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RESUMO

O objetivo do trabalho foi avaliar a producdo de biomassa das leveduras
Saccharomyces cerevisiae CCMA 0543, Torulaspora delbrueckii CCMA
0684 e Meyerozyma caribbica CCMA 1738 em meio de melago, bem como,
sua viabilidade durante o armazenamento. O melago de cana foi o principal
substrato para o crescimento das leveduras e diferentes formulagdes de meios
foram testadas. O crescimento de Saccharomyces cerevisiae CCMA 0543,
Torulaspora delbrueckii CCMA 0684 e Meyerozyma caribbica CCMA 1738
foi avaliado em diferentes meios. A maxima populagdo microbiana foi obtida
com 48 horas e em meios contendo concentra¢do 10% de solidos soluveis. T.
delbrueckii e M. caribbica tiveram um melhor desenvolvimento no meio
contendo agua tratada, cloreto de calcio, ureia e tween, e a S. cerevisiae para
0 meio contendo cloreto de célcio, fosfato de potassio, tween, ureia e dgua
destilada. Dependendo da composi¢cdo do meio, o tipo da agua podera
influenciar no crescimento microbiano. Sendo assim, 0 melaco de cana tem
potencial para ser utilizado como substrato para a producdo de biomassa de
levedura, no entanto, as exigéncias nutricionais de cada levedura devem ser

avaliadas para garantir o melhor desenvolvimento microbiano.

Palavras-chave: Leveduras; Melaco; Biomassa; Nutrientes.
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1. INTRODUCAO

O café € uma das bebidas mais apreciadas internacionalmente. Cerca
de 60 paises tropicais e subtropicais produzem café como principal produto
de exportagdo (FAO, 2016, SAKIYAMA & FERRAO, 2015, VIEIRA,
2008 ). A qualidade do café tem sido valorizada nos Gltimos anos, dando
credibilidade aos cafés especiais, caracterizados por um conjunto de aromas e
sabores equilibrados e pela auséncia de defeitos. As percepcdes sensoriais sao
influenciadas por caracteristicas genéticas, fatores geograficos, préaticas
agricolas e técnicas pos-colheita (BORRELLA, MATAIX & CARRASCO-
GALLEGO, 2015).

Os microrganismos presentes durante o processo fermentativo, tais
como bactérias, fungos e leveduras, influenciam na qualidade da bebida final.
Algumas culturas iniciadoras, como Saccharomyces cerevisiae, Torulaspora
delbrueckii e Meyerozyma caribbica tem sido utilizadas durante o processo
fermentativo do café devido a sua capacidade de produzir enzimas
pectinoliticas e compostos volateis e ndo volateis que irdo contribuir com a
melhoraria das caracteristicas sensoriais da bebida, (DA SILVA et al., 2021).

Torulaspora delbrueckii € uma espécie que pode ser isolada de
diversos ambientes, fato que evidencia sua capacidade de adaptacdo
metabdlica. Cepas dessa espécie estdo associadas a variados processos de
fermentacdo em alimentos como pdo (PACHECO et al.,, 2012), cacau
(PAPALEXANDRATOU et al., 2011), azeitona (KOTZEKIDOU, 1997) e
pepino (ETCHELLS et al., 1952), de bebidas como café (RIBEIRO et al.,
2017), tequila (Lachance, 1995), mescal (Valdez et al., 2011) e kefir (Loretan,
Mostert and Viljoen, 2003).

A Saccharomyces cerevisiae é (ALEXOPOULOQS, 1996) utilizada em
diversos processos fermentativos, como na panificacdo, cervejaria, fabricacio
de vinho e café. Seu uso foi possivel desde entéo, devido a sua capacidade de
converter rapidamente aglcares em etanol, acidos organicos e gas carbbnico
(MIRANDA, 2015; EVANGELISTA et al., 2014% EVANGELISTA et al.,


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0023643817302281#bib9
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0023643817302281#bib27
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0023643817302281#bib36
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0023643817302281#bib36

2014b). Além disso, é considerado organismo modelo para estudos biol6gicos
(OSTERGARD et al., 2000), e estudos fisioldgicos sobre os efeitos de
diversos tipos de stresse — osmético, oxidativo, etanol, e acidos fracos
(WILLIAMS, 1996).

A espécie Meyerozyma caribbica (VAUGHAN-MARTINI et al.,
2005; KURTZMAN et al., 2010), tendo em conta que, ja foi isolada de matéria
vegetal em decomposi¢do como bagaco de agave-azul, casca de banana, sorgo
e sementes de cacau (N’GUESSAN et al., 2011; PAPALEXANDRATOU et
al., 2011; SAUCEDO-LUNA et al., 2011; HANDE et al., 2013). E uma
espécie produtora de xilitol (RAO et al, 2007; MICHEL, 2007). Contudo,
ha ainda pouca informacao acerca do metabolismo dessa levedura diante dos
carboidratos encontrados em hidrolisados de biomassa lignocelul6sica
(BAPTISTA, 2018).

Durante a produgdo de biomassa alguns pardmetros devem ser
controlados tais como, temperatura, concentracdo de oxigénio e
disponibilidade de nutrientes. Quando em condi¢Bes ambientais 6timas, o
crescimento microbiano e a taxa de crescimento serd maxima. De um modo
geral, 0 aumento de temperatura resulta num aumento da taxa de crescimento
(A=10°C resulta na duplicagéo de taxa de crescimento) devido a um aumento
da atividade metabdlica do microrganismo. A partir de determinada
temperatura, 0 crescimento microbiano € prejudicado e as consequéncias
podem ser letais. Em temperaturas elevadas ocorre a desnaturacdo das
proteinas, como enzimas, transportadores de membrana, hormonas, proteinas
estruturais, entre outros, levando a desintegracdo das membranas lipidicas
(NICOLAU, 2014).

O oxigénio & um composto potencialmente letal para o0s
microrganismos pois leva a producdo de peroxidos e de radicais livres de
oxigénio (ex. O7) que danificam o funcionamento celular. Alguns

microrganismos possuem enzimas (como a superoxido dismutase, a catalase



e a peroxidase) que decompde os compostos de oxigénio, tornando-os desta
forma inécuos para o seu metabolismo (NICOLAU, 2014).

Carbono (agucar), nitrogénio (aminoacidos, aménia ou ion aménio),
micronutrientes tais como vitaminas e minerais Sdo essenciais para o
crescimento do microrganismo (FUGELSANG & EDWARDS, 2007). As
leveduras metabolizam aclcar para a producdo de energia na forma de ATP,
e quando este é hidrolisado em ADP (adenosina-5’-difosfato) e Pi (fosfato
inorganico), a energia liberada é acoplada para varias reagBes e
transformacdes. O metabolismo da glicose segue a via Emben-Meyerhof-
Parnas, também conhecida por glicolise (FUGELSANG & EDWARDS,
2007).

Os meios sintéticos, sdo utilizados para a producdo de biomassa em
escala laboratorial, pois fornecem nutrientes essenciais para o crescimento do
microrganismo. No entanto, quando producdo de biomassa atinge escalas
maiores a utilizacdo de meio sintéticos se torna inviavel sendo necessarios a
busca por meios alternativos e baratos.

A multiplicacdo de leveduras requer o estudo de meios de cultivo
adequados para manter a viabilidade das cepas. Com isso, 0 objetivo deste
trabalho foi avaliar o crescimento das leveduras Saccharomyces cerevisiae
CCMA 0543, Torulaspora delbrueckii CCMA 0684 e Meyerozyma caribbica

CCMA 1738 em meio de melaco e sua viabilidade durante o armazenamento.

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Microrganismos presentes no café

O café é uma das bebidas mais amplamente distribuidas no mundo e
esta entre as cinco commodities agricolas mais comercializadas (FAO, 2009 ).
O café é muito importante, principalmente para a economia de muitos paises

em desenvolvimento, uma vez que € a bebida mais consumida no mundo


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0963996916306056#bb0040

(SOUSA,; COSTA, 2015). O café de alta qualidade deve atender aos padrdes
de higiene, apresentar poucos defeitos, cor e aspecto homogéneos (BOREM,
2004) e atender aos gostos dos consumidores. Por isto, a qualidade do café é
muito importante nas relagdes comerciais e apresenta enorme influéncia sobre
0 preco do produto, sendo crescente a demanda por cafés especiais (BING
CHENG et al., 2016).

Estudos sobre a diversidade microbiana em frutos de café sdo
necessarios para que se possa selecionar microrganismos especificos durante
0 processo de fermentacdo. Estas culturas iniciadoras poderiam atuar na
melhoria da qualidade sensorial, reduzir o tempo de processamento e
padronizar a qualidade aromatica do café obtido a partir de diferentes
variedades. Além disso, essas culturas iniciadoras podem agregar valor a
bebida sem aumentar substancialmente o custo para os produtores de café
(BRESSANI et al., 2018).

A microbiota presente naturalmente no café é diversificada e tém
influéncia direta na qualidade da bebida, tanto pela degradagdo de compostos
presentes nos grdos como pela excre¢do de metabolitos que difundem para o
interior dos grdos (EVANGELISTA et al., 2014b). Os frutos de café servem
de substrato para o desenvolvimento de bactérias, leveduras e fungos
filamentosos, suprindo-os de fontes de carbono e nitrogénio, devido a sua
composicao quimica (SILVA et al., 2000). Por isso, é importante conhecer a
microbiota dominante no café para determinar qual microrganismo contribui
para melhorar a qualidade da bebida final (SILVA et al., 2000; SILVA et al.,
2008; SILVA et al., 2013; VILELA et al., 2010, EVANGELISTA et al.,
2015).

As leveduras possuem grande importancia, pois sdo capazes de
produzir enzimas pectinoliticas, que degrada a pectina presente na mucilagem,
tanto por via seca e semi-seca. (SILVA et al., 2000; SILVA et al., 2008;
SILVA et al., 2013; VILELA et al., 2010; EVANGELISTA et al., 20143;



EVANGELISTA etal., 2014b; EVANGELISTA etal., 2015; RIBEIRO et al.,
2017a; RIBEIRO et al., 2017b; MARTINEZ et al., 2017; BRESSANI et al.,
2018). A selecdo de microrganismos especificos para culturas iniciadoras sdo
importantes para melhorar a qualidade do processo e a qualidade sensorial da
bebida final (SCHWAN; WHEALS, 2003; SILVA et al., 2013).

A selecdo de microrganismos especificos para culturas iniciadoras sdo
importantes para melhorar a qualidade do processo e a qualidade sensorial da
bebida final (SCHWAN; WHEALS, 2003; SILVA et al., 2013). Portanto,
culturas iniciadoras podem ser utilizadas na fermentacdo do café, podendo
melhorar o controle da etapa de fermentagéo, e melhorar a qualidade sensorial
da bebida final, através da producéo de &cidos organicos e compostos volateis
(EVANGELISTA et al., 2014b).

A Saccharomyces cerevisiae foi selecionada por possuir uma alta
capacidade de hidrolisar a pectina presente no café, presenca de produtos
metabolicos desejaveis e capacidade fermentativa (EVANGELISTA et al.,
2014a, EVANGELISTA et al., 2014b). Essa levedura apresenta
caracteristicas especificas, como réapido crescimento quando comparada a
outras leveduras, capacidade de produzir etanol, suportar variacGes de
temperatura, tolerancia a altas concentrac@es de aglcar ( > 55 %) (RUYTERS
et al., 2015), sobrevivéncia em niveis baixos de oxigénio (0,5% de saturacao)
(STECKELBERG et al., 2001) e bons resultados sensoriais quando inoculadas
no café natural e semi-seco (EVANGELISTA etal., 2014a). As linhagens de
leveduras S. cerevisiae CAT-1 e JP1 apresenta ampla adaptagdo a ambientes
industriais, além de serem excelentes produtoras de etanol
(ANTONANGELO, 2012; CHANDEL, 2018; DA SILVA FILHO et al.,
2005; HOWELL et al., 2004).

Torulaspora delbrueckii foi selecionada como potencial cultura
iniciadora para o café devido a sua habilidade em produzir enzimas

pectinoliticas, além de apresentar um 6timo desempenho fermentativo. A


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0023643818301580#bib13
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0023643818301580#bib13
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0023643818301580#bib15
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0023643818301580#bib13
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concentracdo celular da cultura iniciadora deve ser suficiente para garantir a
sua sobrevivéncia durante o processo fermentativo. No café essa concentracdo
varia de 10° a 10" UFC/g (FREITAS, 2018). T. delbrueckii é capaz de
consumir diversas fontes de carbono, desde agUcares comuns ao mosto
cervejeiro, como glicose, frutose, sacarose, maltose e maltotriose, bem como
outros acUcares: galactose, lactose, rafinose, trealose, manitol, sorbitol,

glicerol, melezitose e sorbose (MICHEL et al., 2016a).

A Meyerozyma caribbica, foi selecionada por ja ter sido identificada
nos cafés Arabica e conilon, podendo promover alteragbes quimicas, como
degradacdo da pectina e producdao microbiana de acidos organicos, ésteres e
outros metabdlitos ( DE CARVALHO NETO et al., 2017 ; EVANGELISTA
et al, 2015;HAMDOUCHE et al, 2016;MARTINS et al,
2020 ; MASOUD et al., 2004 ). Também é uma cultura inicial promissora
para o café Conilon com potencial para aumentar a qualidade da bebida (DA
SILVA et al., 2021).

2.2. Crescimento microbiano

Na natureza grande parte da atividade necessaria para o0
aproveitamento da matéria organica é realizada por fungos e bactérias
produtores de enzimas. Tais microrganismos representam excelente fonte de
enzimas devido a facilidade de manipulacdo genética e a ampla diversidade
bioguimica (NEVES et al., 2006). Entre os microrganismos produtores de
enzimas as leveduras tém destaque como fonte de biocompostos, entre o0s
quais predominam as proteinas. S0 microrganismos bastante usados na
inddstria de alimentos porque a maioria das espécies ndo apresenta
caracteristicas patogénicas (RODRIGUES & SANT'ANNA, 2001).

As leveduras sdo compostas principalmente de C, H, O, N, Se P

presentes em macromoléculas (proteinas, polissacarideos, acidos nucléicos e


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0740002021000514?casa_token=G746w4NyVaMAAAAA:TSQW1q90ajEZ3gCi5dDwS6JDF5cg7qBUG62GwqEtuN754FlwH9foLktTRzrThvbsIaMBNEFRmg#bib15
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0740002021000514?casa_token=G746w4NyVaMAAAAA:TSQW1q90ajEZ3gCi5dDwS6JDF5cg7qBUG62GwqEtuN754FlwH9foLktTRzrThvbsIaMBNEFRmg#bib21
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0740002021000514?casa_token=G746w4NyVaMAAAAA:TSQW1q90ajEZ3gCi5dDwS6JDF5cg7qBUG62GwqEtuN754FlwH9foLktTRzrThvbsIaMBNEFRmg#bib21
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0740002021000514?casa_token=G746w4NyVaMAAAAA:TSQW1q90ajEZ3gCi5dDwS6JDF5cg7qBUG62GwqEtuN754FlwH9foLktTRzrThvbsIaMBNEFRmg#bib25
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0740002021000514?casa_token=G746w4NyVaMAAAAA:TSQW1q90ajEZ3gCi5dDwS6JDF5cg7qBUG62GwqEtuN754FlwH9foLktTRzrThvbsIaMBNEFRmg#bib36
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0740002021000514?casa_token=G746w4NyVaMAAAAA:TSQW1q90ajEZ3gCi5dDwS6JDF5cg7qBUG62GwqEtuN754FlwH9foLktTRzrThvbsIaMBNEFRmg#bib36
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0740002021000514?casa_token=G746w4NyVaMAAAAA:TSQW1q90ajEZ3gCi5dDwS6JDF5cg7qBUG62GwqEtuN754FlwH9foLktTRzrThvbsIaMBNEFRmg#bib37

11

lipidios) juntos com ions inorganicos (K+, Mg2+, entre outros) e elementos
traco, necessarios em pequenas quantidades, e que desempenham papel
estrutural e funcional no metabolismo celular. Esses microrganismos também
necessitam de fatores de crescimento como vitaminas, purinas e pirimidinas,
nucleosideos e nucleotideos, aminoacidos, acidos graxos e esterdis. Quando
uma espécie de levedura necessita de um fator de crescimento e ndo ocorre a
adicdo deste fator ao meio de cultura, ocorre um crescimento pobre e
diminuicdo da velocidade dos processos metabolicos (SILVA, 2010).

O crescimento microbiano envolve a multiplicagdo e o crescimento
populacional de uma cultura de células, além do aumento de biomassa
produzida por tais microrganismos. A essa variagdo na massa e na quantidade
de culturas produzidas por unidade de tempo, chamamos de taxa de
crescimento (LIMA et al., 2016). A duplicacdo do ndmero de células em um
determinado intervalo de tempo é denominada tempo de geracdo. Cada
espécie que se duplica possui um tempo de geracdo caracteristico, variando de
acordo com as condi¢Oes ambientais e genéticas (LIMA et al., 2016).

A taxa de crescimento e 0 tempo de geracdo permitem avaliar a
concentragdo das células ao longo do tempo de incubacdo e verificar o
crescimento celular em funcdo de possiveis alteracdes das condicBes
ambientais (LIMA et al.,, 2016; GAVA, 1984). Uma cultura de célula
microbiana cresce em sistema fechado e seu desenvolvimento pode ser

acompanhado em quatro etapas, sao elas:

e Fase de laténcia (fase lag): fase de adaptacdo do
microrganismo a um novo meio com diferencas ambientais.
Nessa etapa ndo ha aumento significativo da populacéo.

e Fase exponencial (fase log): nesta etapa as células estdo
adaptadas ao meio com excesso de nutrientes e 0s
microrganismos possuem uma taxa de crescimento maxima.

Nessa etapa as células iniciam seu processo de divisdo
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entrando no periodo de crescimento ou aumento logaritmico,
as celulas crescem rapidamente e a sua massa aumenta
exponencialmente.

e [Fase estacionaria: a partir dessa etapa a quantidade de
nutrientes comega a ficar escassa e o crescimento microbiano
comega a se estabilizar entdo o nimero de células que se
dividem fica praticamente igual ao numero de células que
morrem.

e Fase de morte (declinio): nesta etapa o numero de células
mortas excede a quantidade de células vivas e ocorre uma
perda da capacidade de divisdo celular. Ocorre a redugdo do

namero de células por morte ou lise.

Log. do n° de microrganismos vidveis por ml

Tempo em horas

Figura 1: Curva de crescimento microbiano de acordo com cada etapa. A —
B: Fase de laténcia (lag); B — C: Fase exponencial (log); C — D: Fase
estacionaria e D — E: Fase de morte (declinio). (GAVA, 1984).
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2.3. Fatores que afetam o desenvolvimento dos microrganismos.

As leveduras, durante a fermentacdo alcodlica, podem estar
submetidas a uma variedade fatores fisicos, quimicos ou biolégicos que séo
referidos como 'estresse’ (Figura 2). No entanto, as células de levedura tém
mecanismos de resposta ao estresse para as condi¢Bes industriais de

fermentacdo e tratamento com &cido (REIS et al., 2013).

Trealose
Glicogénio

Falta de
nutrientes

Altas concenlracoes
de substrato

Altas
temperaturas

Pressao
osmética

Alta concentracdo
de etanol

Contaminacao

Glicerol

Figura 2: Fatores estressantes que afetam as células de levedura na producéo

de etanol e mecanismos comuns de defesa celular (LOPES et al., 2016).

O etanol é um dos principais fatores de estresse que atuam sobre a
levedura. O acimulo de etanol no meio de fermentacdo inibe o crescimento e
a viabilidade dos microrganismos produtores de etanol, causando um efeito
toxico na levedura (STANLEY et al., 2010). Segundo Alves (1996), o etanol
foi o primeiro fator a ser reconhecido como um inibidor da fermentacéo
alcodlica. Os fatores que mais influenciam na sensibilidade do microrganismo
ao etanol sdo: a temperatura, a aeragao e a composicao do meio, agindo direta
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ou indiretamente sobre as propriedades da membrana plasmatica, provocando
modifica¢des na membrana lipidica e nos sistemas de transporte de soluto e
acdo de algumas enzimas (ATALA, 2004).

Os inibidores afetam as vias metabdlicas dos microrganismos durante
0s bioprocessos, agindo principalmente nas vias da glicolise e no ciclo do
acido citrico. Assim, levam a diminuicdo do crescimento celular e a queda da
producgéo do produto de interesse. Isso ocorre devido ao efeito negativo dos
inibidores sobre o pH intracelular, inibicdo de enzimas e processos
metabdlicos, e a perda da integridade da membrana, entre outros efeitos
(ALMEIDA et al., 2007; CASPETA; CASTILLO; NIELSEN, 2015).

A contaminagdo microbiana ocasiona perdas de rendimento potencial
e producdo de &cidos organicos indesejados (MUTHAIYAN, 2011). As
bactérias e leveduras contaminantes competem por micro e macro nutrientes
e produzem compostos inibitérios como acido acético e latico. Esses acidos
tém causado aumento no tempo de fase lag, diminui¢cdo na proporcéo de
crescimento, reduzido rendimento em biomassa, e até levado a morte em
determinados meios (MAKANJUOLA et al., 1992; THOMAS et al., 2002;
ABBOTT et al., 2004; GRAVES et al., 2006; NARENDRANATH et al.,
2001; THOMAS et al., 2001).

2.4. Melago como substrato de crescimento microbiano

O interesse por residuos ou subprodutos industriais vem aumentando,
devido a utilizagcdo dos mesmos como substrato para producdo de proteina
microbiana ou “single cell protein”, um produto com elevado valor nutricional
(NAVARRO; SEPULVEDA; RUBIO, 2000; EMTIAZI; ETEMADIFAR;
TAVASSOLI, 2003; PARASKEVOPOULOU et al., 2003). O melago é um
co-produto da agroindustria, frequentemente utilizado como substrato para a
producéo de etanol (JIMENEZ; BORJA; MARTIN, 2004; SANTOS, 2016),
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devido a presenca de grande quantidade de agUcares fermentesciveis em sua
composicao, ele constitui uma boa fonte de carbono para o metabolismo

microbiano.

O caldo e melacgo de cana apresentam em sua constitui¢cdo um alto teor
de acUcar, principalmente a sacarose, que corresponde de 70 a 91% das
substancias solidas soltveis. O caldo conserva todos 0s nutrientes da cana,
porém apresenta algumas deficiéncias nutricionais como o baixo nivel
proteico e de fatores de crescimento, mas contém quantidades de minerais (3%
a 59 5% como cinzas) tais como ferro, calcio, zinco, manganés, cobre,
potéssio, fosforo e magnésio, adequados ao crescimento microbiano, além de
ceras e graxas (0,05 a 0,015%). O melaco ainda apresenta esses minerais em
eXCesso e compostos organicos que podem inibir o crescimento microbiano
como furfurais. E nesse cenario nutricional que os microrganismos devem se
desenvolver e por vezes se suplantarem nas contagens celulares, o que suscita

a capacidade de crescimento nas limitacOes apresentadas (MIRANDA, 2015)

3. MATERIAIS E METODOS

As leveduras Saccharomyces cerevisiae CCMAO0543, Torulaspora
delbrueckii CCMA0684 e Meyerozyma caribbica CCMA1738 pertencentes a
Colecéo de Cultura de Microbiologia Agricola (CCMA, Universidade Federal
de Lavras, Lavras, MG) foram utilizadas neste trabalho. Os isolados estavam
armazenados a -80 °C e foram reativados em tubos YEPG contendo 9 mL de
meio liquido [glicose 20 g L * (Merck, Darmstadt, Alemanha), extrato de
levedura 10 g L * (Merck, Darmstadt, Alemanha) e peptona bacteriolégica 10
g L " (Himedia, Mumbai, india), pH 3,5]. As culturas foram incubadas a 28
°C durante 48 h e depois transferidas para 90 mL de YEPG e incubadas a 28
°C, 150 rpm durante 24 h (BRESSANI, 2017).
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3.1. Determinacéo do meio de crescimento

Os meios de cultura e sua composicdo utilizados para crescimento dos
isolados estdo descritos na Tabela 1 e 2. Nos volumes de 20 mL foram
adicionados uma al¢ada da levedura, em seguida 0s tubos foram levados para
BOD de 28 °C por um periodo de 12 horas. Para iniciar o crescimento foi
feita a contagem na cdmara de Neubauer passando apenas 10° para o volume
de 180 mL, incubados a 28°C, 150 rpm por 96 horas.



Tabela 1. Composicdo dos meios de cultura com concentracéo de solidos soltveis de 10 °Brix.
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Meio 1 Meio 2 Meio 3 Meio 4 Meio 5 Meio 6

Cloreto de calcio 1,1g/L  Cloreto de calcio 1,1g/L  Cloreto de Calcio 1,1g/L  Cloreto de célcio 1,1g/L.  Cloreto de calcio 1,1g/L.  Cloreto de calcio 1,1g/L
Ureia 2¢g/L Ureia 2g/L Fosfato de potassio 1g/L  Fosfato de potassio 1g/L  Fosfato de potassio 1g/L.  Fosfato de potassio 1g/L
Tween 2g/L Tween 2g/L Tween 2g/L Tween 2g/L Tween 2g/L Tween 2g/L

Agua tratada 200mL Agua destilada 200mL  Sulfato de aménio 2g/L  Sulfato de aménio 2g/L  Ureia 2g/L Ureia 2¢g/L

Agua tratada 200mL Agua destilada 200mL

Agua tratada 200mL

Agua destilada 200mL

Tabela 2. Composi¢do dos meios de cultura com concentracao de sélidos soltveis de 15 °Brix.

Meio 7 Meio 8 Meio 9 Meio 10 Meio 11 Meio 12

Cloreto de célcio 1,1g/L  Cloreto de calcio 1,1g/L.  Cloreto de Calcio 1,1g/L  Cloreto de célcio 1,1g/L  Cloreto de calcio 1,1g/L.  Cloreto de célcio 1,1g/L
Ureia 2¢g/L Ureia 2g/L Fosfato de potassio 1g/L  Fosfato de potassio 1g/L  Fosfato de potassio 1g/L  Fosfato de potassio 1g/L
Tween 2g/L Tween 2g/L Tween 2g/L Tween 2g/L Tween 2g/L Tween 2g/L

Agua tratada 200mL Agua destilada 200mL  Sulfato de aménio 2g/L  Sulfato de aménio 2g/L  Ureia 2g/L Ureia 2¢g/L

Agua tratada 200mL Agua destilada 200mL

Agua tratada 200mL

Agua destilada 200mL
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3.2. Contagem de células totais

Para contagem de células vidveis, 100 ul da amostra foram diluidos
em 900 pl de 4gua peptonada (0,1% m/v). Desta solucdo, 10 pl foram retirados
e misturados em 10 pl de azul de metileno (azul de metileno, 0,01% m/v e
citrato de sddio, 2% m/v). A contagem foi realizada com o auxilio de uma
cdmara de Neubauer em microscopio dptico com aumento de 400x nos
periodos de crescimento de 0, 24, 48, 72 e 96 horas. Foram contadas as células

viaveis presentes em 5 dos 25 quadriculados do quadrante central da camara.

Os dados foram calculados utilizando a seguinte equacao:

Cel/mL=£ngx25xfdx 104
n

Onde: £nq = Soma algébrica do nimero de células viaveis contadas nos
guadriculados

25 = Numero total de quadriculados na camara

fd = Fator de diluigdo utilizado referente ao preparo da amostra
com solucéo de azul de metileno

10 4 = Constante da cAmara que se refere ao inverso do volume
do quadrante central utilizado para contagem

n = Numero de quadriculados contados, dentre os 25 disponiveis

3.3. Peso seco

A quantidade de biomassa produzida durante a fermentagdo foi
determinada atraves da secagem do material produzido e determinagdo do
peso seco. Para a determinacdo do peso seco da biomassa celular, 5 mL da

cultura foram centrifugados (7000 rpm / 4 °C / 10 min) em tubos Falcon de
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15mL, o sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspendido com 5mL de
agua destilada. A amostra foi centrifugada novamente seguindo o mesmo
padrdo anterior, o sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em
5mL de 4gua destilada e colocado em placas de Petri. As placas foram
colocadas em estufa 105 °C durante 24 h. As mesmas foram pesadas em
balanga analitica antes e ap6s o procedimento. Foi feito o peso seco no periodo
de 0 horas e 48 horas. Primeiro foi feito o célculo de umidade através da

equacéo:

Umidade = (peso inicial — peso final) x 100
peso inicial

A biomassa obtida foi calculada através da equacéo:

Xw (mateial) = Umidade
100

3.4. Analises estatisticas

Os dados experimentais foram submetidos ao ANAVA e as médias
comparadas pelo teste de Scott-Knott (p<0,05) (FERREIRA, 2008). Para 0s

estudos estatisticos, foi utilizado o software Sisvar.

4. RESULTADOS E DISCUSSOES

O melago é um co-produto da industria agucareira rico em agucares e
micronutrientes, de facil manipulacdo e baixo custo apresentando grande
potencial industrial a ser pesquisado (MAZO, 2002; SANTOS 2016). Neste
trabalho, o melagco de cana foi utilizado como substrato para a producéo de
biomassa da Saccharomyces cerevisiae CCMA 0543, Meyerozyma caribbica
CCMA 1738 e Torulaspora delbrueckii CCMA 0684. O crescimento
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microbiano foi avaliado durante 96 horas. O crescimento do microrganismo
pode ser dividido em trés fase. A fase de laténcia ocorre nas primeiras horas e
envolve a adaptacdo do microrganismo no meio (RIBEREAUGAYON et al.,
2006). O crescimento exponencial a populacdo atingi a sua concentracdo
méxima sendo muito influenciada pela temperatura (OUGH, 1964),
concentracdo de oxigénio (SABLAYROLLES & BARRE, 1986) e nutrientes
(LAFON-LAFOURCADE, 1983; SABLAYROLLES et al. 1996). Todas as
leveduras apresentaram crescimento maximo com 48h. A populacdo maxima
da S. cerevisiae foi alcangada no meio de cultura 6 (Tabela 3) (8,78
Log.UFC.mL™); Meyerozyma caribbica para o meio 1 (9,10 Log.UFC.mL?)
e 3 (9,14 Log.UFC.mL™?); e Torulaspora delbrueckii para o meio 1 (9,04
Log.UFC.mL™). Todos os meios continham concentragdo de sélidos soltveis
de 10°Brix, sendo considerada concentracdo ideal para producao de biomassa.
Os meios com concentracdo 15 °Brix foram descritas como ideais para
producdo de etanol (PATARO et al., 2002). O estresse induzido pelo aumento
da osmolaridade externa leva a redugé@o em crescimento e perda da viabilidade
das células das leveduras, devido as perturbacdes no gradiente osmatico
através da membrana plasmatica, além de promover nas perdas no volume das
células, que se contraem por causa de diferencas em pressao osmatica entre o
exterior e o interior das células (SOUZA, 2009).

A Tabela 4 mostra os valores de biomassa das fermenta¢fes no
periodo de O horas e 48 horas e a variagdo da biomassa entre cada tipo de
meio. A Saccharomyces cerevisiae obteve um aumento na producdo de
biomassa para 0 meio 6 (10 °Brix), chegando a 164,98 g, seguidos do meio 1
com 165,87 g em 48 horas. A Meyerozyma caribbica obteve um aumento na
producdo de biomassa para os meios 1 e 3 (10 °Brix), com maior média para
0 meio 1 chegando a 163,89 g. A Torulaspora delbrueckii obteve um aumento
na producdo de biomassa para o meio 1 (10 °Brix) com 164,43 g. Com bases
nos resultados obtidos, podemos observar que houve uma semelhanca na
producdo de biomassa entre as trés leveduras para 0 meio 1 (10 °Brix),

podendo esta relacionada aos compostos presentes no melago. Os compostos
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inorganicos encontrados no caldo e melago de cana sdo fdsforo, enxofre,
calcio, magnésio, potassio, zinco, manganés, cobre, ferro, cobalto, iodo e
outros elementos em quantidades diminutas, sendo todos necessarios para
suprir as necessidades nutricionais das leveduras durante o processo de
fermentacdo alcodlica industrial, influenciando na multiplicacdo e
crescimento celular e na eficiéncia de transformacdo de agucar em alcool
(SANTOS, 2008).
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Tabela 3. Contagem celular durante o crescimento da Saccharomyces cerevisiae CCMAQ543, Meyerozyma caribbica CCMA1738 e Torulaspora
delbruecki CCMAO0684.

Populagéo (Log.UFC.ml?)

10°Brix 15°Brix
Tempo | Meiol | Meio2 | Meio3 | Meio4 | Meio5 | Meio6 | Meio7 | Meio8 | Meio9 | Meio 10 | Meio 11 | Meio 12
0 6.9504 6.88 6.78° 6.70°A 6.78° 6.85 6.85 6.814 6.74%A 6.78 6.78% 6.88
24 8.48%A 8.41PA 8.41A 8.41%4 8.37%4 8.390A 8.520A 8.38" 8.47%4 8.33" 8.35% 8.49"
SC 48 8.70% 8.64% 8.57%¢ 8.47¢ 8.43% 8.78% 8.57°C 8.51% 8.53% 8.44°C 8.53C 8.61°C
72 8.64% 8.56"8 8.48% 8.50%® 8.56% 8.41%8 8.73%4 8.40°8 8.51% 8.64% 8.73A 8.744
96 8.61%¢ 8.69% 8.54%¢ 8.47¢ 8.50% 8.44C 8.66% 8.51% 8.62%C 8.66% 8.83% 8.57°C
10°Brix 15°Brix
Tempo | Meiol | Meio2 | Meio3 | Meio4 | Meio5 | Meio6 | Meio7 | Meio8 | Meio9 | Meio 10 | Meio 11 | Meio 12
0 6.934 6.85 6.74A 6.85% 6.85% 6.934 6.85% 6.814 6.74%A 6.81 6.659%4 6.81°A

24 8.890A 8.76¢ 8.90°A 8.74¢ 8.70°¢ 8.83% 8.72% 8.624P 8.78¢ 8.58°P 8.74°¢ 8.619
MC 48 9.10%4 9.06%® 9.14%A 8.84%F 9.01%¢ 8.96°° 9.02%¢ 8.95% 8.89% 9.06%® 8.91% 9.03%¢
72 8.93* 8.828 8.81°® 8.60°¢ 8.96* 8.98% 8.950A 8.888 8.68¢ 8.65¢ 8.85%8 8.888
96 9.88vA 8.75v¢ 8.69% 8.64°P 8.81%8 8.86A 8.85°A 8.79%® 8.56% 8.57vP 8.69°¢ 8.71°¢

10°Brix 15°Brix
Tempo | Meiol | Meio2 | Meio3 | Meio4 | Meio5 | Meio6 | Meio7 | Meio8 | Meio9 | Meio 10 | Meio 11 | Meio 12
0 6.85%A 6.81°A 6.78A 6.74% 6.7094 6.78A 6.65%4 6.74% 6.709A 6.749% 6.659%4 6.81°A

24 8.90°A 8.70°P 8.76° 8.60" 8.79¢ 8.88% 8.83% 8.67°P 8.69%° 8.51°F 8.77%¢ 8.69°P
TD 48 9.04%4 8.76* 8.80°¢ 8.75%¢ 8.71P 9.93%*® 8.78¢ 8.62'E 8.69%° 8.64% 8.69°P 8.79%¢
72 8.950A 8.89% 8.80%¢ 8.73% 8.84%¢ 8.91% 8.73% 8.84%¢ 8.52°F 8.56°F 8.79%° 8.90%

96 8.77% 8.594C 8.48"° 8.48P 8.68°8 8.67"8 8.57°C 8.40° 8.29°F 8.27° 8.51P 8.564¢
*Meédias seguidas da mesma letra minGscula na coluna e da mesma letra maitscula na linha, para cada levedura, ndo diferem significativamente pelo teste
de Scott-Knott (p < 0,05).

*SC: Saccharomyces cerevisiae; MC: Meyerozyma caribbica; TD: Torulaspora delbrueckii
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Tabela 4. Variacdo de peso seco em funcdo do tempo para a Saccharomyces cerevisiae CCMAOQ543, Meyerozyma caribbica CCMAL738 e
Torulaspora delbruecki CCMA0684.

Peso seco (g)
10°Brix 15°Brix
Tempo | Meiol | Meio2 | Meio3 | Meio4 | Meio5 | Meio6 | Meio7 | Meio8 | Meio9 | Meio 10 | Meio 11 | Meio 12
e 0 160,56 |159,31 |157,50 |157,95 [159,21 |158,76 162,99 |159,66 |159,81 |162,8 161,55 |164,16
48 165,87 |16452 |161,37 |16245 |161,82 |164,98 164,16 163,37 |1629 163,53 [162,54 |165,51
10°Brix 15°Brix
Tempo | Meiol | Meio2 | Meio3 | Meio4 | Meio5 | Meio6 | Meio7 | Meio8 | Meio9 | Meio 10 | Meio 11 | Meio 12
MC 0 161,46 |161,82 |159,57 160,47 |[157,23 |158,85 161,28 [159,75 |159,84 163,80 |159,93 |159,03
48 163,89 |16353 |161,1 161,91 |15858 |162,90 |162,10 |161,73 |162,67 |16506 |163,53 |163,26
10°Brix 15°Brix
Tempo | Meiol | Meio2 | Meio3 | Meio4 | Meio5 | Meio6 | Meio7 | Meio8 | Meio9 | Meio 10 | Meio 11 | Meio 12
™ 0 158,25 159,30 |158,76 |158,31 [159,39 |160,01 |157,95 [158,85 |159,93 160,38 |162,18 |157,95
43 164,43 160,83 |160,83 |160,74 163,98 |161,91 162,01 |161,82 |161,82 |161,19 |164,52 |160,74

*SC: Saccharomyces cerevisiae; MC: Meyerozyma caribbica; TD: Torulaspora delbrueckii
*Valores do peso seco para cada levedura.
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A reducéo do °Brix foi observada durante o crescimento microbiano
(Tabela 5). Em 48 h de crescimento da Saccharomyces cerevisiae no meio 6,
atingiu 5.76 °Brix com reducdo de 3,64%. Meyerozyma caribbica nos meios
1 e 3 atingiu 6,3 e 5,9 com reducdo de 3,20% e 4,16% respectivamente; e
Torulaspora delbrueckii no meio 1 atingiu 6,26 °Brix, com reducéo de 5,40%.
Essa reducdo na concentracao de solidos sollveis ocorre devido a hidrolise da
sacarose que corresponde 70 a 91% das substancias sélidas soltveis. As trés
leveduras produzem invertase (f —D frutofuranosidase (EC.3.2.1.26) € uma
enzima que hidrolisa a sacarose, originando uma mistura, em quantidades
iguais de glicose e frutose (ARAUJO, 2015).

Além da sacarose, outros constituintes dos meios contribuiram com o
eficaz desenvolvimento das leveduras, tais como, cloreto de célcio, fosfato de
potéssio, uréia, tween e agua destilada (meio 6), cloreto de célcio, ureia, tween
e agua tratada (meio 1); e cloreto de célcio, fosfato de potassio, tween, sulfato
de amdnio e agua tratada (meio 3).

O fosforo é um elemento indispensavel para a sintese de importantes
componentes celulares (CARLILE & WATKINSON, 1994). A adi¢do de
fosfatos de calcio, de sédio, de potassio e de amdnio a meios com caréncia de
fosforo pode aumentar acentuadamente o crescimento microbiano (SINGH &
TANDON, 19674, b).

Ureia e sulfato de amonia sdo fontes de nitrogénio que contribuem
para formagdo de metabdlitos. Diversos compostos organicos e inorganicos
podem ser utilizados, dentre eles estdo: peptona, extrato de levedura, sulfato
de amonio, farelo de soja e ureia (CARNEIRO, 2018). Wicherham (1946),
utilizando 1.700 linhagens de leveduras, observou que todas as linhagens sdo
capazes de utilizar trés fontes de nitrogénio: sulfato de amoénio, uréia e
asparagina. No entanto, Jones et all (1981), propde que as duas sdo capazes de
utilizar ions aménio como Unica fonte de nitrogénio, embora algumas

leveduras requeiram adicdo de aminoacidos especificos.
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Tabela 5. VValores de Brix dos meios dos meios de cultura durante o crescimento da Saccharomyces cerevisiae CCMAO0543, Meyerozyma caribbica
CCMA1738 e Torulaspora delbruecki CCMA0684.

Brix
10°Brix 15°Brix
Tempo| Meiol | Meio2 | Meio3 | Meio4 | Meio5 | Meio6 | Meio7 Meio 8 Meio9 | Meio 10 | Meio 11 | Meio 12
0 9.15% 9.50% 9.05% 9.80% 9.60% 9.40°® | 14.30% | 14.75%® 14.30%8 | 14.35® | 14.85% 14.75%
24 7.368 5.56%° 5.56%0 5.50°° 5.40°P 6.16°C 7.368 6.36°C 8.30°A 7.36"8 7.20°8 8.00°
SC| 48 5.70° | 4.60°® | 4.86"° 5.00°° 5.06°° 5.76"C 6.06°8 5.509¢ 6.66 6.70° 6.90° 7.36
72 4,804 5.20°C 5.00°¢ 5.10°C 5.50°¢ 5.16° 7.00°A 6.26°8 7.30% 6.408 6.96° 6.46°8
96 5.40°8 5.00°8 5.30"8 5.50°8 5.80"8 5.30°8 7.16° 7.00°4 7.16%A 6.96"A 7.30°A 7.00%A
10°Brix 15°Brix
Tempo| Meiol | Meio2 | Meio3 | Meio4 | Meio5 | Meio6 | Meio7 Meio 8 Meio9 | Meio 10 | Meio 11 | Meio 12
0 9.50% | 9.46* | 10.46*" | 9.70% 9.96*A | 10.06*A | 13.40°® | 14.10 12.36% | 14.66* | 13.40°4 14.6°A
24 8.80* | 8.46% 8.80% 8.86% 8.86% 9.20*A | 11.80°® | 13.50% 12.40 | 14.06*4 | 12.70%4 13.80%4
MC| 48 6.30% | 5.30% 5.90% 6.40% 6.66% 6.06% 7.66" 10.30¢4 8.20% 8.56% 8.56% 8.50%
72 5.46% | 550 5.36% 5.16% 5.50% 5.20% 7.86% 7.50% 7.90% 7.56% 8.06 4 8.10%
96 6.46% | 6.36% 6.40% 5.96% 6.40% 6.26% 8.50"8 8.60% 8.40% 8.66% 8.50% 8.60%
10°Brix 15°Brix
Tempo| Meiol | Meio2 | Meio3 | Meio4 | Meio5 | Meio6 | Meio7 Meio 8 Meio9 | Meio 10 | Meio 11 | Meio 12
0 11.66°F | 10.90*" | 11.06%" | 11.10%" | 11.30%¢ | 10.96°" | 15.16% | 13.40% 15.86®® | 14.00%°° | 16.20* 13.60%
24 6.30% 5.70F 6.20° 6.26°E 6.40°E 5.86°F 8.16® 7.66¢ 8.66"* 7.20P 8.70%A 7.76¢
TD| 48 6.26°° | 6.10°® | 6.36a*® | 6.27°° 6.20°0 6.16° 8.30°8 7.40°C 8.80°A 7.60°C 8.66* 8.30°8
72 6.46°° | 6.40°° 5.36"° 6.16°¢ 6.60°° 6.26°F 9.10°4 7.90°C 8.76" 7.90°C 9.16° 7.90°C
96 6.00°P 5.16% 6.60%" 5.36" 6.06°° 5.70° 8.46 7.46% 8.76°A 6.96°C 8.56" 7.36%
*Meédias seguidas da mesma letra mintscula na coluna e da mesma letra maitscula na linha, para cada levedura, ndo diferem significativamente pelo teste

de Scott-Knott (p < 0,05).
*SC: Saccharomyces cerevisiae; MC: Meyerozyma caribbica; TD: Torulaspora delbruecki
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A 4gua destilada é uma 4agua sem sais minerais, sem nenhuma
substancia dissolvida, utilizada em diversos procedimentos laboratoriais. A
agua tratada é livre de materiais toxicos e microorganismos, como bactérias,
porém contém mineiras naturais e produtos quimicos (cloro, sulfato de ferro,
aluminio, cal, carbonato de sodio, &cido fluorsilicico), utilizados no
tratamento para o consumo humano. Nos resultados podemos observar que o
melhor meio para a M. caribbica e a T. delbrueckii foi 0 meio que tem a 4gua
tratada como diluente, podendo indicar que esses microrganismos precisam
de certos minerais (calcio, sodio, magnésio, zinco, silicio e o potassio),
presentes na dgua tratada para o crescimento. Sengundo Straver et al (1993),
substancias presentes no meio fermentativo, como sais inorganicos,
polieletrélitos, e gomas excretadas por bactérias, contribuem para adesdo de
células. Diferente da S. cerevisiae que teve um melhor crescimento no meio
contendo &gua destilada.

Durante o crescimento microbiano alguns metabolitos séo
produzidos, tais como, &cidos succinico, latico, acético e outros, que
contribuem com a redugdo do pH. O decréscimo do pH foi observado apds 72
h no meio de crescimento (Tabela 6) para as trés leveduras estudadas. O
decréscimo do pH ocorreu com 72 horas de crescimento, a S. cerevisiae
alcancou 4,42, a M. caribbica 3.82 e a T. delbruecki atingiu pH de 4,70, essa
reducdo no pH pode estar relacionada com a fase estacionaria, que €
caracterizada a escassez de nutrientes e a pelo acimulo de metabdlitos
liberadas durante a fermentacdo (FERREIRA, 2019). Dorta (2006) afirma que
valores muito baixos de pH no tratamento &cido prejudicam a viabilidade, o
brotamento da levedura, a quantidade de biomassa, o rendimento e a
produtividade da fermentagdo, e consequentemente acarretam sobra de
acucares ao final da fermentacéo.

Além disso, o estresse acido prolongado auxilia para que a célula
perca sua capacidade de manter o pH interno e suas atividades fisioldgicas, e
isto leva a inibicdo do crescimento e finalmente a morte celular (BRUL;
COOTE, 1999). O acumulo de metabdlitos e a reducdo do pH afeta o
crescimento celular, fazendo com que haja uma reducdo na producdo de

biomassa dessas leveduras.
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Tabela 6. Valores de pH dos meios de cultura durante o crescimento da Saccharomyces cerevisiae CCMAO0543, Meyerozyma caribbica CCMA1738

e Torulaspora delbruecki CCMA0684.

pH
10°Brix 15°Brix
Tempo | Meiol | Meio2 Meio3 | Meio4 | Meio5 | Meio6 | Meio7 | Meio8 | Meio9 | Meio 10 | Meio 11 | Meio 12
0 4,908 4,778 4472 4.31% 5.15%4 5.01%A 4.76%® 4.80%® 4.34% 4450 4,78 4.65%
24 4.60°8 44749 4,230 4,150 4.81°A 4.74°A 465 4,548 4,28 4.35% 465 4.45C
SC 48 4.49% 4,39 3.80<C 3.88C 455 4.73A 4.43® 4.43® 3.94°¢ 3.88" 4.47°® 4.448
72 4.70A 4.64 3.85P 3.79°0 4,574 4.42°8 4.50°® 4.48°® 4,03 3.95°C 4,498 4.458
96 5.09% 4.99% 3.86°F 3.79E 457 4.46°C 4648 4,598 4.,05°P 3.99°0 4,50 4.49vC
10°Brix 15°Brix
Tempo | Meiol | Meio2 Meio3 | Meio4 | Meio5 | Meio6 | Meio7 | Meio8 | Meio9 | Meio 10 | Meio 11 | Meio 12
0 5.34%A 5.44A 4,92 4.92%¢ 5.14%® 5.35% 5.21%8 5.17%8 4.92%¢ 4,923 5.2 5.02°¢
24 5.13%A 5.220A 4.61°° 4.61°° 4,938 5.12A 5.21%4 5.06¢ 4.79°C 4.89% 5.174 5.174
MC 48 4,01 4,03 3.43% 3.50% 4,284 4.17% 4.11°8 4.02°¢ 3.67P 3.78° 4,148 4,138
72 3.82¢0 3.93% 3.81¢P 3.740 4.86°A 4,924 4,03 3.86P 3.59 3.67° 4,058 4.08®
96 3.824¢ 3.874¢ 3.77¢C 3.77¢¢ 4,894 5.00% 4,078 3.83¢ 3.59°0 3.68°° 3.98%® 4.06°®
10°Brix 15°Brix
Tempo | Meiol | Meio2 Meio3 | Meio4 | Meio5 | Meio6 | Meio7 | Meio8 | Meio9 | Meio 10 | Meio 11 | Meio 12
0 5.06% 5.02¢ 4.35%¢ 4.33%¢ 4.56% 4.66% 4,854 4914 4.36% 433 4.67%® 4,62
24 4.06% 4.03% 3.30°8 3.31%8 3.97°A 4.07°A 4,01 4,07 3.448 3.36°8 4,04 4,05
TD 48 4.19% 4.149% 3.5208 3.53% 4.09A 4.18A 3.990A 4.07°A 3.56"8 3.50°8 4,06 4,07
72 4.49°A 4.35% 3.58°° 3.58°0 4.39% 4544 3.94°C 4,19 3.61°° 3.68° 4,128 3.24°
96 4.77°A 4.62°A 3.630 3.60°P 4.66%A 4,722 3.99°¢ 4.42%8 3.66°° 3.76"° 4,23 46224

*Meédias seguidas da mesma letra mintscula na coluna e da mesma letra maitscula na linha, para cada levedura, ndo diferem significativamente pelo teste
de Scott-Knott (p < 0,05).
*SC: Saccharomyces cerevisiae; MC: Meyerozyma caribbica; TD: Torulaspora delbrueckii
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5. CONCLUSAO

O crescimento de Saccharomyces cerevisiae CCMA 0543, Meyerozyma
caribbica CCMA 1738 e Torulaspora delbrueckii CCMA 0684 foi avaliado
em diferentes meios de cultura. A maximo popula¢do microbiana foi obtido
com 48 horas e em meios contendo concentracdo 10% de sélidos sollveis. T.
delbrueckii e M. caribbica teve um melhor desenvolvimento no meio
contendo agua tratada, cloreto de célcio, ureia e tween; e S. cerevisiae para 0
meio contendo cloreto de calcio, fosfato de potéssio, tween, ureia e agua
destilada. Dependendo da composi¢cdo do meio, o tipo da agua podera
influenciar no crescimento microbiano. Sendo assim, 0 melago de cana tem
potencial para ser utilizado como substrato para a produgdo de biomassa de
levedura, no entanto, as exigéncias nutricionais de cada levedura devem ser

avaliadas para garantir o melhor desenvolvimento microbiano.
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