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RESUMO

Os micro-organismos fermentadores como a levedura Saccharomyces cerevisiae e algumas
bactérias sao de grande interesse e de importancia econémica, pois estes realizam processos
biotecnologicos como a producao de vinhos, cervejas e de etanol. Neste trabalho foi realizada
a analise da viabilidade e a curva de crescimento de uma linhagem industrial de S. cerevisiae
de uma destilaria de etanol do Pontal do Triangulo Mineiro. A andlise dos resultados revelou
6tima viabilidade deste levedo industrial, tanto pela contagem por unidade formadora de
coldnias de 2.3 x 10"™MUFC/mL, quanto pela contagem de células/leveduras viaveis
microscopicas de 2.0 x 10° células/mL. O crescimento populacional desta linhagem industrial
de S. cerevisiae apresentou as principais fases da curva: Lag, exponencial, estacionaria e em
declinio, confirmando que este fermento industrial foi de 6tima qualidade. A analise da
viabilidade do fermento industrial e a determinacéo da taxa de crescimento populacional da
levedura mostraram resultados bastante significativos e dentro dos parametros esperados.
Portanto, o monitoramento rapido e eficaz da viabilidade do fermento industrial pode garantir
altos niveis de producéo de etanol, sendo, assim de grande importancia econémica.
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ABSTRACT

The fermenters microorganisms such as the yeast Saccharomyces cerevisiae and some
bacteria are of great interest and economic importance since they perform biotechnological
processes such as the production of wines, beers and ethanol. This work was carried out the
analysis of viability and the growth curve of an industrial strain of S. cerevisiae of an ethanol
distillery in the Pontal do Triangulo Mineiro. The analysis of the viability of industrial yeast
showed great viability of both the forming parts counting colonies of 2.3 x 10"UFC/mL as the
cell count/ microscopic viable yeast 2.0 x 10° cells/mL. In addition, the data obtained on the
growth curve were quite satisfactory, presented the main stages of the curve, as the lag
phase, exponential, stationary and decline, and thus confirming that this industrial yeast was
really great quality. Analysis of the viability of the industrial yeast and determining the growth
rate of the yeast showed significant results and within expected parameters. Therefore, the
rapid and effective monitoring of the viability of industrial yeast can ensure high levels of
ethanol production, and thus of great importance economy.
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INTRODUCAO

A Saccharomyces cerevisiae € a espécie de levedura mais amplamente
estudada em experimentos de genética molecular devido ao seu importante papel na
industria pelo processo bioquimico da fermentag&o alcodlica. E comumente utilizada
na fabricacdo de etanol a partir da cana-de-aclcar e em diversos outros processos
biotecnoldgicos (Silva Filho et al., 2005, Alencar et al., 2009).

De acordo com Batistote et al. (2010) o processo de producao do etanol, no
Brasil, utiliza a sacarose proveniente da cana-de-acucar, na forma de caldo de cana e
melaco, como substrato para fermentacdo. Esta fermentacéo ocorre pela agao de
células de S. cerevisiae que sao reutilizadas ao longo de toda a safra. Atualmente o
namero de destilarias de alcool vem aumentando devido ao aumento da demanda
deste combustivel (BATISTOTE et al., 2010), que requer um grande desenvolvimento
tecnologico para o setor agroindustrial da Cana e melhorias nos processos de
fermentacao pelas industrias sucroalcooleiras (AMORIM et al., 2011).

O desempenho do processo fermentativo € enormemente afetado pelo tipo de
levedura que o executa (LIMA et al.,, 2001), dependendo de varias circunstancias,
entre as quais o substrato ou matéria prima utilizada, o teor alcodlico desejado no
produto final, a duracdo da fermentacao, as propriedades do produto, e outros.

Durante o crescimento de S. cerevisiae pode-se descrever as fases: lag - com
pouca ou nenhuma alteracdo no niamero de células, mas a atividade metabdlica é
intensa; log - as bactérias se multiplicam em alta velocidade, considerando as
condicdes fornecidas pelo meio; estacionaria - ha um equilibrio entre a diviséo e a
morte celular; declinio ou morte celular - 0 nimero de mortes excede o numero de
novas células formadas. Essas fases possibilitam analisar sua curva de crescimento e
facilitam a compreensdo da dinamica das populacdes e o controle durante, por
exemplo, a preservagdo ou a deterioragdo de alimentos; a microbiologia industrial,
como a producao de etanol.

Devido ao progresso da tecnologia de producdo de &lcool as linhagens de
leveduras foram sendo selecionadas buscando-se caracteristicas desejaveis ao
processo e ao produto. Caracteristicas como produtividade, eficiéncia da
fermentacdo, tolerAncia ao etanol e a temperatura e resisténcia as altas

concentracdes de agucares sdo alguns dos principais fatores que sao considerados

Intercursos, ltuiutaba, v. 13, n. 2, Jul -Dez. 2014 — ISSN 2179-9059 165



UNIDADE . . ,
TUIUTABA & Intercursos Revista Cientifica
Ciéncias Biologicas

na escolha de uma levedura (HAMMOND, 1995; GUTIERREZ et al.,, 1990), para
assegurar um bom rendimento industrial.

No presente trabalho teve-se como objetivo, a determinacdo da qualidade e
viabilidade de uma linhagem industrial de S. cerevisiae, obtida de uma destilaria de

etanol do Pontal do Tridngulo Mineiro pela analise de sua curva de crescimento.

METODOLOGIA

Os experimentos de isolamento, cultivo e analises microscépicas para o
fermento industrial analisado foram realizadas no laboratorio de Microbiologia e
Micologia da UEMG unidade de ltuiutaba-MG.

Preparacdo do Meio de Cultura para as Leveduras

O meio de cultura utilizado para o crescimento do fermento industrial foi o Agar-
Nutriente (peptona-0,8%, extrato de levedura-0,4%, glicose-2%, pH 5,5). Este meio foi
autoclavado a 1 atm de pressao por durante 20 minutos. Amostras do fermento de
levedo industrial foram homogeneizadas e em seguida filtradas em algodédo para

eliminar as impurezas.

Andlise da Viabilidade e Contagem das Células Viaveis

Para o experimento da andlise de viabilidade das células da levedura
fermentadora foi realizada a técnica de coloragdo com azul de metileno (5%). O
fermento de levedo industrial purificado foi diluido em tubos de ensaio com solucédo de
salina esterilizada (0,8%). Apos a diluigdo, transferiu-se 1 mL do levedo purificado
para um tubo de ensaio de 5 mL e adicionou-se 1 mL da solucdo de azul de metileno.
Apdés 5 minutos, transferiu-se 100 yL da amostra corada para uma Céamara de
Neubauer e levou-se ao microscopio Optico, com objetiva de 40X para realizacao da

contagem das células viaveis, isto €, ndo coradas pelo azul de metileno.
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Diluicédo Seriada e Plagueamento em Meios de Cultura (Ceccato-Antonini, 2010)

Primeiramente foram realizadas as diluicbes das amostras de levedo em série,
de 102 a 10, e uma aliquota de 0,1 mL de cada diluicdo foi inoculada com alca de
Drigalsky em placa de Petri com meio de &gar nutriente solido. Apds, a inoculacéo
das amostras, estas foram incubadas a 28°C, por 48 horas. Apés este periodo, foi
realizada a contagem das colbnias crescidas nas placas de Petri. Estas colbnias
formadas foram genericamente denominadas de Unidades Formadoras de Coldnias
(UFC), ou Colony Forming Units (CFU). Este método de contagem de colbnias em
placas de Petri foi baseado no principio de que cada coldnia crescida foi considerada

originéria de uma unica célula viavel.

Curva de Crescimento

A colbnia de S. cerevisiae foi inoculada em 10 mL do meio de cultura liquido,
em agar nutriente, contido em um tubo de ensaio esterilizado, e em seguida foi
incubada em agitador (shaker) a 28°C por 24 horas. Apés esse tempo, a cultura foi
centrifugada por 10 minutos, a 2000 rpm, e ressuspendida em 10 mL de salina, e
diluida a 1:10. Uma aliquota desta diluicao foi entdo, novamente, inoculada, em meio
agar nutriente liquido, e varias amostras foram coletas nos intervalos de tempo, 0, 10,
20, 30, 40, 60, 90, 120, 150 minutos. Apdés este procedimento, foram entédo, realizadas
as diluicdes de 107, 102 103 10* 10° de todas as amostras coletadas dos
diferentes intervalos, acima mencionados. Em seguida, amostras de 0,1 mL destas
diluicbes foram inoculadas em placa de Petri contendo meio de cultura sélido, e
incubadas a 28° C por 48 horas. Ap0s este periodo, as colbnias resultantes foram

contadas e entdo, determinou-se sua curva de crescimento.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na determinacdo da qualidade do levedo industrial analisado, o resultado
mostrou o0 excelente desempenho desse micro-organismo, pela contagem por
unidade formadora de coldnias de 2.3 x 10**UFC/mL (Figura 1), e pela contagem de
células/leveduras viaveis microscopicas de 2.0 x 10° células/mL (Figura 2). Observou-
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se, pela microscopia Optica, coldnias ndo coradas pelo corante azul de metileno, que
indicam boa viabilidade (Figura 2). Resultados semelhantes foram encontrados por
Basso et al. (2008) para as linhagens de S. cerevisiae PE-2, CAT-1 e a BG-1 que
apresentaram uma notavel capacidade de competir com leveduras selvagens,

sobrevivendo e dominando durante fermentagdes industriais.

Figura 1- Cultura de fermento de levedo industrial cultivada em meio de cultura soélido, agar
nutreinte. I-Concentrado, Il-diluicdo 10 e IlI- diluigéio 107,

Figura 2- Células viaveis de S. cerevisiae visualizadas ao microscépio Optico, ndo coradas
pelo azul de metileno.

Apés a avaliagcdo das células pelo indicador de viabilidade, o azul de metileno,
fez-se a contagem das leveduras usando a camara de Neubauer, pelo microscépio
optico, estimadas em torno de 2,0 x 10° células/mL, quantidade que conferem ao
fermento industrial analisado um grau significativo de viabilidade celular. Martins et al.
(2013) relataram que a avaliagéo da viabilidade celular dos fermentos industriais e a
concentragdo de células vivas séo fatores decisivos na eficiéncia da fermentagéo

industrial.
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Outro monitoramento bastante importante e necesséario para evitar perdas
significativas no processo fermentativo do etanol, e garantir um fermento saudavel, é
o diagnostico rapido da presenca micro-organismos invasores durante processo
fermentativo (CECCATO-ANTONINI, 2010). Estes contaminantes, como por exemplo,
as bactérias invasoras, competem pelo mesmo substrato, a glicose, e duplicam-se
mais rapido que a levedura. Tais bactérias podem provocar um enorme prejuizo na
fermentacao alcodlica, inibindo o crescimento de leveduras pela producdo de acido
lactico, um fenbmeno chamado de floculacdo, que causa uma queda significativa na
producdo de etanol e também na viabilidade da levedura (NARENDRANATH;
POWER, 2004; VENTURA, 2007; ANDRADE; ROCHA, 2013).

De acordo com os relatos de Kelsall e Lyons (2003) e de Barbosa (2012), as
perdas equivalentes em etanol, como por exemplo, pelas bactérias contaminantes
vidveis (UFC/mL), foi na ordem de 10’ com perda de 2.120.000 L de etanol, e em
bactérias contaminantes viaveis (UFC/mL), 10° com perda de 2.544.000 L de etanol,
indicando que € bastante sério e grave o prejuizo econbmico que 0S micro-
organismos invasores podem causar em um processo fermentativo do etanol.

Portanto, o controle e o monitoramento do processo fermentativo sdo de
extrema relevancia (KELSALL; LYONS, 2003; BARBOSA; 2012; ANDRADE; ROCHA,
2013)

O resultado da curva de crescimento (taxa de crescimento), contagem viavel
em Logaritmo (Log), esta representado pelo grafico abaixo (Figura 3). Nesta figura,
observa-se as principais fases de crescimento em um tempo de geracao: Lag (fase
inicial, tempo zero); Exponencial (fase de crescimento da popula¢do), demonstrada
entre o tempo zero e aos trinta minutos; Estacionaria, observada ap6s 30-60 minutos,
Declinio da levedura, assim confirmando que este fermento industrial foi realmente de

Otima qualidade.
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Taxa de Crescimento

Tempo (min)

Figura 3. Taxa de crescimento celular do fermento
industrial de S. cerevisiae.

CONCLUSAO

A determinacao da qualidade e viabilidade e a analise da curva de crescimento
da levedura S. cerevisiae, por meio de técnicas laboratoriais adequadas e
monitoramento eficaz, podem contribuir para um diagnéstico rapido e eficiente da
qualidade do fermento, evitando perdas e garantindo um rendimento lucrativo,

traduzido, em milhdes de litros, durante o processo industrial do etanol.
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