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RESUMO

Os processos fermentativos de alimentos ocorrem desde a antiguidade com a
fabricagdo de pées e bebidas alcodlicas, como o vinho. Semelhante ao vinho
encontra-se também os fermentados de fruta que séo bebidas obtidas da fermentacéo
alcoolica do mosto de fruta, que deve conter graduacédo alcodlica de 4 a 14% (v/v) a
20 °C. A producdo dessas bebidas se da pela atividade de leveduras, como a
Saccharomyces cerevisiae, que transformam os aguUcares presentes no mosto em
alcool e gas carbonico. A atividade do microrganismo € considerada essencial para
dar as caracteristicas a bebida, mostrando assim, a importancia na prospeccao e
avaliacao de linhagens de leveduras para a producéo de bebidas fermentadas. Desse
modo, o objetivo do presente trabalho foi avaliar o potencial de leveduras selvagens
isoladas de frutos regionais para a producdo de fermentados de morango. As
leveduras isoladas foram avaliadas quanto capacidade fermentativa, assimilacao de
fontes de carbono, tolerancia a temperatura, etanol e pH. Em seguida foram
selecionadas trés leveduras para producao de bebidas fermentadas de morango e
avaliacdo do processo fermentativo, sendo comparadas a levedura comercial. Ainda
foi realizada a modelagem da producéo de etanol durante a fermentacéo. Por fim, as
leveduras isoladas e selecionadas se mostraram eficientes nos testes microbiolégicos
e no processo fermentativo das bebidas, onde apresentaram caracteristicas similares
a levedura comercial, possibilitando que as mesmas sejam classificadas como

fermentados de morango, uma vez que se enquadram na legislagéo.

Palavras-chave: Vinho, Saccharomyces, Fermentacéo alcodlica, Fragaria vesca L.



ABSTRACT

The fermentation process of food has occurred since ancient times with the
manufacture of bread and alcoholic beverages such as wine. Similar to wine we also
find the fruit fermented beverages that are obtained from the alcoholic fermentation of
fruit must, which must contain an alcohol content of 4 to 14% at 20 °C. These
beverages are produced by the activity of yeast, such as Saccharomyces cerevisiae,
which transforms the sugars present in the must into alcohol and carbon dioxide gas.
The activity of the microorganism is considered essential to giving the beverage
characteristics, thus showing the importance of prospecting and evaluating yeast
strains for the production of fermented beverages. Thus, the objective of the present
work was to evaluate the potential of wild yeasts isolated from regional fruits for the
production of strawberry fermented beverages. The isolated yeasts were evaluated
regarding fermentative capacity, assimilation of carbon sources, tolerance to
temperature, ethanol and pH. Then, three yeasts were selected for the production of
strawberry fermented beverages and evaluation of the fermentative process, being
compared to commercial yeast. The modeling of the ethanol production during
fermentation was also performed. Finally, the isolated and selected yeasts proved to
be efficient in microbiological tests and in the fermentation process of the beverages,
where they showed similar characteristics to the commercial yeast, allowing them to

be classified as strawberry fermented beverages, since they fit the legislation.

Keywords: Wine, Saccharomyces, Alcoholic fermentation, Fragaria vesca L.
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1. INTRODUCAO

O processo fermentativo dos alimentos ocorre desde a antiguidade, em
especial, na fabricacdo de pées e bebidas alcoodlicas, como a cerveja e o vinho, aos
guais possuem um importante papel na vida cultural das sociedades tanto orientais
guanto ocidentais (CAMPBELL-PLATT, 2015). Segundo a legislacdo, o vinho é
conceituado como uma bebida produzida a partir da fermentacédo alcodlica de uva
fresca e madura ou do suco de uva fresca (BRASIL, 1974). Somente as bebidas
fermentadas de uva (Vitis vinifera) podem ser chamadas de “vinho” (OLIVEIRA et al.,
2016). Tal bebida é fabricada em varias regides do mundo e do Brasil, como no Vale
do Séo Francisco, que conta com uma producao de 7,5 milhdes de litros por ano
(COPELLO, 2021).

Outra bebida semelhante ao vinho é o fermentado de fruta, denominado como
uma bebida com graduacéo alcodlica de 4 a 14% em volume, em uma temperatura
de 20° Celsius, sendo obtida da fermentacéo alcodlica do mosto de fruta s&, fresca e
madura, tal fruta deve ser adicionada na nomeacéo do produto (BRASIL, 2008).

A elaboracdo dessas bebidas alcodlicas se da pela atividade de
microrganismos, em especial, a levedura Saccharomyces cerevisiae, que
transformam os acUcares presentes no mosto em alcool etilico e gas carbobnico
(RUSTICK, 2019 e AQUARONE, 2001). Devido as caracteristicas desejaveis
presentes nesta espécie, como rapida iniciacdo da fermentacéo, tolerancia a etanol,
entre outras, se tornou o microrganismo mais utilizado neste processo (VENTURINI,
2016). Porém, existem também outros microrganismos que atuam no processo
fermentativo de qualquer fruto e que formam o acido acético, gerando entdo, um
vinagre (RIBEIRO et al, 2018). Desse modo, h4 uma necessidade de controle na
producdo de vinhos, bem como avaliacdo dos parametros do bioprocesso, para
manter a qualidade e a agradabilidade da bebida.

Além disso, com a grande aplicabilidade das leveduras na inddstria, tem-se o
interesse em aprimorar 0s processos produtivos a fim de se ter um melhor custo-
beneficio, aumentando a produtividade e diminuindo os gastos (LOPES, 2016).
Contudo, na maioria dos processos industriais ndo sao utilizadas as linhagens mais
adequadas e que possuam maior desempenho (LOPES, 2016). Consequentemente,
sdo necessarios estudos envolvendo novas linhagens de leveduras que possuam

maior produtividade.
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Uma das ferramentas utilizadas para controlar o processo fermentativo é a
modelagem matematica que consiste em uma forma de representar e estudar, por
meio de equacdes matematicas, as variaveis do bioprocesso (SCHMIDELL et al.,
2001), como a quantidade de sacarose, de inéculo e de producao de etanol (VIEIRA,
2020). Assim, a modelagem permite caracterizar a cinética da fermentagdo
organizando informacdes e observando os componentes e suas interacfes que
ocorrem no bioprocesso, fazendo com que se possa entender o seu comportamento
e corrigir possiveis falhas (SCHMIDELL et al., 2001). Essa ferramenta vem se tornando
um aliado no processo industrial, e de grande importancia para a producdo de
fermentados de frutas para se obter uma bebida de qualidade desejavel, eliminando
custos desnecessarios na producédo (DALSENTER et al., 2015).

Com efeito, a industria de bebidas fermentadas pode inovar tecnologicamente
com produtos que apresentem novos sabores e caracteristicas, jA que o consumidor
busca constantemente variabilidade e qualidade. Dessa forma, para producédo de
bebidas alcodlicas tem-se uma demanda por pesquisas em busca de novas espécies
de leveduras que apresentem maior estabilidade, adaptacdo climatica e
caracteristicas desejaveis, como aroma e sabor (LOPES, 2016; PIETROWSKI, 2011).

A obtencgédo de leveduras selecionadas com caracteristicas adaptadas a regido
€ relevante principalmente em regiées com climas elevados, como € o caso da regido
do Vale do Sao Francisco. Essa regido é situada entre as cidades dos estados da
Bahia e de Pernambuco e possui clima tropical semiarido, apresentando temperaturas
elevadas quase o ano todo (LEAO, MARQUES e BARROS, 2021), além de possuir
frutos tipicos, como o licuri e o maracuja da Caatinga, dos quais se pode obter
leveduras adaptadas as caracteristicas especificas da regiao.

Assim como no Vale do S&o Francisco, os fermentados de fruta podem ser
fabricados com grande variabilidade no Brasil, diante da ampla diversidade frutifera.
Segundo dados da Organizacao das Nac¢des Unidas para Alimentacéo e Agricultura
(FAO), o Brasil € o 3° maior produtor de frutas do mundo e uma das frutas que se
destaca é o morango (Fragaria vesca L.), podendo ser utilizado fresco ou processado.

O morango € um fruto amplamente utilizado na fabricacdo de diversos
alimentos, como geleias e polpas, e conta com uma producéo de aproximadamente
duzentas mil toneladas por ano no Brasil (ANTUNES e BONOW, 2021), sendo a maior

parcela produzida nos estados de Minas Gerais, Espirito Santo e Rio Grande do Sul.
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Contudo, esse fruto apresenta uma estrutura fragil e que possui uma alta taxa de
atividade respiratoria, o que reduz o tempo de vida pos-colheita do fruto in natura
(ANTUNES, 2007).

Diante disso, uma forma de diminuir esse desperdicio € aproveitar esses frutos
para a producéo de fermentados de fruta, uma vez que o processo fermentativo vem
se tornando uma alternativa por ser uma tecnologia eficiente e de baixo custo,
introduzindo novas opcdes para as industrias de alimentos e para a producéo de
novas bebidas fermentadas (SILVA et al., 2007). Ademais, pode-se agregar valor ao
fruto, o que proporciona o aumento do desenvolvimento econémico pela busca da
diferenciacéo e da qualidade do produto (DE PAULA et al., 2012).

2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Avaliar o potencial biotecnolégico de leveduras selvagens, isoladas de frutos
regionais, para a producao de bebidas fermentadas de morango.

2.2 Objetivos Especificos

e Avaliar o potencial de leveduras selvagens isoladas dos frutos: acerola, caju,
figo-da-india, licuri, maracuja da Caatinga, uva e mandacaru;
Selecionar e avaliar a capacidade fermentativa de trés leveduras selvagens em
comparacao com a levedura comercial;

e Analisar o processo fermentativo e a eficiéncia das leveduras selecionadas em
bebidas fermentadas de morango em temperatura ambiente;

e Modelar e simular a formacéao de etanol ao longo da fermentacgao;

e Elaborar um novo produto biotecnolégico.

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Biotecnologia de Alimentos

A biotecnologia é o conjunto de tecnologias que possam alterar, utilizar e
otimizar organismos vivos ou suas partes, células, organelas e moléculas, com a
finalidade de gerar produtos, processos e servigcos para aplicar economicamente na
salde humana e animal, na agricultura e meio ambiente (JUDICE e BAETA, 2005).

Sendo considerado um campo multidisciplinar, a biotecnologia trabalha em conjunto
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com diversos ramos a fim de obter bens com uso de processos bioldgicos
(AQUARONE et al., 2001). Apesar de ter se destacado ha pouco tempo, 0S processos
biotecnoldgicos séo utilizados desde a antiguidade a partir de métodos fermentativos
para o preparo de alimentos, como pées, cervejas e vinhos (AQUARONE et. al., 2001).
Com isso, os alimentos fermentados estdo sujeitos a acdo de enzimas e
microrganismos para que esses o0s transformem em produtos com caracteristicas
desejaveis (MALAJOVICH, 2011).

Com o passar do tempo, o homem foi se especializando nos processos
fermentativos e desenvolvendo tecnologias adequadas ao ambiente e a matéria-prima
utilizada, resultando no que se conhece por biotecnologia de alimentos, que aplica
organismos vivos e moléculas bioativas para o processamento de alimentos
(CAMPBELL-PLATT, 2015). O emprego de organismos vivos, como leveduras,
bactérias e fungos, no preparo desses alimentos fermentados torna-se cada vez mais
estudado e esta associado a microbiologia industrial, que é o estudo da viabilidade de
uso de tais microrganismos na industria (VICENZI, 2011).

Dentre os alimentos fermentados mais antigos e estudados tém-se as bebidas
alcoolicas, consideradas de extrema importdncia na vida cultural e espiritual da
sociedade, tanto oriental como ocidental, sendo que na Europa e no Oriente Médio, a
maioria das bebidas alcodlicas nativas sédo produzidas a partir de frutas. Ja na regido
Asia-Pacifico, sdo produzidas em sua maioria a partir de cereais, utilizadas como
importantes fontes de nutrientes (CAMPBELL-PLATT, 2015).

3.2 Breve Historico de Bebidas Alcodlicas

A origem das primeiras bebidas alcodlicas € incerta, contudo, é possivel que
foram feitas de cevada, tamara, mel ou uva (VENTURINI, 2016). Entre essas bebidas
se tem o vinho, fabricado a partir da uva e é considerado um dos processos mais
antigos da civilizacéo, tendo origem na Mesopotamia, ha cerca de oito mil anos a.C.
(RIBEIRO et al., 2018). Assim como os vinhos, os fermentados de fruta também
comecaram a ser produzidos desde a antiguidade, sendo considerado o primeiro
produto de fermentagcdo descoberto pelo homem (CAMPBELL-PLATT, 2015).
Segundo Venturini (2016), na China foram realizadas analises quimicas de compostos

organicos adsorvidos e preservados em jarras de ceramicas e mostraram que havia
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sido produzida uma bebida fermentada de arroz, mel e frutas ha cerca de nove mil
anos.

Desde entéo, a tecnologia utilizada no processo de fabricacdo dessas bebidas
foi se aperfeicoando a medida que a sociedade também evoluia (VENTURINI, 2016).
Tém-se relatos de que a evolugdo das praticas agropecuérias esta relacionada a
producdo de cervejas e vinhos, ja que povos antigos desejavam plantar os insumos
da fabricacéo dessas bebidas (WHITE e ZAINASHEFF, 2010).

Com isso, diferentes povos no planeta desenvolveram e aperfeicoaram suas
proprias técnicas, gerando bebidas com algumas caracteristicas de suas regidoes
produtoras, como os vinhos franceses e italianos ou o champanhe, oriundo da regido
francesa Champagne. Isso mostra que além de gerar desenvolvimento e renda, essas
bebidas fermentadas também contribuiram com o desenvolvimento da cultura e
tradicdo dos povos (VENTURINI, 2016).

Assim, 0 que era tido como empirico, atualmente € um dos maiores setores
industriais do mundo, e vem crescendo exponencialmente com o aumento do
consumo dessas bebidas, principalmente no ano de 2020 com o isolamento social
decorrente da pandemia de Covid-19 (RIOS, 2021), apresentando aumento de 18,4%
(Olv, 2021).

3.3 Fermentado de Fruta

Segundo a legislacdo brasileira, fermentado de fruta € uma bebida com
graduacdo alcodlica de 4 a 14% (v/v), a 20 °C, sendo obtida da fermentacéao alcodlica
do mosto de fruta s&, fresca e madura, tal fruta deve ser adicionada na nomeacéo do
produto (BRASIL, 2008). Desse modo, ndo s6 a uva, mas também diversas outras
frutas tém sido utilizadas para a fabricacdo de bebidas alcodlicas. As mais utilizadas
sdo a macd e a pera, sendo matéria-prima para a producdo de sidra e Perry,
respectivamente (VENTURINI, 2016).

Além disso, atraveés da utilizacdo de diferentes frutas para a fabricacdo dessas
bebidas se desenvolve inovacdo tecnologica, com novos produtos, e também
representa uma alternativa para o aproveitamento de frutas produzidas em excesso,
evitando assim, o desperdicio. Um dos paises que apresenta elevado desperdicio é o
Brasil, diante da enorme diversidade de frutos produzidos e por ser um insumo
bastante suscetivel a degradacéo (FAGUNDES et al, 2015).
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Nos ultimos anos vém crescendo o numero de pesquisas voltadas para a
fabricacdo de fermentados de fruta, como kiwi, caja, manga, laranja, entre outros
(VENTURINI, 2016), mostrando que a biotecnologia da producéao de fermentados de
fruta é eficaz. Porém ha a necessidade de avaliar e ajustar os parametros de
fabricagdo a partir das caracteristicas e da composi¢cdo nutricional de cada fruta
(MUNIZ et al, 2002).

O processo consiste inicialmente no preparo do mosto, com o fruto desejado, e
do in6culo contendo os microrganismos, 0s quais serdo adicionados no mosto apés
0S ajustes necessarios. Alguns desses ajustes no mosto sdo a sulfitagem, essencial
para eliminar processos oxidativos e contaminacdo microbiana, e a clarificacéo,
importante para frutos claros ou vinhos brancos, e que visa diminuir a atividade
enzimatica e a decantacao de particulas grossas em suspensao. Outros reparos que
sdo essenciais para a fermentacdo € o ajuste da acidez, do pH e o do agucar. Este
ultimo é também denominado de chaptalizacdo. Tais ajustes sdo essenciais para
propiciar um ambiente favoravel para a acdo dos microrganismos (SILVA, LAGO-
VANZELA, BAFFI, 2015).

Apés o ajuste do mosto, € realizada a inoculagdo dos organismos Vvivos no
mesmo e entdo ocorre a fermentagao, na qual o tempo pode variar a depender dos
microrganismos e da formacdo de produto desejado, o etanol. No final da
fermentacéao, é feita a trasfegas, onde a bebida é colocada em outro recipiente para
remover substancias precipitadas e entdo a bebida é filtrada e engarrafada.
Dependendo do produto que se deseja, a bebida ainda pode passar pela etapa de
envelhecimento, o que propicia maior estabilidade e coloracdo e ainda, sabor mais
macio (SILVA, LAGO-VANZELA, BAFFI, 2015). De modo geral, o processo de
fabricacdo dessas bebidas fermentadas é realizado da mesma forma, como esta
ilustrado na Figura 1.
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Preparo do mosto

Sulfitagem

Clarificacio

Correcio da acidez

Correcao do pH

Chaptalizac¢io

Inocula¢ao (levedura selecionada)

Fermentacio

|
Trasfega

Filtracao

Envase

A 4

Armazenamento

Figura 1. Etapas gerais que podem estar presentes na elaboracao do fermentado de fruta. Fonte:
adaptado VENTURINI et al. (2016).

Segundo Schmidell et al. (2001), na industria brasileira, a fermentacéo ocorre
em biorreatores denominados de dornas, sendo constituidas de aco carbono, com
altura uma ou duas vezes maior que o didmetro, sendo a temperatura controlada

através de trocadores de calor.
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3.4 Leveduras

Os microrganismos sao classificados como bactérias, fungos, virus,
protozoarios e algumas espécies de algas que séo invisiveis a olho nu e podem ser
classificados quanto a morfologia, ao crescimento em diferentes faixas de temperatura
e pH, a sua via metabdlica e ao que produz (RIBEIRO et al., 2018). Como mencionado
anteriormente, oS microrganismos estdo presentes na alimentacdo da sociedade
desde os primeiros séculos, aos quais se destacam as bactérias e os fungos, incluindo
as leveduras, pois sdo o0s principais responsaveis pelos processos fermentativos. As
leveduras sao consideradas fungos unicelulares, que se reproduzem por brotamento
(ZANARDI, 2016) e a partir do seu metabolismo, transformam a matéria-prima em
produtos que sejam desejaveis para o consumo (RIBEIRO et al., 2018).

O principal produto decorrente do metabolismo da levedura é o etanol, que
ocorre por via fermentativa. Algumas espécies de bactérias como a Zymomonas
mobilis também produzem alcool, porém as leveduras ainda sdo economicamente
mais utilizadas (LIMA et al., 2001). A espécie mais estudada e aplicado na industria
biotecnoldgica é a Saccharomyces cerevisiae devido a sua maior eficiéncia
fermentativa em relacdo as demais espécies (VENTURINI, 2016), sendo utilizados
para a producdo de etanol e de bebidas alcodlicas como cerveja e vinho.

Para se obter uma fermentacéo eficiente, as leveduras devem estar expostas
a condicdes favoraveis. Os principais fatores que afetam o seu desenvolvimento sao
tolerancia a etanol, pH, temperatura e disponibilidade de fontes de carbono. Quanto a
producédo de etanol, as leveduras suportam até a faixa 9,5% (v/v) de etanol presente
no mosto (RUSTICK, 2019), acima disso ja ndo se reproduzem mais. Segundo
Menezes (1980), nos mostos industriais o pH trabalhado € entre 4,5 e 5,5, pois € a
faixa que favorece a levedura e inibe o crescimento de possiveis bactérias
contaminantes. J& em relagdo a temperatura, as linhagens de Saccharomyces
cerevisiae sdo resistentes a altas temperaturas, contudo, a temperatura elevada
interfere na viabilidade celular desses microrganismos (SILVA FILHO et al., 2005),
desse modo, nas industrias se recomenda a faixa entre 25 e 36 °C (MENEZES, 1980).
Por fim, a principal fonte de carbono das leveduras € a glicose ou outro agucar, por
fornecer energia quimica necesséria para o funcionamento da sua estrutura celular
(LOPES, 2016).
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A atuacdo dessas leveduras na producdo de bebidas, dependendo das
condicbes que elas sejam submetidas, determinara as suas caracteristicas. Dentre
todas as variaveis da fermentacéo, a temperatura € a que determina o grau alcodlico
do vinho, que ocorre pela geracao de etanol, além da acidez que é importante para
dar aroma e sabor a bebida (AFONSO, 2019). As leveduras ainda podem interferir no
teor nutricional dos alimentos, através da transformacéo de flavonoides e terpendides
na fermentacdo (RIBEIRO et al., 2018). Tais compostos conferem aos vinhos
propriedades terapéuticas, auxiliando na prevencdo de doengas como ataques
cardiacos (AFONSO, 2019).

Se espera que a producao de alcool etilico por industrias de cervejas, vinhos,
bebidas destiladas e de combustiveis e a producdo de biomassa gerado pela
agroindustria continuara fornecendo a maior quantidade de produtos fermentados do
mundo (GUIMARAES, 2005). Desse modo, devido & grande aplicabilidade das
leveduras na industria biotecnoldgica, ha o interesse em aprimorar 0S processos
envolvendo as leveduras com a finalidade de aumentar a produtividade e reduzir os
gastos (LOPES, 2016). Uma maneira de aumentar a eficiéncia e a qualidade da
fermentacdo observada é inocular com uma quantidade de um produto fermentado
finalizado para estimular o bioprocesso, onde se utiliza principalmente o género
Saccharomyces (STEENSELS e VERSTREPEN, 2014). Contudo, ao restringir a
microbiota espontanea se limita também as caracteristicas do produto final (DOMIZIO
et al., 2007; ASLANKOOHI et al., 2016). Além disso, a ndo utilizagdo de linhagens
mais adequadas pode reduzir o desempenho fermentativo nos processos industriais
(LOPES, 2016).

Segundo estudos de metagendmica, a biodiversidade natural dos fungos é
enorme e pouco explorada, sendo apenas uma pequena parcela dessa biodiversidade
é utilizada na industria (LITI et al., 2009; WANG et al., 2012). Dessa forma, € crescente
0 interesse da industria em explorar a diversidade das linhagens afim de se ter
leveduras diferenciadas e que proporcionem uma maior variabilidade de sabores e

aromas na bebida, gerando maior valor agregado no produto (LOPES, 2016).

3.5 Bioquimica da Fermentacao Alcodlica
Em bioprocessos, a fermentacgéo é conceitualizada como “atividade microbiana

sobre um determinado substrato, com geragao de produtos” (RIBEIRO et al., 2018).
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No caso dos vinhos e fermentados de fruta, os agentes responsaveis por essa
atividade microbiana sdo as leveduras, fungos unicelulares que, através do seu
metabolismo, fermentam determinada matéria-prima, transformando-os em produtos
desejaveis ao consumo (RIBEIRO et al.,, 2018). A levedura mais utilizada € a
Saccharomyces cerevisie (SILVA, LAGO-VANZELA, BAFFI, 2015), que fermenta
fontes de carbono como sacarose, rafinose, maltose e glicose, transformando-as em
etanol (RIBEIRO et al., 2018).

De modo geral, a obtencéo de etanol pode ocorrer por via destilatoria, por via
sintética e por via fermentativa, esta Ultima é a mais importante e acessivel no Brasil,
diante do grande numero de matérias-primas naturais em todo o pais, 0 que possibilita
a producédo de alcool todo o ano. O processo fermentativo é comum a todos os
substratos acucarados e consiste na transformacao desses aclcares em etanol e
dioxido de carbono, tal processo é de natureza anaerdbica (SCHMIDELL et al. 2001).
Um dos principais acUcares utilizados na fermentacdo é a sacarose, que a partir da
reacao de hidrélise obtém-se a glicose e a frutose (LOPES e BORGES, 2009), como

€ mostrado na Figura 2.

CH,0H H,0 CH,OH
CH,OH CH,OH
o ) ‘: 0, oH 0. OH
OH o HO — OH + HO
HO CHOH 'TVerase g CH,OH
OH OH OH OH
Sacarose (C,H,,0,)) Glicose (C H,,04) Frutose (C,H,0y)

Figura 2. Hidrélise da sacarose em meio aquoso pela enzima invertase. Fonte: LOPES (2016).

A converséo da sacarose em etanol e diéxido de carbono envolve doze reacdes
em cadeia, na qual cada uma € catalisada por uma enzima especifica. Essas enzimas
séo denominadas como “glicoliticas” e suas acdes podem ser influenciadas por fatores
como temperatura, pH, nutrientes do meio fermentativo, inibidores, entre outros (LIMA
et al., 2001). A rota metabdlica da fermentacao alcodlica mais recorrente é a glicélise,
onde uma molécula de glicose é metabolizada e duas moléculas de piruvato sao
produzidas. Dessa forma, as moléculas de piruvato sdo convertidos nos produtos

resultantes (Figura 3).
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Figura 3. Esquema da via glicolitica. NELSON (2019).
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Toda essa reacéo acontece no citoplasma celular das leveduras, regido que
processa a fermentacéo alcodlica (LIMA et al., 2001). Esse processo € exemplificado

de forma simplificada na Figura 4.

Glicose + Frutose

Saccharomyces

Glicose + Frutose — cerevisiae

&
4‘5@ l
W .
Glicose-6-fosfato

Sacarose i
Frutose-6-fosfato <«

Sacarose

l Proteinas Biomassa
li Frutose-1-6-bifosfato T
Dihidroxiacetona i Aminoacidos

fosfato Gliceraldeido-3-fosfato ]

i

/ Piruivato \
Acetaldeido Acidos
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co,
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Figura 4. Via metabolica simplificada da fermentagédo alcoodlica por Saccharomyces cerevisiae. Fonte:
RODRIGUES et al. (2018).

O principal objetivo da levedura nesse processo € gerar uma fonte energética
para suas funcdes fisiologicas e biossinteses necesséarias para crescer e se
reproduzir, 0 que é importante para a formacéao de etanol, assim, a formacéo de novas
colénias de leveduras sédo produzidas como subprodutos. O etanol e o didxido de
carbono resultantes ndo possuem utilidade metabdlica para a célula em anaerobiose

(LIMA et al., 2001), podendo alcancar concentracdes entre 12 e 14% (v/v) de teor
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alcodlico e rendimento de 0,4 a 0,5 g de CO:z por g de acucar degradado (BARRE et
al, 2004).

3.6 Inovacao Tecnoldgica dos Fermentados

Nos ultimos anos a populacdo tem cada vez mais se interessado por produtos
inovadores e que oferecam saude e qualidade nutricional (DUARTE et al, 2021).
Aliado ao aumento dessa preocupacdo, 0s avancos na tecnologia de vinhos e a
melhoria das Boas Préaticas de Fabricacdo (BPF) nas industrias fez com que
diminuisse drasticamente possiveis caracteristicas indesejaveis, obtendo uma maior
padronizacao dessas bebidas (SILVA, LAGO-VANZELA e BAFFI, 2015). Desse modo,
também se observou uma maior exigéncia com algumas caracteristicas presentes nos
vinhos, que antes nao eram considerados. Assim, se tem uma maior atencado na
avaliacdo do comportamento das leveduras e os possiveis defeitos que podem
ocasionar, como formacao de véus e gas, turvacao e defeitos no aroma e sabor da
bebida (RIBEIRO et al., 2018; SILVA, LAGO-VANZELA e BAFFI, 2015).

Diante do aumento da exigéncia do consumidor por produtos com maior
gualidade, a industria de bebidas fermentadas tem demandado por pesquisas em
torno de novas espécies de leveduras procurando maior estabilidade, adaptacéo
climatica, e caracteristicas desejaveis, como aroma e sabor, de acordo com sua
finalidade. Pois tais leveduras sdo de extrema importancia para o produto final
(LOPES, 2016; PIETROWSKI, 2011; VENTURINI, 2016), e com isso, obter inovagao
através de biotecnologias que tragam maior produtividade.

Portanto, torna-se de grande importancia a busca por novas tecnologias e
aprimoramento dos processos, assim como a avaliacdo de leveduras regionais que
apresentem novas caracteristicas as bebidas fermentadas e melhor desempenho,

para entdo, gerar menos gastos no controle no bioprocesso.

3.7 Modelagem do processo fermentativo
Os processos fermentativos apresentam diversas diferencas dos processos
guimicos. Isso acontece devido a cinética dos microrganismos, onde as reacfes
guimicas e bioguimicas, que ocorrem nos mesmos, sao influenciadas por inGmeros
fatores que interferem na velocidade do seu crescimento e reproducdo e

consequentemente na formacéo de produto (SCHMIDELL, 2001; DUTTA, 2008).
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Compreender a cinética da fermentacéo alcodlica proporciona a elaboragéo de
estratégias de otimizacdo e controle para que se alcance uma maior producdo
(ANDRIETTA, 1994; DARE, 2008). Com isso, a engenharia possui um crescente
interesse na modelagem matemética da fermentacdo e formacdo de etanol de
leveduras, como a Saccharomyces cerevisiae (LOBATO, 2015), fazendo com que o
especialista em modelagem deva conhecer o sistema do microrganismo para que
possa incorpora-lo no modelo matematico (SCHMIDELL et al., 2001).

De acordo com Bassanezi (1997), um modelo matematico € a unido de
simbolos e relacdes matematicas que expressam um fendmeno em questéo, assim,
€ possivel prever o comportamento de um determinado sistema a partir de
simulacdes. O estudo cinético da fermentacdo analisa os dados de um ou mais
componentes de interesse em funcdo do tempo, sendo 0s mais comuns a
concentracdo de células do microrganismo (X), o consumo de substrato (S) e a
formacéo de produto (P) (HISS, 2001).

Com o passar do tempo, foram formulados diversos modelos matematicos para
expressar o processo fermentativo. O modelo mais simples e utilizado é o de Monod
(Equacédo 1) o qual determina a velocidade especifica do crescimento microbiano (X),

gue é dependente da concentragdo de substrato limitante no meio (MONOD, 1949).
S

= Uméxm

Equacéo 1. Equacgdo de Monod.

i

Onde: pmax é a velocidade especifica maxima de crescimento;
S: concentracdo do substrato limitante (g. Lt);
Ks: constante de Monod (g. L), representa a concentracédo de substrato em que a
velocidade de crescimento € metade da velocidade méaxima.

A partir do modelo de Monod ainda € possivel realizar ajustes nos parametros
Hm (crescimento do microrganismo), Ks e Yxis (rendimento do crescimento microbiano
em relagdo ao substrato), que podem ser obtidos a partir de regressdes lineares.
Também é possivel calcular a taxa de geracdo de produto (up) (Equacéo 2) ao longo
da fermentag&o, modelar cada ponto da pp seguindo 0 modelo matematico e por fim,
observar a que melhor se mostrou linear com o modelo proposto (HISS, 2001).

dps — dp;
R =t —de,
f i
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Equacdo 2. Taxa de geracao de produto (etanol).

Onde: dps: producéao final de etanol
dpi: producéo inicial de etanol

dtr: tempo final

dti: tempo inicial

O modelo de Monod é mais aplicado por representar a inibigcdo do crescimento
da levedura por consumo do substrato e producao de etanol (PHISALAPHONG,
SRIRATTA E TNATHAPANICHAKOON, 2006), assim, a modelagem matematica
relaciona os parametros cinéticos e ambientais (VIEIRA, 2020).

De acordo com Pacheco (2010), o projeto de uma planta de fermentacéo
precisa passar por uma modelagem detalhada do processo através de modelos
cinéticos que possibilitem a obtencdo de 6timas condicbes de operacédo, o que pode
ser realizado por simulacdo em computador (ANDRIETTA, 1994; DARE, 2008). Além
de controle, isso também gera otimizacao da producdo. Sonego et al. (2016) também
apresenta a importancia do estudo da cinética da fermentacdo alcoodlica, onde se

permite ajustar os fatores envolvidos, como pH e temperatura.

3.8 Morango (Fragaria vescaL.)

O morango € considerado um fruto silvestre simples (SANTOS, 2021) com
popularidade em todo o mundo, tendo diferentes origens a depender da espécie
(FRANCO, 2021). Ronque (1998) afirma que sua producéo foi iniciada no século XIX
e foi evoluindo no decorrer do tempo, aumentando a variedade desse fruto, com a
origem de novas cultivares. Dentre essas cultivares se tem Oso Grande, Diamante,
Portola, Palomar, Caminho Real, entre outras (SENAR, 2019).

De modo geral, o morango possui coloragao vermelha brilhante, textura macia
e sabor levemente acidificado, tornando-o bastante atrativo (MATOS et al., 2021).
Essa coloracdo vermelha ocorre pela presenca de substancias bioativas, as
antocianinas e os flavonoides, substancias antioxidantes com propriedades anti-
carcinogénicas (QUINTAO, 2018; FRANCOSO, 2008; FILGUEIRA, 2003). Tal fruto é
rico em vitaminas, fibras, acido folico e minerais, além de possuir alta concentracdo
de frutose e sacarose (MATOS et al., 2021). Porém, devido o fruto possuir uma
estrutura fragil e com alta taxa de atividade respiratéria, a conservacao do morango in
natura é curta (ANTUNES, 2007).
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Entre os pequenos frutos, o fruto do morangueiro é considerado a cultivar com
maior producédo e rentabilidade, mostrando assim, sua importancia econémica para
as regides produtoras (CARVALHO, 2011). No Brasil, a area produzida com a cultura
do morangueiro (Fragaria x ananassa Duch) €& de aproximadamente 5.300 ha
(ANTUNES e BONOW, 2021). Com os avangos tecnoldgicos dos ultimos anos, o
morango passou a ser encontrado em qualquer época do ano, entretanto, 0s precos
oscilam durante o ano devido as condi¢des climaticas que interferem na producao do
morangueiro. Além disso, os precos nos diferentes Estados do pais também variam,
onde os que mais produzem, possuem menores precos (ANTUNES e BONOW, 2021).
Apesar do aumento da producédo de morango em diversas regides do pais, ainda esta
concentrada nos estados de Minas Gerais, Espirito Santo e Rio Grande do Sul. Nos
ultimos seis anos, houve um crescimento de 46% na producgéo de morango, o que fez
com o Brasil aparecesse pela primeira vez nas estatisticas da FAO em 2020,
ocupando a posicao de 17° entre os maiores produtores desse fruto (ANTUNES e
BONOW, 2021).

Como o morango é comercializado principalmente in natura, a compra pela
aparéncia é um dos atrativos para a sua compra (SOUZA, 2014), que se colabora para
gue esse fruto seja amplamente desperdicado. Além disso, 0 morango também tem
uma alta taxa de desperdicio ao longo da cadeia produtiva, cerca de 40%, sendo
considerado o 6° alimento mais desperdicado no Brasil entre frutas e hortalicas
(EMBRAPA, 2014). Dessa forma, a producao de bebidas fermentadas de morango
torna-se uma alternativa para o aproveitamento de excedentes de safra, contudo, o
uso do morango para obtencdo de fermentado alcodlico requer uma adaptacéo dos
bioprocesso, ja que em nivel industrial, as operacdes aplicadas aos processos de
fermentados de frutas sdo adaptacdes da producao de vinho de uva (ANDRADE et
al., 2014).

4. METODOLOGIA

4.1 Selecao das leveduras selvagens

4.1.1 Isolamento e purificacéo de leveduras
Para isolamento e selecdo da levedura de interesse, foram coletadas amostras
do fruto da acerola, do figo-da-india (proveniente da palma), do caju e da uva, obtidas
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no comeércio em estagio inicial de decomposi¢cdo. Os frutos coletados foram
encaminhados e armazenados no Laboratdrio de Biotecnologia Microbiana da UNEB
— Campus lll. Para a obtencéo do isolado, foram processados 40 g de cada fruto em
liquidificador com 150 mL de &gua peptonada (0,05% (m/v) de peptona). Para o
procedimento, o liquidificador e os frutos foram desinfestados superficialmente com
alcool a 70% (v/v) e hipoclorito de sodio 1% (v/v), para reduzir os riscos de
contaminacgéo cruzada. Cerca de 100 pL da solucéo processada foi transferida para
placas de Petri contendo meio de cultura YP para levedura (g. L) (20 g de glicose, 3
g de extrato de levedura, 5 g de peptona e 15 g de 4gar). Em seguida, as placas foram
incubadas a 30 °C durante 72 h até o crescimento e desenvolvimento das primeiras
colénias. As colbnias isoladas crescidas foram analisadas quanto as suas
caracteristicas macroscoépicas e microscopicas. Para selecdo, os isolados foram
transferidos com auxilio de uma alca estéril, por esgotamento em placas de Petri
contendo 0 meio de cultura descrito anteriormente. As placas foram incubadas a 30
°C durante 72 h. As coldnias puras obtidas, com caracteristicas morfolégicas de
leveduras, foram identificadas utilizando codigos especificos e armazenadas em
microtubos do tipo eppendorf com meio sélido inclinado para preservagdo e
manutencéao dos isolados.

Em paralelo com as leveduras isoladas dos frutos acerola, caju, figo-da-india e
uva, as leveduras selvagens contidas no banco de dados do LBM foram ativadas e
submetidas a testes de capacidade fermentativa, de tolerancia a temperatura e a pH,
de excluséo por estresse e de assimilacdo de fontes de carbono, para avaliar o

potencial.

4.1.2 Teste de capacidade fermentativa

Para verificar a capacidade fermentativa de cada isolado, um volume de 1 mL
de inéculo foi transferido para tubos de ensaio, contendo em seu interior tubos de
Durhan e 10 mL de meio liquido YP suplementado das fontes de carbono (2% (m/v)):
glicose, sacarose, maltose e frutose. Os tubos foram mantidos em estufa a 30 °C
durante 48 h e foi observado o crescimento das leveduras através da turvacdo dos

meios e a formac&o de gas no interior dos tubos (GUIMARAES, 2005).
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4.1.3 Teste de tolerancia a temperatura

As leveduras selecionadas foram replicadas em placas de Petri contendo meio
de cultura sélido YP e mantidas em estufas sob diferentes temperaturas durante 72 h.
Para verificar o efeito da temperatura no crescimento foram empregadas as
temperaturas: 25 °C, 30 °C, 37 °C, 45 °C e 50 °C (GUIMARAES, 2005).

4.1.4 Teste de tolerancia a pH

A avaliacdo da tolerancia a pH das leveduras foi realizada utilizando meio
liguido YP modificado, com pH ajustado para 4 adicionando HCI e pH 10 adicionando
NaOH (0,01% (v/v)). Apoés a inoculagdo, as leveduras permaneceram sob a agitacéo
a 150 rpm em temperatura ambiente, por sete dias. Os tubos que apresentaram
turbidez no caldo, foram classificados como resultado positivo para o crescimento da
cultura e os que nao apresentaram turbidez, como resultado negativo (PINHEIRO et
al, 2014).

4.1.5 Teste de exclusao por estresse

Para verificar o efeito de cada condicdo de estresse no crescimento dos
microrganismos, as leveduras isoladas foram inoculadas no meio sélido YP e
mantidas em estufa a 30 °C durante 72 h como controle. Primeiramente, as leveduras
foram crescidas em meio solido YP a 37 °C durante 72 h. As leveduras que cresceram
nesta temperatura foram transferidas para o meio sélido YP contendo 8% (v/v) de
etanol e incubadas em estufa a 30 °C durante 72 h. As leveduras resistentes na
presenca de etanol foram semeadas em meio basico sdélido contendo 20 g de glicose
e mantidas em estufa a 30 °C durante 72 h. As leveduras que cresceram a essa
concentracdo de glicose foram transferidas para meio solido YP contendo 20 g de
sacarose adicionado de 8% (v/v) de etanol a 30 °C durante 72 h (GUIMARAES, 2005).

4.1.6 Teste de assimilagao de fontes de carbono

As leveduras isoladas foram repicadas em placas de Petri contendo meio YP
acrescentado da fonte de carbono a ser testada (glicose 2%, sacarose 2%, maltose
2% e frutose 2% (m/v)). As placas foram incubadas em estufa a 30 °C durante 72 h e
foi observado o crescimento das leveduras (GUIMARAES, 2005).
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4.1.7 Teste de tolerancia ao etanol

Para verificar o efeito da concentracdo de etanol no crescimento, as leveduras
selecionadas foram inoculadas em tubos de ensaio contendo 10 mL de meio liquido
YP com suplementacao de etanol nas concentracdes variaveis de 10% (v/v), 13% (v/v)
e 15% (v/v). Os tubos foram mantidos em estufa a 30 °C durante 72 h (GUIMARAES,
2005).

A partir dos resultados obtidos, as cepas que apresentaram melhor
desempenho foram selecionadas para a producao das bebidas. Tais leveduras foram
coradas com cristal violeta e observadas em microscépio para verificar suas

caracteristicas morfoldgicas.

4.1.8 Quantificacdo da levedura selecionada

Para a quantificacdo, as leveduras selecionadas para a producédo das bebidas
foram ativadas em placas de Petri contendo meio de cultura YP e mantidas em
temperatura ambiente durante 48 h. ApdOs o crescimento das leveduras, foi adicionado
5 mL de solucéo salina (0,85% (m/v)) nas placas e feita a raspagem com alca de
Drigalsk. A suspenséo foi transferida para tubos Falcon esterilizados. Em seguida foi
realizada a diluicdo da suspenséo para 10 (v/v), 102 (v/v), 1073 (v/v) e 10 (v/V) e foi
determinada a densidade éptica (DO) no espectrofotdmetro a 570 nm de absorbéancia.
A partir das diluices, foram transferidos 10 uL de suspensdo via capilaridade para a
camara de Neubauer, onde no microscopio - objetiva de 40 x -, foi observada e
guantificada as células contidas na amostra. A soma da quantificacéo foi aplicada na
equacao 3 para se obter o volume de suspensédo de cada levedura que foi utilizada

nas respectivas bebidas.

4
Vsuspensao = ZZ X 4 x 10000 X Fator de diluicao

Equacéo 3. Quantificacdo do volume de suspenséo.

Onde:

Vsuspensao: VOlume de suspensdo das colonias;
4 L. . . . L, .
ZZ: Somatério da quantidade de células observadas no microscopio;

Fator de diluicio: Fator de diluicdo da suspensdo da amostra observada no

microscopio.
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4.2 Elaboracéo do fermentado
Todo o material utilizado foi previamente esterilizado em autoclave e em

solucéo de hipoclorito de sodio 1% (v/v) e alcool 70% (v/v).

4.2.1 Obtencdao e caracterizagao das polpas
As polpas de morango foram obtidas na fabrica Valle Fruit, situada na cidade

de Petrolina-PE, e avaliadas quanto ao °Bx, pH e teste de acidez.

4.2.2 Preparo do indculo

Inicialmente a levedura comercial (Saccharomyces cerevisiae) identificada
como Fermentis —w34/70, obtida de cervejaria local, foi hidratada com 10 mL de agua
mineral aquecida (38 - 40 °C) na proporc¢éo de 0,2 g. L™ (0,4 g) e deixada em descanso
para ativacdo por 40 min. O inoculo da levedura selvagem selecionada, foi
previamente preparado 24 h antes no LBM, onde sua quantidade foi baseada na

contagem de células viaveis em camara de Neubauer.

4.2.3 Preparo do mosto

O preparo das bebidas foi feito no Laboratério de Biotecnologia Microbiana
(LBM) da UNEB — Campus IIl.

Para o preparo dos mostos, as polpas foram descongeladas e diluidas na
proporcao 660 mL de agua mineral — 220 g de polpa, e processadas com auxilio de
um liquidificador previamente esterilizado com hipoclorito de sodio 1% (v/v) e alcool
70% (v/v). Em seguida, foi adicionada a mesma quantidade de agua mineral ao mosto,
completando 2 L (Tabela 1). Os mostos foram depositados em fermentadores com
capacidade de 2,5 L, contendo saida de ar (Figura 5). Apés o preparo do mosto, foi

medido o °Bx para ser feito o ajuste do agucar durante a chaptalizacéo.

Tabela 1 - Proporcdes de cada componente do mosto para elaboracéo de bebida fermentada de
morango.

Tratamento Inéculo (mL) Agua (mL) Suco (mL) Polpa(g) Acucar (g)

CONTROLE 10,0 800 1200 400 250
ACE2 5,00 800 1200 400 250
LIC2 6,82 800 1200 400 250
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MAR11 3,12 800 1200 400 250

4.2.4 Chaptalizacao
Para ajustar a quantidade de agucar do mosto, foi adicionado 250 g de sacarose

comercial em todas as bebidas.

4.2.5 Inoculacao

Apds 40 min da ativacao da levedura comercial (Saccharomyces cerevisiae),
foi feita a inoculagdo no primeiro mosto, com 10 mL da levedura. Nos demais mostos
foram adicionados 5, 6,82 e 3,12 mL dos inéculos das leveduras selvagens ACE2,
LIC2 e MARL11, respectivamente (Tabela 1).

4.2.6 Fermentacéao

A fermentacao teve duracao de 10 dias e foi realizada a temperatura ambiente
(entre 27 e 32 °C), com monitoramento a cada dois dias do teor de sdlidos soluveis
(%), densidade, acidez total e teor alcodlico, coletando-se, aproximadamente 50 mL

do mosto em fermentacdo em cada tempo de avaliacdo até a obtencdo da bebida

final.

v

Figura 5. Potes de fermenta¢éo contendo as bebidas de morango com as leveduras selvagens e
comercial. Fonte: autor.

4.2.7 Envase da bebida

No final da fermentagdo, as bebidas foram filtradas e transferidas para
recipientes de vidro transparentes, rotuladas (Figura 6) e armazenadas em geladeira
a 6 °C, por 8 dias, para estabilizacéo.
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Figura 6. Bebidas engarrafadas e rotuladas. Fonte: autor.

4.3 Andlises fisico-quimicas

Durante o processo fermentativo, as bebidas foram avaliadas a cada dois dias,

em triplicata, quanto a:

Densidade, utilizando densimetro (mercurio);

pH, realizado por potenciometria de acordo com AOAC (2012);

Acidez total titulavel, determinada por titulagdo com NaOH 0,1N utilizando
fenolftaleina como indicador com resultados expressos em % de acido citrico
(BRASIL, 1986);

Teor alcoolico, foi calculado conforme dados de densidade utilizando a

equacao 4:

(Densidade inicial — Densidade final) x 1000
7,36

Equacdo 4. Férmula para obtencéo do teor alcodélico. Smith (2021).

T.A. (%) =

Solidos soluveis (SS), foram obtidos por refratometria em refratbmetro digital
(IONLAB, Araucaria, PR, Brasil);
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4.4 Andlise estatistica
Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia e ao teste de
Tukey (5%) com auxilio do software SISVAR®.

4.5 Modelagem da formagéao de etanol

Os resultados da produgéo de alcool etilico durante a fermentagcdo foram
submetidos a modelagem, com auxilio do software Microsoft Excel (2016). Para
modelar o comportamento das leveduras utilizadas, primeiramente, foi medida a
velocidade especifica de cada ponto das curvas de producdo de etanol dos
tratamentos. O modelo matemético utilizado foi de Monod (1949) (Equacgéo 1), onde
foi calculada a taxa de geracédo do produto (pp), a partir do fator de rendimento do

produto (Yr/s) € em seguida, foi linearizado (Ingp).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Resultados microbiolégicos

As leveduras selvagens isoladas e ativadas dos frutos regionais estao expostas na Tabela 2.

Tabela 2 — Cédigos das leveduras selvagens isoladas de frutos regionais.

Frutos Leveduras
Acerola ACE1, ACE2

Caju CAJl

Licuri LIC2

Mandacaru MAD4, MAD6, MAD7
Maracuja da Caatinga MAR11, MAR14, MAR19, MAR22, MAR23

Figo-da-india PAL1, PAL2

Uva UVA1l

5.1.1 Teste de capacidade fermentativa
Os resultados obtidos neste trabalho demonstram que as leveduras da acerola,
do licuri, da uva e algumas do maracuja da Caatinga apresentaram capacidade
fermentativa e formagéo de gas carbdnico (COz), como esta destacado na Tabela 3.
A espécie de levedura mais utilizada para fermentacéo alcodlica é a Saccharomyces
cerevisiae, que tem a capacidade de transformar os agucares contidos no mosto em
etanol e gas carbbnico (AQUARONE, 2001). Dentre os agUcares se destaca a
sacarose, que é convertido em glicose e frutose (LOPES e BORGES, 2009). Em vista
disso, € essencial testar essas fontes de substrato com novas leveduras selecionadas.
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Tabela 3 - Resultados da capacidade fermentativa testadas com as fontes glicose, frutose e
sacarose.

Levedura Glicose Frutose Sacarose
ACE1l ++ + +
ACE2 ++ + ++
CAJl - - -
LIC2 + + +
MAD4 - - -
MADG6 - - -
MAD7 - - -
MAR1
MAR3

MAR10 - - -
MAR11 + + +
MAR14 - - -
MAR19 = = =
MAR22
MAR23
PAL1 - - -
PAL2 - - -
UVA1l ++ + +
Legenda: (++) crescimento abundante; (+) crescimento normal; (-) auséncia de crescimento

5.1.2 Teste de assimilacédo de fontes de carbono

Uma maneira de identificar estirpes de S. cerevisiae é por meio da chave de
identificacdo proposta por Vaughan-Martini e Martini (1993), que consiste na
realizacdo de testes fisiolégicos com diferentes fontes de carbono e nitrogénio para
verificar a assimilacdo ou ndo dessas fontes por meio das leveduras analisadas
(BARCELOS, 2021). Assim sendo, as leveduras avaliadas foram submetidas as
guatro fontes assimiladas pela S. cerevisiae: glicose, frutose, maltose e sacarose.

Os resultados indicam que as leveduras apresentaram melhor desempenho
nos meios contendo as fontes glicose e frutose, isso possivelmente ocorre pelo fato
das leveduras possuirem uma ordem preferencial no uso de carboidratos, os quais 0s
primeiros séo a glicose e a frutose, seguido da sacarose e da maltose (WHITE e
ZAINASHEFF, 2010). Ademais, a glicose e a frutose sdo moléculas mais simples, o
gue facilita a entrada direta na via glicolitica (LOPES, 2016). JA no meio contendo

maltose, as leveduras provenientes do figo-da-india, mandacaru e caju apresentaram
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pouco crescimento. No meio contendo sacarose, as leveduras isoladas do maracuja
da Caatinga, do licuri, da acerola, da uva e do mandacaru cresceram, sendo que cinco
das leveduras testadas (27%) apresentaram um crescimento elevado, ocupando

grande parcela das placas (Figura 7).

Figura 7. Resultados representativos das leveduras isoladas que cresceram nas fontes de carbono
glicose, maltose, frutose e sacarose. A - Glicose; B — Frutose; C — Maltose; D — Sacarose. Fonte:
autor.

5.1.3 Teste de tolerancia a temperatura

Para avaliar a tolerancia a temperatura, as leveduras foram submetidas as
temperaturas de 25, 30, 32, 37 e 40 °C. Como demonstrado na figura 8, todas as
leveduras cresceram na temperatura 25 °C, com excecédo da MAR14, indicando que
esta nao tolera temperaturas abaixo de 30 °C. Na temperatura 32 °C somente a
levedura CAJ1 ndo cresceu, que também nao tolerou as temperaturas 37 e 40 °C.
Nessas mesmas temperaturas (37 e 40 °C), sete leveduras (38%) cresceram de forma
abundante, se sobrepondo a outras que cresceram. As leveduras do figo-da-india
apresentaram pouco ou nenhum crescimento nessa faixa. De modo geral, a melhor
temperatura de crescimento foi 30 °C, onde se destacaram as leveduras isoladas da
uva, acerola, licuri e maracuja da Caatinga. Isso indica que a utilizacdo de tais
leveduras se mostra eficiente em regides que possuem temperaturas elevadas, como

0 semiarido brasileiro.
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Figura 8. Resultados representativos do crescimento das leveduras isoladas em diferentes
temperaturas. A—25°C; B—30°C; C-32°C; D - 37 °C; E — 40 °C. Fonte: autor.

5.1.4 Teste de tolerancia a etanol

A alta concentracdo de etanol pode gerar efeitos citotoxicos para as leveduras
(GIBSON et al., 2007), o que consequentemente afeta o seu desempenho durante a
fermentacado (OLIVEIRA et al., 2008). Por isso é relevante que as leveduras possuam
tolerancia a quantidade de etanol presente no mosto (LOPES, 2016). Esse parametro
também é importante por ser um dos fatores que mais influenciam na fermentacao, ja
gue as leveduras suportam a presenca de etanol até a faixa de 9,5% (v/v) (RUSTICK,
2019).

Para avaliar a tolerancia a etanol, as leveduras foram inoculadas em meios com
diferentes concentragbes de etanol (10% (v/v), 13% (v/v) e 15% (v/v)). Entre os
microrganismos observados, 0s que apresentaram resisténcia acima de 13% (v/v)
foram ACEL, ACE2, LIC2, MAR11 e UVA1 (Tabela 4), onde se destacaram a ACEL1,
ACE2 e UVAL1 por formarem grande quantidade de gas carb6nico (CO2). Isso indica
gue tais leveduras possuem tolerancia a altas concentragdes, mantendo assim, a
capacidade de continuar metabolizando. Os microrganismos MAR22 e MAR23
resistiram somente até 10% (v/v), o que as enquadra na faixa indicada por Rustick
(2019), mencionada anteriormente. Ja as demais nao cresceram nas concentracoes

testadas.

Tabela 4 - Resultados da resisténcia a etanol das leveduras selvagens nas concentracdes 10%, 13%
e 15% (v/v).

Levedura 10% (v/v) 13% (v/v) 15% (v/Iv)
ACE1l + + +
ACE2 5 1 0
CAJl - - -
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LIC2 + + +
MADA4 - - -
MADG = = =
MAD7 - - -
MAR1 = = =
MAR3 - - -
MAR10 = = =
MAR11 + + +
MAR14 = = =
MAR19 - - -
MAR22 + - -
MAR23 +
PAL1 = = =
PAL2 - - -
UVA1l + + +

Legenda: (+) crescimento normal; (-) auséncia de crescimento

5.1.5 Teste de tolerancia a pH

Durante o processo fermentativo, as leveduras podem passar por condi¢coes
estressantes que afetam a vitalidade e a viabilidade celular (LOPES, 2016), por isso,
antes da inoculacdo, o mosto precisa ser ajustado para apresentar condicdes
favoraveis aos microrganismos. Dentre esses ajustes se tem o pH que deve estar na
faixa entre 4,5 e 5,5 com a finalidade de n&o so favorecer a levedura, mas também
inibir o crescimento de bactérias contaminantes (MENEZES, 1980). Dessa forma,
esse parametro é relevante para a testagem em novas leveduras.

No teste de tolerancia a pH, 50% das leveduras isoladas apresentaram
resisténcia aos meios com pH 4 e com pH 10, incluindo as leveduras ACE1, ACE2,
LIC2, MAR1, MAR3, MAR11, MAR22, MAR23 e UVAL (Tabela 5), sendo a UVALl a
gue mais se destacou (Figura 9), apresentando bolhas nos tubos de Durhan. Contudo,
as leveduras do figo-da-india ndo foram capazes de tolerar nenhum dos meios
testados. Tendo como parametro o vinho, o pH 4 é mais relevante, pois é a faixa
encontrada na bebida (4,1 — 4,4) (EMBRAPA, 2000).

Tabela 5 - Resultados do crescimento das leveduras isoladas em meio YP com pH 4 e pH 10.

Levedura pH 4 pH 10
ACE 1 il A
ACE 2 ++ ++
CAJ 1 + =
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LICO2 + +
MAD 4 + -
MAD 6 - +
MAD 7 +
MAR 1 +
MAR 3 +
MAR 10 -
MAR 11 +
MAR 14 -
MAR 19 =
MAR 22
MAR 23
PAL 1 - -
PAL 2 = =
UVA 1 ++ ++
Legenda: (++) crescimento abundante; (+) crescimento normal; (-) auséncia de crescimento

Figura 9. Resultados representativos do crescimento da levedura isolada da uva nos meios de
cultura YP com pH 4 e pH 10. Fonte: autor.

5.1.6 Teste de excluséo por estresse

A maior parte das leveduras isoladas de processos fermentativos, como por
exemplo, a Saccharomyces cerevisiae, sdo consideradas adaptadas as condicfes
observadas nas dornas de fermentacdo (PATARO et al., 2000). Tais condi¢des
incluem temperatura de 37 °C, meio com 50% e 8% (v/v) de etanol (GUIMARAES,
2005), por isso, é relevante testar esses fatores.

Para os testes de exclusdo por estresse, as leveduras foram submetidas a

diferentes tipos de estresse no meio de cultura, em etapas, onde a medida em que as
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leveduras cresciam, passavam para a etapa seguinte. Como é possivel observar na
Tabela 6, das 18 espécies testadas, apenas 12 cresceram na temperatura de 37 °C.
Quando essas leveduras foram inoculadas em meio contendo 8% (v/v) de etanol,
apenas a MAR14 nédo cresceu. Todas as leveduras que passaram para a etapa
seguinte - meio com 2% (m/m) de glicose - cresceram, entretanto, a PAL1 demonstrou
pouco crescimento, sendo assim, descartada para a fase com o meio YP contendo
8% (v/v) de etanol e 2% (m/m) de sacarose. Nessa Ultima fase, todas as leveduras se

desenvolveram, indicando que possuem tolerancia (Figura 10).

Tabela 6 - Resultados do crescimento das leveduras em excluséo por estresse.

TESTE LEVEDURAS
UVA, ACE1, ACEZ2, MADG6, PAL1, MAR1, MARS3, MAR11,
MAR22, MAR23, MAR14 e LIC2.
Meio YP com 8% (v/v) UVA, ACE1, ACE2, MAD6, PAL1, MAR1, MAR3, MAR11,

37 °C

de etanol MAR22, MAR23 e LIC2.
Meio YP com 2% de UVA, ACE1, ACE2, MADG6, PAL1, MAR1, MARS3, MAR11,
glicose MAR22, MAR23 e LIC2.

Meio YP com 8% (v/v)

de etanol e 2% de

UVA, ACE1, ACEZ2, MAR1, MAR11, MAR22, MAR23 e

LIC2.
sacarose
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Figura 10. Resultados representativos do crescimento das leveduras nas etapas do teste de exclusédo
por estresse. A — 37° C; B — 8% (v/v) de etanol; C — 2% (m/m) de glicose; D — 8% (v/v) de etanol e 2%
(m/m) de sacarose. Fonte: autor.

A partir dos resultados obtidos nos testes realizados, foram selecionadas as
leveduras selvagens ACE2, LIC2 e MAR11 para serem avaliadas para a produgao dos
fermentados de morango e comparadas com a levedura comercial. As leveduras
selvagens selecionadas foram observadas em microscopio apos coloragcdo com cristal
violeta para examinar as suas caracteristicas morfologicas (Figura 11) e comparar
com o género Saccharomyces que possuem células circulares, ovais ou cilindricas
(BARNETT, 1992).
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Figura 11. Observagdo microscopica apds coloracéo com cristal violeta. Fonte: autor.

5.2 Resultados fisico-quimicos

5.2.1 Caracterizagéo da polpa

As polpas de morango utilizadas, adquiridas do mesmo lote, foram analisadas
guanto a acidez total, pH e soélidos soltuveis. Os resultados das analises realizadas
para a caracterizagédo da polpa de morango estéo apresentados na Tabela 7.

No processamento de bebidas, uma grande parcela das frutas utilizadas possui
baixo teor de aclcar e acidez, fazendo-se necessario ajustes com a adicdo de acucar
e agua, para assim, se obter um produto com caracteristicas desejaveis (ARRUDA et
al., 2003). Durante a elaboracao dos fermentados de morango, foi necessario realizar
0 ajuste dos solidos soluveis — para aproximadamente 15 °Brix - por meio da adicdo
de sacarose para que se tivesse maior disponibilidade de substrato no mosto. No
entanto, o pH néo precisou ser ajustado, ja que se mostrou na faixa indicada por

Menezes (1980). A acidez obtida foi baixa, ndo necessitando de ajuste.

Tabela 7 - Caracterizacao fisico-quimica da polpa de morango.

Varidveis Analisadas Polpa de Morango
Acidez Total (%) 0,69
pH 4,61
Sélidos Solaveis (°Brix) 4.4

5.2.2 Acompanhamento da fermentacéo
Durante a fermentacdo foram coletadas amostras a cada dois dias,
decodificados como pontos (P1 - P6), que foram analisadas quanto a soélidos soluveis

(SS), pH, acidez total, densidade, e teor alcodlico, assim como as bebidas finais.
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Segundo Gouveia et al. (2014), os sdlidos soluveis constituem a quantidade
total de aclcares, como sacarose e frutose, e outros solidos sollveis presentes na
amostra. Esses acgucares séo as fontes de carbono que os microrganismos convertem
em alcool (AQUARONE, 2001), dessa forma, pode-se observar a correlagdo desses
fatores. Durante o processo fermentativo, as bebidas variaram de modo expressivo
entre o0s tratamentos, onde as leveduras MAR1l1l e LIC2 apresentaram
comportamentos semelhantes, com os menores valores (Tabela 8), apontando que
essas leveduras apresentaram maior eficiéncia na conversao dos agucares presentes

Nno mosto em etanol.

Tabela 8 - Médias dos solidos soltveis dos fermentados de morango durante a fermentagéo.

Tratamentos Médias (°Brix)
COMERCIAL 7,57 a*
ACE2 7,03 b
MAR11 6,60 c
LIC2 6,53 C
* Médias seguidas pela mesma letra na coluna nédo diferem entre si pelo teste de Tukey
(p=<0,05).

Isso é comprovado através dos valores da producdo de etanol, apresentados
na Figura 12, onde as bebidas contendo essas mesmas leveduras (MAR11 e LIC2),
obtiveram maior teor alcodlico. Apesar disso, todas as leveduras foram capazes de
continuar fermentando acima da tolerancia que esses microrganismos suportam

(9,5%) (RUSTICK, 2019).
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Figura 12. Teor alcodlico durante o periodo de fermentagdo das bebidas de morango.
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A quantidade de SS residual presente nas bebidas finais se manteve
semelhante entre as leveduras selvagens (Tabela 11), indicando uma diferenga
acentuada em relacdo a levedura comercial (5,8 °Brix). Esse valor é semelhante a
outros fermentados de fruta também produzidos com leveduras comerciais. Neves
(2018) observou 5,2 °Brix em fermentado de caju, enquanto Silva (2011) obteve 5,5
°Brix em fermentado de manga.

As bebidas fermentadas podem ser classificadas de acordo com a quantidade
de acucar residual, como seco, meio seco e suave com concentracdes de acucar nas
bebidas finais de até 5 g. L%, entre 5e 20 g. L' e acima de 20 g. L1, respectivamente
(COSTA et al., 2017). A partir dessa classificacao, as bebidas de morango produzidas
podem ser consideradas como do tipo entre seco (leveduras selvagens) e meio seco
(levedura comercial), por causa da alta taxa de conversao dos acguUcares.

O mesmo comportamento apresentado nos resultados dos SS residuais pode
ser visto no teor alcodlico das bebidas finais, onde as leveduras selvagens
apresentaram valores mais similares entre si e maiores em relacdo a comercial, em
especial a levedura LIC2 que obteve menor quantidade de SS e maior producéo de
etanol. Isso demonstra a interacdo que existe entre esses parametros, além de indicar
gue as leveduras selvagens utilizadas para a producdo das bebidas de morango
possuem maior eficiéncia que a comercial.

Em outros fermentados de fruta, Neves (2018) e Dangui (2019) obtiveram
graduacgédo alcoolica proximos com as bebidas produzidas neste trabalho, 11,3 (v/v)
em fermentado de caju e 10% (v/v) em fermentado de melancia, respectivamente.
Desse modo, a quantidade de &lcool encontrado nas bebidas fermentadas de
morango esta de acordo com a legislacao brasileira (4 a 14% (v/v)) (BRASIL, 2008),
0 que valida as bebidas como fermentados de fruta e com isso, comprova a eficiéncia
fermentativa das leveduras avaliadas.

A determinacdo da acidez nas bebidas fermentadas é importante para
caracterizar as condicfes que as leveduras estdo expostas, além também de poder
perceber possiveis alteracdes indesejaveis que ocorram no processo fermentativo
(SILVA, 2011). Durante a producdo das bebidas alcodlicas a acidez total foi
influenciada pelos diferentes tratamentos, onde a levedura MAR11 apresentou
comportamento semelhante a levedura comercial (Tabela 9). Porém, nas bebidas

finais, a levedura MAR11 demostrou uma diferenca significativa das demais (Tabela
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11), com um valor bastante elevado (4,31%), indicando um aumento da producéo de

acidos no final da fermentacéo.

Tabela 9 - Médias da acidez (%) dos fermentados de morango durante a fermentacgéo.

Tratamentos Médias (%)
MAR11 3,23 a*
COMERCIAL 3,08 a
ACE2 2,63b
LIC2 2,38 c
* Médias seguidas pela mesma letra na coluna nédo diferem entre si pelo teste de Tukey
(p<0,05).

Assim como a acidez, o pH também é parametro essencial para a estabilidade
biolégica das bebidas fermentadas alcoolicas (SILVA, et al., 2011). Esses indicadores
se relacionam de acordo com a producdo de acidos organicos no mosto (CHIM;
ZAMBIAZI; RODRIGUES, 2013). Na avaliacdo do pH, tanto o tempo como 0s
diferentes tratamentos foram significativos ao longo do tempo. Na Figura 13 é possivel
observar uma grande oscilagdo do pH durante a fermentacédo, onde a levedura ACE2
se mostrou mais similar com a levedura comercial, enquanto as leveduras LIC2 e
MAR11 apresentaram valores maiores. Apesar dessa oscilacdo ao longo da
fermentacdo, o pH das bebidas se manteve na faixa entre 4,2 e 4,7, apontando
estabilidade. Esse comportamento também pode ser observado durante a producéo
de fermentado de morango feito por Andrade et al. (2014), com levedura comercial,

onde o pH variou ao longo da fermentacéo entre 3,27 e 3,42.

pH

I
Q_4l4 /

0 2 4 6 8 10
Tempos de amostragem (dias)

Comercial ACE2 LIC2 MAR11

Figura 13. pH durante o periodo de fermentacdo das bebidas de morango.
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A densidade consiste na relacdo entre a massa e o volume da bebida, sendo
definida pela quantidade de etanol presente na amostra, que também esta relacionada
com a disponibilidade de acucar no mosto. Assim, a densidade € resultante dos
sélidos soluveis residuais presentes na bebida (SOCCOL et al., 2008). Em relacéo a
densidade, as bebidas fermentadas de morango nao apresentaram diferencas
significativas entre os tratamentos ao longo da fermentacgéo, indicando desempenho
semelhante, principalmente entre as leveduras selvagens (Tabela 10). Esse
parametro também esta correlacionado com o SS e o teor alcodlico, que é obtido a
partir dos valores da densidade da bebida. Da mesma forma como ocorreu nas
andlises de SS e teor alcodlico, a densidade das bebidas com as leveduras selvagens
também apresentaram semelhanca, com menores valores, comparado com a

levedura comercial (Tabela 10).

Tabela 10 - Médias da densidade dos fermentados de morango durante a fermentacéo.

Tratamentos Médias (g / cm3)
LIC2 1,017 b*
MAR11 1,018 b
ACE2 1,020 ab
COMERCIAL 1,026 a
* Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(p=0,05).

Ja em relacao as bebidas finais, o pH e a densidade avaliados demonstraram
que ndo houve diferenca significativa entre os fermentados, indicando o0 mesmo
comportamento entre as leveduras selvagens e comercial. Em comparacdo com a
levedura comercial, as leveduras selvagens se mostraram eficientes em relacdo a
esses parametros, que sdo importantes para avaliar as condi¢des e o teor alcodlico
da bebida.

Tabela 11 - Média das bebidas finais de cada tratamento.

Bebidas SST oH Acidez Densidade alc-[)eéolirco
i i 0, 0, -3
Finais (%) (%) (g/cm”) (%)
Levedura
. 58a* 4,47a 247D 1,010 a 951c
Comercial
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Levedura

ACE? 46b 438a 269b 1,004 a 10,32 b

Levedura
39b 449a 243b 0,995 a 11,42 a
LIC2

Levedura | 0b 437a 431 1,000 10,77 b

MARll ] ) a ) a ) a )
* Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey

(p<0,05).

5.3 Resultados da modelagem da producéo de etanol

A modelagem da cinética da fermentacdo € essencial para escalonar da
bancada até escala industrial (HISS et al., 2001). Como nao foi realizada a
guantificacdo da populacdo de leveduras ao longo da fermentacdo, foi modelada
somente a producéo de etanol pelas leveduras selecionadas, que também se mostra
relevante, considerando o produto final obtido. A Figura 14 apresenta a modelagem e
simulacao da producgao de etanol utilizando o modelo de Monod (1980), onde foram
aplicados os parametros pp e Inyp, visando um melhor resultado do modelo (Tabela
12).

Tabela 12. Valores dos parametros pP e InuP obtidos.

Tempo (dias) Comercial ACE2
puP InuP puP InpuP
0 0,000 0,000 0,000 0,000
2 3,327 -1,20197 3,260 -1,18173
4 2,138 -0,76003 1,938 -0,66183
6 1,481 -0,39279 1,516 -0,41578
8 1,150 -0,13976 1,223 -0,2009
10 0,951 0,050241 1,045 -0,04434
18 0,559 0,580869 0,607 0,49913
Tempo (dias) LIC2 MAR11
uP InuP uP InuP
0 0,000 0,000 0,000 0,000
2 2,353 -0,85583 3,350 -1,20896
4 1,935 -0,66011 2,038 -0,71172
6 1,539 -0,43106 1,599 -0,46966
8 1,313 -0,27225 1,290 -0,25464
10 1,141 -0,13191 1,077 -0,07418
18 0,672 0,397847 0,634 0,456449

Como pode ser observado na figura 14, os tratamentos contendo a levedura
comercial, ACE2 e MAR11 apresentaram comportamentos mais semelhantes, onde

os valores dos coeficientes de determinacdo (R?) também se mostraram proximos,
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principalmente entre a comercial e a levedura ACE2. Contudo, a levedura LIC2 foi a
gue melhor se ajustou ao modelo, apresentando maior coeficiente de determinacao
(0,992). Dessa forma, a levedura LIC2 foi a mais eficiente na producéo de etanol entre
0s demais tratamentos.

y=0,114x-1,2036

. y =0,1039x - 1,1485
Re-09351  comercial R? = 0,9343 ACE2

1 1
0,5 . 05 e ®

0 ® . 0 Pt
05 00 5,0@,..-*" 10,0 15,0 200 .00 5,0..,..-’--"10,0 15,0 20,0
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° °
-1,5 -1,5
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Figura 14. Modelagem da producéo de alcool etilico durante a fermentacéo das diferentes leveduras.
Fonte: autor.

6. CONSIDERACOES FINAIS

Com a elaboracéo do presente trabalho foi possivel isolar e analisar o potencial
fermentativo de leveduras selvagens, entre as quais a ACE1, ACE2, LIC2, MAR1,
MAR3, MAR11, MAR22, MAR23 e UVAL, oriundos dos frutos acerola, licuri, maracuja
da Caatinga e uva, se mostraram mais eficientes. A partir dessas leveduras, foi
possivel selecionar trés e avaliar o processo fermentativo, comparando com a
levedura comercial Fermentis — w34/70, utilizada em cervejaria local. Tais leveduras
se mostraram eficientes sob as altas temperaturas da regido semiarida (£ 30 °C).
Ainda, foi possivel modelar a producdo de alcool etilico obtido no processo
fermentativo, onde a levedura LIC2 foi a que se mostrou mais eficiente seguindo o
modelo de Monod.

Foram elaboradas quatro bebidas fermentadas de morango e realizada a sua
caracterizacdo. Tais bebidas demonstraram teor alcodlico entre 4 e 14% (v/v), como
determina a legislacédo brasileira (BRASIL, 2008), o que classifica as bebidas como
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fermentados de fruta. Os resultados fisico-quimicos das bebidas de morango indicam
gue estas possuem caracteristicas similares a outros fermentados de fruta e se
mostram satisfatorios, comprovando a eficiéncia fermentativa das leveduras
selecionadas.

Dessa forma, torna-se cada vez mais relevante o desenvolvimento de novos
produtos, e consequentemente, o estudo de espécies do género Saccharomyces para
aprimorar 0s processos fermentativos, aumentando a possibilidade de se obter
produtos com novas caracteristicas sensoriais e maior produtividade de acordo com

as condicdes regionais.
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