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INTRODUCAO

As leveduras sdo fungos dos quais muitos sdo utilizados na producdo de alimentos e
bebidas a partir de uma fermentacédo, na qual ocorre a conversdo de agtcares em alcool
e gas carbonico. Esses microrganismos sdo muito importantes, pelo seu grande uso nas
industrias alimenticias e farmacéuticas, estando presentes em processos, cComo,
producdo de bebidas fermentadas (cervejas, vinhos, sidras e hidromel), de pées, e de
queijos, na biodegradacao, no tratamento de efluentes e na atividade enzimatica (Abreu;
Rovida; Pamphile, 2015; Oliveira et al., 2022).

Segundo Carvalho et al., (2016), o cultivo de leveduras utilizadas em pesquisas é
realizado geralmente em meios s6lidos ou em frascos agitados, ja& que as leveduras
conseguem se desenvolver favoravelmente em suspensdo, com temperaturas em torno
de 25-30°C.

A viabilidade celular de leveduras pode ser utilizada para estimar a proporcao de células
viaveis em uma cultura ou processos fermentativos, geralmente os métodos mais
empregados para determinar a viabilidade celular sdo a coloracdo das células da
levedura com azul de metileno e o cultivo por plaqueamento (Vieira; Fernandes, 2012).
Além disso, pode-se utilizar a analise da turbidez para estimar a concentracao celular de
uma cultura microbiana. Esse método consiste na dispersdo de um feixe de luz que esta
focado em uma suspensdo microbiana, sendo que a transmitancia € medida por recurso
de um espectrofotdmetro, ja a densidade Optica se baseia na interacdo da luz com as
particulas em suspensdo, ou seja, com a quantidade de luz absorvida pela particula
(Mira et al., 2022; Fukuda, 2023).

Dessa forma, o presente trabalho teve como principal objetivo correlacionar a
concentracdo celular em g.L™! e em células.mL™ de diferentes cepas de leveduras, como,
Saccharomyces bayanus Premier Cuvée e Saccharomyces cerevisiae Premier Cote des
Blancs e Montrachet, que podem ser utilizadas para a producgéo de bebidas fermentadas
usando mosto de mel como meio fermentativo.



MATERIAL E METODOS OU METODOLOGIA (ou equivalente)

Ativacéo da levedura:

As leveduras foram ativadas através da diluicdo do mel, utilizando-se agua destilada
esterilizada até um teor de sélidos solUveis de 30° Brix, as leveduras foram inoculadas
neste meio e mantidas sob agitacdo (150 rpm) a temperatura de 30°C por 24 h.

Curva padrao de crescimento celular em espectrofotometro:

Apols a ativacdo das leveduras aliquotas de 10 mL do mosto foram filtradas, em
triplicata, em membranas de 0,45 mm (Millipore) utilizando bomba a vacuo, em seguida
as membranas foram incubadas em estufa a 60°C e pesadas até peso constante. O
restante do mosto preparado foi centrifugado a 3500 rpm por 15 min, o sobrenadante foi
descartado e, as células ressuspendidas em aliquotas de solugdo salina (0,9%) até atingir
0 volume de 10 mL. A partir dessa suspensao de células foram realizadas diluicdes nas
concentragOes de 1:10, 1:25, 1:100, 1:250, 1:500, 1:1000 e 1:2000, e determinadas a
densidade dtica (DO) com leitura da absorbancia no comprimento de onda de 600 nm
em espectrofotébmetro UV/Vis Femto Modelo 600 Plus.

Contagem celular em Camara de Neubauer

A concentracdo celular (células.mL™?) foi determinada a partir de contagem em camara
de Neubauer, e a para determinacdo das células vidveis e ndo viaveis, foi utilizado o
Método Internacional de Coloracgdo, utilizando azul de metileno segundo ASBC (1996).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A curva padrdo para a cepa S. cerevisiae Premier Cote des Blancs (SCPCB) assim como
para S. cerevisiae Montrachet (ScM) e, S. bayanus Premier Cuvée (SbPC) estdo
apresentadas na Figura la. A retirada de um ponto experimental (densidade Optica
1,758) permitiu um melhor ajuste da curva usada para calcular a concentracédo celular
em g.L* (Figura 1b).

Figura 1: Correlagéo entre densidade 6ptica (DO) 600nm e concentragéo celular em g.L2, a) com todos
0S pontos experimentais; b) com um ponto experimental a menos.
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Considerando todos os dados experimentais € possivel verificar que das trés leveduras
analisadas, as curvas para a Premier Cuvée (R? = 0,9973) e a Montrachet (R? = 0,9984)
apresentaram melhor ajuste quando comparada com a Premier Cote des Blancs (R? =
0,9652) (Figura 1a). Para a levedura Premier Cote des Blancs quando retirado um ponto
experimental o ajuste linear da curva foi melhorado, chegando a um R? de 0,9947
(Figura 1b).

H& poucos trabalhos académicos na literatura que reportam 0s resultados de
concentragéo celular na unidade de g.L™. Entre eles, Queiroz et al., (2023), avaliaram o



crescimento celular de uma cepa de Saccharomyces bayanus durante a producdo de
melomel usando polpa de jaca hidrolisada, polen e extrato de farelo de arroz como
suplementos ndo convencionais.

As correlagdes entre a densidade Optica e a concentracdo celular em g.L ™%, e em cél.mL"
! usando os dados experimentais das trés cepas esta apresentado na Figura 2.

Figura 2: a) e b) correlagio entre DO 600nm e a concentracdo em g.L%, a) ajuste linear, b) ajuste

polinomial; c) e d) correlagdo entre DO 600nm e a concentragdo em cél.mL, ¢) ajuste linear; d) ajuste
polinomial.
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O melhor ajuste da curva para a correlagdo da concentracdo celular em g.L™, foi obtido
com um ajuste polinomial, R? = 0,8591, enquanto que com o ajuste linear o R? foi de
apenas 0,7785 (Figuras 2a, b). O mesmo ocorre no ajuste da curva para a correlacdo da
concentragio em cél.mL™, com valores de R? de 0,8308 e 0,8656 para a equacao linear
e polinomial, respectivamente.

Na Figura 3 é apresentado o grafico com a correlagdo entre as concentra¢des celular em
g.L" e cél.mL™ para as trés cepas de leveduras. O ajuste linear da curva apresentou um
bom ajuste (R?> = 0,9166). A partir da correlagdo percebe-se que 0,600 g.L™ é o
equivalente a uma concentragdo celular de aproximadamente 1,200 x 107 cél.mL™,
Dessa forma, 1 Gnica célula pode ser equivalente a 5,000 x 10! g.



Figura 3: Correlagdo entre a concentragdo em g.L ™ e a concentragdo em cél.mL para as trés cepas.
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Analisando a Figura 3 é possivel verificar que a maior quantidade de pontos se encontra
na regido abaixo da concentragdo de 0,200 x 107 cél.mL™, sendo assim, na Figura 4 é
apresentado o mesmo grafico da Figura 3, porém de forma reduzida, sendo possivel
observar melhor os pontos abaixo da regido de 0,200 x 10" cél.mL™. Considerando-se
um ajuste lineal, com intercepto aproximadamente igual a 0, foi verificado um ajuste
com correlagdo (R?) igual a 0,6377. Para melhorar o ajuste seriam necessarios realizar
uma maior quantidade de determinacdes de concentracdo celular assim como obter a
curva de absorbancia x peso seco para outras leveduras utilizadas nos processos de
fermentacdo alcoolica. Assim, poderemos ter uma equacdo que permita realizar a
transformacéo dos dados de concentracdo celular reportados na literatura e compara-los.

Figura 4: Correlagio entre a concentragdo em g.L™* e a concentragio em cél.mL™ abaixo da
concentragéo de 0,200 x107 cél.mL, para as trés cepas.
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CONCLUSAO

Foi possivel obter a correlagdo da concentragdo celular em g.L-! e em cel.mL-1 para
trés cepas de leveduras utilizadas na producgéo de hidromel. Para melhorar o coeficiente
de correlacdo entre as medidas de concentragdo celular deve-se aumentar a quantidade
de pontos experimentais e utilizar outras cepas de leveduras.
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