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RESUMO 

 

SANTOS, D,M. Viabilidade de leveduras durante o processo de liofilização 
utilizando diferentes crioprotetores. 2013. n 21. Trabalho de Conclusão de Curso. 
Tecnologia em Alimentos. Universidade Tecnológica Federal do Paraná. Ponta 
Grossa, 2013. 
 
 
A importância da manutenção e conservação de leveduras utilizando métodos para 
garantir a preservação da levedura em laboratórios e centros de pesquisa, vem 
sendo estudada ao longo do tempo. Apesar de existir poucos estudos sobre diversos 
processos de preservação em longo prazo para garantir a preservação adequada, 
alguns fatores devem ser observados para obter bons resultados, como a escolha 
do meio de crescimento da cultura inicial, a reativação, a temperatura de pré-
congelamento e o tipo de crioprotetor. O presente trabalho teve como objetivo 
verificar a influencia de diversos crioprotetores na viabilidade de cepas de 
Hanseniaspora guilliermondii, aplicando o método de liofilização com adição de 
lactose, manitol e leite em pó desnatado antes da etapa de congelamento. Deste 
modo, a cepa foi avaliada em relação à contagem em placas, na sua morfologia 
macro e microscópica e na fermentação no mosto de maçã, antes, durante e após 
as etapas do processo de liofilização. Os resultados da contagem em placas 
mostraram perda celular na etapa do congelamento, de liofilização e de 
armazenamento de 6 meses, revelando que a contagem inicial de 2,7 x 109 ufc.mL-1 
diminuiu para 7 x 102 ufc.mL-1, 4 x 102 ufc.mL-1, 1,3 x 102 ufc.mL-1 e 2,5 x 10 ufc.mL-1, 
respectivamente, com lactose, manitol, leite em pó desnatado e sem crioprotetor. Os 
resultados das características macro e microscópicas das colônias de 
Hanseniaspora guilliermondii, não apresentaram modificações morfológicas durante 
as etapas do processo de liofilização. Na capacidade fermentativa, usando como 
parâmetro a velocidade de 6,74 gCO2.L

-1, em um tempo de 2,29 dias, foi verificado 
na etapa do congelamento um aumento da velocidade máxima em menor tempo em 
todos crioprotetores. Na etapa de liofilização, as cepas protegidas pela lactose e 
sem crioprotetor aumentaram sua velocidade e diminuiram o tempo para atingi-la e o 
com o leite em pó desnatado apresentaram queda na velocidade máxima, porém em 
menor espaço de tempo. Após 6 meses de conservação houve fermentação apenas 
das cepas protegidas com lactose e manitol. Estes resultados demonstram que os 
crioprotetores utilizados na liofilização, garantem a estabilidade das características 
macro e microscópicas de H. guilliermondii, diminuição nas contagens em todas as 
etapas do processo e no armazenamento e alterações na capacidade fermentativa 
da cepa. 
 
 
Palavras- chaves: Liofilização, Crioprotetores, Hanseniaspora guilliermondii. 
 
 

 



 

 

ABSTRACT 

 
 
SANTOS, D.M. Viability of yeasts during the freeze drying process using 
different cryoprotectants. 2013. n 21. Trabalho de Conclusão de Curso. 
Tecnologia em Alimentos. Universidade Tecnológica Federal do Paraná. Ponta 
Grossa, 2013. 
 

The importance of maintenance and upkeep of yeasts using methods to ensure the 
preservation of the yeast in laboratories and research centers, has been studied over 
time. Although there is few studies on various long-term preservation processes to 
ensure adequate preservation, some factors must be observed to obtain good 
results, as the choice of initial culture growth medium, the reactivation, the 
prefreezing and cryoprotectant type. The present study aimed to verify the influence 
of various cryoprotectant, area and viability of strains of Hanseniaspora 
guilliermondii, applying the method of freeze-drying with added lactose, mannitol and 
skimmed milk powder before freezing step. In this way, the strain was evaluated 
against the count, in your macro and microscopic morphology and fermentation in the 
Apple must, before, during and after the freeze-drying process steps. The results of 
the boards count showed cell loss in step of freezing, freeze-drying and storage of 6 
months, revealing that the initial count of 2,7 x 109 ufc.mL-1, decreased to 7 x 102 

ufc.mL-1, 4 x 102 ufc.mL-1, 1,3 x 102 ufc.mL-1 e 2,5 x 10 ufc.mL-1, respectively with 
lactose, mannitol, skimmed-milk powder and without cryoprotectant. The results of 
the macro and microscopic features of Hanseniaspora guilliermondii colonies, 
showed no morphological changes during the freeze-drying process steps. In 
fermentative capacity, using as a parameter the 6, 74 speed gCO2. L-1, in a time of 
2, 29 days, was checked in step of freezing an increase in maximum speed in the 
shortest time in all, area. In freeze-drying, protected by lactose and strains without 
cryoprotectant increased their speed and decreased the time to achieve it and with 
the skimmed-milk powder showed fall at full speed, but in the shortest time. After 6 
months of conservation there was only protected strains fermentation with lactose 
and mannitol. These results demonstrate that, area used in freeze drying, guarantee 
the stability of macro and microscopic features of h. guilliermondii, decrease in 
scores in all stages of the process and in storage and changes in fermentative 
capacity of cepa. 
 

Keywords: Freeze drying, Cryoprotective agent, Hanseniaspora guilliermondii. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

            As leveduras tem sido utilizadas na indústria de alimentos, como agente de 

fermentação, na fabricação de pães, cervejas e vinhos e na forma inativa, como 

suplemento nutritivo em produtos naturais, além do uso como matéria prima para 

produção de autolisados e extrato de leveduras (PÁDUA; OLIVEIRA; SBARBIERI, 

2000) 

             As leveduras não–Saccharomyces são conhecidas pela sua contribuição 

aos compostos voláteis aromáticos, a maioria deles contribuintes para aromas frutais 

e florais em bebidas fermentativas (VIANA et al., 2009).  Diversos trabalhos vêm 

sendo realizados utilizando cepas não–Saccharomyces, do gênero Hanseniaspora, 

obtendo resultados que evidenciam uma melhora na qualidade aromática do produto 

(XU et al, 2006). Deste modo, torna-se importante e essencial à conservação de 

cepas deste gênero para a execução de estudos e pesquisas. 

 Para a manutenção de cepas diversos métodos como preservação a baixas 

temperaturas (congelamento a - 80ºC ou com nitrogênio líquido), preservação em 

óleo mineral, repique contínuo, preservação em água destilada esterilizada e 

liofilização, podem ser utilizados para garantir a preservação adequada de micro-

organismos (CAVALCANTI, 2010). Mariano (2006) comenta que muitos destes 

métodos são laboriosos, exigindo maior tempo de trabalho e podendo resultar em 

variações na expressão das características dos micro-organismos. Os métodos que 

tem apresentado maior sucesso são aqueles que reduzem o metabolismo a ponto 

de induzir latência artificial (SILVA et al., 2008). 

 O processo de liofilização, que consiste na secagem de um material por meio 

da sublimação da parte congelada a baixas temperaturas e sob vácuo, portanto, um 

processo de transferência de calor e de massa simultânea, no qual o calor é 

fornecido para o produto congelado e o vapor d’ água é removido continuamente, 

tem sido considerado uma das formas mais seguras de manutenção de cepas 

(PITOMBO, 2005; MORGAN et al, 2006). Esse processo visa à secagem de 

organismos, de tal forma que a atividade metabólica seja fortemente reduzida 

(ROBERT et al, 2006). 
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           Para o processo de liofilização a etapa inicial de congelamento deve ser 

realizada para que o mínimo de cristais de gelo seja formado (MELIN et al., 2011). 

Na etapa subsequente, a secagem primária, a água congelada é removida por 

sublimação, formando poros no interior do produto e na última etapa, chamada de 

secagem secundária, a temperatura da água ligada é aumentada fortemente para 

que deixe o produto (ROBERT et al., 2006). 

 Para se obter bons resultados com a liofilização, alguns fatores devem ser 

observados, como a escolha do meio de crescimento da cultura inicial, do meio de 

reativação, a temperatura de pré-congelamento e o tipo de crioprotetor  (ROSE, 

1970). 

           Os agentes crioprotetores são aditivos usados durante a conservação de 

micro-organismos a baixas temperaturas (BEIRÃO, 2006). Para conservação e 

preservação da viabilidade dos micro-organismos é necessário que não seja tóxico e 

não reativo com a água e que tenha uma boa penetração celular (CAMEOTRA et al., 

2007).  Os crioprotetores mais comumente utilizados são a sacarose, glicose, 

lactose, manitol e leite em pó desnatado (DENNISTON et al., 2000). 

 Devido as suas propriedades de preservação contra efeitos danosos a 

integridade da levedura, os crioprotetores podem ser usados nas concentrações de 

10% a 15%, determinando uma boa criopreservação (LUDLAM et al., 1989: BAATI 

et al., 2000).             

A literatura apresenta poucas informações sobre a ação dos crioprotetores em 

relação às leveduras não-Saccharomyces no processo de liofilização, evidenciando 

a necessidade do desenvolvimento do presente trabalho. Portanto, o objetivo geral 

foi verificar a influência de diversos crioprotetores na viabilidade de Hanseniaspora 

guilliermondii durante as etapas do processo de liofilização. 
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2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1 MATERIAIS 
 

 A cepa de Hanseniaspora guilliermondii faz parte do acervo da Universidade 

Tecnológica Federal do Paraná – Campus Ponta Grossa. Os meios de cultura 

utilizados foram yeast malt agar (YMA) e glucose peptone yeast extract broth 

(GPYB) e os crioprotetores foram a lactose (Biotec), manitol (Biotec) e leite em pó 

desnatado (Molico-Nestle). 

 Para verificar as características de fermentação da cepa liofilizada sob 

diferentes crioprotetores foi utilizado mosto de maçã da cultivar Gala (10 Kg), 

produzido com maçãs obtidas no comércio local da cidade de Ponta Grossa, 

Paraná.  

 

2.2 MÉTODOS 

 

2.2.1 Procedimentos antecedentes à liofilização da Hanseniaspora guilliermondii 

 

 Para aumentar a biomassa a ser liofilizada, uma colônia pura da cepa de 

Hanseniaspora guilliermondii isolada em yeast malt agar (YMA) foi inoculada em 5 

mL de glucose peptone yeast extract broth (GPYB) previamente esterilizado, que foi 

incubado a temperatura de 25 °C (± 1ºC) em estufa com agitação (130 rpm) por 24 

horas (Incubadora Tecnal TE 420). Esta cultura foi transferida para um erlenmeyer 

com 100 mL do mesmo caldo (GPYB) e incubado, na mesma temperatura e 

agitação, por 48 horas, atingindo uma população de 1012 ufc.mL-1 (PIETROWSKI et 

al, 2012).  

 Foram produzidos 300 mL de cultura de H. guilliermondii, conforme descrito 

anteriormente, para submeter à centrifugação com cada crioprotetor (leite em pó 

desnatado, lactose e manitol) e 300 mL da cultura para a água destilada estéril. As 

culturas foram centrifugadas por três vezes, sendo a primeira com o próprio caldo 

GPYB e as demais utilizando a água destilada e os crioprotetores para lavar a 

biomassa e conferir ou não a crioproteção. As centrifugações ocorreram sob 

refrigeração a -4ºC (Excelsa 4 Microprocessed Centrifuge – Modelo 280 R) por 15 
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minutos a 3.000 rpm, com a água destilada e com os crioprotetores (lactose 10%, 

leite em pó desnatado 10% e manitol 10%), a centrifugação ocorreu nas mesmas 

condições, porém por 30 minutos, pois com 10% de concentração dos 

crioprotetores, os quinze minutos utilizados com água destilada não foram 

suficientes para garantir a separação da biomassa. 

 Após cada lavagem o sobrenadante foi descartado, permanecendo a 

biomassa que era coletada em frascos estéreis para posterior homogeneização com 

os respectivos crioprotetores e com água destilada (s/c). O conteúdo obtido foi 

distribuído em frascos de vidro, com rolhas de borracha, previamente esterilizados. 

Os frascos foram congelados a -20°C (± 1ºC) por 24 horas.  

            

2.2.2 Liofilização da Cepa de Hanseniaspora guilliermondii 
  

 Os frascos foram encaminhados ao liofilizador (Marca Terroni – Modelo LD 

1500), que trabalhou nas seguintes condições: vácuo inicial + 1760 µHg; vácuo final 

0 µHg; temperatura do condensador -30ºC. O processo foi concluído em 24 horas, 

quando houve o fechamento das rolhas de borracha ainda sob condições de vácuo. 

Para garantir a vedação dos frascos foi utilizado parafilme (Laboratory Supplier – 4 

IN. X 125 FT). As cepas liofilizadas foram mantidas nos frascos de vidro, em caixa 

fechada e temperatura ambiente, até o processo de recuperação. 

2.2.3 Recuperação da Cepa de Hanseniaspora guilliermondii 
  

 Para a reidratação das cepas foi utilizado 2 mL de cada crioprotetor no próprio 

frasco liofilizado, que depois de agitação por 10 segundos em velocidade máxima 

(Vortex Mixer), foram deixados em repouso por 30 minutos.   

 A recuperação de H. guilliermondii ocorreu logo após a cepa ter sido 

submetida ao processo de liofilização (tempo 0) e após 6 meses de armazenamento. 

 

2.2.4 Avaliação de Viabilidade das Cepas 
 

A suspensão obtida na recuperação da cepa foi utilizada para a verificação da 

capacidade fermentativa das cepas conservadas, para contagem em placas e 

também para verificação das características morfológicas.  
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2.2.4.1 Contagem de leveduras em placas 

 

  Para a realização da contagem em placas de H. guilliermondii preservada 

pelo processo de liofilização, foi retirada uma alíquota de 1mL da suspensão obtida 

na recuperação e após concluídas as diluições seriadas até 10-6, foi realizada 

semeadura superficial com alça de Drigalski em YMA. As placas foram incubadas a 

25°C (± 1ºC) por 48 horas (CROUS et al, 2009). 

  

2.2.4.2 Caracterização morfológica 

 

 O aspecto macroscópico das colônias de H. guilliermondii obtidas foram 

observados nas placas utilizadas para as contagens. As colônias foram submetidas 

à preparações microscópicas coradas pelo método de Gram, para a observação das 

características microscópicas das cepas preservadas. 

  

2.2.4.3 Capacidade fermentativa em mosto de maçã 

 

 O mosto de maçã clarificado, filtrado e pasteurizado foi acondicionado em 

erlenmeyers de 250 mL com volume de 200 mL, previamente esterilizados em 

autoclave (Modelo Phoenix AV75) 121°C por 15 minutos e providos de batoque para 

avaliação da cinética de fermentação. Em seguida, foi adicionado 1 mL da 

suspensão obtida na recuperação da cepa em cada crioprotetor, como inóculo inicial  

de fermentação nos erlenmeyeres devidamente identificados. Foram incubados em 

estufa bacteriológica (Quimis – Modelo Q 31B24) a 25°C (± 1ºC) por 10 dias. A 

cinética da fermentação foi calculada pelo monitoramento da perda de massa do 

fermentado durante a liberação do gás carbônico (CO2), com pesagens dos 

fermentadores em balança analítica (Modelo AS-F1) no mínimo três vezes ao dia até 

o peso constante (BELY et al, 1990; ROGER et al, 2002). A velocidade de 

fermentação foi obtida pela equação 1. Os dados de perda de CO2 pelo tempo 

decorrido na fermentação foram plotados em gráfico de dispersão e depois de 

adicionar linha de tendência, o valor da perda de CO2 foi corrigido pela equação do 

gráfico utilizando o valor de R2 mínimo de 0,99, para o cálculo das velocidades.  
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Equação (1) 

 

V= ΔCO2/ Δt 

 

Onde: 

V: velocidade de fermentação (g.CO2.L
-1.d-1) 

ΔCO2: Variação de produção de CO2 (g.L-1).  

Δt: Variação do tempo (d). 

 

2.2.5 Análise Estatística  

Os resultados obtidos foram submetidos ao teste de Tukey (p< 0,05), para 

verificar a similaridade dos tratamentos. O processamento de dados e a análise 

estatística foram realizados com o uso do programa estatístico SASM - Agri 

(CANTERI et al., 2001). 
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3 RESULTADOS E DISCUSSÕES 
 

3.1 Contagem de leveduras H. guilliermondii 
 

Os resultados da contagem da levedura H. guilliermondii em placas são 

apresentados na figura 1 e mostram instabilidade populacional perante a adição dos 

crioprotetores na etapa de congelamento e de liofilização, quando comparadas com 

a contagem inicial da referida cepa.   

Com relação à concentração inicial para a liofilização, Morgan et al (2006) 

afirma que existem poucas publicações definindo a concentração de células ideal 

para a liofilização, porém historicamente  as quantidades superiores que 108 células 

mL-1 garante a recuperação de células viáveis de uma amostra liofilizada. Desta 

forma, considerando que na etapa de centrifugação ocorreu perda de algumas 

células, a concentração inicial de leveduras foi de 109 ufc.mL-1 e foi constatado uma 

diminuição dessa população tanto na etapa de congelamento, na liofilização como 

também na recuperação após 6 meses de conservação. 

 

 

Figura 1 – População de H. guilliermondii expressa em ufc.mL
-1

 nas  etapas do processo de 

liofilização   

Nota: 
a,b

 = letras diferentes nos  diferentes crioprotetores/etapas da liofilização indicam que há 

diferenças significativa nas contagens (p<0,05) 

Fonte: Autoria própria. 
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As etapas que compõem o processo de liofilização podem causar injúrias ou 

danos celulares levando ao aumento da sensibilidade, da fase lag de multiplicação 

celular e a necessidade de incremento nutricional (ABREU & TUNTUNJI, 2003; 

CANHOS et al., 2004). Desta forma Hubálek (2003) e Paoli (2005) recomendam na 

tentativa de contornar os danos celulares, substâncias protetoras que podem ser 

adicionadas durante o desenvolvimento do microrganismo, antes do congelamento 

ou da secagem, podendo destacar compostos como o leite desnatado, soro, 

trealose, glicerol, sacarose, glicose, lactose, entre outros. No presente trabalho 

foram utilizados os crioprotetores somente a partir da etapa do congelamento e não 

no crescimento do microrganismo.  

O crioprotetor com maior influencia na estabilidade da população de levedura 

durante o processo de congelamento (figura 1) foi à lactose, tendo diminuído apenas 

um ciclo logarítmico na contagem, o leite em pó reduziu dois ciclos logarítmicos. Os 

crioprotetores com menor proteção às cepas foram o manitol e a água destilada, 

decresceram três ciclos logarítmicos, porém pelo teste de Tukey não houve 

diferença significativa entre todas as contagens (p < 0,05).  

Oliveira et al (2003) comentam que os crioprotetores são essenciais para o 

congelamento, mas essas substâncias não permitem a sobrevivência de todas as 

células, pois apresentam efeitos tóxicos que dependem da concentração do 

crioprotetor utilizado bem como o tempo de exposição da célula. Neste trabalho, foi 

observado que a concentração utilizada de 10% da lactose não influenciou na 

viabilidade das células da levedura, pois manteve uma concentração estável 

comparado com a população inicial. De acordo com as observações de Vergne e 

Tutunji et al (2004) a temperatura de -20ºC de congelamento é adequada para a 

maior parte dos microrganismos, porém, algumas células são sensíveis e não 

sobrevivem a longos períodos. 

 Na etapa de transferência de calor e de massa simultânea, ou seja, na 

secagem inicial, foi observada uma diminuição desta população perante todos os 

crioprotetores e esta redução ocorreu em menor quantidade na lactose, com uma 

redução de dois ciclos logarítmicos, frente às cepas sem crioprotetores e protegidas 

com leite em pó desnatado e manitol, que evidenciaram uma perda de três ciclos 

logarítmicos em relação a contagem do congelamento para a liofilização. Com base 

nestes resultados o melhor crioprotetor para H. guilliermondii foi a lactose que 

apresentou a contagem de 5,7 x 106 ufc. mL-1 após a liofilização. Entretanto, a 
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aplicação do teste de Tukey (p<0,05) entre os valores das contagens nos diferentes 

crioprotetores e inclusive sem crioprotetor não apresentou diferença significativa, 

contrapondo as afirmações de Hubálek (2003) que afirma ser essencial a utilização 

de crioprotetores, para contornar os danos celulares dos microrganismos. 

Na recuperação da cepa após seis meses de liofilização e conservação em 

temperatura ambiente, houve perda celular em todos os tratamentos. As contagens 

das cepas da água destilada e do leite em pó desnatado revelaram uma perda de 

dois ciclos logarítmicos, da lactose houve perda de quatro ciclos logarítmicos e com 

o manitol apenas um ciclo logarítmico.  Entretanto, as afirmações de Silva et al 

(1992) e Costa & Ferreira (1991) salientam que embora a liofilização como método 

de preservação de leveduras promova alta taxa de morte, a viabilidade celular 

remanescente permanece estável durante o período de estocagem, no entanto este 

aspecto não foi observado neste trabalho. 

 Costa (2010) e Morgan (2006) sugerem que os procedimentos de estocagem 

e acondicionamento após a liofilização influenciam significativamente na vida de 

prateleira nos materiais liofilizados. Desta forma, devem ser armazenados em 

ampolas ou frascos de vidro e acondicionados em ambientes com baixa umidade, 

baixas temperaturas, abrigo de oxigênio, luz e contaminantes.  

Neste trabalho, conforme as sugestões destes autores o material liofilizado foi 

armazenado em frascos de vidro, com rolha de borracha fechada à vácuo no 

liofilizador, a ausência de oxigênio foi garantida com a utilização de parafilm, ao 

abrigo da luz, entretanto, as amostras liofilizadas foram conservadas a temperatura 

ambiente. Contudo, a recuperação das leveduras recém-liofilizadas e após seis 

meses de recuperação com a adição dos crioprotetores mostraram resultados de 

contagens diferentes, sugerindo que a morte das células ocorreu tanto na liofilização 

quanto durante o tempo de armazenamento.   

Em estudo realizado para conhecer a melhor sobrevida e a manutenção das 

propriedades como agente biocontrolador, Abadias et al (2001) utilizaram diferentes 

agentes protetores e meios de reidratação na liofilização das cepas de leveduras. 

Concluíram que o melhor resultado foi obtido utilizando-se 10% de lactose e 10% de 

leite desnatado como protetores, e a taxa de sobrevida foi também superior quando 

uma solução de 10% de leite desnatado foi utilizada na reidratação. Neste trabalho 

foi constatado que a concentração utilizada de 10% dos mesmos crioprotetores, 
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houve uma diminuição da preservação após os seis meses de estocagem da 

levedura H. guilliermondii. 

 

3.2 Caracterização morfológica 
 

 Nas características macro e microscópicas das colônias de H. guilliermondii, 

apresentadas nos quadros 1 e 2, foi observado que em todas as etapas do processo 

de liofilização com a adição dos diferentes crioprotetores as amostras 

permaneceram inalteradas, como encontrado na fase de aumento da biomassa com 

as características das colônias esbranquiçadas, de bordas lisos e brilhantes e com 

células apiculadas. 

 

 

Etapas do 

Processo de 

Liofilização 

Aspectos Macroscópicos de H. guilliermondii 

 
Crioprotetores 

S/Crio Lac Man Lpd 

 

Congelamento 

Esbranquiçadas, 

bordas lisos e 

brilhantes 

Esbranquiçadas, 

bordas lisos e 

brilhantes 

Esbranquiçadas, 

bordas lisos e 

brilhantes 

Esbranquiçadas, 

bordas lisos e 

brilhantes 

 

Liofilização 

(tempo 0) 

Esbranquiçadas, 

bordas lisos e 

brilhantes 

Esbranquiçadas, 

bordas lisos e 

brilhantes 

Esbranquiçadas, 

bordas lisos e 

brilhantes 

Esbranquiçadas, 

bordas lisos e 

brilhantes 

 

Liofilização 

(6 meses) 

 

Esbranquiçadas, 

bordas lisos e 

brilhantes 

Esbranquiçadas, 

bordas lisos e 

brilhantes 

Esbranquiçadas, 

bordas lisos e 

brilhantes 

Esbranquiçadas, 

bordas lisos e 

brilhantes 

Quadro 1 - Resultados das características macroscópicas da cepa de H. guilliermondii nas 

etapas do processo de liofilização com diferentes crioprotetores. 

Fonte: Autoria própria. 
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Etapas do 

Processo de 

Liofilização 

Aspecto Microscópico de H. guilliermondii 

 
Crioprotetores 

S/Crio Lac Man Lpd 

 

Congelamento Células apiculadas Células apiculadas Células apiculadas Células apiculadas 

 

Liofilização 

(tempo 0) 

 

Células apiculadas Células apiculadas Células apiculadas Células apiculadas 

 

Liofilização 

(6 meses) 

 

Células apiculadas Células apiculadas Células apiculadas Células apiculadas 

Quadro 2- Resultados das características microscópicas da cepa de H. guilliermondii nas  

etapas do processo de liofilização com diferentes crioprotetores. 

Fonte: Autoria própria. 
 

 

 A utilização da liofilização para armazenamento de leveduras pode ser de 

grande utilidade, pois geralmente esses organismos se mantêm inalterados 

morfologicamente (SOUZU, 1973; KIRSOP & SNELL, 1984).  

Cavalcante (2010) que trabalhou com três gêneros de levedura, concluiu que 

o processo de liofilização e a manutenção em água destilada são os mais 

adequados para a preservação das características fenotípicas e genotípicas destes 

microrganismos. Os resultados do presente trabalho estão de acordo com o relato 

deste autor, indicando que o processo de liofilização pode ser utilizado com sucesso 

também em leveduras não-Saccharomyces. No entanto, Voyron et al (2009) e Paoli 

(2005) relatam modificações morfológicas após a liofilização ou até mesmo 

inviabilidade do fungo no congelamento que antecede a liofilização, mas que não foi 

observado na cepa de H. guilliermondii em seis meses de preservação. 

Para Fuller (2004) o uso de crioprotetores pode ser limitado por efeitos tóxicos 

particulares ou mesmo pela indução de estresses osmóticos, o que aumenta a 

possibilidade de alteração do perfil morfológico e/ou genético dos espécimes, além 

do risco de morte celular, Porém, neste trabalho, utilizando a concentração de 10% 
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de lactose, manitol e leite em pó desnatado, não houve alteração no perfil das 

colônias e nos aspectos microscópicos das células. 

 

3.3 Capacidade fermentativa em mosto de maçã 
 

 Os resultados da capacidade de H. guilliermondii fermentar o mosto de maçã 

estão apresentados na Tabela 1, e evidenciam que ocorreram variações nos 

resultados de cada crioprotetor nas diferentes etapas do processo de liofilização.  

 

Tabela 1- Resultados de velocidade máxima de fermentação de H. guilliermondii no mosto de 

maçã nas  etapas do processo de liofilização com diferentes crioprotetores. 
 

Etapas do Processo de Liofilização  

 

Crioprotetores 

 

Aumento da 

biomassa 

 

Congelamento Liofilização 

 

Conservação (6 

meses) 

V máx 

(g CO2 

L
-1

 d
-1

) 

Tempo 

V máx 

(dias) 

V máx 

(g CO2 

L
-1 

d
-1

) 

Tempo 

V máx 

(dias) 

V máx 

(g CO2 

L
-1

 d
-1

) 

Tempo 

V máx 

(dias) 

V máx 

(g CO2 

L
-1 

d
-1

) 

Tempo 

V máx 

(dias) 

Sem 

crioprotetor 6,74 2,29 7,19 2,22 8,77 3,14 0 - 

Lactose - - 9,77 1,93 8,15 2,27 6,21 4,26 

Manitol - - 7,36 1,93 5,01 1,34 4,52 4,26 

Leite em pó 

desnatado - - 9,50 1,93 1,74 1,98 0 - 

Fonte: Autoria própria 

 

Na fermentação do mosto de maçã com a cepa H. guilliermondii, antes e 

durante o processo de liofilização, foi determinado como padrão, a velocidade de 

6,74 gCO2.L
-1, em um tempo de 2,29 dias, obtida na fermentação do mosto de maçã 

antes que a cepa fosse submetida a qualquer etapa da liofilização.  A partir deste 

parâmetro foi verificado que com a adição dos três crioprotetores na etapa de 

congelamento, houve um aumento da velocidade máxima (variando de 7,19 a 9,77 

gCO2.L
-1) e que a mesma foi atingida em um menor espaço de tempo, evidenciando 

que a adição dos crioprotetores, além de garantir a proteção das leveduras, afetou 

positivamente o metabolismo da cepa. Não há informação na literatura a respeito da 

sobrevida de micro-organismos durante a etapa do congelamento que antecede a 
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liofilização, em relação à proteção ou não dos crioprotetores nesta etapa, todos os 

estudos apresentam dados apenas após a etapa de secagem. 

Na etapa de liofilização, propriamente dita, foi verificado que somente as 

cepas sem crioprotetor e protegidas pela lactose, aumentaram sua velocidade 

máxima, embora somente a da lactose diminuiu o tempo para atingí-la. As 

fermentações conduzidas com a cepa liofilizada com manitol e leite em pó 

desnatado apresentaram uma queda na velocidade máxima atingida, e mesmo 

tendo atingido esta velocidade num menor espaço de tempo, sugerem que o 

processo de liofilização pode comprometer alguns caminhos metabólicos dos 

microrganismos. 

Com relação à conservação da cepa após 6 meses de liofilização, a lactose o 

e manitol mostraram um aumento de 186% no tempo para atingir a velocidade 

máxima, que foi menor 8% (lactose) e 33% (manitol), ao valor considerado padrão, 

sugerindo que quanto maior o tempo de preservação maior o tempo necessário para 

que a cepa  possa realizar o processo de fermentação, pois conforme já discutido 

anteriormente, houve redução nas contagens durante o processo de 

armazenamento. Para Cameotra (2007) trata-se de mutações que resultam em 

alterações fisiológicas como modificações no aspecto na cor, da cultura, perda da 

capacidade de esporulação, redução ou perda da patogenicidade, perda da 

capacidade de sintetizar certas substâncias e outras modificações em geral 

irreversíveis. 

 Mariano (2006), em estudo realizado com leveduras, afirma que, embora 

passível de ser influenciada pelas condições em que são mantidas as cepas, a 

utilização de açúcares como fonte de carbono não parecem ser instáveis. Porém, 

neste trabalho, observando os resultados da levedura H. guilliermondii com leite em 

pó desnatado e sem crioprotetor, foi verificado não ter ocorrido fermentação no 

mosto de maçã, característica fisiológica que deveria ter estabilidade assim como 

aquela investigada por Mariano (2006). 
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4 CONCLUSÃO 

 
De acordo com os resultados obtidos pode-se concluir que o método de 

conservação por liofilização com a adição de crioprotetores antes do congelamento 

é adequado à cepa Hanseniaspora guilliermondii, garantindo a estabilidade em suas 

características macro e microscópicas. 

Com relação a contagem de Hanseniaspora guilliermondii nas diversas 

etapas da liofilização, foi evidenciada uma perda de 1 a 3 ciclos logarítmicos no 

congelamento e de 2 e 3 ciclos logarítmicos na liofilização e de até quatro ciclos 

após 6 meses de conservação, não apresentando diferença estatística significativa 

sob os diferentes crioprotetores.  

Na capacidade fermentativa, usando como parâmetro a velocidade obtida 

com a cepa sem sofrer nenhum tratamento, foi verificado na etapa do congelamento 

um aumento da velocidade máxima em menor tempo em todos crioprotetores, 

mostrando que a adição dos mesmos garante a proteção das cepas. Na etapa de 

liofilização, as cepas protegidas pela lactose e sem crioprotetor aumentaram sua 

velocidade de fermentação, mas só a lactose diminuiu o tempo para atingi-la. As 

cepas com manitol e o leite em pó desnatado apresentaram queda na velocidade 

máxima, porém em menor espaço de tempo. Após 6 meses de conservação a cepa 

protegida por lactose e manitol aumentaram seu tempo para atingir a velocidade 

máxima, que foi menor que o parâmetro considerado, evidenciando uma relação 

direta entre a contagem e a velocidade de fermentação. 

A escassez de trabalhos específicos publicados na área de processos 

biotecnológicos, mostrando a perda celular da levedura, em todas as etapas do 

processo de liofilização. Para melhorar essa realidade, estudos futuros poderão ser 

realizados com crioprotetores e/ou concentrações diferentes, daquelas utilizadas 

neste trabalho, para garantir a manutenção de leveduras não-Saccharomyces sem 

alterações metabólicas. 
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