito baixas, permanecendo apenas os mais resistentes. Na temperatura de -170°C, as
células vidveis atingiram um nivel de resisténcia térmica onde a popula¢do microbiana atingiu
somente 26,5%, percentual considerado baixo, mas ainda dentro da faixa de valores
encontrada na literatura (PODLECH et al. 1996). Isto explica o nivel de sobrevivéncia das

leveduras quando expostas a essa temperatura.

Vale acrescentar que a perda em massa do fermento foi menor, embora parte dela, seja
aproveitdvel. E por tltimo, quando a temperatura foi de -196°C, a viabilidade celular atingiu
o menor percentual, chegando a 21,8%. Mais uma vez, ficou comprovado que boa parte das
leveduras nao resiste a temperaturas abaixo de -100°C. Da mesma forma que as leveduras sao
destruidas termicamente no processo de esteriliza¢do, onde a temperatura € acima de 100 °C,

também & possivel que ndo resistam a temperaturas muito baixas.

Dentre as técnicas de preservacdo de microrganismos, pode-se afirmar que a liofilizagdo é
considerada a mais eficiente porque as propriedades bioldgicas sdo mantidas em sua forma
original sem quaisquer alteracdes de ordem bioldgica ou fisiol6gica. Como o principio do
processo € a remog¢do da dgua por sublimacgdo, para reativar as leveduras € necessario apenas
adicionar 4dgua e submeté-las ao processo. Os fatores a serem considerados sdo: tipo de
células, idade da cultura, concentracdo celular, agentes crioprotetores, condicdes de

estocagem e método de re-hidratacao.

Depois de estudada a melhor temperatura de congelamento para realizar o processo de
liofilizagdo da levedura de algaroba, estudou-se a perda de sua viabilidade celular durante um
periodo de armazenagem de 4 meses a temperatura ambiente (25 °C) comparando-a com a

levedura imida armazenada a temperatura de -5°C.
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Na Tabela 16 encontram-se os dados referentes a analise estatistica dos fermentos umido e
liofilizado durante o periodo de 4 meses. Esses dados mostram que existem diferencas

significativas entre os dois tipos de fermento.

Tabela 16 - Analise estatistica do fatorial

F.V. G.L. S.Q. Q.M. F
Tratamentos 1 1147.99788 1147.99788  176615.06**
Periodo de armazenamento 4 532.68618 133.17155 20487.9300%*
Tratamento x periodo 9 2172.06708 241.34079 37129.3518%**
Residuo 20 0.13000 0.00650

Total 29 2172.19708

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01)
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p <.05)
ns ndo significativo (p >=.05)

Na Tabela 17 encontra-se a comparagao entre médias do fermento imido e do fermento
liofilizado ao longo desses 4 meses de armazenamento as temperaturas respectivas de -5°C e
temperatura ambiente (£ 25°C). Observa-se ainda nessa tabela que o fermento imido perde
significativamente sua viabilidade celular ao longo do armazenamento, sendo esta perda da

ordem de 24,61 % ao final de 4 meses.

Tabela 17 - Viabilidade celular dos fermentos umido e liofilizado

Tempo (més) Fermento Umido Fermento Liofilizado
0 94,45 a 95,15a
1 88,61 b 95,02 ab
2 81,55 ¢ 94,85 bc
3 76,80 d 9475 ¢
4 71,20 e 94,70 ¢

Ainda na Tabela 16 observa-se que a viabilidade celular do fermento de algaroba que foi
liofilizado e armazenado por 4 meses, também perde significativamente uma determinada
viabilidade, no entanto em muito menor intensidade, pois no periodo de 4 meses a perda foi
de 0,45 pontos percentuais. De acordo com a avaliacdo considerando o instante inicial a

contagem de células vivas atingiu um percentual de 94,7%.
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Com relagdo ao fermento iimido observa-se que passado um més, a viabilidade celular do
fermento sofreu uma queda considerdavel que chegou a atingir 88,61%, diminui¢do causada
pela perda das atividades metabdlicas das células associado ao consumo gradual de nutrientes
de que € constituido o meio de conservacdo. Abaixo desses valores, recomenda-se a

necessidade de se renovar as culturas em novo meio, segundo COSTA (2004).

A manutencdo das culturas de leveduras, na forma umida por longos periodos, pode
provocar contaminacdo, perda de viabilidade e mutacdo e principalmente, perda das
caracteristicas fisiologicas. Nesses 4 meses, as perdas de atividade celular podem ser
explicadas como uma conseqii€éncia que se atribui a baixas temperaturas, até porque se trata
de microrganismos termossensiveis, onde o congelamento faz com que haja rompimento da

membrana, afetando diretamente a estrutura da célula (CHAUD, 2006).

Na Figura 33 encontram-se as variacdes da viabilidade celular do fermento timido de
algaroba durante o periodo de 4 meses, onde se pode observar uma queda representada pela

equagdo: v =-5,831x + 100,02 que gerou um coeficiente de determinagao de 0,9965.

Viabilidade celular do fermento umido

100
< 801
8
2 60
g y =-5,831x + 100,02
E 40 - R* = 0,9965 _
%
S 20 A

0 T T T T 1
1 2 3 4 5
Tempo (mes)

Figura 33 — Equacdo representativa da viabilidade celular do fermento imido de

algaroba pelo periodo de 4 meses de armazenamento a -5°C.
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Ao se comparar os dois processos de armazenagem, verifica-se na Tabela 16 que o produto
armazenado na forma de liofilizado € estatisticamente diferente do produto armazenado
umido a -5°C, ao longo dos 4 meses. A viabilidade testada no instante considerado inicial foi
de 95,15 % e se manteve praticamente estavel perdendo apenas 0,45 pontos percentuais de
sua viabilidade celular durante o tempo de armazenamento, embora essa diferenca seja

considerada estatisticamente significativa.

A importancia deste processo de liofilizacdo é que o produto é mantido a temperatura
ambiente, dispensando, portanto, as formas de conservacao por refrigeracao e a sua duracao é

superior a 3 anos.

Na Figura 34 encontram-se as variacdes da viabilidade celular do fermento liofilizado de
algaroba durante o periodo de 4 meses. Esta perda é expressa por uma equagao do tipo V=

-0,117x + 95,245 cujo coeficiente de determinacao foi da ordem de 0,9659.

Viabilidade celular do fermento liofilizado
100 -
& 801 y = -0,117x + 95,245
S R2 = 0,9659
] 60 -
o
[}]
®
3 40 A -
.(_c_é
S 20 A
0 T T T T 1
1 2 3 4 5
Tempo (mes)

Figura 34 — Equacdo representativa da viabilidade celular do fermento liofilizado de

algaroba por periodo de 4 meses de armazenamento a + 25°C.

Observa-se nessa figura que as perdas embora significativas sdo pequenas, pois

visualmente essa equagdo apresenta uma reta de pequena inclinacao.
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Ao final dos 4 meses, foi feito novo teste de crescimento onde o fermento foi submetido a
novos cultivos depois da sua re-hidratacdo. Essas leveduras quando testadas em caldo de
cana-de-acuicar, demonstraram eficiéncias bioquimica e de processo comparativamente
superiores as do fermento umido (em tabletes) comercial, tradicionalmente usado nos
processos de fermentacdo. Portanto, ficou comprovado que para esse periodo de
armazenagem grande parte da populacdo microbiana sobrevive e mantém sua efici€éncia
bioquimica. A estabilidade celular se deve ao grau de desidratacdo que resulta em um longo
tempo de estocagem.

O objetivo mdximo de qualquer processamento é a manuten¢do da qualidade do produto.
O fermento liofilizado de algaroba comporta todas essas exigéncias, para assegurar um tempo
de estocagem maior. Com esse procedimento, as culturas isoladas do caldo de algaroba
atendem as exigé€ncias do tempo de estocagem, que em geral, é superior a 3 (trés) anos.
Seguramente esse ¢ um produto mais confidvel do que as leveduras comerciais, uma vez que

estas, nao apresentam um grau de pureza e estabilidade desejaveis.

Na Tabela 18 encontra-se a andlise quimica dos componentes do fermento imido e do

fermento liofilizado de algaroba.

Tabela 18 - Anélise do Produto Final (Fermento Biol6gico)

Componentes Fermento Umido (%) Fermento Liofilizado (%)
Teor de agua 73,95 5,75

Acidez 5,90 7,45

Proteina bruta 10,46 30,30*

Lipidios 3,20 6,50

Cinzas 1,36 2.15
Carboidratos 11,03 55,30

Valor Calorico Total 113,56 413,30

(*) Produto considerado de suma importancia para a area de alimentos

Nessa tabela o fermento biologico obtido, depois da liofilizacdo, apresenta um aumento
considerdvel de concentracdo do teor de proteina e carboidratos, chegando a triplicar a
concentragdo de proteina e quintuplicar a propor¢do de carboidratos. Observa-se também que
os demais componentes, tiveram aumento de sua concentracdo sO que em menores

propor¢oes.
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A andlise final do fermento liofilizado a temperatura de -40°C mostra que com esta
operagdo serviu para concentrar os principais componentes deste produto e reduzir o teor de
agua. O teor de dgua final de 5,75 % encontra-se dentro da faixa do fermento que é
atualmente comercializado, cuja faixa estd compreendida entre 5 e 15%. (THORN 1991). O
fermento obtido nessas condi¢des, atende plenamente as especificagdes de mercado.

O teor de dgua que foi extremamente reduzido, resultou no efeito desejado que € evitar a
acdo de microorganismos e de enzimas que afetam diretamente produtos hidratados, a

exemplo do fermento biol6gico, objeto deste trabalho.

No fermento liofilizado onde o congelamento foi de — 40° C, o teor mdximo de proteina
bruta alcangado foi de 30,30 %, percentual este, que representa um aumento consideravel nao

s6 de proteina como de nitrogénio

O que foi congelado a -170° C alcancou cerca de 26,93% enquanto o que foi submetido a
temperatura de — 196° C chegou apenas a 20,44%. Os valores correspondentes as duas
ultimas temperaturas se restringem a andlises de proteinas. Os demais componentes nao foram

analisados.

5. CONCLUSOES

Como a pesquisa teve duas finalidades: uma ligada a selec@o e isolamento de leveduras

e outra, em relacdo a producdo de fermento biolégico, pode-se concluir que:

v' O caldo de algaroba, pelas condi¢gdes nutricionais constatadas, o confere como um

meio de cultivo alternativo compardvel aos meios tradicionais de fermentacao;

v' As leveduras selecionadas e isoladas do caldo de algaroba pelo que pode ser
identificado geneticamente sdo dos gé€neros Saccharomyces e Zigossaccharomyces,

ambas com funcdes distintas, e largamente usadas nos processos de fermentagao;

v Os cultivos desenvolvidos com leveduras selecionadas do préprio caldo de algaroba
mostram que a producdo de fermento biolégico a partir dessa cultura € tecnicamente

vidvel, podendo ser inclusive, estendido em bioprodu¢@o comercial;

v O fato de superar o fermento comercial (Fleischmann) no cultivo em caldo de cana de
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aclcar, de acordo com as eficiéncias comprovadas, pode tornar o fermento de

algaroba um produto altamente competitivo junto a agroindustria sucro-alcooleira;

v' As cinéticas de congelamento e de liofilizacdo serviram para avaliar a estabilidade

celular do fermento produzido para efeito de armazenamento;

v O fermento liofilizado a uma temperatura de - 40°C resultou em uma maior

estabilidade celular do fermento ao longo de 4 meses, o que garantiu uma viabilidade

praticamente inalterada nesse periodo.

6. RECOMENDACOES E SUGESTOES

Como o fermento liofilizado apresentou uma viabilidade alta e estavel, recomenda-
se que a sua embalagem seja feita a vicuo como forma de assegurar um tempo de
estocagem maior e assim preservar melhor as caracteristicas originais desse

produto;

Como os dados sobre a producdo de algaroba por hectare ainda sdo imprecisos,
sugere-se que sejam efetuados estudos mais aprimorados sobre tratos culturais e
cultivo planejado, preferencialmente, usando técnicas de raleamento que possam

aumentar a produtividade;
Para que a algaroba venha a se tornar uma matéria-prima competitiva no que

concerne a produgdo de fermento, sugere-se que sejam levantados os custos de

producdo para que possa tornar 0 processo economicamente vidvel.
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Calculo da Extra¢do do Caldo:

Extracdo: 1 kg de algaroba para 2 litros de 4gua diluicao: 1:2
1 litro de caldo corresponde a 1,074 kg Base de cédlculo: 3,148 kg

3,148 kg -----------mmmmmmm - 100%
1,920 litros x 1,074 --——————-- X X = 65,50 %
Densidade = massa/volume p =1,074 kg/1,000 litro » 1,074 kg/litro

Calculo das eficiéncias

Os célculos das Eficiéncias foram feitos utilizando as seguintes relacdes:
(a)— Eficiéncia Bioquimica = [%Etanol / (ART do Mosto — ART do Mosto
Fermentado)] / 0,6474 x 100

(b)- Eficiéncia do Processo = (%Etanol / ART do Mosto) / 0,6474 x 100

Relagdo estequiométrica de Gay-Lussac

CeH1,06 + Invertase ---------eemmmememeeean 2CH;CH;0OH + 2CO; + Energia(2ATP)
Peso molecular da glicose Peso molecular do dlcool etilico
180 g e 2x46(=92¢)
1g X x=0,511¢g
Densidade do alcool: 6 = 0,7893 densidade = massa(g)
Volume

Volume = massa
Densidade 0,511/0,7893 = 0,6474

Eficiéncia da Fermentacdo ou Eficiéncia Bioquimica:

Yr s =Etanol)/ART no mosto — ART no mosto fermentado/0,6474 x 100

Eficiéncia do Processo ou Rendimento do Processo

Ypis = [%Etanol/ART do mosto]/0,6474 x 100
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Célculo da Eficiéncia Bioquimica em 48 horas

ALG-1 %Etanol =8,8; So=18,5 --——-- »S=24 €% =84,4%
ALG-2 %Etanol =9,2; So = 18,2 ------- »S=1,7 €% =286,1

ALG-3 %Etanol =9,9; So=18,7 -------- »S=22 €% =927
ALG-4 %Etanol =8,8; So=17,8 -———---- »S=29 €%=91,2
ALG-5 %Etanol =9,3; So=17,8 ----——--- »S=23 €%=927

\Fermento Fleischmann: %Etanol = 8,9 So=18,2 ------ »S=1,3; €% =281,3

Calculo da Eficiéncia do Processo em 48 horas

ALG 1 %Etanol=8,8 So=18,5 ---——-—- y €% =73,5
ALG 2 %Etanol =9,2; So=18,2 ---------- y €% =178,1
ALG 3 %Etanol=9,9 So=18,7 ---——----- » €% =81,8
ALG 4 %Etanol=8,8 So=17,8 -~—————---- y €% =764
ALG 5 %Etanol=9,3 So=17,8 --———---- »y €% = 80,7
Fermento Fleischmann %Etanol = 8,9 So = 18,2; =====m--- > €% =75,5

Calculo da Eficiéncia Bioquimica em 72 horas

ALG-1 %Etanol =8,8; So=18,5 ------ » $S=0,4 €% =281,9%
ALG-2 %Etanol =9,2; So = 18,2 ------- » $S=0,6 €% =286,9

ALG-3 %Etanol =9,9; So = 18,7 -------- »S$=0,2 €%=2877
ALG-4 %Etanol =38,8; So=17,8 -------- »S=0,7 €% =921
ALG-5 %Etanol =9,3; So=17,8 --------- »S=0,3 €%=284,7

[Fermento Fleischmann: %Etanol = 8,9 So0=18,2 ------ »S=1,1; €% = 84,9

Calculo de Eficiéncia do Processo em 72 horas

ALG-1 %Etanol =8,8; So=18,5 ------- » €% =280,15%
ALG-2 %Etanol =9,2; So=18,2 ------- » €% = 84,0

ALG-3 %Etanol=9,9; So=18,7 -------- » €% = 86,7
ALG-4 %Etanol =8,8; So=17,8 ---—---- » €% = 88,5
ALG-5 %Etanol =9,3; So=17,8 --------- » €% = 83,3

[Fermento Fleischmann: %Etanol = 8,9 So=18,2 ------ » €% = 1
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Rendimento da Fermentacao Alcodlica : Calculo

R% = (V.v. x G.v.) - (V£ x G.f) x 100
(Vov. x V.f) - (AT.- A L)

V.v. = Volume de vinho na dorna
V.£. = Volume de fermento

G.v. = Grau alcodlico no vinho
G.f. = Grau alcodlico do fermento
A.T. = Acucares Totais no mosto
A.l. = Acucares Infermentesciveis

Contagem de células em camara de Neubauer:

Prensagem p/Extracao do Caldo
P= 8ton. = 8000kg ------ee- » 25,5 kgf/ cm?

F
A 3.14 (20 cm)*
4

Contagem de células em camara de Neubauer:

Céls/ml = nx fd 1000 n = média do ndmero de células
0,004 fd = fator de dilui¢ao

— lmm —
2

_ oo

Campo de contagem de células
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Tabelas de acompanhamento dos experimentos de Congelamento e Secagem
Congelamento do fermento a - 40° C

0 26,7 1,0000 0 26,7
300 12,1 0,7679 300 12,1
600 1,2  0,5946 600 1,2
900 -2,4  0,5374 900 -2,4
1200 -2,8  0,5310 1200 -2,8
1500 -3,4 0,5215 1200 -2,8
1800 -4.1 0,5103 1500 -3,4
2100 -55  0,4881 1800 -4,1
2400 -9,8  0,4197 2100 -5,5
2700 -14,7  0,3418 2400 -9,8
3000 -20,1 0,2560 2400 -9,8
3300 -24,5  0,1860 2700 -14,7
3600 -27,8  0,1335 3000 -20,1
3900 -31,8  0,0970 3300 -24,5
4200 -31,7  0,0715 3600 -27.,8
4500 -32,8 00,0541 3900 -30,1
4800 -33,6  0,0413 4200 -31,7
5100 -34,2  0,0318 4500 -32,8
5400 -34,6  0,0254 4800 -33,6
5700 -34,9  0,0207 5100 -34,2
6000 -35,2  0,0159 5400 -34,6
6300 -35,5  0,0111 5700 -34,9
6600 -35,7  0,0079 6000 -35,2
6900 -35,8  0,0064 6300 -35,5
7200 -35,9 00,0048 6600 -35,7
7500 - 36,1 0,0032 6900 -35,8
7800 -36,2  0,0000 7200 -35,9
8100 -36,2  0,0000 7500 -36,1

7800 -36,2

Perfil cinético do congelamento a -40°C
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Congelamento do fermento a — 170°C

0
30
60

90

120
150
180
210
240
270
300
330
360
390
420
450
480
510

540

570
600
630
660
690
720
750
780
810
840
870
900
930
960
990
1020
1050
1080
1110
1140
1170
1200
1230
1290
1320
1350
1380
1410
1440
1470

28,4
12,4
3,5

-3,9

-4.1

-4,6

-5,9

-8,2
-10,4
-13,2
-16,3
-19,7
-23,6
-28,9
-36,8
-45,8
-50,4
-72,3

-85,8

-94,9
-105,4
-113,2
-121,1
-127,7
-133,3
-138,1
-142,6
-146,2
-149,7
-152,2
-154,8
-156,7
-158,8
-160,7
-161,6
-162,7
-163,7
-164,6
-165,3
-165,9
-166,6
-166,9
-167,4

-168, 5
-168,5
-168,3
-168,5
-168,6
-168,6

1,0000
0,9188
0,8736

0,8360

0,8350
0,8325
0,8259
0,8142
0,8030
0,7888
0,7731
0,7558
0,7360
0,7091
0,6690
0,6234
0,6000
0,4888

0,4203

0,3741
0,3208
0,2812
0,2411
0,2076
0,1792
0,1548
0,1320
0,1137
0,0959
0,0832
0,0701
0,0604
0,0497
0,0437
0,0355
0,0299
0,0249
0,0203
0,0168
0,0137
0,0102
0,0086
0,0051
0,0030
0,0020
0,0015
0,0005
0,0000
0,0000

0
30
60

90

28,4
12,4
3,5

-3,9

cxlv

Fase Il

90
120
150
180
210
240
270
300
330
360
390
420
450
480

3,9
4,1
4,6
5,9
8,2

10,4

13,2

-16,3

19,7

-23,6

-28,9

-36,8

45,8

-50,4

Fase Il

480
510
540
570
600
630
660
690
720
750
780
810
840
870
900
930
960
990
1020
1050
1080
1110
1140
1200
1230
1260
1290
1320
1350

-50,4

-72,3

-85,8

-94,9
-105,4
-113,2
-121,1
-127,7
-133,3
-138,1
-142,6
-146,2
-149,7
-152,2
-154,8
-156,7
-158,8
-160,1
-161,6
-162,7
-163,7
-164,6
-165,3
-166,6
-166,9
-167,3
-167,6
-168,6
-168,2



Perfil cinético do congelamento a -170° C

Congelamento do fermento a — 196°C
( Imersao em Nitrogénio liquido)

0 258
5 14,3
10 78
15 3,8
20 08
25 1,1
30 -36
35 63
40  -10,7
45 272
50  -97,3
60 -158,1
65 -159,4
70 -159,7
75 -160,8
80 -161,9
85 -162,8
90 -163,8
95 -166,9
100 -168,2
105 -168,8
110 -169,2
115 71,3
120 -172,8
125 -176,5
130 77,7
135 -178,1
140 -178,5
145 -178,9
150 -180,1
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155 -181,2

160 -182,6
165 -183,7
170 -184,6
175 -185,5
180 -186,1
185 -186,5
190 -186,8
195 -187,2
200 -187,5
205 -187,8
210 -188,2
215 -189,3
220 -190,2
225 -190,5
230 -190,8
235 -191,1
240 -191,2
245 -191,4
250 -191,6
255 -192,2
260 -192,4
265 -192,5
270 -192,7
275 -192,8
280 -192,9
285 -193,2
290 -193,2
295 -193,3
300 -193,3

Perfil cinético do congelamento a -196°C
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Secagem do fermento a -40° C

0 40 1
2 29 0,657320872
4 19,4 0,358255452
6 12,2 0,133956386
8 9,9 0,062305296
10 7,9 0

Secagem do Fermento a — 170°C

0 40 1

2 28,1 0,625786164
4 18,1 0,311320755
6 10,7 0,0786163522
8 9,1 0,0283018868
10 8,2 0

Secagem do Fermento a -196°C

0 40 1

2 30,5 0,699367
4 25,1 0,528481
6 12,7 0,136076
8 10,5 0,066456
310 8,8 0,012658
12 8,5 0,003165
14 8,4 0

Aplicagdo do Modelo de Page:

RU=U-U.=exp (-kt ")
U()'Ue

U = Teor de 4gua, base seca

Uo = Teor de dgua inicial, base seca

Ue = Teor de agua de equilibrio, base seca
K = Coeficiente de transferéncia de calor
t = Temperatura (°C)

n = Coeficiente do modelo de Page
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METODOLOGIA DE ISOLAMENTO DE LEVEDURAS

ISOLAMENTO DE LEVEDURAS SELVAGENS DE VAGENS DA
ALGAROBEIRA

FASE DE PROPAGACAO:

1. Triturar, em liquidificador industrial, 1 Kg de vagens de algaroba um 1 litro de dgua;

2. Filtrar, para retirada do material fibroso, e determinar o brix;

3. Diluir a cerca de 7° brix;

4. Em erlenmeyer de 1000 mL, tomar 500 mL do meio liquido, tampar com algodao e
deixar fermentar, por 48 a 72 horas em estufa controlada a 32°C, agitando de vez em
quando;

5. Observar o final da fermentacao (pelo final na producdo de CO,) e adicionar, a cada
24 horas 50 gramas de mel de algaroba, preparado conforme descri¢dao abaixo;

6. Antes de cada adicdo de mel de algaroba, medir o teor alcodlico até atingir a maxima
concentragao, cerca de 15°GL.

7. O isolamento para meio de manutengio € feito conforme a descri¢do apresentada em
“fase de isolamento”.

8. O meio utilizado no isolamento devera ser o meio completo para manutengao de

leveduras.

MEIO USADO NO ISOLAMENTO E MANUTENCAO:

e Peptona, 10g; Extrato de levedura, 10g; Ko;HPO4, 0,5g; Glicose, 20g; Agar,
20g; Agua destilada, 1000 mL. pH = 4,5. Esterilizar a 121°C / 15 minutos.

PREPARO DO XAROPE DE ALGAROBA:
Aproveita-se o periodo do crescimento celular (fermentagdo) para preparar o
xarope que ird ser utilizado na alimentacdo do meio em fermentacdo, visando obter-se

a mixima concentragdo de etanol.

e Triturar, em liquidificador industrial, 2 Kg de vagens de algaroba em 2 litros de
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agua
e Filtrar e ajustar a 40° brix pela adicao de agucar (sacarose)

e Levar ao fogo, concentrar a cerca de 70° brix, e conservar em geladeira.

FASE DE SELECAO:

DO BALAO DE CRESCIMENTO (1000 ml) TRANSFERIR ALIQUOTA DE 10 mL PARA OUTRO BALAO
DE 1000 mL - DILUICAO 1/100 107

A PARTIR DESTE BALAO, COM DILUICAO DE 102, PROCEDER DILUICOES EM SERIE, COMO
MOSTRA O ESQUEMA ABAIXO.

CADA TUBO UTILIZADO NAS DILUICOES DEVERA CONTER 9 ml de meio ¢ 1ml de AGUA

DESTILADA ESTERIL

1 mL
\ 1 mL 1 mL 1 mL 1 mL 1 mL 1 mL
Em baldo de / \ / \
1000 mL \ \‘ \‘ \‘
(Dilui¢iol107?) . .
- - - - - ~— [~
R R R R R —’ —
DILUICOES: 103 10™ 107 10°¢ 107 10 10”

FASE DE ISOLAMENTO DE LEVEDURAS SELVAGENS

FAZER PLAQUEAMENTO, TRANSFERINDO 1 mL DE CADA TUBO PARA PLACAS DE PETRI
CONTENDO MEIO DE CRESCIMENTO PARA LEVEDURAS — INCUBAR POR 48 HORAS A 32°C.

DA PLACA DE MAIOR DILUICAO QUE APRESEBNTAR CRESCIMENTO SEMEAR CADA COLONIA
EM TUBO INCLINADO CONTENDO O MESMO MEIO UTILIZADO NAS PLACAS

INCUBAR POR 48 HORAS A 32°C — APOS O CRESCIMENTO, MANTER AS CULTURAS EM
GELADEIRA A -5°C.

Metodologia de Selecao e Isolamento de leveduras
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Imagem ampliada da levedura Culturas isoladas em Placas

Saccharomyces cerevisiae de Petri

Leveduras Selecionadas Crescidas Seqiienciador de DNA

em tubos de ensaios

Técnica microbioldgica de isolamento de leveduras
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Dituicaes seqliencinis por bransferéncias de T ml das células para 9 mi de meio

Cultura de celulas — * + +— Diluiciia

Tapete de células

Técnica de obten¢do de coldnias isoladas de caldos naturais

Colegoes de culturas de microrganismos industriais (bancos) disponiveis para
uso em pesquisa € em processos:

Abreviatura Nome Localidade de origem
ATCC American Type Culture Collection Rodville, MD, United States
CBS Centralbureau voor Schmmelculturen Baam, The Netherland
CCM Czechoslovak Collection of Microornism Brwo, Czech Republic
CDDA Canadian Department of Agriculture Otawa, Canada
CMI Commonwealth Mycological Institute Kew, United Kingdom
DSM Deutsch Sammlung von Mikroorganismen Braunsch, Weig,Germany
FAT Faculty of Agriculture, Tokio University Tokio, Japan
IAM Institute of Applied Microbiology University of Tokio, Japan
NCIB National Collection of Industry Bacteria  Aberdeen, Scotland
NCTC National Collection of Type Cultures London, United Kingdom
NRRL Northern Regional Research Laboratory  Peoria, IL, United States
PCC Pasteur Culture Collection Paris, France

Controle do processo de fermentacdo usando caldo de algaroba
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como meio de crescimento

Controle microbioldgico Inicio e término da fermentacao

Ampliacdo - propagadores Laboratorio de Engenharia Genética

PRODUCAO DE FERMENTO DE ALTA DENSIDADE
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CELULAR

FERMENTO BIOLOGICO A PARTIR DA
ALGAROBA

Saida de C0O2 z :
//_ Femocdo de agua

1 | Caldo de algarchba
.ﬁéjp

\J b
H 'I ar

i
b

i

heere 7 B

o i 1 :_:-
i “ " Biorreator '
e Fermento seco
£ e

st e ol g
A F L ?;.-
i dﬁ“ ,m S

Bomb: .
eallis Centrifuga

PROCESSO SIMPLIFICADO DE FRODUCAO DE FERMENTO

FORMAS DE CULTIVO DA ALGAROBEIRA
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~ 2 S 5 e

INICIO DE FRUTIFICACAO DA ALGAROBEIRA

CULTIVO CONSORCIADO DA ALGAROBA
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Cultivo organizado e planejado

Comercializacao da algaroba as margens

do Rio Sao Francisco / Abaré-Ba

PROCESSAMENTO DAS VAGENS DE ALGAROBA
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TRITURADOR INDUSTRIAL — MOINHO

COCCAO DAS VAGENS DE ALGAROBA

Equipamentos para producdo em escala industrial
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Moinho de martelos Filtro-prensa

Dornas Embaladora a vacuo
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Maquina Etapa Processo
Setor de Selecdo da Selecdo da vagem de acordo com o estadio de maturacao
selecdo Vagem fisiolégica.
Moinho de Trituragdo Tritura a vagem e separa as sementes
Martelo ]
~ Mistura da vagem triturada com dgua na proporg¢do de 1:4
Tanque de Inox Infusao a ten%peratura de 70°C p%)r 30 nll)im?tos?
Filtro-prensa Filtragem Separa o caldo da “torta” (residuo).
Dornas Fermentacdo Processo de fermentacio.
Embaladora Embalagem Embala a vicuo o fermento em barras de 500g

VIABILIDADE CELULAR DO FERMENTO DE ALGAROBA

100 -

EiE2E3E4E85

71,2

Meses
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RESULTADO DO TRABALHO:

UNIVERSIDADE FEDERAL DE CAMPINA GRANDE™
Centro de Ciéncias e Tecnologia
Programa. de Pos-graduacao Eng.de Processos

| U {ERMENTO BIOWOGICO
LN

Produto natural extraido das vagens da algaroba

Manoel Ferrelra Alves - Pesguisador
Maria R. M. Cavalcant! Mata - Qrientador

FERMENTO BIOLOGICO DE ALGAROBA
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