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RESUMO: O processo de produgéo do bioetanol
brasileiro utiliza como substrato o mosto da cana-
de-acUcar tendo a levedura Saccharomyces
cerevisiae como responsavel pela conversao das
moléculas em bioetanol durante a fermentacgéo.
A levedura CAT-1 embora seja a espécie mais
utilizada no processo de fermentacéo alcodlica,
0 micro-organismo apresenta uma série de
fatores inibitérios durante a fermentacéo
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alcodlica, principalmente quando submetidas as
condicdes estressantes como altas concentracéo
de substrato e temperaturas. Embora as
leveduras comerciais tenham uma boa eficiéncia
fermentativa é fundamental a bioprospecgéao
de novas cepas. Portanto o trabalho objetivou-
se isolar microrganismos a partir do mosto de
cana-de-agucar das usinas da Regido da Grande
Dourados — MS obtidos, em condicbes de
atipicas (temperatura, concentracdo de agucar)
com diferentes substratos (glicose, xilose e meio
elaborado a partir do caldo de cana) e avaliar
0 potencial de assimilacdo e fermentacdo dos
isolados em diferentes temperaturas e substratos.
Os microrganismos foram isolados a partir do
mosto, em diferentes temperaturas (30, 35, 40 e
45°C) com os substratos glicose (YPD-2%, YPD-
4% e YPD-8%), xilose (YPX-2%, YPX-4% e YPX-
8%) e elaborado um meio de cultura utilizando
mosto e agar (20 g L'), denominado mosto-agar,
nas concentragdes 8°Brix, 15°Brix e 25°Brix. Foi
avaliado o potencial biotecnol6gico dos isolados
utilizando analise de fermentagcéo e assimilagéo
em tubos de ensaios com tubo de Durhan
invertido, nas temperaturas 30, 35, 40 e 45°C
por 120 h. Foram isolados um total de 8 micro-
organismos sendo, 2 isolados no meio Mosto-
Agar 8°Brix (MSL1 e MSL2), 2 do meio YPD-20%
(MSL3 e MSL4), 1 do meio YPX-2% (MSL7) e
3 do meio YPD-2% (MSL10, MSL11 e MSL13)
a 30°C. Em relacdo ao teste de assimilacédo e
fermentacdo destacou-se os isolados MSL1 e
MSL2, ambos isolados em meio mosto-agar,
Unicos isolados que apresentaram caracteristicas
de assimilagdo e fermentagcdo em todos os
substratos e temperaturas. Portanto podemos
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concluir que a temperatura foi um fator inibitério para o isolamento dos micro-organismo. No
entanto os isolados MSL1 e MSL2, obtidos em meio mosto-agar, se destacaram nas analises
de fermentacao e assimilagdo apresentando um potencial biotecnolégico, principalmente em
xilose e altas temperaturas.

PALAVRAS-CHAVE: Saccharomyces cerevisiae, fermentagdo, microrganismos isolados.

BIOPROSPECTING AND EVALUATION THE BIOTECHNOLOGICAL POTENTIAL
OF NEW MICROORGANISMS UNDER ATYPICAL CONDITIONS

ABSTRACT: The Brazilian bioethanol production process uses sugarcane must as a
substrate, with a Saccharomyces cerevisiae yeast responsible for converting molecules
into bioethanol during fermentation. CAT-1 yeast, although it is the most used species in
the alcoholic fermentation process, the microorganism presents a series of inhibitory factors
during alcoholic fermentation, especially when subjected to stressful conditions such as
high substrate concentration and temperatures. Although commercial yeasts have good
fermentation efficiency, it is essential to bioprospect new strains. The present work aims to
isolate microorganisms from the sugarcane must of the industry of the Grande Dourados -
MS, under atypical conditions (temperature, sugar concentration) with different substrates
(glucose, xylose and medium elaborated from the must) and to evaluate the assimilation and
fermentation potential of isolates at different temperatures and substrates. Microorganisms
were isolated from the must at different temperatures (30, 35, 40 and 45°C) with the
substrate’s glucose (YPD-2%, YPD-4% and YPD-8%), xylose (YPX-2%, YPX-4% and YPX-
8%) and a culture medium was prepared using must and agar (20 g L"), called mosto-agar,
at concentrations 8°Brix, 15°Brix and 25°Brix. The biotechnological potential of the isolates
was evaluated using fermentation and assimilation analysis in test tubes with inverted Durhan
tube at temperatures of 30, 35, 40 and 45°C for 120 h. Eight microorganisms were isolated,
2 of which were isolated in 8°Brix Mosto-Agar medium (MSL1 and MSL2), 2 in YPD-20%
medium (MSL3 and MSL4), 1 in YPX-2% medium (MSL7) and 3 in YPD medium -2% (MSL10,
MSL11 and MSL13) at 30°C. Regarding the assimilation and fermentation test, the isolates
MSL1 and MSL2 stood out, both isolated in must-agar medium, the only isolates that showed
assimilation and fermentation characteristics in all substrates and temperatures. Therefore,
we can conclude that temperature was an inhibitory factor for the isolation of micro-organisms.
However, the isolates MSL1 and MSL2, obtained in must-agar medium, stood out in the
analysis of fermentation and assimilation, presenting a biotechnological potential, mainly in
xylose and high temperatures.

KEYWORDS: Saccharomyces cerevisiae, fermentation, isolated microorganisms.

11 INTRODUCAO

O processo fermentativo no Brasil, as industrias utilizam como substrato o mosto
obtido da cana-de-agUcar, e 0 micro-organismo responsavel pela conversdo das moléculas
de acgucar em etanol € a levedura Saccharomyces cerevisiae, devido ao bom rendimento
fermentativo quando utilizado o mosto da cana-de-agucar como substrato (RADECKA
et al.,, 2015; LOPES et al., 2016). Dentro das linhagens comerciais mais utilizadas de
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S. cerevisiae pelas industrias, se destaca a levedura CAT-1 (ROMANI et al., 2015). No
entanto, quando as leveduras comerciais sdo submetidas as condi¢cbes estressantes como
altas concentracdo de substrato e temperaturas, pode levar uma queda no rendimento
fermentativo (MUKHERJEE et al., 2014; LOPES et al., 2016).

Apesar de ser a espécie mais utilizada no processo de fermentacéo alcodlica, a S.
cerevisiae apresenta uma série de fatores inibitérios para fermentacéo alcodlica (RADECKA
et al., 2015). A temperatura é um dos principais fatores causadores da queda de eficiéncia
fermentativa, principalmente em paises tropicais devido as altas temperaturas, podendo
alcancgar entre a 40 - 45°C dentro das dornas de fermentagdes (CHAMNIPA et al., 2018),
tornando assim prejudicial as leveduras devido a sensibilidade da S. cerevisiae (TANIMURA
et al., 2012).

Outra variavel estressante para a levedura durante o processo fermentativo é a
concentragdo de substrato no meio (MUTTON et al., 2012). Nas indUstrias brasileiras utiliza-
se por padrédo a concentracdo dos substratos entre 18 a 22° Brix de agucar (teor de sélidos
soluveis) (BREXO et al., 2017). Algumas indUstrias realizam o pré-inéculo, conhecido como
“pé-de-cuba’, realizando a diluicdo do mosto em &gua na concentragéo aproximadamente
a 4° Brix, com o intuito de adaptar as células de leveduras ao mosto e mitigar os efeitos
negativos do estresse (COSTA et al., 2017).

Apesar de ser a espécie mais utilizada no processo de fermentagdo alcodlica
(RADECKA et al., 2015), a S. cerevisiae ndo possui capacidade de fermentar alguns
acUcares como por exemplo, xilose. A dificuldade das leveduras comerciais de aproveitar
a xilose durante a fermentacdo se torna um fator importante, pois & considerado como
desperdicio industrial uma vez que esse aglicar ndo é fermentado (GIRIO et al., 2010;
CLAASSEN et al., 1999). A glicose e a xilose s&o os principais monossacarideos presentes
nos hidrolisados de lignocelulésicos, representando cerca de 60 a 70% e 30 a 40% de sua
composicéo dos agucares, respectivamente (KWAK; JIN, 2017).

Apesar das leveduras comerciais apresentarem uma boa eficiéncia fermentativa é
imprescindivel a bioprospec¢céo de novas cepas e o estudo das mesmas, buscando néo
somente aquelas que apresentem destacado potencial fermentativo, mas também outras
aplicacbes biotecnoldgicas, o que é promissor, dada a grande biodiversidade desses
microrganismos nos biomas brasileiros (SILVA; FONSECA, 2016; ANDRADE et al., 2017),
além disso, dada a biodiversidade mundial de microrganismos, provavelmente haja muitas
espécies desconhecidas capazes de obter um bom rendimento fermentativo em condigcbes
estressantes (VALINHAS et al., 2018).

Pelo contexto exposto, o presente trabalho objetivou-se isolar microrganismos a
partir do mosto de cana-de-aglcar das usinas da Regido da Grande Dourados — MS, em
condicbes de atipicas (temperatura, concentragcdo de agucar) com diferentes substratos
(glicose, xilose e meio elaborado a partir do caldo de cana) e avaliar o potencial de
assimilacao e fermentagéo dos isolados em diferentes temperaturas e substratos.
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21 MATERIAL E METODOS

Para o isolamento dos microrganismos foram utilizados os seguintes meios de
cultivos: YPD-2% (10 g L' de extrato de levedura, 20 g L' de peptona, 20 g L' de glicose,
20 g L 4gar), YPD-5% (10 g L' de extrato de levedura, 20 g L' de peptona, 50 g L' de
glicose, 20 g L 4gar), YPD-20% (10 g L' de extrato de levedura, 20 g L™ de peptona, 200 g
L de glicose, 20 g L 4gar), YPX-2% (10 g L' de extrato de levedura, 20 g L' de peptona,
20 g L xilose, 20 g L 4gar), YPX-5% (10 g L' de extrato de levedura, 20 g L' de peptona,
50 g L xilose, 20 g L' 4gar), YPX-20% (10 g L' de extrato de levedura, 20 g L de peptona,
200 g L xilose, 20 g L &gar), além de um meio de cultura elaborado do préprio mosto
liquido da usina, denominado mosto-agar, a 8, 15 e 25°Brix. O ajuste do mosto foi realizado
com o auxilio de um refratbmetro analédgico (0 a 90% Brix) RHB0-90, e a diluicdo do mosto
foi realizada em &agua destilada estéril até atingir a concentracdo de agucar desejada.
Ainda para a elaboragdo do meio de cultura mosto-agar, o mosto foi filtrado em papel filtro
qualitativo redondo (gramatura 80g m2, porosidade 3 micras, espessura 0,16 mm) para
retirada das impurezas, apos a filtragem do mosto o pH foi ajustado para 4,5 com NaOH
1M (SOUZA, 2011). Apés os ajustes do mosto foi adicionado agar (20 g L"), todos os meios
foram autoclavados 121°C por 15 min.

As cepas dos microrganismos foram isoladas em laborat6rio a partir do mosto da
cana-de-acgucar. As amostras foram obtidas de uma usina de acUcar e alcool localizada
na cidade de Dourados-MS. Para o isolamento foi utilizado os meios de cultura descritos
anteriormente. Para o isolamento foi diluido 1 mL do mosto em 9 mL de solugédo salina
(0,85% de NaCl) estéril. Em seguida foram realizadas diluicdes seriadas e transferida 0,1
mL das diluicbes para as placas de Petri e incubadas a 30, 35, 40 e 45°C por 5 dias nos
diferentes meios de cultura, em seguida foram selecionadas as cepas (adaptado de Martini
et al.,, 2016) e realizado a analise morfologica das colbnias avaliando a coloragédo e a
textura da cepa. Para as analises morfoldgicas de coloragéo e textura, as cepas foram
repicadas em placas de Petri nos respectivos meios de isolamento (item 2.1) a 30°C e
realizado a avaliagéo visual segundo a metodologia adaptada de Madigan et al. (2010).

Os isolados foram cultivados em placas de Petri e em tubos de ensaios contendo
0 meio de cultura respectivo ao isolamento. As placas e os tubos foram incubados na
temperatura de desenvolvimento do microrganismo até o crescimento das cepas, apds o
desenvolvimento foi adicionado 6leo mineral aos tubos de ensaio até a imerséo total do
meio de cultura e armazenadas em estufa incubadora a 4°C.

As analises de assimilacdo e fermentacdo foram realizadas em diferentes tipos
acucares como fonte Gnica de carbono. Os aclcares avaliados foram glicose, frutose,
sacarose e xilose. Para isto foi inoculado o volume de uma alga de platina do isolado
em tubo de ensaio contendo 10 mL de caldo YPD (10 g L' de extrato de levedura, 20 g
L' de peptona, 20 g L' de glicose) e incubado por 48 h. Em seguida foi retirado 1 mL do
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inoculo e vertido em tubo de ensaio contendo 9 mL da seguinte solugéo basal, pH 5,4:
0,5% de (NH,),SO,, 0,1% de NaH,PO,, 0,05% de MgSO,, 2% do aglcar testado (glicose,
frutose, sacarose ou xilose) (CAMARGO et al., 2018). Em cada tubo de ensaio foi imerso
um tubo de Durham invertido. Todos os meios foram previamente esterilizados a 121°C, 20
min. As analises foram realizadas em triplicatas para cada substrato nas temperaturas de
30, 35, 40 e 45°C. Para o padrd@o negativo utilizou um tubo de ensaio com solugéo basal
sem adicdo de substrato, no qual foi adicionado o inéculo. As leituras foram realizadas
em 24, 48, 72, 96 e 120 h. Foi considerado positivo para fermentacao os tubos nos quais
ocorreram formacgéo de gas no meio, identificado pela formagéo de uma bolha no interior
do tubo de Durham, e positivo para assimilagéo a formacao de biomassa sedimentada no
fundo do tubo de ensaio em cada substrato testado.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Em relagdo ao isolamento dos micro-organismos em diferentes temperaturas,
somente houve crescimento de micro-organismos na temperatura a 30°C, sendo assim
a alta temperatura um indicativo de inibicdo para os micro-organismos. Foram utilizados
a sigla MSL"X” para efeito de nomenclatura, aonde o “X” foi substituido por um caractere
numeérico na sequencia de isolamento.

A Tabela 1 apresenta os micro-organismos isolados em mosto de cana-de-agucar
em diferentes meios de cultura a 30°C e suas respectivas caracteristicas morfologicas.
Nota-se que dentre os meios utilizados para o isolamento, apenas os meios YPD 2%, YPD
20%, YPX 2% e o0 meio Mosto 8°Brix a 30°C apresentaram crescimento. Foram isoladas
duas colbnias do meio Mosto 8°Brix, denominadas MSL1 e MSL2, duas col6nias no meio
YPD 20%, MSL3 e MSL4, uma colénia no meio YPX 2%, MSL7 e trés colonias no meio YPD
2%, denominadas MSL10, MSL11 e MSL14.

Isolado Meio de Cultura Cor Textura
MSLA Mosto 8° Brix Branca Lisa
MSL2 Mosto 8° Brix Branca Lisa
MSL3 YPD 20% Branca Lisa
MSL4 YPD 20% Rosa Rugosa
MSL7 YPX 2% Marrom Lisa
MSL10 YPD 2% Branca Lisa
MSL11 YPD 2% Rosa Rugosa
MSL13 YPD 2% Branca Rugosa

Tabela 1 — Micro-organismos isolados em mosto de cana-de-aglcar em diferentes meios de cultura a
30°C e suas respectivas caracteristicas morfologicas.

Fonte: autor.
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Ainda na Tabela 1 observou-se pela analise morfolégica que dos 8 isolados, 4
apresentaram coloragéo branca, sendo eles MSL1, MSL2, MSL3 e MSL10, 3 apresentaram
coloracédo rosa, MSL4, MSL11 e MSL13 e o isolado MSL7 apresentou coloragdo marrom.
O isolado MSL7 que apresentou coloragdo marrom foi o Unico isolado oriundo do meio
YPX 2%. Em relagédo a andlise morfoldgica de textura, observou-se que os isolados MSL1,
MSL2, MSL3, MSL7 e MSL10 apresentaram textura lisa e os isolados MSL4, MSL11 e
MSL13 apresentaram textura rugosa.

De acordo com a andlise de assimilagéo, o isolado MSL1 apresentou formacao de
biomassa em 24 h para todas as temperaturas e em todos os substratos estudados. Porém
a fermentacéo a 35, 40 e 45°C ocorreu em 72 h para todos os substratos, a fermentagcéo
a 30°C utilizando xilose ocorreu em 72 h e para os substratos glicose, frutose e sacarose
em 120 h (Tabela 2).

O isolado MSL2 a 30, 35, 40 e 45°C assimilou para todos os substratos analisados,
em 24 h. Para anélise de fermentacéo a 35, 40 e 45°C o isolado MSL2 fermentou em 72
h em todos os substratos, no entanto a 30°C a fermentagao apenas ocorreu em 72 h em
xilose, enquanto que para os demais substratos ocorreu em 120 h.

Segundo Ferreira et al. (2011) as pesquisas voltadas para bioprospecgéo de
leveduras fermentadores de pentoses tem se intensificado a cada ano, uma das principais
técnicas utilizadas é o isolamento de microrganismos em seus habitats naturais ou de
origem industrial assim como ocorreu com os isolados MSL1 e MSL2.

Estes isolados sdo muito utilizados em pesquisas voltados para a produgdo do
etanol de segunda geragdo, uma vez que a xilose é um aglcar encontrado em grande
quantidade nas hemiceluloses (RAELE et al. 2014).

Varize et al. (2018) isolaram um total de 83 leveduras de amostras de madeiras
apodrecidas coletadas de uma arvore brasileira conhecida como Quaresmeira ( Tibouchina
granulosa), dos 83 isolados duas cepas apresentaram producdo de etanol utilizando
cultivos com xilose como fonte de carbono. Como ocorreu com os isolados MSL1 e MSL2,
pois ambos apresentaram formacgéo de bolhas caracteristicas de fermentacgao.

Em relacdo ao isolado MSL3, em glicose, frutose e sacarose a assimilagédo ocorreu
em 24 h em todas as temperaturas analisadas, enquanto que em xilose a 30 e 35°C a
assimilagdo ocorreu em 72 h e a 40 e 45°C em 24 h. A fermentagédo a 30 e 35°C para os
substratos glicose, frutose e sacarose ocorreu em 24 h enquanto que a 40 e 45°C com 48
h, sugerindo assim que o aumento da temperatura foi um dos fatores importantes para a
fermentacéo. O isolado MSL3 n&o apresentou capacidade fermentativa durante as 120 h
para o substrato xilose em nenhuma das temperaturas analisadas.

A temperatura é um dos parametros importantes para uma boa eficiéncia
fermentativa devido a sua influéncia na conversdo dos agucares em bioetanol. Como a
fermentacéo alcodlica € uma reagdo exotérmica é fundamental que haja um controle da
temperatura, entre 32 a 35°C, nas fermentagdes quando utilizado S. cerevisiae, devido a
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sua sensibilidade a altas temperaturas (BASSO, 2008).

Com o isolado MSL3 a fermentagcédo a 30 e 35°C, faixa de temperatura utilizada
pelas industrias sucroenergéticas, houve uma fermentacao mais rapida (24 h). No entanto,
em algumas usinas, dependendo de sua regido e da eficiéncia do controle da temperatura,
sabe-se que as dornas de fermentacdo podem ultrapassar 40°C (RIVIERA et al., 2013).
Segundo os dados do isolado MSL3, o mesmo apresentou capacidade fermentativa a 40°
e 45°C, ndo apresentando sensibilidade a alteragéo da temperatura, tornando uma opg¢éo
viavel para estudos em fermentacdes acima de faixa comum de temperatura.

Ainda de acordo com a Tabela 2, o isolado MSL4 apresentou assimilagdo em 24 h
em glicose, frutose e sacarose em todas as temperaturas analisadas, e em xilose a 30 e
35°C a assimilagdo ocorreu em 24 h, a 40 e 45°C o isolado ndo apresentou capacidade de
assimilacdo de xilose. O isolado apresentou fermentacdo em glicose, frutose e sacarose
em 48 h a 30 e 35°C, e com 24 h a 40 e 45°C. Embora o isolado tenha assimilado em xilose
a 30°C e 35°C, nao houve fermentacdo durante as 120 h nas temperaturas avaliadas.
Ressalta-se que o isolado MSL4 apresentou fermentacdo mais rapida nas temperaturas
40° e 45°C.

Embora haja microrganismos termotolerantes (capazes de se adaptar em altas
temperaturas e apresentar uma boa eficiéncia fermentativa) ainda hd uma grande limitacéo
no isolamento e utilizagdo comercial dos mesmos (UENO et al., 2003). Segundo a literatura
héa linhagens na qual séo descritas pela capacidade de se reproduzir e desenvolver a 52°C
e realizar fermentacéo até 50°C. Estas linhagens sdo muito utilizadas em regiées quentes
como por exemplo destilarias da india (BANAT et al., 1992).

Em relagdo ao isolado MSL7, sugere-se que ha uma influéncia da temperatura,
pois a 40 e 45°C o isolado nao assimilou nenhum dos substratos enquanto que a 30°C e
35°C apresentou assimilacédo de todos os substratos com 24 h. A 40 e 45°C, ndo houve
fermentacdo de nenhum substrato, enquanto que a 30 e 35°C fermentou em 48 h em
glicose, frutose e sacarose. O isolado ndo apresentou fermentagdo em xilose durante as
120 h. Embora o MSL7 também seja influenciado pela temperatura, houve inibicdo completa
tanto de assimilagao quanto fermentacéo em todos os substratos a 40 e 45°C.

O isolado MSL10 apresentou uma variagdo maior em relagéo a temperatura e dos
substratos, a assimilagdo em glicose, frutose, sacarose a 30°C ocorreu em 72 h, enquanto
a 35°C foi em 96 h. A assimilagdo a 40°C em glicose e sacarose ocorreu em 72 h e para
frutose em 48 h, enquanto a 45°C em frutose e sacarose a assimilagdo ocorreu em 24
h e glicose em 72 h. O isolado ndo apresentou capacidade de assimilacdo em xilose
nas temperaturas analisadas durante as 120 h. O isolado ndo apresentou capacidade
de fermentacdo para nenhum dos substratos utilizados nas temperaturas 30 e 35°C. Em
glicose a 40 e 45°C e frutose a 40°C houve fermentagdo em 24 h e com frutose a 45°C
foi em 48 h. J& com sacarose a fermentacdo ocorreu em 48 h a 40 e 45°C. Assim como
aconteceu na assimilagéo, o isolado ndo apresentou capacidade fermentativa para xilose
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durante as 120 h.

O isolado MSL11 a 30 e 35°C assimilou glicose em 48 h, frutose em 96 h e sacarose
em 72 h. Nas temperaturas 40 e 45°C o isolado somente realizou assimilagcéo da glicose e
sacarose em 72 h, ndo houve assimilagdo da xilose em nenhuma das temperaturas durante
as 120 h. Em relacéo a fermentacao, o isolado apresentou capacidade fermentativa em
glicose em 24 h e sacarose em 72 h a 30 e 35°C, enquanto que a 40 e 45°C nao houve
fermentagcdo em nenhum dos substratos durante as 120 h.

O isolado MSL13 a 30 e 35°C assimilou glicose e frutose em 72 h. A 40 e 45°C
somente com frutose houve assimilagdo em 24 h, com glicose assimilou em 72 h e com
sacarose em 48 h. Em relacdo a fermentacdo em glicose e frutose, o isolado apresentou
capacidade fermentativa em 24 h em todas as temperaturas, quando utilizado a sacarose
a fermentacdo ocorreu em 72 h & 30 e 35°C e em 96 h & 40 e 45°C. O isolado MSL13
ndo apresentou capacidade de assimilagdo e fermentacdo em xilose em nenhuma das

temperaturas estudadas.

Tempo (H)
24h 48 h 72h 96 h 120 h
Isolado | T (°C) S A F A F A F A F A F
GLC + - + - + - + - + +
FRU + - + - + - + - + +
MSLA1 30°
SAC + - + - + - + - + +
XYL + - + - + + + + + +
GLC + - + - + + + + + +
FRU + - + - + + + + + +
MSL1 35°
SAC + - + - + + + + + +
XYL + - + - + + + + + +
GLC + - + - + + + + + +
FRU + - + - + + + + + +
MSL1 40°
SAC + - + - + + + + + +
XYL + - + - + + + + + +
GLC + - + - + + + + + +
FRU + - + - + + + + + +
MSL1 45°
SAC + - + - + + + + + +
XYL + - + - + + + + + +
GLC + - + - + - + - + +
FRU + - + - + - + - + +
MSL2 30°
SAC + - + - + - + - + +
XYL + - + - + + + + + +
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GLC + + + + + + + + + +
MSL4 45° FRU + + + + + + + + + +
SAC + + + + + + + + + +
XYL - - - - - - - - - -
GLC + - + + + + + + + +

. FRU + - + + + +

MSL7 30 SAC + - + + + +
XYL + - + - + - + - + -

GLC + - + + + +

MSL7 . FRU + - + + + +
SAC + - + + + + + + +
XYL + - + - + - + - + -
GLC - - - - - - - - - -
MSL7 40° FRU - - - - - - - - - -
SAC - - - - - - - - - -
XYL - - - - - - - - - -
GLC - - - - - - - - - -
MSL7 45° FRU - - - - - - - - - -
SAC - - - - - - - - - -
XYL - - - - - - - - - -
GLC - - - - + - + - + -
msL1o | a0 |——o | - |- |t |- p ¥ - p s * ]
SAC - - - - + - + - + -
XYL - - - - - - - - - -
GLC - - - - - - + - + -
msL1o | 350 |0 | - - - S B S N
SAC - - - - + - + - + -
XYL - - - - - - - - - -

GLC - + - + + + + +
MSL10 a0° FRU - + + + + + + +

SAC - - - + + + + + + +
XYL - - - - - - - - - -
GLC - + - + + + + + + +
MSL10 45° FRU + - + + + + + + + +
SAC + - + + + + + + + +
XYL - - - - - - - - - -
GLC - + + + + + + + + +
R L I O i S S N, S
SAC - - - - + + + + + +
XYL - - - - - - - - - -
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GLC - + + + + + + +

FRU - - - - - - + -
MSL11 35°

SAC - - - - + + + +

XYL - - - - - - - -

GLC - - - - + - + -

FRU - - - - - - - -
MSL11 40°

SAC - - - - + - + -

XYL - - - - - - - -

GLC - - - - + - + -

FRU - - - - - - - -
MSL11 45°

SAC - - - - + - + -

XYL - - - - - - - -

GLC + + + + + + + +

FRU + + + + + + + +
MSL13 30°

SAC - - - - + + + +

XYL - - - - - - - -

GLC + + + + + + + +

FRU + + + + + + + +
MSL13 35°

SAC - - - - + + + +

XYL - - - - - - - -

GLC - + - + + + + +

FRU + + + +
MSL13 40°

SAC - - - -

XYL - - - - - - - -

GLC - + - + + + + +

FRU + + + + + + + +
MSL13 45°

SAC - - + - + - + +

XYL - - - - - - - -

A — Assimilagéo; F — Fermentacéo; S — Substrato utilizado; (+) Capacidade para
assimilagédo/fermentacéo — (-) Nao possui capacidade de assimilagdo/Fermentacéo. GLC - Glicose;
FRU - frutose; SAC — sacarose; XYL — xilose.

Tabela 2 — Capacidade de assimilagéo (A) e fermentagao (F) dos isolados em diferentes temperaturas

41 CONSIDERAGOES FINAIS

(30°C, 35°C, 40°C e 45°C) durante 120 horas.

De todas as temperaturas propostas para isolamento somente houve crescimento de

micro-organismos a 30°C. Foram isolados um total de 8 microrganismos sendo 2 isolados
no meio Mosto-Agar 8°Brix (MSL1 e MSL2), 2 do meio YPD-20% (MSL3 e MSL4), 1 do meio
YPX-2% (MSL7) e 3 do meio YPD-2% (MSL10, MSL11 e MSL13). Dos 8 isolados os isolados
MLS1 e MSL2 isolados a partir do Mosto-Agar foram os Unicos isolados que apresentaram
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assimilacdo e fermentagdo em todos os substratos e embora tenha sido isolado a 30°C,
0s micro-organismos apresentaram capacidade de assimilacdo e fermentacdo em altas

temperaturas e em xilose, apresentando um potencial biotecnologico.
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