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RESUMO

SATIRO, LARISSA DE SOUSA. M.Sc. Universidade Estadual da Paraiba/ Embrapa Algod3o,
margo de 2021.Sele¢cdo de leveduras presentes na microfauna do abacaxi cultivado na
paraiba para fermentacdo. Campina Grande, PB, 2020. P 58. Dissertacao (Programa de Pos-
Graduacdo em Ciéncias Agrérias). Orientador: Prof. Dr. Diogo Gongalves Neder.

Resumo: O estado da Paraiba é destaque nacional na producdo e qualidade do fruto de abacaxi.
No entanto as perdas de producéo ocorridas em todas as etapas até a comercializacdo sdo
elevadas. A fermentacdo alcoolica surge como uma forma de aproveitamento deste fruto, no
entanto, quando conduzida de forma esponténea, a fermentacao pode acarretar prejuizos para o
produto, uma vez que as diferentes leveduras produzem varios compostos secundarios. Portanto,
com o intuito de maximizar o aproveitamento da produgéo excedente de abacaxi no estado da
Paraiba e estimular o desenvolvimento de novos produtos com o uso da biotecnologia no
presente trabalho objetivou-se isolar, caracterizar e selecionar leveduras provenientes da
microfauna do fruto do abacaxi produzidos no estado da Paraiba que possuam caracteristicas
apropriadas para atender as condi¢cGes empregadas no processo artesanal de produgdo de um
vinho de abacaxi. Todo o estudo foi realizado no Complexo Agroindustrial localizado no
Campus Il da Universidade Estadual da Paraiba, no municipio de Lagoa Seca, Paraiba. Os frutos
de abacaxi obtidos na CEASA em campina grande foram sanitizados e processados e 0 extrato
do fruto foi reservado por 24 horas. O extrato de abacaxi foi entdo diluido e inoculado em placas
de Petri, as quais foram incubadas por 48 horas em estufa microbioldgica. As colénias que se
desenvolveram isoladas foram coletadas e transferidas para tubos de ensaios com meio de cultura
inclinado para serem submetidas aos testes de selegéo. Os isolados passaram pelos testes de
fermentacdo de glicose, de tolerancia a etanol, de producéo de sulfeto de hidrogénio, de
resisténcia a alta temperatura e elevada concentracdo de glicose (50%). No estudo foram isoladas
120 colbnias, e apos realizacdo de todos os testes de exclusdo apenas uma das cepas apresentou
todas as propriedades desejadas para o processo fermentativo. A cepa LA29 foi capaz de
fermentar glicose bem como se mostrou tolerante as altas concentragdes desta, bem como de
etanol com bom desenvolvimento em meio a 18% de teor alco6lico, ndo apresentou producéo de
sulfeto de hidrogénio e se desenvolveu bem em altas temperaturas, a mesma quando exposta a
condicdes do processo fermentativo mostrou-se eficiente e eficaz na produgdo de vinho de
abacaxi.

Palavras-chave: Ananas comosus (L) merril. Fermentacdo alcodlica. Fermentado de frutas.



ABSTRACT

SATIRO, LARISSA DE SOUSA. M.Sc. State University of Paraiba / Embrapa Cotton, march
2021.Selection of yeasts present in the microfauna of pineapple grown in paraiba for
fermentation. Campina Grande, PB, 2020. P 58. Dissertation (Graduate Program in Agricultural
Sciences). Advisor: Prof. Dr. Diogo Gongalves Neder.

Abstract: The pineapple is a fruit very appreciated in the world market not only for having
pleasant sensory characteristics, but also for the nutritional and functional properties that it has.
The state of Paraiba is a national highlight in the production and quality of the fruit. However,
the production losses that occurred at all stages until commercialization are high. Alcoholic
fermentation appears as a way of using this fruit, however, when conducted spontaneously,
fermentation can cause damage to the product, since the different yeasts produce several
secondary compounds. Therefore, in order to maximize the use of surplus pineapple production
in the state of Paraiba and to stimulate the development of new products with the use of
biotechnology, the present work aimed to isolate, characterize and select yeasts from the
pineapple fruit microfauna produced in the state of Paraiba that have appropriate characteristics
to meet the conditions employed in the artisanal process of producing a pineapple wine. The
entire study was carried out at the Agroindustrial Complex located on Campus 11 of the State
University of Paraiba, in the municipality of Lagoa Seca, Paraiba. The pineapple fruits obtained
at CEASA in Campina Grande were sanitized and processed and the fruit extract was reserved
for 24 hours. The pineapple extract was then diluted and inoculated in Petri dishes, which were
incubated for 48 hours in a microbiological oven. The colonies that developed in isolation were
collected and transferred to test tubes with an inclined culture medium to be subjected to
selection tests. The isolates underwent glucose fermentation tests, ethanol tolerance, hydrogen
sulfide production, high temperature resistance and high glucose concentration (50%). Inthe
study, 120 colonies were isolated, and after all exclusion tests were carried out, only one of the
strains had all the desired properties for the fermentation process. The LA29 strain was able to
ferment glucose as well as being tolerant to high concentrations of it, as well as ethanol with
good development in the middle of 18% alcohol content, did not show hydrogen sulfide
production and developed well at high temperatures, even when exposed to conditions of the
fermentation process, it proved to be efficient and effective in the production of pineapple wine.

Key words: Ananas comosus (L) merril. Alcoholic fermentation. Fruit fermentation
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1 INTRODUCAO

O abacaxi ¢ um fruto muito apreciado e cultivado em todas as regibes do mundo,
constituindo-se num dos principais produtos da fruticultura nacional. O estado da Paraiba ganha
destaque devido a grande qualidade do abacaxi produzido, no entanto as perdas ocorrentes nessa
cultura sdo elevadas, e o aproveitamento industrial do abacaxi ainda é pequeno quando
comparado ao consumo dafruta in natura (SILVA et al., 2010).

Embora haja investimentos em tecnologias pds colheitas, as perdas no setor de fruticultura
representam cerca de 30 a 40% e sdo oriundas, em sua maioria das condicfes inadequadas de
manuseio, armazenagem, doencas e injurias mecanicas (DAMATTO JUNIOR et al., 2010).
Visando o aproveitamento desta parcela excedente, a qual fica inviavel a sua comercializagéo,
uma alternativa é o processamento dos frutos, uma vez que reduz desperdicios, aumenta a vida
de prateleira e agrega valor ao produto (FONTAN et al., 2011).

A elaboracdo de bebidas fermentadas surge como alternativa de aproveitamento destes
frutos. Além disso, 0 mercado de bebidas fermentadas € bastante atrativo e os vinhos apresentam
elevados indices de aceitabilidade (DIAS et al.,, 2016). Tradicionalmente, os vinhos séo
preparados pela fermentacdo de mostos de uvas, que produzem etanol e outros produtos
metabolicos. No entanto, a literatura cita a producdo de fermentados a partir de outras frutas,
como o abacaxi (ARAUJO et al., 2009; SILVA et al., 2010; PARENTE et al., 2014).

A fermentacéo alcodlica € um processo bioguimico o qual consiste na conversdo de agucares
em alcool. O Processo é realizado por microrganismos, principalmente leveduras e bactérias, em
condicBes anaerdbicas, as quais utilizam os agUcares presentes no mosto para seu crescimento e
multiplicacdo (MADIGAN et al, 2016). Contudo, a fermentacéo alcoolica quando conduzida de
forma espontanea pode envolver um grande nimero de microrganismos, €, alguns destes podem
produzir compostos indesejaveis para o produto.

A qualidade do produto da fermentag&o esta diretamente relacionada as leveduras que atuam
no processo. O uso de cepas de leveduras que estejam adaptadas ao ambiente onde a fermentacéo
é realizada vém a ser benéfico para o processo, e pode atribuir caracteristicas Unicas e inerentes
ao produto (CALLEJON et al., 2010).
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Para se obter um fermentado de qualidade algumas caracteristicas fenotipicas e bioquimicas
da levedura devem ser observadas, como a eficiéncia e eficicia fermentativa, e a tolerancia aos
compostos envolvidos no processo (OLIVEIRA, 2012). Estes fatores sdo essenciais para se
avaliar a viabilidade da levedura em produzir um produto de qualidade, e que obedeca aos
limites estabelecidos pela legislagéo vigente.

Fundamentado em tais informacg6es, o uso da fermentacdo do fruto do abacaxi surge como
uma forma de aproveitamento integral, uma vez que, todas as partes do abacaxi podem ser
fermentadas, devido as quantidades apreciaveis de aglUcares que o fruto apresenta, tornando-o

mais favoravel para a aplicacdo do processo de fermentacao.

1.1 Objetivo geral

Isolar, caracterizar e selecionar uma linhagem de levedura fermentativa proveniente da
microfauna do fruto do abacaxi produzido no estado da Paraiba, que possuam caracteristicas
apropriadas para atender as condicGes empregadas no processo artesanal de producdo de um

fermentado de abacaxi.

1.2 Objetivos especificos

-Isolar leveduras presentes na microfauna do abacaxi produzido na Paraiba;
-Avaliar o perfil dosisolados através de testes de exclusdo por estresse;
-Testar a eficiéncia fermentativa da linhagem selecionada em escala laboratorial, com a producao

de um fermentado de abacaxi;
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2 REVISAODE LITERATURA

2.1 Abacaxi

Nativo da América do sul, o abacaxizeiro (Ananas comosus (L.) merril) é uma planta
monocotileddnea, herbacea, perene, pertencente a familia Bromeliaceae. A planta é amplamente
distribuida nas regifes neotropicais, onde esta concentrada sua maior producdo. Destaca-se
economicamente por ser 0 mais importante representante do género Ananas, iSS0 porque € o
Unico representante da familia bromelidcea a ser cultivado como fonte de alimento (MANETTI
et al., 2009; LOBO e PAULL, 2017).

O seu fruto, o abacaxi (Figura 1), apresenta formato cilindrico, ligeiramente conico, e se
desenvolve a partir de uma infrutescéncia com cerca de 50 a 200 pequenas frutas e uma coroa
composta de até 150 folhas. As principais cultivares de abacaxi exploradas em todo mundo s&o:
Smooth Cayenne, Spanish, Queen, Red Spanish, Pérola e Perolera, sendo as cultivares Smooth
Caynne e Pérola mais comercializadas no mercado brasileiro (GONCALVES, 2010).

Figura 1 - Cultivar de abacaxi pérola.

Fonte: www.uepb.edu.br/ (2020).


http://www.uepb.edu.br/
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O abacaxi tornou-se muito popular principalmente pelo seu sabor e aroma marcantes. O
fruto é rico em agua e acucares, sendo a sacarose o principal actcar acumulado. Também estdo
presentes em sua composicao, alguns acidos, principalmente o citrico e o malico, carboidratos,
alguns sais minerais e um teor elevado de vitaminas, principalmente a vitamina C (LOBO e
PAULL, 2017; OLIVEIRA et al.; 2012; THE et al., 2010). O fruto também ganhou espaco na
inddstria farmacéutica e alimenticia por apresentar a bromelina, uma enzima a qual apresenta
grande valor comercial (MANETTI et al., 2009).

No cenario mundial, o abacaxi é o terceiro fruto tropical mais importante, ficando atras
somente da banana e dos citros, seu consumo é apreciado no mercado mundial ndo somente por
possuir caracteristicas sensoriais agradaveis, mas também pelas propriedades nutricionais,
funcionais e antioxidantes que este fruto possui (HOSSAIN, 2016). Quando se trata de producéo,
no ano de 2017, o Brasil foi considerado o terceiro maior produtor de abacaxi do mundo, com a
producédo estimada em 2.253.897 milhdes de toneladas do fruto (Tabela 1), ficando atras somente
da Costa Rica e das Filipinas (FAO, 2017).

Tabela 1 — Ranking da produgdo mundial de abacaxi no ano de 2017, segundo a Organizagao

das Nacdes Unidas para a Alimentacéo e a Agricultura (FAO).

Ranking mundial de producéo de abacaxi

Paises Producdo (t)
CostaRica 3056445
Filipinas 2671711
Brasil 2253897
Tailandia 2123177
india 1861000
Indonésia 1795986
Nigéria 1642376
China 1576405
Colombia 1091042
México 945210

Fonte: FAO (2017).
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O estado brasileiro com a maior producdo é o Para com uma producdo estimada em
426.780 toneladas de frutos colhidos em uma area de 18.779 hectares (Tabela 2). Na regido
Nordeste, se destaca 0 estado da Paraiba, com uma producdo de 334.880 toneladas do fruto em
uma area de 10.912 hectares, estando o estado em segundo lugar no ranking nacional (IBGE,
2019). O preco do fruto nessa regido também influencia na comercializacdo dos estados
vizinhos, como Alagoas, Bahia, Pernambuco e Rio Grande do Note, jA que, a producdo e
dispersa por varios municipios (CONAB, 2020).

Tabela 2. Producdo de abacaxi no Brasil no ano de 2018, segundo Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE).

Estados Producéo (Frutos x 10000)
Para 426780

Paraiba 334880

Minas Gerais 192189

Rio de Janeiro 142258

Séo Paulo 95156

Fonte: IBGE (2019).

Na Paraiba o fruto do abacaxi € um dos principais produtos do agronegocio (Figura 2)
com elevada importancia econémica para o estado (MARTINS et al., 2012; IBGE, 2019). Além
da produtividade mais elevada, o estado da Paraiba destaca-se também pela qualidade do fruto
produzido, reconhecida nacionalmente, principalmente pelo bom nivel tecnologico empregado
no seu cultivo e pelas condigBes ambientais favoraveis para o desenvolvimento adequado deste
fruto (MARTINS et al., 2012).

No entanto, o fato do abacaxi ser um fruto ndo climatérico, ou seja, o fruto nao
amadurece apoés a colheita, torna a cadeia produtiva deste fruto um verdadeiro desafio, uma vez
que a colheita dos frutos totalmente maduros reduz sua vida atil, dificultando o seu manuseio e
transporte, devido a baixa resisténcia fisica. 1sso, ocasiona perdas quantitativas e qualitativas
(LOBO e PAULL, 2017).
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Figura 2. Producéo do abacaxi na Paraiba.

Fonte: IBGE (2020).

Estima-se que, no Brasil, o desperdicio de alimentos oscile entre 40% e 80%, sendo a
maior parte no transporte e manuseio dos produtos, para o abacaxi as perdas giram em tornam de
10% a 15% (OLIVEIRA et al., 2012). Diante do enorme desperdicio de alimentos surge a
necessidade do aproveitamento integral destes frutos. Para evitar perdas de producdo e prolongar
a disponibilidade do fruto por mais tempo, uma alternativa seria 0 emprego de tecnologias na
elaboracdo de novos produtos, como alternativa para a diminuicdo de perdas, diversificagdo de

produtos e consequente agregacdo de valor (RODA etal., 2017).

2.2 Leveduras

Leveduras sdo microrganismos eucaridticos, pertencentes ao reino fungi. Sdo aerdbias
facultativas, ou seja, podem crescer na presenca ou auséncia de oxigénio. S&o0 amplamente
distribuidas nos mais diversos ambientes e possuem fécil identificacdo. Seu formato celular é
arredondado, sua reproducdo geralmente ocorre por brotamento sendo, e em poucos géneros, por
fissdo bindria (MADIGAN et al., 2016).
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As leveduras sdo 0s microrganismos mais importantes para a obtencao de alcool pela via
fermentativa. Outros microrganismos, como a bactéria Zymomonas mobilis, também sdo capazes
de produzir alcool, contudo, as leveduras s&o economicamente mais vidveis para a fermentacéo.
No entanto, somente poucas espécies de leveduras possuem capacidade fermentativa
(OLIVEIRA et al., 2001)

As leveduras fermentativas pertencem a familia Saccharomycetaceae, as quais constituem
0 grupo mais importante de microrganismos explorados comercialmente, e sdo amplamente
utilizadas em processos biotecnoldgicos, sendo a levedura Saccharomyces cerevisiae a mais
amplamente utilizada na industria de fermentacéo, isso devido a sua capacidade de fermentar
varios agucares e desenvolver mecanismos adequados para lidar com as condicfes de estresse
encontrados nos processos fermentativos (BAl et al., 2008).

Durante o processo de fermentagdo pode haver um grande numero de espécies de
leveduras envolvidas o que pode ser prejudicial para a qualidade do produto, pois, 0s compostos
produzidos por leveduras ndo selecionadas podem trazer caracteristicas sensoriais desagradaveis
ao consumo, podendo ocasionar variagdes na composicao do produto ao longo da producéo e néo
permitir uma padronizac¢do do produto ao longo das safras (OLIVEIRA, 2001)

E recomendavel a utilizacdo de linhagens selecionadas e aclimatadas a regifo onde ocorre
0 processo fermentativo, pois, acredita-se que o uso de leveduras autoctones por estarem mais
adaptadas ao substrato e ao ambiente de vinificagdo, garantem a manutencéo das caracteristicas
tipicas dos vinhos de uma determinada regido melhores adaptadas a regido (OLIVEIRA, 2001,
LOPESetal., 2007; CALLEJON et al., 2010).

Algumas das caracteristicas desejaveis e que devem ser consideradas no momento da
selecdo da levedura sdo: a habilidade de fermentar rapidamente um amplo espectro de
carboidratos, a capacidade de produzir e tolerar altas concentragdes de etanol, toleréncia a altas
concentracdes de glicose, producdo de poucos subprodutos, de produzir ou ndo certos
componentes do aroma das bebida, tolerdncia a variagfes na temperatura e a baixos valores de
pH. Bem como, apresentar estabilidade genética, de forma que as caracteristicas de interesse
sejam mantidas nas futuras geracdes (OLIVEIRA, 2012; BINOD et al., 2013).

Um dos pardmetros essenciais de selecdo de leveduras é a auséncia da producdo de
sulfeto de hidrogénio (H2S). Este composto esta relacionado a formagdo de odores
desagradaveis. A producdo deste gas ocorre por via enzimatica e esta relacionada com reducao
de sulfato exdgeno (UGLIANO; KOLOUCHOVA; HENSCHKE, 2009). A remo¢do do H2S do

vinho é complexa e problemética, por isso, € fundamental que, na elaboracdo de vinho sejam
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empregadas linhagens que ndo o produzam. O uso de tais leveduras, apresentando elevada
capacidade fermentativa, tem se mostrado uma solucéo eficaz (SILVA e SILVA, 1987).

A levedura inoculada é geralmente responsavel pela fermentacdo e constitui a maioria da
populacdo de levedura ao final do processo. Desta forma, o processo de inoculagdo tem algumas
vantagens tais como, a reducdo significativa da influéncia de outras leveduras encontradas
naturalmente, rapida e completa fermentacdo do mosto e ainda permite um alto grau de
reprodutibilidade de producdo do vinho (ZUZUARREGUI e OLMO, 2004.

2.3 Fermentacao alcodlica

A fermentacdo € um processo anaerdbico catalisado por enzimas, que convertem 0s
acucares simples em etanol e gas carbénico como principais produtos metabdlitos. A principal
via metabolica envolvida na fermentacdo é a glicdlise, este processo envolve 12 reacfes em
sequéncia ordenada, em que cada uma delas é catalisada por uma enzima especifica. Tal
complexo enzimatico estd situado no citoplasma celular, local onde ocorre a fermentacdo
alcodlica (OLIVEIRA etal., 2001; MADIGAN et al., 2008).

Na glicdlise (Figura 3), uma molécula de glicose é oxidada produzindo duas moléculas de
piruvato, duas moléculas de ATP e dois NADH™* os quais poderdo seguir na via respiratdria ou
na via fermentativa. Sob condicfes anaerdbicas, o piruvato segue na via fermentativa onde
ocorre em duas etapas: na primeira etapa o piruvato € descarboxilado em acetaldeido pela agédo
da enzima piruvato descarboxilase, na segunda etapa o acetaldeido é reduzido a etanol pela acéo
daenzima alcool desidrogenase (MADIGAN et al, 2016).

A fermentacdo alcoolica ocorre em trés fases distintas. A primeira delas, a pre-
fermentacdo, se inicia quando as leveduras sdo adicionadas ao mosto devidamente preparado,
esta fase se caracteriza por ativa multiplicacdo das células e elevacdo lenta e gradual da
temperatura do meio. Ap6s um periodo de cinco a seis horas, inicia-se a fermentacédo principal,
que € reconhecida pela elevagdo rapida da temperatura, queda da densidade do mosto, devido a
conversdo dos agucares em alcool, e a elevacdo daacidez.

A fase seguinte, chamada de pds-fermentacdo, € caracterizada pela diminuicdo lenta e
gradual da temperatura do mosto, diminuicdo do desprendimento do gas carbénico e auséncia de
espumas. Essa fase deve durar o minimo possivel para evitar a infecgdo do vinho (ANTONINI,
2004). Os processos fermentativos podem ser classificados de acordo com a maneira através da

qual o substrato é adicionado e o produto retirado, as fermentacGes alcodlicas podem ser
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conduzidas por processos descontinuo, descontinuo-alimentado ou continuo, bem como, por
variacdes desses processos (FERREIRA, 2005).

Figura 3. Esquema simplificado da glicélise e fermentacéo, evidenciando a conversdo de glicose
em etanol.

GLICOSE
2ADP 9 ﬂ @ 2NADY
IATP 2NADH

PIRUVATO

Acetaldeido + CO3

@ 2MNADH
2NAD"

ETANOL

Fonte: Autor, 2020.

Na fermentagdo descontinua ou em batelada, a matéria-prima é adicionada ao reator no
inicio do processo, juntamente com 0s microrganismos, nutrientes e outros ingredientes. No
decorrer do processo nada é adicionado, exceto oxigénio na forma de ar. Igualmente nada é
retirado, exceto gases que ndo foram gastos, assim o volume do reator permanece constante.
Terminada a fermentacdo, descarrega-se a dorna, e 0 meio fermentado segue para os tratamentos
finais. J& na fermentacdo descontinua-alimentada, também chamada de batelada alimentada, o
substrato é adicionado de forma continua e crescente ao reator. (ZABED et al., 2014; CNPEM,
2017).

Na fermentacdo continua o reator é continuamente alimentado por uma ou mais correntes
de entrada, contendo 0s nutrientes necessarios, enquanto as células, produtos e residuos sdo
removidos continuamente (LIM e SHIN, 2013). A selecdo do modo mais adequado de
fermentacdo depende, principalmente, da cinética dos microrganismos utilizados e da natureza
damatéria-prima (ZABED et al., 2014).
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2.4 Fatores que afetam a fermentacao

O sucesso de um processo fermentativo depende de vérios fatores, sendo eles fisicos,
quimicos ¢ microbiologicos. Esses fatores sdo referidos como ‘estresse' da levedura. Entre os
principais fatores que afetam a producdo de etanol destacam-se: temperatura, tempo de
alimentacdo do substrato, concentracdo de inoculo (Pé-de-cuba), pH, contaminacdo bacteriana,
altas concentracdes de acucar, altos niveis de etanol e disponibilidade de nutrientes e inibidores
(AMORIM, LIMA e BASSO, 2001; LOPES et al., 2016).

Para a selecdo de leveduras é interessante estabelecer propriedades enologicas. Os
critérios podem ser divididos em: favoraveis, como tolerancia ao etanol, bom rendimento na
transformacdo dos acucares em etanol e capacidade de crescer em altas concentragbes de
acucares ou desfavoraveis, como a produgdo de H2S, producdo de espuma e acidez volatil
(ESTEVE-ZARZOZO et. al., 2000).

2.4.1 Etanol

A tolerancia ao etanol € requisito primordial na selecdo de leveduras, visto que a
toleréncia a elevadas concentracdes de etanol interfere diretamente no rendimento do processo
fermentativo (CARRASOCO et al., 2001). Em altas concentrages, o etanol causa alteracdes na
membrana plasmatica, mais especificamente na camada lipidica, reduzindo a atividade
metabdlica em resposta a diminuicdo do transporte de glicose, causando estresse hidrico
(OLIVA-NETO, 2011; PINA, et al., 2014).

Dessa forma o etanol é considerado o maior inibidor da viabilidade celular da levedura,
retardando o crescimento e reduzindo a capacidade fermentativa (OLIVA- NETO, 2011).
Entretanto, o éalcool parece ndo ter um efeito Unico, aléem de agir na viabilidade da membrana
lipidica e nos sistemas de transporte de soluto, também exerce efeito sobre algumas enzimas
(STECKELBERG, 2001).

A tolerancia ao etanol tem sido correlacionada com a capacidade das células de modificar
sua composicdo de lipidios para responder a acdo perturbadora de etanol. Isso faz parte de um
sistema regulatorio, que assegura o ajuste das propriedades fisico-quimicas da matriz lipidica da
membrana em uma faixa fisiologicamente 6tima. No entanto esses mecanismos ainda ndo séo
completamente entendidos (PINA, et al., 2004).
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2.4.2 Temperatura

O controle da temperatura é essencial durante o processo fermentativo, uma vez que, ela
influencia diretamente no metabolismo celular da levedura e na producdo de compostos volateis.
(LIMA, 2009). Leveduras apresentam maiores rendimentos em temperaturas em torno de 25°C e
30°C. Valores acima dos citados podem reduzir o potencial fermentativo da levedura, pois
afetam a viabilidade celular, interferindo na capacidade de conversdo do substrato em etanol.
Temperaturas inferiores a 25° C também provocam alteracBes no processo fermentativo, pois
reduzem a atividade metabdlica da levedura. (SILVA-FILHO et al., 2005; CARDOSO, 2006). O
intervalo de temperatura entre 28-32 °C é ideal para a producédo de etanol (MORAES, 2001).

2.4.3 Altas concentracgdes de glicose

Altas concentracdes de glicose refletem negativamente na viabilidade celular da levedura.
O aumento da osmolaridade externa, causado por elevadas taxas de glicose, causam inibicdo do
crescimento e perda da viabilidade das células devido as perturbacdes no gradiente osmotico
através da membrana plasmatica, o que ocasiona perdas em volumes das células, que se
contraem por causa de diferentes pressdes osmoticas entre o interior e o exterior das células.
(SOUZA, 2009)

2.4.4 pH

O pH tem influéncia direta nos processos fermentativos, devido a sua importancia no
controle de contaminacdo bacteriana, ao seu efeito sobre o crescimento de leveduras, as taxas de
fermentacdo e a formacdo de subprodutos (CALDAS; BOREM; SANTOS; 2012). A falta de
correcdo do pH favorece a formacdo de metabdlicos secundarios pelas leveduras, induzindo-as a
ativarem outras rotas metabolicas. (SOUZA, 2011).

FermentacOes conduzidas em meios acidos resultam em maiores rendimentos de etanol,
pelo fato de restringir o crescimento do fermento, com a consequente reducdo da producéo de
glicerol, ao mesmo tempo que reduz a contaminagdo microbiana (LIMA et al., 2001). O pH ideal
para a producao de etanol fica em torno de 4,5-5. Valores de pH abaixo de 4,0 causam desvios
no metabolismo da levedura induzindo a producdo de alcoois superiores, enquanto pH acima de
5,0 induz a producdo de produz acido acético e furfural (SOUZA, 2011).
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2.5 Fermentacéo de frutas

A elaboracdo de bebida fermentadas € um dos mais antigos processos realizados pelo
homem. Ha relatos do uso desta técnica ha milhares de anos. Essas bebidas surgiram com a
propria evolugdo da humanidade e além do aspecto financeiro, ha também toda uma cultura e
tradicdo atribuida a este processo (VENTURINI FILHO, 2016).

A produgdo de vinhos a partir de frutos de uva € bastante tradicional, no entanto com os
avancos tecnoldgicos na vinicultura, tem se buscado o desenvolvimento de novos processos que
visem o aproveitamento do fruto no intuito de evitar o desperdicio, quando sua comercializagdo
ndo € mais viavel, assim como, agregar valor as bebidas regionais (DIAS et al., 2016;
ASQUIERI, 2009).

De acordo com o decreton® 6.871 de 2009 o fermentado de frutas é aquele obtido através
da fermentacdo alcodlica do mosto da fruta saudavel, fresca e madura de uma Unica espécie,
obtida do suco integral ou concentrado, ou da polpa. Neste é permitida a adicdo de agUcares,
agua e de outros aditivos definidos para cada tipo de fruta. As bebidas produzidas por
fermentacgdo alcodlica que ndo seja a uva, deve-se indicar o nome da fruta, como por exemplo,
vinho de laranja, vinho de abacaxi (BRASIL, 2009).

A portaria n°® 64 de 23 de abril de 2008 determina os padrdes de qualidade para
fermentados de frutas, esta por sua vez, determina que a composi¢do quimica do fermentado de
frutas devera obedecer os seguintes limites: o teores de acidez total devem oscilar entre 50 e 130
meqg/L, e o teor alcodlico deve variar entre 4% e 14% em volume, a uma temperatura de 20 °C
(BRASIL, 2008).

Quanto aos teores de pH, a Legislacdo Brasileira ndo estabelece limites, entretanto, sabe-
se que o pH ¢ particularmente importante, principalmente por seu efeito sobre os
microrganismos, devendo esta entre 4,5 e 5. (SOUZA, 2011; TORRES-NETO et al, 2006). Estes
e outros parametros sdo essenciais para a determinacao da qualidade do produto.

Na literatura ha relatos do uso de varias frutas para a producao de vinho de frutas, como a
laranja (ALCANTARA e MENEZES, 2017), umbu (SILVA; DANTAS, 2017), figo-da-india
(LOPES e SILVA, 2006), melancia (FONTAN et al., 2011), abacaxi (PINO e QUERIS, 2010;
RODA et al., 2017; DELACASSA et al., 2017) dentre outras. Estas bebidas, geralmente séo
produzidas de forma artesanal e em pequena escala, contudo para producédo destas bebidas deve-

se dispor de condicdes adequadas respeitando a legislacdo vigente (VENTURINI-FILHO, 2016).
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3METODOLOGIA

3.1 Localizagdo da pesquisa

A pesquisa foi realizada no laboratério de microbiologia dos alimentos (Microlab),

situado no Centro de Ciéncias Agrarias e Ambientais (CCAA) da Universidade Estadual da
Paraiba-UEPB, situados no campus |1, nacidade de Lagoa Seca.

3.1.1 Obtencéo do fruto e fermentacéo espontanea

Os abacaxis usados no experimento foram obtidos no mercado local da cidade de
Campina Grande-PB. Apo6s a obtencdo dos frutos, os mesmos foram transportados ao Microlab
do CCAA/UEPB, onde foram higienizados em &gua corrente e sabdo para a remocdo de
sujidades. Posteriormente com auxilio de uma faca (previamente esterilizada), o fruto foi cortado
em partes a fim de facilitar o processamento, e com um auxilio de um processador de alimentos
foi realizada a extracdo do suco. Logo apos o extrato de abacaxi foi armazenado durante 48 horas
em temperatura ambiente para que ocorresse a fermentagéo espontanea.

3.1.2 Meios de cultivo

Meio Agar YPG (isolamento, manutengdo e tolerancia a etanol)

Composicao:
@ AQAN e, 1%
o Peptona.......cccccceiiiiiiiiii 0,3%
e Extratodelevedura ........c.cc.ccoovieiinnnn. 0,3%
@ GIlICOSE ..o, 2%

e Agua destilada
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O meio Agar YPG foi utilizado na maioria dos procedimentos variando apenas a
concentracdo de acgucar na fase de isolamento das leveduras (glicose a 30%) e a adicao de alcool
nas propor¢des desejadas no teste de tolerancia a etanol.

Meio YPG liquido (teste de fermentacéo)

Composicéo:
o Peptona......cccceceviiiiiiiiii e 0,75%
e Extratodelevedura ..........cccovovrnnne. 0,75%
@ GIlICOSE ..o 2%

e Agua destilada

Meio Agar LA (teste de producéo de sulfeto)

Composicao:
 GlICOSE oo 4%
e Extratodelevedura ..........cccocevevinnnen. 0,5%
o Peptona......cccccciiiiiiiiii 0,3%
e Sulfatodeamonio ...........ccceevvveerenneene. 0,02%
e Acetato de chumbo neutro ................... 0,1%
@ AQAr o, 2%

e Agua destilada

Em todos os meios trabalhados foram realizados ajustes do pH visando obter sempre um
nivel proximo do valor “4”, visto que o desenvolvimento de leveduras se d4 mais
satisfatoriamente em meio acido. Para isso fez-se uso de &cido citrico diluidoa uma
concentracdo de 10% em agua destilada.

Todos os meios de cultivo foram esterilizados apds formulacdo em autoclave vertical a
121 °C por 15 minutos. As vidrarias utilizadas na conducédo do experimento, béqueres, placas de
Petri, tubos, pipetas e provetas também foram esterilizadas nas mesmas condicoes.

3.2 Isolamento

Para realizacdo do isolamento foi utilizado o meio 4gar YPG com a seguinte composicéo
(0,75% de Extrato de Levedura, 0,75% de Peptona, 30% de glicose e 2% de Agar), o meio foi
autoclavado e posteriormente acidificado com solucdo de acido citrico para inibicdo do
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desenvolvimento de micro-organismos concorrentes e vertido em placas de petri (KURTZMAN,
2011). De acordo com Oliveira et al. 2012, o baixo valor do pH em fermentados, € um fator
importante para inibir a contaminacdo bacteriana, além de favorecer o desenvolvimento de
leveduras que apresentam crescimento 6timo em ph &cido.

Em seguida foi realizada a diluicdo de 1 ml do mosto em 300ml de &gua autoclavada e
desta solugdo uma aliquota de 100 uL foi retirada com o auxilio de um pipetador. A amostra foi
depositada e espalhada sob as placas de petri com auxilio de uma alca de drigalski. As placas
foram incubadas a 28° C. Ao primeiro sinal de aparecimento de col6nias estas foram semeadas
em tubos de ensaio contendo meio &4gar YPG 30% acidificado. Os tubos foram mantidos em

duplicata, lacrados e devidamente identificados a uma temperatura de 28° C (figura 4).

Figura 4- Fluxograma de fermentacao espontanea e isolamento em abacaxi.

SELECAO DAS FRUTAS
SANITIZACAO DILUICAO DO MOSTO
| I
DESCASQUE DEPOSITO NAPLACA
I DE PETRI
]
PROCESSAMENTO INCUBACAO
| |
ARMAZENAGEM POR ISOLAMENTO
48h PARA
FERMENTACAO

Fonte: Autor, 2020.

3.3 Teste de exclusdo por estresse

As cepas isoladas foram submetidas a testes de excluséo por estresse. A exposi¢cdo ao
estresse tem por finalidade selecionar as leveduras tolerantes as condigdes impostas pelo

processo fermentativo.

3.3.1 Testes da capacidade fermentativa de glicose
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O teste da capacidade fermentativa foi realizado em duplicata, seguindo a técnica de
tubos mdaltiplos (MOREIRA et al, 2015; VIANA, 2017). Para verificar a capacidade
fermentativa, uma alcada de cada cepa foi inoculada em um tubo de ensaio fechado com bucha
contendo 7 mL de meio YPG liquido (0,75% peptona, 0,45% extrato de levedura e 2% glicose) e
um tudo de Durhan invertido. Os tubos foram incubados a 28 °C e lidos nos dias 1, 2, 3 e 4 ap0s
a inoculagcdo. Foram consideradas leituras negativas quando ndo houve acimulo de gas no tubo
de Durham, representadas por + quando somente 1/3 do tudo de Durham estivesse preenchido
por gas, por ++ quando o gas estivesse presente em 2/3 do tubo e por +++ quando o tubo de

Durham estivesse completamente cheio de gas (Tabela 3).

Tabela 3. Classificacdo das leituras de capacidade fermentativa de glicose.

OBSERVACOES REPRESENTACOES
Sem acumulo de gas no tubo -
Acumulo de gas em 1/3 do tubo +
Acumulo de gas em 2/3 do tubo ++
Acumulo de gas em todo tubo +++

Fonte: Autor, 2020

3.3.2 Teste de tolerancia a etanol

O teste de tolerancia ao etanol foi realizado em duplicata, e para esse teste as cepas foram
previamente cultivadas em meio YPG liquido (0,45% de Extrato de Levedura, 0,75% de
Peptona, e 2% de glicose) por 24 horas a 28° C. Uma aliquota de 10 pL do inoculo foi depositada
em micropogos feitos em placas de petri contendo meio de cultura para manutencdo de
leveduras- YPG (2%) suplementado com etanol nas proporcdes de 8%, 14% e 18%. Foi
considerado como controle placas com o mesmo meio adicionado de agua autoclavada nas
mesmas proporcdes de etanol e incubados a 28 °C por 7 dias. As coldnias que apresentarem
desenvolvimento igual ou superior ao controle, nas diferentes concentracGes de etanol, foram

consideradas tolerantes
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3.3.3 Detec¢do de producéo de sulfeto de hidrogénio (HS)

Para detectar a producdo de H2S os isolados foram previamente cultivados em meio &gar
liquido (0,45% de Extrato de Levedura, 0,75% de Peptona, e 2% de glicose) por 24 horas a 28°
C. Ap6s o cultivo uma aliquota de 10 uL foi depositada em micro pocos feitos em placas de Petri
contendo meio LA (4% de glicose, 0,5% de extrato de levedura, 0,3% de peptona, 0,02% de
sulfato de aménio, 0,1% de acetato de chumbo neutro e 2% de Agar) e incubados a 28 °C
durante 7 dias. As colbnias que apresentaram uma coloracdo de preto a marrom foram
consideradas produtoras de H2S e as que apresentaram uma coloracdo de branco a bege serdo
consideradas ndo ou pouco produtoras, as cepas produtoras produtores de sulfeto de hidrogénio
(H2S) foram excluidas do estudo, sendo selecionada apenas as que ndo produziram, ou

produzirem pouco H2S. O teste foi realizado em duplicata.

3.3.4 Crescimento em diferentes temperaturas

O teste de crescimento em diferentes temperaturas foi realizado em duplicata. Para esse
teste, as cepas foram previamente cultivadas em meio agar YPG com a seguinte composi¢cdo
(0,75% de Extrato de Levedura, 0,75% de Peptona, 30% de glicose e 2% de Agar), o meio foi
autoclavado e posteriormente acidificado com solucdo de &cido citrico e vertido em placas de
petri (KURTZMAN, 2011). Ap6s o crescimento das cepas nos tubos foi realizada uma raspagem
no tubo com o auxilio de um swab.

Na sequéncia foram feitos riscos com o swab em placas de petri com meio agar YPG na
mesma composi¢do dos tubos. As placas foram incubadas em estufas nas seguintes temperaturas
(37° C, 40° C e 42 °C), durante 4 dias conforme recomendag6es de Kurtzman (2011). Como
controle as placas foram incubadas a 28° C. Serdo consideradas tolerantes as cepas que

apresentarem crescimento igual ou préximo ao controle.

3.3.5 Teste de tolerancia a altas concentracgdes de glicose

O teste de tolerancia a altas concentracdes de glicose foi realizado em duplicata. Para esse
teste, as cepas foram previamente cultivadas em meio liquido MBF (0,45% de Extrato de
Levedura, 0,75% de Peptona, e 2% de glicose) por 24 horas a 28° C. Apés o cultivo sera

inoculado uma aliquota da colonia correspondente a 600 ul. em placas de petri contendo meio
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YPG suplementado com glicose na propor¢éo de 50%. Foi considerado como controle 0 mesmo
meio de cultura com 2% de glicose. Foram consideradas tolerantes as leveduras que

apresentarem crescimento, préximo, igual ou superior ao controle.

3.3.6 Fermentacao do suco de abacaxi

Apbs a selecdo das cepas, foi realizado o cultivo e multiplicacdo das cepas em placas de
petri contendo meio de cultura agar YPG (2%) até o crescimento das colbnias. Cada cepa foi
inoculada em 4 placas a fim de se obtera quantidade suficiente para inoculacdo do pé-de-cuba.

A preparacdo do pe-de-cuba ocorreu em duas etapas conforme a metodologia descrita por
Gongalvez, (2015) com algumas modificagfes. Na primeira etapa foi utilizado 100 ml do suco de
abacaxi autoclavado, neste foi inoculado 4 algcadas de cada cepa. Ap6s a inocula¢do, o0 mosto foi
mantido em estufa a 30°C por 24 horas. Na segunda etapa foi adicionado assepticamente ao
mosto 100ml do suco de abacaxi autoclavado, apos isso foi mantido em estufa a 30°C por 24
horas. O processo de preparacdo do pé-de-cuba ocorreu em 48 h, foram produzidos 200 ml de
pé-de-cuba para cada cepa.

Apos a preparacdo do pé-de-cuba, foi realizada a inoculagdo das cepas no suco de abacaxi
para a formagdo do pé-de-cuba. Para a producdo do suco foram utilizados abacaxis provenientes
do municipio de Sapé-PB. Os frutos foram encaminhados ao Microlab do CCAA/UEPB, onde
foram higienizados em &gua corrente e sabdo para a remogao de sujidades e posteriormente foi
removida a casca e a polpa cortado em cubos a fim de facilitar o processamento, e com um
auxilio de um processador de alimentos foi realizada a extragdo do suco.

Feita a extracdo do suco foi separado 1,8 L de suco de abacaxi para cada cepa testada. O
suco de abacaxi foi previamente pasteurizado a 70° C por 15 minutos seguido de resfriamento até
30°C. Apos o resfriamento foi inoculado 200ml do pé-de-cuba ao suco de abacaxi pasteurizado,
totalizando 2L de produto (Suco + Pé-de-cuba). Ap6s a inoculagdo iniciou-se 0 processo
fermentativo em temperatura ambiente. Para 0 acompanhamento da fermentacdo foi realizado a

leitura do °brix e pH a cada 24 horas, até a estabilizaco dos valores de agucares (figura 5).
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Figura 5. Fluxograma de processamento e produgéo de vinho de abacaxi.
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Fonte: Autor (2020).

Apls a estabilizacdo dos teores de acucar, o vinho foi filtrado e armazenados em
recipientes de plastico e deixado em repouso para decantacdo dos residuos por 7 dias. Apds o
periodo de decantacdo foi realizada a trafega, onde o vinho foi transferido para um recipiente de
vidro fechado e foi novamente pasteurizado em banho-maria por 15 minutos a 70° C e

posteriormente resfriado e armazenado a temperatura ambiente.
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4 RESULTADOSE DISCUSSAO

Para a realizacdo do isolamento das leveduras, buscou-se realizar todos os procedimentos
de forma criteriosa visando alcancar as leveduras com melhor perfil. Primeiramente, foi
realizada a fermentacdo espontanea do suco de abacaxi, onde o suco de um abacaxi foi deixado
em temperatura ambiente por 48 horas. A inoculacédo e isolamento ocorreram em trés tempos de
fermentagdo. A primeira inoculagdo (Tempo 0) foi realizada imediatamente ap6s o
processamento do suco de abacaxi. Foram inoculadas 10 placas com o meio de isolamento e o
suco ndo fermentado. ApoOs o crescimento das colénias foram isoladas 40 cepas. As cepas
isoladas neste tempo representam a microfauna de leveduras do abacaxi ndo fermentado.

Apo6s 24 horas (Tempo 2) foi realizada a segunda inoculagdo. Novamente foram
inoculadas 10 placas com o meio de isolamento sendo o suco fermentado. Apos o crescimento
das col6nias foram isoladas 40 cepas. O processo de inoculagéo e isolamento foi repetido com 48

horas (Tempo 3). Ao fim do processo foram isoladas 120 cepas de leveduras (TABELA 4).

Tabela 4. Numero de colénias isoladas em cada tempo de fermentagéo.

Tempo (h) 0 24 48 Total
Isolados 40 40 40 120

O numero de isolados foi considerada razodvel, outros trabalhos dessa mesma natureza,
obtiveram nimeros menores. Guimaraes (2005) trabalhando com isolamento e selecdo de cepas
de S. cerevisiae para producdo de vinho, isolou 61 leveduras nesta etapa do trabalho. Do mesmo
modo Oliveira et al. (2015) isolando leveduras do abacaxi obteve 49 isolados para a selecéo.

As cepas foram denominadas pelo prefixo “LA” com o “L” fazendo referéncia ao
municipio de Lagoa Seca - PB, onde foi realizado o experimento e o “A” fazendo referéncia ao
abacaxi. A numeracdo foi feita de acordo com a ordem de isolamento, sendo, portanto, a

primeira cepa isolada denominadade LAOL, a segunda LAQ2 e assim sucessivamente.
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A atividade de isolamento visando a selecdo de representantes locais segue a premissa de
que o acesso a diversidade de leveduras de dada localidade contribui com a formacdo da
identidade regional do produto em questdo (BARBOSA et al., 2016).

Apbs o isolamento e crescimento das leveduras estas foram submetidas a testes de
estresses, estes 0s quais simularam as condicGes impostas durante o processo fermentativo. O
primeiro teste realizado foi o de fermentagdo de glicose. A fermentacdo de glicose é condigdo
primordial para sobrevivéncia nos processos fermentativos, pois, sendo este a fonte de carbono
mais encontrada nos materiais vegetais, é de primordial importancia que a cepa consiga assimila-
lo.

Todos os 120 isolados foram submetidos ao teste de fermentacdo de glicose. Para isso
foram inoculados tubos de ensaio com meio MBF com um tubo de durhan, onde foi depositado
uma aliquota de cada cepa e incubados em estufa a 28 °C por 4 dias. As amostras foram lidas a
cada 24h apds a inoculacdo. Foram consideradas leituras negativas quando ndo houvesse
acumulo de gas no tubo de Durham, + quando somente 1/3 do tudo de Durham estivesse
preenchido por gas, ++ quando o gas estivesse presente em 2/3 do tubo e +++ quando o tubo de
Durham estivesse completamente cheio de gas (Figura 6).

Figura 6. Leitura do teste de fermentacdo de glicose. Da esquerda para a direita: resultado

negativo, resultado +1, resultado +2 e resultado +3.

Fonte: Autor, 2019.
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Para efeito de selecdo, apenas as cepas que fermentaram +3 com até 48 horas foram
selecionadas. Esse parametro de exclusdo foi escolhido, pois a fermentacdo rapida € essencial
para 0 bom desenvolvimento do processo fermentativo. Das 120 cepas testadas 99 apresentaram
sinais de fermentacdo em algum momento e 21 ndo fermentaram.

Das 99 cepas que apresentaram fermentacdo 21 cepas fermentaram +3 nas primeiras 24
horas. 14 cepas fermentaram +3 com 48h, totalizando 35 cepas. 35 cepas fermentaram +3 com
72h, totalizando 70 cepas fermentativas e 29 cepas fermentaram +3 com 96h totalizando 99
cepas fermentativas. No entanto, somente as mais eficientes foram selecionadas. A Figura 7,
mostra 0 comportamento das cepas durante o teste de estresse.

Nesta etapa foram selecionadas 35 cepas. Os resultados obtidos demonstram que as cepas
selecionadas apresentaram bom desempenho fermentativo, com todas atingindo o maximo de
volume do tubo ja no segundo dia de efetivo processo. As demais cepas ndo apresentaram a

capacidade de fermentar rapidamente, logo foram excluidas do teste.

Figura 7. Comportamento fermentativo das cepas isoladas do abacaxi submetidas ao teste de
fermentacdo de glicose.
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Fonte: Autor, 2020.
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As 35 cepas que continuaram nos testes foram: LA01, LA02, LA05, LA06, LA07, LAOS,
LAQ09, LA1l, LA12, LA13, LA14, LA16, LA17, LA18, LA19, LA20, LA22, LA28, LA29,
LA30, LA33, LA34, LA35, LA36, LA37, LA38, LA40, LA4l, LA42, LA43, LA44, LA4S,
LA47, LAS0, LA5S4.

As leveduras consideradas positivas para a fermentagédo de glicose foram submetidas ao
teste de deteccdo de producdo de sulfeto de hidrogénio (H2S). Para detectar producdo de H2S
pelos isolados, estes foram cultivados em meio LA por 7 dias. No teste de produgéo de H2S foi
observado a coloracdo das cepas, as colonias que apresentaram uma coloracdo de preto a marrom
foram consideradas produtoras e as que apresentarem uma coloracdo de branco a bege foram
consideradas nao ou pouco produtoras.

De acordo com Guimardes (2005) as colbnias escuras sdo caracteristicas de leveduras
superprodutoras de sulfeto de hidrogénio e a producdo desta substancia atribui odor e sabor
desagradaveis as bebidas (RIBEIRO e HORII, 2002). A produgdo deste gas ocorre por via
enzimatica e esta relacionada com reducéo de sulfato exdégeno (UGLIANO et al., 2009).

Das 35 cepas submetidas ao teste, 8 apresentaram coloracdo marrom ou preta, sendo estas
excluidas do teste. Neto e Mendes-Ferreira (2005) em trabalho realizado com uva, observaram
aumento significativo na producdo de sulfeto em espécies ndo Saccharomyces quando
comparadas com Saccharomyces, demostrando a importancia dessas espéecies nos processos

fermentativos. A tabela 4, distribui o resultado do teste de produgéo de sulfeto.

Tabela 5. Producéo de sulfeto de hidrogénio pelas cepas identificadas no experimento.

Cepas Producédo de H;S Cepas Producéo de H,S
LAO1 - LA29 -
LAO2 - LA30 -
LAO05 - LA33 +
LAO6 - LA34 -
LAO7 - LA35 -
LAO8 + LA36 -
LA09 - LA37 -
LAl1l + LA38 +
LA12 + LA40 -

LA13 + LA41 -
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LA14 i LA42 -
LA16 - LA43 -
LA17 - LA44 -
LA18 - LA45 -
LA19 - LA47 -
LA20 - LA50 -
LA22 - LAS4 -
LA28 +

Fonte: Autor, 2020.

As 27 cepas que ndo apresentaram coloracdo escura foram submetidas ao teste de etanol.
Vérios parametros fisiologicos sdo essenciais para que as leveduras tolerem as condicOes
impostas no processo fermentativo, contudo a tolerancia a alta concentracdo de etanol € a
principal caracteristica que permite a sua sobrevivéncia neste ambiente especifico (PINA et al,
2004). De acordo com Chi e Ameborg (2000), o estresse etandlico é uma das condi¢Ges mais
interessantes para ser analisada, uma vez que a tolerancia ao etanol é um critério tradicional
utilizado na selecdo de leveduras, devido a presenca de uma concentracdo elevada desta
substancia durante a vinificacao.

De acordo com lzawa et al., 2010, o alcool possui acdo toxica atinge diretamente a
organizacdo da membrana citoplasmatica, modificando a composicdo lipidica e permeabilidade
da membrana para alguns ions, reduzindo a viabilidade celular. As 27 cepas foram testadas em
concentragdes crescentes de etanol (8%, 14% e 18%). Nenhuma das cepas testadas nenhuma
apresentou crescimento significativo na proporcdo de 18%, com isso, foram consideradas
tolerantes as cepas que apresentaram crescimento nas duas outras proporcoes de etanol. 18 cepas
toleraram as duas concentracGes de etanol (8% e 14). As cepas LA47 E LA54 cresceram apenas
na concentracdo de 8%, nédo tolerando a concentracdo de 14%, e 7 cepas ndo toleraram nenhuma

dasduas concentragdes. O resultado do teste pode ser observado na tabela 5.

Tabela 6. Tolerancia das cepas ao etanol.



CEPAS 8% 14% 18%

LAO2 + + -

LAO6 - - -

LAO9 + + -

LA17 + + -

LA19 + + -

LA22 - - -

LA30 + + -

LA35 + + -

LA37 - -

LA41 - - -

LA43 - - -

LA45 + + -

LAS0 + + -

Fonte: Autor, 2020.
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De acordo com Pina et al, 2004, leveduras do género Saccharomyces sdo mais propensas
a tolerarem altas concentracdes de etanol, segundo os autores, leveduras ndo Saccharomyces
raramente conseguem sobreviver a propor¢des maiores que 6%. J& para PATARO et. al. (2000),
a maioria das espécies de leveduras isoladas em processos fermentativos artesanais, incluindo
Saccharomyces cerevisiae, sdo fisiologicamente adaptadas as condicfes observadas nas dornas
de fermentacdo com temperatura de 37°C, 50% de glicose e 8% etanol.

Bueno-Neto (1982) a partir de seu estudo afirma que o efeito inibidor do &lcool, em
relacdo ao crescimento celular, s6 ocorre a partir de uma concentracdo de 7,2% (v/v), o autor
utilizou como in6culo o Saccharomyces cerevisiae. J& Basso et al. (2011) defende que essa
concentracdo de etanol pode variar de 8 a 12% (v/v) para que o alcool j& seja considerado um
fator de estresse que age sobre a levedura.

Outro fator determinante para Otimos rendimentos fermentativos é a temperatura.
BARNABE et al. (2005) descreve como 6tima para o crescimento das leveduras a faixa de
temperatura de 28°C a 35 °C. Nessa faixa enzimas invertases da levedura trabalham em condicéo
adequada, atingindo estabilidade e atividade maxima (SHANKAR et al., 2014)

Neste estudo as cepas de leveduras foram submetidas a quatro temperaturas crescentes,
sendo 30, 35, 40 e 42°. Das 18 cepas testadas, nenhuma apresentou crescimento quando testadas
a 42°C. Apenas as cepas LAO1, LA09, LA19 e LA29 apresentaram crescimento a temperatura
de 40° C. Estas foram submetidas ao teste seguinte, sendo as demais descartadas do teste de

selecédo. O resultado de teste de resisténcia a altas temperaturas podem ser visto na tabela 6.

Tabela 7. Teste de resisténcia a altas temperaturas

CEPAS 30° 35°C 40°C 42°C
LAO1 + + + -
LAO2 + - - -
LAOS + - - -
LAO7 + - - -
LAQ9 + + + -
LA16 + - - -
Cont.

LA17 + + - -
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LA18 + - . =
LA19 + + + -
LA20 + - - -
LA29 + + + -
LA30 + + - -
LA34 + - - -
LA35 + - - -
LA36 + - - -
LA42 + - - -
LA45 + - ] -
LA50 + - - -

Fonte: Autor, 2020.

Temperaturas elevadas (40 °C) prejudicam o desenvolvimento das leveduras com a
producdo em excesso de etanol, levando a inibicdo das proprias leveduras. (ALEXANDRE e
CHARPENTIER, 1998) Além disso, a elevacdo de temperatura provoca desordens na
membrana, desnatura proteinas, inibe a glicolise e pode resultar em mutacfes ou até mesmo na
morte da levedura. (AMORIM et al., 2001).

A tolerancia a altas concentragdes de glicose € outro pardmetro importante para o
processo fermentativo. Quatro cepas foram testadas quanto a resisténcia a altas concentracoes de
glicose (LAO1, LA09, LA19 E LA29). Nesse estudo foi testada apenas na concentracdo de 50%
de glicose, uma vez, que o meio de isolamento ja continha uma concentracdo elevada de glicose
(30%), favorecendo as cepas mais resistentes.

Das quatro cepas testadas, apenas duas se mostraram tolerantes a concentracdo de 50% de
glicose (LA19 e LA29). As cepas LAOL E LAO09, ndo apresentaram crescimento e foram
excluidas do teste (Figura 8).

Figura 8- Teste tolerancia das cepas a 50% de glicose.
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Fonte: Autor, 2019.

Apbs o teste de selegdo foi realizada uma microvinificacdo em laboratério com o objetivo
de simular um processo fermentativo com as cepas selecionadas nos testes anteriores (LA19 E
LA29). Durante a microvinificacdo foram dadas as mesmas condi¢cOes de ° brix e pH para ambas
as cepas. Iniciou-se o processo fermentativo com o pH nos valores de 4,6 e sélidos soluveis
(°brix) apresentava valor de 18 nos dois mostos. O processo fermentativo foi avaliado durante 12
dias, periodo no qual os valores se estabilizaram. A figura 9 apresenta os resultados de pH e °brix

durante a microvinificagdo em laboratério.
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Figura 9- Valores de pH e %brix durante a microvinificagdo em laboratério.
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Figura 10. Dia 01 da microvinificacdo. Evidenciando a sedimentacdo e aparecimento de duas
fases na LA19.

Fonte: Autor, 2020.
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Durante o tempo de estudo, ndo foi observado sinais de fermentacdo no mosto na cepa
LA19. Observou-se a divisdo de fases ocorrente ja no dia 01 ap6s a inoculacdo, onde as

particulas mais pesadas sedimentaram e assim permaneceu durante todo o processo (Figura 10).
Também néo foi observado reducéo significativa nos valores de pH e °brix.

Ja a cepa LA29, apresentou formacdo de espuma e bolhas, sinais tipicos do processo
fermentativo, e reducdo nos valores de pH e °brix. No final do processo foi observado valores de
4,1 para o pH, e o °brix se estabilizou em 6 ao final dos 12 dias. O mosto se apresentou uniforme
durante o processo, somente quando os valores estabilizaram que houve sedimentacdo e divisdo

de fases.
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4 CONCLUSOES

As leveduras selecionadas LA19 e LA29 apresentam propriedades enoldgicas importantes que
atendem aos critérios e caracteristicas apropriadas ao processo de producdo de vinho, como
tolerdncia ao etanol e alta temperatura, habilidade em tolerar e fermentar glicose, e a ndo
producdo excessiva de sulfeto de hidrogénio.

Apenas a cepa LA29 foi capaz de realizar fermentacdo alcodlica utilizando como substrato o
abacaxi.

O abacaxi comprovou ser uma matéria-prima eficaz na producédo de bebida alcodlica fermentada,
guando se utiliza leveduras selvagens.
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APENDICE A- Tabela com a analise de fermentacéo da glicose

FERMENTACAODE GLICOSE

ISOLADOS DIAO1 DIA 02 DIA 03 DIA 04
LAO1 +++ +++ +++ +++
LAO2 - +++ +++ +++
LAO3 - + +++ +++
LAO4 - + +++ +++
LAO5 - +++ +++ +++
LAO6 +++ +++ +++ +++
LAQ7 +++ +++ +++ +++
LAOS +++ +++ +++ +++
LAO9 +++ +++ +++ +++
LA10 ++ ++ +++ +++
LA11 +++ +++ +++ +++
LA12 +++ +++ +++ +++
LA13 +++ +++ +++ +++
LA14 +++ +++ +++ +++
LA15 - ++ +++ +++
LA16 - +++ +++ +++
LA17 + +++ +++ +++
LA18 +++ +++ +++ +++
LA19 +++ +++ +++ +++
LA20 +++ +++ +++ +++
LA21 + ++ +++ +++
LA22 +++ +++ +++ +++
LA23 - + +++ +++
LA24 - + +++ +++
LA25 - ++ +++ +++
LA26 + ++ +++ +++

LA27 - ++ +++ +++
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