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RESUMO

Este estudo teve como objetivo analisar a cinética de crescimento de cepas de leveduras nativas
isoladas da cana-de-agtcar cultivada na regido de Areia-PB, visando sua aplicagdo em processos
fermentativos alcoolicos. Foram avaliadas trés cepas: 2506S, 2754S e 31291 em diferentes
condigdes de cultivo, utilizando trés fontes de carbono: sacarose, glicose e maltose e trés faixas de
temperatura 15 °C, 30 °C e 37 °C. Os experimentos foram conduzidos em shaker orbital com
temperatura controlada, conforme os parametros estabelecidos para os pré-indculos. Apds o
periodo de crescimento, as solugdes foram padronizadas para uma concentragao de 108 UFC/mL
e distribuidas em microplacas de 96 pocos, sendo mantidas sob as mesmas condigdes de
temperatura. As leituras foram realizadas em leitora de microplacas do tipo ELISA a cada duas
horas durante as primeiras 12 horas de cultivo, e posteriormente a cada 12 horas. As analises foram
conduzidas por meio da determinagdo das curvas de crescimento celular, da velocidade especifica
méxima de crescimento (Umqy) € do tempo de geragdo (t,). Os resultados demonstraram que a

cepa 25068 apresentou o melhor desempenho a 15 °C e 30 °C, com elevados valores de p,q, ©
baixos tempos de geracdo, indicando alto potencial de crescimento nessas condi¢des. Em
contrapartida, temperaturas elevadas (37 °C) resultaram em desempenho reduzido para as cepas
2506S e 2754S, sugerindo sensibilidade térmica. A cepa 31291, por sua vez, apresentou
comportamento mais estdvel em todas as temperaturas e fontes de carbono testadas. Tais
resultados estdo em conformidade com a literatura, que aponta a faixa de 30 °C como 6tima para
o crescimento de Saccharomyces cerevisiae, com reducgdo da atividade celular em temperaturas
supra-otimas. A estabilidade térmica e nutricional da cepa 31291 evidencia seu potencial para uso
industrial em processos sujeitos a variagdes operacionais. Além disso, a alta concentracdo celular
obtida ao final da fase exponencial pela cepa 25068 a 15 °C indica sua viabilidade para processos
fermentativos em baixas temperaturas. Esses achados refor¢am a importancia da prospeccao de
microrganismos autoctones como estratégia para o desenvolvimento de fermentacdes mais
eficientes, robustas e regionalmente adaptadas.

Palavras-chave: leveduras nativas. cinética de crescimento. cachaga. fermentagdo alcodlica.
temperatura de cultivo.



ABSTRACT

This study aimed to analyze the growth kinetics of native yeast strains isolated from
sugarcane cultivated in the region of Areia, Paraiba (Brazil), with a view to their application
in alcoholic fermentation processes. Three strains (25068S, 2754S, and 3129I) were selected
for evaluation under different cultivation conditions, using three carbon sources (sucrose,
glucose, and maltose) and three temperature ranges (15°C, 30°C, and 37°C). The
experiments were conducted in an orbital shaker under controlled temperature, according to
the parameters established for the pre-inocula. After the growth period, the cultures were
standardized to a concentration of 108 CFU/mL and distributed into 96-well microplates,
maintained under the same temperature conditions. Readings were performed using an
ELISA-type microplate reader every two hours during the first 12 hours of cultivation, and
subsequently every 12 hours. The analyses were conducted by determining cell growth
curves, the maximum specific growth rate ({pqy), and the generation time (t,). The results
showed that strain 2506S exhibited the best performance at 15 °C and 30 °C, with high
UmaxVvalues and short generation times, indicating strong growth potential under these
conditions. In contrast, elevated temperatures (37 °C) resulted in reduced performance for
strains 2506S and 27548, suggesting thermal sensitivity. Strain 31291, in turn, showed more
stable behavior across all tested temperatures and carbon sources. These findings are
consistent with the literature, which indicates 30 °C as the optimal range for the growth of
Saccharomyces cerevisiae, with decreased cellular activity at supra-optimal temperatures.
The thermal and nutritional stability of strain 31291 highlights its potential for industrial use
in processes subject to operational variability. Additionally, the high cell concentration
reached by strain 25068S at 15 °C at the end of the exponential phase suggests its feasibility
for fermentative processes at lower temperatures. These findings reinforce the importance of
prospecting native microorganisms as a strategy for developing more efficient, robust, and
regionally adapted fermentations.

Keywords: native yeasts. growth kinetics. cachaga. alcoholic fermentation. cultivation
temperature.
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1. INTRODUCAO

A producdo de bebidas alcoolicas desempenha um papel econdmico e cultural
significativo no Brasil, com a cachaca destacando-se como um simbolo nacional. Segundo o
Programa Brasileiro de Desenvolvimento da Aguardente de Cana (PBDAC), a producao
ocorre em torno de 1,2 bilhdes de litros por ano, sendo que cerca de 75% desse total ¢
representada pela fabricacdo industrial e 25%, ¢ decorrente da fabricagdo artesanal. Cerca de
14,8 milhdes de litros sdo exportados, majoritariamente para a Europa (Fonseca, 2018).

No estado da Paraiba, a cachaga artesanal possui forte expressdao cultural e
econdmica. A regido € responsavel por produzir até 25 milhdes de litros por ano, com mais
de 100 engenhos ativos, o que gera milhares de empregos diretos e indiretos e movimenta
uma cadeia produtiva robusta, aponta a Federacdo das Industrias do Estado da Paraiba
(FIEPB). A cidade de Areia, no Brejo paraibano, ¢ reconhecida como a "Capital Paraibana
da Cachaga", abrigando dezenas de engenhos e marcas registradas. A bebida ¢ hoje
considerada um patrimonio cultural e imaterial estadual, celebrada por meio de iniciativas
como o “Dia Estadual da Cachaga Paraibana”.

Diante desse panorama, hé crescente interesse na selecdo de leveduras selvagens
provenientes da cana-de-aglicar paraibana, com o objetivo de valorizar caracteristicas
regionais e desenvolver cepas mais adaptadas as condigdes ambientais locais,
potencializando o perfil sensorial e a autenticidade da cachaga artesanal.

O estudo da cinética de crescimento dessas leveduras ¢ fundamental para determinar
suas condicOes otimas de cultivo, bem como para obter dados relevantes sobre sua
viabilidade em aplicagdes industriais. Esses parametros permitem comparar o desempenho
das cepas selvagens com aquele apresentado por leveduras comerciais ja utilizadas,
possibilitando uma avaliacdo técnica de sua eficiéncia fermentativa e robustez metabodlica
frente as exigéncias de processos produtivos.

No presente estudo, foram avaliadas trés cepas de leveduras da cana-de-agucar
cultivada na regido de Areia-PB para andlise da cinética de crescimento celular, utilizando
diferentes fontes de carbono e submetidas a trés faixas de temperatura. As cepas foram
comparadas entre si com base em suas curvas de crescimento, velocidades especificas

maximas de crescimento (Upqy) € tempos de geragdo (ty).
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar o crescimento de leveduras isoladas do plantio de cana-de-agtcar frente ao
consumo de diferentes carboidratos e condi¢des de temperatura visando a produgdo de

bebidas alcoolicas.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a cinética de crescimento em meio com sacarose, maltose e glicose;
e Avaliar a cinética de crescimento nas temperaturas de 15°C, 30°C e 37°C;

e Calcular o tempo de gera¢do dos microrganismos em cada condigdo testada.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. HISTORIA DAS BEBIDAS ALCOOLICAS

A fermentagao de bebidas alcodlicas remonta a civilizagdes muito antigas. Vestigios
arqueologicos indicam que, hé cerca de 9.000 anos, na aldeia neolitica de Jiahu, na provincia
de Henan, norte da China, ja se produziam bebidas alcoodlicas a partir da fermentagdo de uvas
silvestres. Esses residuos foram encontrados em jarras de ceramica, configurando o mais
antigo registro conhecido de uma bebida contendo alcool. Posteriormente, o hidromel foi
produzido no Egito Antigo, na Grécia, no Império Romano e durante a Idade Média na
Europa (KRISTBERGSSON; OLIVEIRA, 2016).

Contudo, apenas ap6s 1857, com as publicagdes de Louis Pasteur, foi definitivamente
aceito que o etanol era um produto do metabolismo de leveduras, sendo obtido por meio da
fermentagdo alcoolica. Esse entendimento cientifico foi posteriormente consolidado e
difundido por diversos autores, como Andrietta, citado por Alves (1996), que descreve a
importancia dessa descoberta para os processos fermentativos industriais.

A domesticacao de leveduras, especialmente do género Saccharomyces, ocorreu de
forma intensiva nos ambientes cervejeiro e vinicola. Cepas utilizadas na produgdo de
cervejas do tipo ale (S. cerevisiae) e lager (S. pastorianus, um hibrido com S. eubayanus)
foram selecionadas ao longo dos séculos para se adaptarem a condi¢des especificas, como
temperaturas mais baixas e maior eficiéncia na assimilacdo de agucares fermentaveis
(GALLONE et al., 2018).

Atualmente, a industria de bebidas alcodlicas ndo se limita as leveduras do género
Saccharomyces, empregando também leveduras nao-Saccharomyces e bactérias laticas
(BASSO et al., 2016). Essa diversidade microbiana tem sido utilizada para conferir maior
complexidade sensorial as bebidas, reduzir o teor alcoodlico e modular o perfil aromdtico por
meio de reagdes como a esterificacdo. No Brasil, pesquisas académicas vém explorando o
uso de fermentacdes consorciadas, combinando leveduras isoladas da producao de cachaga
com bactérias laticas, a fim de desenvolver bebidas fermentadas com maior equilibrio
sensorial, especialmente no contexto da producao de cervejas artesanais (SILVA, P. 2022).

A cachaca, bebida alcoolica tipicamente brasileira, teve seu inicio no periodo

colonial, no século XVI, sendo produzida pela primeira vez por volta de 1516, conforme
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registros do Instituto Brasileiro da Cachaga (IBRAC).

Ao longo do periodo colonial, a cachaca se popularizou entre os escravizados e as
camadas mais pobres da populagdo, sendo utilizada inclusive como moeda de troca € com o
passar dos seculos, ganhou popularidade e a cachaca consolidou-se como simbolo cultural
do Brasil. Em 2001, obteve o reconhecimento legal como produto com indicagdo geografica
controlada, recebendo o titulo de “Cachaca do Brasil”, conforme o Decreto n® 4.062/2001, o
que reforgou seu papel como bem cultural e patrimdnio nacional.

De acordo com o Anuario da Cachaca 2025, elaborado pelo Ministério da Agricultura
e Pecuaria (MAPA) em parceria com o IBRAC, o ano de 2024 registrou um total de 1.266
estabelecimentos produtores, representando um crescimento de 4% em relacao a 2023. Esse
¢ o terceiro ano consecutivo de expansdao no setor, indicando uma tendéncia de
fortalecimento da produgdo formalizada e regulamentada da bebida no Brasil (MAPA;

IBRAC, 2025).

3.2. MEIOS DE CULTURA

3.2.1. Extrato de levedura

O extrato de levedura ¢ um produto obtido principalmente a partir de leveduras
residuais da industria cervejeira, sendo rico em nucleotideos, proteinas, aminoacidos e
acucares. Apresenta como principais vantagens o baixo custo de producdo e a ampla
disponibilidade de matéria-prima. Devido a essas caracteristicas, os extratos de levedura sdo
amplamente utilizados em diferentes areas, como aditivos alimentares, suplementos
nutricionais, cosméticos e, especialmente, em meios de cultura para fermentacdes
microbianas (YUAN et al., 2023).

Trata-se de um produto altamente complexo, composto principalmente por material
da parede celular e pelo conteudo intracelular. A parede celular ¢ formada
predominantemente por polissacarideos estruturais, como oligossacarideos de manose e -
glucanas, além de pequenas quantidades de quitina e glicogénio (HAWAJA et al., 2017). Ja
o conteudo celular apresenta elevada concentragdo de aminodcidos essenciais € nao
essenciais, ribonucleotideos, minerais, vitaminas, peptideos e outras substancias

hidrossoluveis, que contribuem para seu valor nutritivo e funcional (CHAE et al., 2001).



3.2.2. Peptona
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As peptonas sdo proteinas soluveis em agua, particularmente ricas em aminoacidos,

que ndo se desnaturam em altas temperaturas. Elas desempenham um papel fundamental

como substratos microbianos, sendo amplamente utilizadas em aplicagdes bioldgicas e

biotecnoldgicas para sustentar o crescimento celular e promover o aumento da biomassa

(THERMO FISHER).

A maior parte das peptonas comercialmente disponiveis € derivada de fontes animais

terrestres, como bovinos e suinos, e de seus subprodutos. Contudo, pesquisas recentes tém

buscado fontes alternativas, de origem vegetal ou microbiana, visando a sustentabilidade e a

eliminagdo de riscos associados a patégenos de origem animal.

3.2.3. Glicose

A glicose ¢ um monossacarideo de formula molecular CsHi20s, amplamente

conhecido por ser a principal fonte de energia para a maioria dos organismos vivos.

Figura 1 — Estrutura molecular Glicose
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Fonte: CHOWDHURY, R. 2014.

3.2.4. Sacarose

A sacarose ¢ um monossacarideo, com formula molecular CsHi2Os. E classificada

como um agucar simples, assim como a glicose. A frutose ¢ um acgucar natural, sendo

encontrada em frutas, mel, xarope de milho, e em vegetais.



Figura 2 — Estrutura molecular Sacarose
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Fonte: AMCHARA, F. Et al. 2018.

3.2.5. Maltose

16

A maltose ¢ um dissacarideo formado por dois residuos de glicose unidos por uma

ligacdo glicosidica. Sua férmula molecular é Ci2H2:2011, € € produzida principalmente pela

hidrolise parcial do amido, processo que ocorre durante a digestao de carboidratos ou em

reagOes enzimaticas industriais.

Figura 3 — Estrutura molecular Maltose

CH,OH CH,OH
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Fonte: NITHIYANANTHAM, S. 2014.

3.3. CINETICA DE CRESCIMENTO

O estudo da cinética de crescimento tem como objetivo avaliar as velocidades
instantaneas e médias de crescimento celular, bem como analisar a influéncia de diversos
parametros sobre essas taxas, tais como a fonte de carbono disponivel no meio e a

temperatura do processo.

3.3.1. Velocidade maxima de crescimento

Durante a fase exponencial de crescimento, a velocidade especifica de crescimento

celular (p) € constante e atinge seu valor maximo, ou seja, U = Unq,- Considerando que a
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taxa de crescimento ¢ diretamente proporcional a concentragdo celular (X), admite-se o uso

da Equagdo X (STROPPA et al., 2009).

C:i_): = Umax * X (equagdo 1)

Realizando a integral da equagao chegamos, encontramos a equacao XI para p, -

X dx t ~ .
inT = fti Hmax * dt  (equagdo 2 1)
InX—-InX; ~ ..
fonar = 225 (equagao 2 i)

3.3.2. Tempo de geragao

A fase exponencial de crescimento tambem € caracterizada pelo tempo de geragdo (t,), que
representa o tempo necessario para que a concentragdo celular dobre, ou seja, X = 2.X;.
Substituindo essa relagdo na Equagdo 2 e considerando e considerando t — t; = t,, obtém-
se a Equagao 3.

_ In2X;—InX; ~ .
ty = B (equacao 3 1)
max
In2 ~ ..
ty = p (equagao 3 1)
max

A determinagdo do tempo de geragao permite estimar a velocidade com que os
microrganismos se multiplicam, sendo um parametro importante para a avaliacdo do
desempenho do cultivo microbiano.
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4. METODOLOGIA

4.1. MICRORGANISMOS

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Bioengenharia do Centro de
Tecnologia da Universidade Federal da Paraiba (UFPB). Foram avaliadas trés cepas isolados
da cana-de-agucar cultivada na regido de Areia-PB, fornecidos pelo Professor Dr. Normando
Mendes Ribeiro Filho da Universidade Federal da Paraiba, Campus II. Os microrganismos
selecionados foram identificados com as siglas 25068, 2754S e 31291, sendo mantidos em
meio solido PDA (Potato Dextrose Agar), refrigerados e repicados dentro de um periodo

maximo de dois meses.
4.2, AVALIACAO DAS FONTES DE CARBONO E TEMPERATURA

Os meios de cultura foram preparados com 20 g/L. de extrato de levedura e 10 g/L de
peptona. A cada um dos trés meios foi adicionada uma fonte de carbono diferente, na
concentracao de 20 g/L: sacarose, maltose ou glicose. Os meios de cultura foram autoclavados

por 15 minutos a temperatura de 121°C antes de serem inoculados.

Para o preparo dos pré-indculos dos microrganismos, utilizaram-se 300 mL dos meios
de cultura previamente preparados, acondicionados em frascos Erlenmeyer de 500 mL. Os
microrganismos foram transferidos a partir de placas de Petri para os frascos, em condigdes
assépticas, dentro de uma camara de fluxo laminar previamente esterilizada com luz

ultravioleta (UV) por 15 minutos, ao redor da chama de um bico de Bunsen.

Em seguida, os in6culos foram incubados em agitador orbital (150 rpm), nas
temperaturas de 15°C, 30°C e 37°C. Apds 24 horas de incubacdo, as culturas foram
padronizadas para uma concentracdo de 10® unidades formadoras de col6nia por mililitro
(UFC/mL). A padronizacao foi realizada por meio de diluigdes do pré-indculo, utilizando a
camara de Neubauer para a contagem celular e assim calcular o volume necessario a ser

adicionado ao in6culo para atingir a concentragdo desejada.

A 1noculagdo das microplacas foi realizada em camara de fluxo laminar, com a adiga@o

do volume de 200 pL/pogo, conforme a distribuicdo dos meios apresentada na Figura 4,
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utilizando 24 pocgos para cada meio. A cinética de crescimento foi monitorada por meio de

leituras espectrofotométricas utilizando leitora de microplacas do tipo ELISA.

Apoés a inoculagdo, as placas foram mantidas em um compartimento estavel da
agitadora orbital para controle das temperaturas estabelecidas. As leituras foram realizadas a
cada duas horas durante as primeiras 12 horas de incubagao e, posteriormente, em intervalos

de 12 horas, até que as culturas atingissem a fase estaciondria de crescimento.

Figura 4 — Configuragao das microplacas
Sacarose Branco Maltose

60
OO
&

/IO"‘mOﬁm>

Fonte: Autor, 2025.

4.3. CURVA DE CALIBRACAO

Foi construida uma curva de calibragdo relacionando a concentragao de células (g/L)
com os valores de absorbancia no comprimento de onda de 610 nm. Para obten¢do dos
pontos da curva, os trés microrganismos foram inoculados nos diferentes meios de cultura e

incubados em agitador orbital (150 rpm) por 24 horas, a temperatura de 30 °C.
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Ap6s o periodo de crescimento, foram coletados 2 mL das culturas e transferidos
para tubos de microcentrifuga, os quais foram centrifugados por cinco minutos a 10.000 rpm.
O sobrenadante foi descartado, e os tubos foram levados a estufa para secagem por 24 horas.
Posteriormente, procedeu-se a pesagem, sendo determinada a massa celular por meio da
diferenga entre o peso dos tubos secos contendo a biomassa seca e o peso dos tubos vazios.

Para a obtengdo dos pontos de leitura de absorbancia, a solugdo-mae contendo os
microrganismos foi diluida nas propor¢des 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32 e 1:64. Essas diluigdes
foram distribuidas nas colunas 1, 3, 5, 7, 9 e 11, respectivamente, de uma microplaca de 96
pogos. Em seguida, a placa foi submetida a leitura em espectrofotometro do tipo ELISA,

com detec¢do a 610 nm.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. LEVEDURAS

Ao analisar as caracteristicas morfoldgicas das leveduras nas colonias formadas em
placas de Petri, observou-se um crescimento expressivo das cepas 25068 e 2754S, cujas
coldnias apresentaram textura lisa, elevacdo convexa e margem lisa. A cepa 31291, por sua
vez, também exibiu coldnias com formato circular, textura lisa e elevagdo convexa, porém
com um crescimento menos acentuado em comparagdo as demais.

Em relacdo a coloragdo, as cepas 2506S e 31291 apresentaram coloragdo branca,

enquanto a cepa 27548 apresentou coloragdo alaranjada.

Figura 5 — Crescimento da levedura 2506S no meio s6lido

Fonte: Autor, 2025.

Figura 6 — Crescimento da levedura 2754S no meio s6lido

Fonte: Autor, 2025.
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Figura 7 — Crescimento da levedura 31291 no meio solido

Fonte: Autor, 2025.
Quanto as caracteristicas micromorfologicas, nenhuma das leveduras avaliadas

apresentou formagado de pseudo-hifas. As cepas 2506S e 27548 exibiram células de formato

circular, dispostas de forma isolada, sem formacao de agrupamentos. Em contraste, a cepa

31291 apresentou células em forma de bastonetes, com ocorréncia de agrupamentos celulares.

Figura 8 — Visualizacdo no microscopio da cepa 2506S

Fonte: Autor, 2025.



Figura 9 — Visualiza¢do no microscopio da cepa 2754S

Fonte: Autor, 2025.

Figura 10 — Visualizagdo no microscopio da cepa 31291

Fonte: Autor, 2025.
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5.2. CURVA DE CALIBRACAO

Foi construida uma curva de calibragdo relacionando a concentragdo de células (g/L)
com os valores de absorbancia no comprimento de onda de 610 nm. Para obtencao dos pontos
da curva, os trés microrganismos foram inoculados nos diferentes meios de cultura e

incubados em agitador orbital (150 rpm) por 24 horas, a temperatura de 30 °C.

Ap6s o periodo de crescimento, foram coletados 2 mL das culturas e transferidos para
tubos de microcentrifuga, os quais foram centrifugados por cinco minutos a 10.000 rpm. O
sobrenadante foi descartado, e os tubos foram levados a estufa para secagem por 24 horas.
Posteriormente, procedeu-se a pesagem, sendo determinada a massa celular por meio da

diferenga entre o peso dos tubos secos contendo a biomassa seca e o peso dos tubos vazios.

Para a obtencdao dos pontos de leitura de absorbancia, a solu¢do-mae contendo os
microrganismos foi diluida nas proporgdes 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32 e 1:64. Essas dilui¢des
foram distribuidas nas colunas 1, 3, 5, 7, 9 e 11, respectivamente, de uma microplaca de 96
pogos. Em seguida, a placa foi submetida a leitura em espectrofotometro do tipo ELISA, com

detec¢do a 610 nm.

Os dados obtidos foram utilizados para tragar os graficos de calibracdo, apresentados

a seguir.

Figura 11 — Curvas de calibracdo
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Fonte: Autor, 2025.

5.3. CINETICA DE CRESCIMENTO

5.3.1. Levedura 2506S

Para levedura 2506S sao mostrados nas Figuras 6, 7 e 8 a cinétia de crescimento na

temperatura de 15 °C, 30 °C e 37 °C para as trés fontes de carbono avaliadas.

e Temperatura de 15 °C

Figura 12 — Curvas de crescimentoda cepa 2506S cultivada em meio com sacarose, maltose e glicose a 15°C

1000 25068
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= —&— Sacarose
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e
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Fonte: Autor, 2025.
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e Temperatura de 30 °C

Figura 13 — Curvas de crescimentoda cepa 25068 cultivada em meio com sacarose, maltose e glicose a 30°C
25068
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Fonte: Autor, 2025.

e Temperatura de 37 °C

Figura 14 — Curvas de crescimentoda cepa 25068 cultivada em meio com sacarose, maltose e glicose a 37°C
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Fonte: Autor, 2025.

Com base nos dados obtidos, observa-se que, mesmo sob baixa temperatura (15 °C),
a levedura 2506S apresentou notavel capacidade de adaptacdo e crescimento, atingindo
valores de concentracdo superiores a 11 grama por litro (g/L). A presenca de uma fase lag
prolongada, com duragdo aproximada de 10 horas, indica a necessidade de ajustes
metabolicos iniciais para adaptagdo as condigdes ambientais. Apesar do crescimento mais
lento, esse comportamento € vantajoso em processos fermentativos controlados, como

aqueles empregados em cervejarias artesanais ou vinicolas, que se beneficiam de

fermentagoes a frio devido a melhor preservagdo de compostos volateis e sensoriais.
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Na temperatura de 30 °C, a cepa 2506S apresentou desempenho otimizado, com fase
lag reduzida (cerca de 2 horas) e fase exponencial acelerada, com duracdo de
aproximadamente 24 horas. A concentragdo final, préxima a 11,5 g/L, demonstra alta
eficiéncia na conversao de substrato em biomassa. Esses dados indicam que essa faixa
térmica corresponde a temperatura 6tima de crescimento da cepa, possibilitando elevadas
taxas de crescimento celular e reduzido tempo de processo. De acordo com Jones ¢ Hough
(1970), Saccharomyces cerevisiae cultivada em condi¢des ideais atinge taxas maximas de
crescimento semelhantes, o que refor¢a o potencial biotecnologico da cepa 2506S para
aplicagoes industriais que demandam elevada produtividade em curto prazo.

Por outro lado, a 37°C, a levedura 2506S demonstrou inatividade metabolica
evidente, sem aumento significativo da leitura de absorbancia apds 35 horas de incubagao.
Tal comportamento indica que essa temperatura se encontra proxima ou acima do limite
térmico de crescimento da cepa, resultando na interrupcdo do metabolismo celular. Esse
padrdo ¢ coerente com os dados reportados por Salvado et al. (2011), que apontam que cepas
selvagens de S. cerevisiae geralmente ndo mantém crescimento eficiente em temperaturas

superiores a 36 °C, devido a sensibilidade térmica.

5.3.2. Levedura 2754S

Para levedura 2754S sdao mostrados nas Figuras 9, 10 e 11 a cinétia de crescimento

na temperatura de 15 °C, 30 °C e 37 °C para as trés fontes de carbono avaliadas.

e Temperatura de 15 °C

Figura 15 — Curvas de crescimentoda cepa 2754S cultivada em meio com sacarose, maltose e glicose a 15°C
27548
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Fonte: Autor, 2025.
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e Temperatura de 30 °C

Figura 16 — Curvas de crescimentoda cepa 2754S cultivada em meio com sacarose, maltose e glicose a 30°C
27548
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Fonte: Autor, 2025.
e Temperatura de 37 °C

Figura 17 — Curvas de crescimentoda cepa 2754S cultivada em meio com sacarose, maltose e glicose a 37°C
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Fonte: Autor, 2025.

Com base nos dados obtidos, observa-se que, na temperatura de 30 °C, a levedura
2754S apresentou seu melhor desempenho, indicando que essa faixa térmica representa a
condic¢do 6tima de crescimento para a cepa. A fase lag de aproximadamente quatro horas foi
consistente nos trés meios testados, evidenciando uma boa capacidade de adaptagao inicial,
independentemente da fonte de carbono utilizada.

A cepa 2754S apresenta caracteristicas tipicas de Saccharomyces cerevisiae, com

rapida adaptagdo e metabolismo acelerado em temperatura de 30°C. A preferéncia



29

observada pela glicose estd em conformidade com o comportamento classico de leveduras
fermentativas, que tendem a metabolizar esse agucar com maior eficiéncia em relagdo a
outras fontes de carbono, devido a repressao por glicose sobre rotas metabolicas secundarias.

Em 15°C, a 2754S manteve capacidade de crescimento, embora com redugao
significativa na taxa de multiplicagdo celular. A fase lag aumentou para cerca de dez horas
e a fase exponencial estendeu-se por aproximadamente trinta horas. Os dados sugerem que
a cepa possui moderada tolerancia ao frio, caracteristica que pode ser explorada em
processos fermentativos realizados em temperaturas intermediarias ou controladas, como em
fermentagdes de vinhos e cervejas. A utilizacdo de maltose, embora possivel, revelou-se
menos eficiente em comparacdo a glicose e sacarose, possivelmente devido as limitagdes na
assimilacao desse substrato.

Por outro lado, na temperatura de 37 °C, a cepa ndo apresentou aumento significativo
nas leituras de absorbancia ao longo de 35 horas de cultivo, o que indica inatividade
metabolica. Esse comportamento demonstra que a 2754S ¢é sensivel ao estresse térmico,
possuindo um limite superior de tolerancia térmica abaixo de 37 °C.

Dessa forma, conclui-se que a levedura 2754S apresenta bom desempenho
especialmente eficiente a 30 °C, com preferéncia por glicose como fonte de carbono. No
entanto, sua sensibilidade a temperaturas elevadas deve ser considerada na escolha de

condigdes operacionais para aplicagdes biotecnologicas.

5.3.3. Levedura 31291

Para levedura 2754S sdao mostrados nas Figuras 12, 13 e 14 a cinétia de crescimento

na temperatura de 15 °C, 30 °C e 37 °C para as trés fontes de carbono avaliadas.

e Temperatura de 15 °C

Figura 18 — Curvas de crescimentoda cepa 37291 cultivada em meio com sacarose, maltose e glicose a 15°C
31291
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Fonte: Autor, 2025.
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e Temperatura de 30 °C

Figura 19 — Curvas de crescimentoda cepa 37291 cultivada em meio com sacarose, maltose e glicose 30°C
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e Temperatura de 37 °C

Figura 20 — Curvas de crescimentoda cepa 37291 cultivada em meio com sacarose, maltose e glicose 37°C
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Fonte: Autor, 2025.

Com base nos dados obtidos, observa-se que, na temperatura de 15 °C, a levedura
31291 apresentou seu melhor desempenho, atingindo valores de concentracdo proéximos a
3,4 g/L, com uma fase lag de 10 horas e uma fase exponencial prolongada de 47 horas.

Esses resultados sugerem que a cepa 31291 possui um metabolismo adaptado a baixas
temperaturas, embora apresente taxas de crescimento reduzidas. A longa fase exponencial,
acompanhada de crescimento continuo e estavel, ¢ caracteristica de microrganismos que,
apesar do crescimento lento, mantém atividade metabdlica consistente em ambientes frios.
O fato de a cepa crescer de forma semelhante em diferentes agticares evidencia ainda uma

versatilidade metabolica.
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Na temperatura de 30 °C, a cepa atingiu valores de concentragdo proximos a 3,5 g/L,
com uma fase lag de 4 horas e uma fase exponencial de 28 horas. O desempenho,
ligeiramente inferior ao observado a 15 °C sugere que a 31291 ndo se comporta como uma
cepa mesofilica tipica. Sua performance estavel, porém, menos intensa, indica que mantém
atividade metabolica moderada, sem atingir os picos de crescimento esperados nessa faixa
térmica. Essa caracteristica pode ser vantajosa em processos onde a consisténcia e a
estabilidade metabdlica sdo mais importantes que a velocidade de crescimento.

Na temperatura de 37 °C, a cepa 31291 atingiu valores de concentragdo proximos a
1,3 g/L, apresentando fase lag de 4 horas e uma fase exponencial reduzida de apenas 8 horas.
Apesar da reducdo expressiva na densidade celular, a 31291 demonstrou capacidade de
crescimento mesmo sob estresse térmico, ainda que de forma limitada. O curto periodo de
crescimento exponencial e os baixos valores de concentracdo observados refletem uma
atividade metabolica substancialmente reduzida, mas ndo completamente inibida, como
ocorreu com outras cepas testadas, como a 2506S e a 2754S. Esse comportamento sugere
que a 31291 apresenta tolerancia térmica relativa, conseguindo manter viabilidade celular em

temperaturas elevadas, mesmo que com produtividade comprometida.

5.3.4. Comparativo

Observa-se que a levedura 2506S apresentou as maiores concentragdes celulares ao
final do periodo de incubagdo, atingindo valores aproximadamente duas vezes superiores
aos obtidos com a cepa 2754S e quatro vezes maiores em comparacao a 31291 na temperatura
de 15°C e 30°C. Esse desempenho superior pode estar relacionado a maior eficiéncia
metabolica da cepa 2506S em utilizar a fonte de carbono disponivel, mesmo sob condi¢des
de temperatura reduzida.

Apesar das diferencas nas concentragdes finais, todas as cepas apresentaram uma fase
exponencial prolongada, atribuida a baixa temperatura de cultivo (15 °C). Temperaturas
mais baixas sdo conhecidas por reduzir a taxa de reacdes metabdlicas e, consequentemente,
desacelerar o crescimento microbiano, como descrito por Madigan et al. (2016). A fase
exponencial teve duracao aproximada de 40 horas para as cepas 2506S e 27548S, e cerca de
50 horas para a 31291, indicando que esta ultima possui um metabolismo ainda mais lento
nessas condigoes.

Além disso, todas as leveduras apresentaram uma fase de adaptacdo ao meio e a

temperatura (fase lag) com duracao média de 10 horas.
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Esses resultados indicam que a cepa 2506S possui maior potencial para aplicagdes

fermentadas que exigem fermentag¢des mais lentas e controladas.

5.4. Velocidade maxima de crescimento celular

biotecnoldgicas em condi¢cdes de baixa temperatura, como na producdo de bebidas

A partir da relagdo entre absorbancia e concentracao celular determinada pela curva

as equacdes 2 e 3. Os dados obtidos estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 — Velocidades especificas maximas e tempos geracionais experimentais

15°C 30°C 37°C
1L max 0.131 0.221 0.017

25065 Sacarose
Tempo geracional 5.276 3.136 40.850
1L max 0,104 0,134 0.006

2506S Maltose
Tempo geracional 6.634 5.154 107.031
1L max 0.085 0,228 0.006

25068 Glicose
Tempo geracional 8.159 3.043 106.933
1L max 0.045 0.226 0.006

27545 Sacarose
Tempo geracional 15.266 3.064 121.551
1L max 0,032 0,087 0,034

2754S Maltose
Tempo geracional 21.802 7.992 20,688
1L max 0.086 0.168 0.010

27548 Glicose
Tempo geracional 8.072 4,126 68.431
1L max 0.244 0.149 0.105

31291 Sacarose
Tempo geracional 2.844 4,662 6.623
1L max 0,082 0.130 0,101

31291 Maltose
Tempo geracional 8.449 5.315 6.857
1L max 0.100 0,128 0.097

31298 Glicose
Tempo geracional 6.913 5.434 7.159

Fonte: Autor, 2025.

de calibragdo, foram calculadas as velocidades especificas maximas de crescimento celular

(Umax) € 0s tempos de geragdo (t,) para cada uma das condigdes experimentais utilizando
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Os pontos correspondentes a fase exponencial das curvas de crescimento foram
utilizados para estimar a concentragao celular no meio (X;), por meio da conversdo dos valores
de absorbancia obtidos em concentragdo (g/L), com base na equagdo da curva de calibracao
previamente estabelecida.

Os dados obtidos reforcam as analises das curvas de crescimento, evidenciando os
maiores valores de 4, € menores t, para a levedura 2506S nas temperaturas de 15°C e
30°C em comparagao com as demais. Na temperatura de 37°C vemos que tanto a levedura
2506S quanto a 2754S apresentam valores elevados quanto ao tempo geracional e
velocidades maximas de crescimento diminutas, confirmando sua inatividade em altas
temperaturas. Embora tenha obtido valores inferiores as outras duas, a levedura 31291
apresentou tanto uma velocidade maxima de crescimetno celular quanto um tempo
geracional relavtivamente estaveis em todas as faixas de temperatura testadas, bem como
resultados semelhantes com as tres fontes de carbono diferentes.

Os dados obtidos corroboram as analises das curvas de crescimento, evidenciando
que a levedura 2506S apresentou os maiores valores de velocidade especifica méxima de
crescimento (Uyqyx) € 08 menores tempos de geragdo (t,) nas temperaturas de 15 °C e 30 °C,
em comparagdo com as demais cepas.

Jones & Hough (1970) investigaram levedura de padeiro (S. cerevisiae) em cultura
continua. Eles observaram que, a 25 °C, a taxa maxima de crescimento ({,,4,) €ra de cerca
de 0,22 h!, valor semelhante ao obtido na temperatura de 30°C para a cepa 25068S.

Em contrapartida, na temperatura de 37 °C, tanto a cepa 2506S quanto a 2754S
apresentaram valores elevados de tempo geracional e baixas velocidades de crescimento,
indicando possivel sensibilidade térmica ou inatividade metabdlica em condi¢cdes de
temperatura elevada. Um estudo comparativo envolvendo 27 cepas de Saccharomyces
relatou que S. cerevisiae tem o maior Typ) (~32,3 °C) € Tipay) (~45,4 °C) (Salvado, Z.n et
al.,2011). O comportamento reduzido das suas cepas 2506S e 2754S em 37 °C estd alinhado
com esse padrao: muitos Saccharomyces selvagens ndo crescem bem acima de 36-38 °C.

Embora tenha apresentado valores inferiores as demais em termos absolutos, a
levedura 31291 demonstrou um desempenho mais consistente: tanto a velocidade maxima
de crescimento quanto o tempo de geracdo permaneceram relativamente estaveis em todas
as temperaturas avaliadas. Além disso, essa cepa apresentou resultados semelhantes quando
cultivada com as trés fontes de carbono testadas, sugerindo maior tolerancia as variagdes

ambientais e nutricionais.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos neste estudo demonstram o potencial biotecnologico de cepas
de leveduras selvagens isoladas da cana-de-actcar cultivada na regido de Areia-PB para
aplicacdo em processos fermentativos. A analise da cinética de crescimento evidenciou o
bom desempenho da cepa 2506S nas temperaturas de 15 °C e 30 °C, com altas velocidades
especificas de crescimento (U,,4,) € baixos tempos de geracdo, sugerindo sua viabilidade
tanto para fermentacdes em temperatura ambiente quanto em condigdes mais amenas, COmo
ocorre em regides serranas.

A cepa 31291 destacou-se pela estabilidade de crescimento em todas as condigdes
testadas, incluindo diferentes fontes de carbono e faixas de temperatura, o que indica uma
maior robustez metabdlica e possivel adequag@o a processos industriais sujeitos a variagdes
operacionais. No entanto, apesar de sua estabilidade, a cepa 31291 ndo atingiu valores
elevados de concentragdo celular ao final da fase exponencial de crescimento, o que pode
limitar seu uso em processos que exigem alta produtividade celular.

Por outro lado, o desempenho inferior das cepas 2506S e 2754S a 37 °C indica
sensibilidade térmica, o que deve ser considerado na escolha da cepa para processos
fermentativos em regides de clima mais quente ou em condigdes sem controle térmico
rigoroso.

A comparagao com dados da literatura, que apontam 30 °C como a temperatura 6tima
para o crescimento de Saccharomyces cerevisiae, corrobora os resultados aqui obtidos. A
alta concentragdo celular alcancada pela cepa 25068, especialmente em 15 °C, reforca sua
viabilidade para processos fermentativos em baixas temperaturas, contribuindo para a
eficiéncia e flexibilidade de aplicagdo industrial.

Dessa forma, este estudo evidencia que a prospec¢dao de microrganismos selvagens
representa uma estratégia promissora para o desenvolvimento de fermentagdes mais
eficientes, adaptadas as condi¢des locais e capazes de agregar valor a produtos regionais,
como a cachaga paraibana. Recomenda-se que estudos futuros sejam direcionados a
avaliacdo da produtividade alcodlica dessas cepas em condi¢des de fermentacdo em escala
laboratorial e industrial, a fim de validar seu potencial tecnoldgico e sua viabilidade para

aplicacdo em processos produtivos.
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