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Resumo

A fermentacdo pra a obtencdo de bebidas alcodlicas pode ser feita a partir do mosto de
qualquer fruta sa, fresca e madura que contenha acgucares fermentesciveis. O abacaxi é uma fruta
que apresenta caracteristicas sensoriais muito agradaveis, elevadas concentracdes de acucares,
acidez e forte aroma. Este estudo visa isolar e caracterizar uma cepa de levedura com uso potencial
como starter na producdo de fermentado de abacaxi. Leveduras foram isoladas a partir de suco de
abacaxi submetido a fermentacdo espontanea. Os isolados foram caracterizados morfoldgica e
bioquimicamente e aqueles que obtiveram os melhores resultados foram identificados
molecularmente. A fermentagdo do mosto de abacaxi foi conduzida com os isolados selecionados
LIA12, LIA20, LIA26, LIA34, LIA35 e LIA36 e o produto final foi avaliado em relagdo as caracteristicas
guimicas. O sequenciamento genético identificou os isolados da seguinte forma: LIA12: Pichia
caribbica; LIA20: Hanseniaspora lachancei; LIA 26: Torulaspora delbrueckii; LIA34: Candida tropicalis;
LIA35: Pichia membranifaciens; LIA36: Torulaspora delbrueckii. As cepas testadas produziram uma
grande variedade de compostos volateis. As leveduras que apresentaram os melhores perfis foram a
LIA26 e LIA36, ambas Torulaspora delbrueckii. Outras andlises ainda precisam ser feitas, como teor
alcodlico, agucares redutores, acidez total, acidez volatil, sulfatos totais, anidrido sulfuroso total,
cloretos totais e cinzas, alem de uma analise sensorial. A fermentacdo conduzida com mais de uma
cepa, em especial o co-cultivo com Saccharomyces cerevisiae, também deve ser avaliada em futuros

trabalhos.



Abstract

The fermentation for obtaining alcoholic beverages can be made from the wort of any
healthy, fresh and ripe fruit containing fermentable sugars. Pineapple is a fruit that has very pleasant
sensory characteristics, high concentrations of sugars, acidity and strong aroma. This study aims to
isolate and characterize a yeast strain with potential use as starter in the production of fermented
pineapple. Yeasts were isolated from pineapple juice subjected to spontaneous fermentation. The
isolates were characterized morphologically and biochemically and those who obtained the best
results were identified molecularly. The fermentation of pineapple wine was conducted with the
selected isolates LIA12, LIA20, LIA26, LIA34, LIA35 and LIA36, and the final product was assessed in
relation to the chemical characteristics. The genetic sequences identified the isolates as follows: LIA
12: Pichia caribbica; LIA20: Hanseniaspora lachancei; LIA 26: Torulaspora delbrueckii; LIA34: Candida
tropicalis; LIA35: Pichia membranifaciens; LIA36: Torulaspora delbrueckii. The tested strains produced
a wide variety of volatile compounds. The yeasts LIA26 and LIA36 presented the best profiles, both
identified as Torulaspora delbrueckii. Other analysis have yet to be made, such as alcohol content,
reducing sugars, total acidity, volatile acidity, total sulfates, total sulfur dioxide, total chlorides and
ash, in addition to a sensory analysis. Fermentation carried out with more than one strain, in

particular co-culture with Saccharomyces cerevisiae, has also to be evaluated in future works.
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1. INTRUDUCAO

1.1 Historia do vinho

O vinho é uma das bebidas alcodlicas mais populares no mundo, hoje consumido
principalmente para celebrar alguma ocasido especial ou para aliviar o stress do dia a dia. Sua origem
ainda n3o é certa, mas hd evidéncias de seu consumo datadas entre 5400 e 5000 a.C, em Hajji Firutz
Tepe, provincia de Azerbaijao Ocidental no noroeste do Ird (McGoven et al, 1996). Entre os anos de
1958 e 1968, arquedlogos do Museu de Arqueologia e Antropologia da Universidade da Pensilvania,
durante uma escavagdao em uma aldeia neolitica nas montanhas Zagros, na porgao norte do Ir3,
encontraram uma jarra de ceramica que continha sal de cdlcio do acido tartarico e resquicios de
oleoresina de carvalho (Pistacia terebinthus), utilizado na época como bactericida (Phillips, R. 2001).
A presencga de acido tartarico é naturalmente elevada apenas em uvas (Vitis vinifera), uma fruta
muito abundante em Hajji Firutz Tepe (McGoven et al, 1996), sugerindo que esta provincia foi
cendrio das primeiras produg¢des de vinho, datando de mais de 7.000 anos atras. Além da uva, a
regido também é grande produtora de carvalho. O suco de uva é naturalmente fermentado a vinho
se deixado a temperatura ambiente.

Do sul do Cducaso, o cultivo da uva e a produgdo do vinho provavelmente expandiram-se
para o sul para a Palestina, Siria, Egito e Mesopotamia, onde houve a domestica¢do da uva (Zohary et
al, 1988) e, a partir do terceiro milénio a.C., o vinho foi utilizado para fins sacramentais no Egito
(Soleas et al, 1997). Foi apenas a partir no século XVIl que o vinho comegou a assumir suas
expressdes modernas, sendo utilizado enxofre no tratamento do barril a fim de melhorar a qualidade

do vinho e estender sua vida.
1.2 Vinho no Brasil

As primeiras videiras foram trazidas ao Brasil apenas em 1522, por Martim Afonso de Souza.
As mudas de Vitis vinifera foram plantadas na capitania de Sao Vicente, SP, mas o clima desfavoravel
impediu que a pratica seguisse adiante. O jovem Bras Cubas, no entanto, insistiu no cultivo de
videiras, transferindo as plantacGes do litoral para o planalto atlantico e, em 1551, consegue elaborar
0 primeiro vinho brasileiro. O vinho chegou ao sul do Brasil em 1626, com a chegada dos jesuitas a
regido das Missdes. E creditada ao Padre Rosque Gonzales de Santa Cruz a introdugdo das primeiras
videiras, que contou com a ajuda de indios na elaboracdo do vinho, elemento das celebragdes
religiosas. A partir dessa data, a fabricacdo do vinho ganhou for¢a até 1789, quando, percebendo o

1



avanco da pratica local, a corte portuguesa proibiu o cultivo da uva no pais como forma de proteger
sua propria producao, até que em 1808, com a transferéncia da coroa portuguesa para o Brasil a
pratica voltou a ser liberada. O grande salto na producdo nacional de vinhos ocorreu com a chegada
dos imigrantes italianos, em 1875, que trouxeram de sua terra natal o conhecimento técnico de
elaboracdo e a cultura do consumo, elevando a qualidade da bebida e conferindo importancia
econOmica a atividade. Em 1881 surgiu o mais antigo registro de elaboracdo no Vale dos Vinhedos,
RS (em < http://www.ibravin.org.br/historia-do-vinho-no-brasil. php> acessado em 19 de outubro de

2015.).

1.3 Legislacao brasileira

A legislacdo brasileira estabelece padrdes de identidade para garantir a qualidade do vinho.
O artigo 4° da portaria n2 259, de 31 de maio de 2010 do Ministério da Agricultura, Pecudria e
Abastecimento estabelece os limites maximos de contaminantes inorganicos que vinhos e derivados

da uva devem respeitar, estando esses citados a seguir:

| - arsénio, maximo de vinte centésimos de miligrama por litro;

Il - chumbo, maximo de trinta centésimos de miligrama por litro;

[l - cobre, maximo de um miligrama por litro;

IV - estanho, maximo de duzentos e cinquenta miligramas por litro;

V - ferro, maximo de quinze miligramas por litro;

VI - zinco, maximo de cinco miligramas por litro; e

V - no caso de vinho, conteddo total de metais, expresso em ferro, mdximo de vinte
miligramas por litro.

As tabelas a seguir apresentam os valores e parametros para a composi¢ao quimica do vinho
de acordo com as portarias n° 229, de 25 de outubro de 1988 e 259, de 31 de maio de 2010 (tabelas
1,2e3):

Tabela 3: Valores e parametros estabelecidos para a composi¢ao do vinho de acordo com a legislagao brasileira

Vinhos de ESPUMANTE Licoroso Composto
Mesa e Fino
Max Min Max Min Max Min Max Min
Acidez total (meq /L) 130,0 55,0 130,0 55,0 120,0 50,0 45,0
Acidez volatil (corrigida) (meq /L) 20,0 - 20,0 - 20,0 - 20,0
Sulfatos totais (g/L) 1,2 - 1,0 - 1,0 - 1,0
Anidrido sulfuroso total, em (g/L) 0,25 - 0,25 - 0,35 - 0,35
Cloretos totais. em cloreto de sddio (g/L) 0.20 - 0.20 - 0.20 - 0.20



Tabela 4: Valores e parametros para a composi¢do do vinho de acordo com a legislagdo brasileira

Alcool etilico, em graus GL, a 202C Pressdo a 20 °C, em atm para Cinzas, em g/I, para

Vinho de Mesa
Tinto

Rosado

Branco

Espumante
Champanha
Espumante Moscatel
Espumante Gaseificado
Frisante

Gaseificado

Leve

Licoroso

Composto

Max Min Max Min Max Min
14,0 8,6 1,0 - 1,5 -
14,0 8,6 1,0 - 1,0 -
14,0 8,6 1,0 - 1,0 -
13,0 10,0 - 3,5 - 1,0
10,0 7,0 - 4,0 - 1,0
12,5 10,0 3,0 1,6 - 1,0
14,0 7,0 2,0 1,1 - 1,0
14,0 7,0 3,9 2,1 - 1,0
8,5 7,0 * * - 1,0
18,0 14,0 * * * *
20,0 14,0 * * * *

Tabela 5: Teor de agucares totais permitido no vinho de acordo com a legislagao brasileira

Teor de agucares totais, em g/l de glicose:

Maximo Minimo
Vinho de Mesa
Seco 4,0 -
Demi-Sec 25,0 4,1
Suave - 25,1
Espumante
Nature 3,0 -
Extra-Brut 8,0 3,1
Brut 15,0 8,1
Seco 20,0 15,1
Demi-Sec 60,0 20,1
Doce - 60,1
Licoroso
Seco 20,0 -
Doce - 20,1
Composto
Seco 40,0 -
Demi-Sec 80,0 40,1
Doce - 80,1

A legislacdo brasileira estabelece definicdes de classes para o vinho de acordo com suas

caracteristicas, como mostrado a seguir:

Vinho de mesa: E o vinho com graduagdo alcodlica de 8,6 a 14% em volume, podendo conter

1 (uma) atmosfera de pressao a 20 °C.

Vinho Frisante- E o vinho com graduaco alcodlica de 7 a 14% em volume, com um contetdo

de anidrido carbonico de 1,1 até 2 atmosferas de pressdo a 20 °C., natural ou gaseificado.

Vinho Gaseificado: E o vinho resultante da introducdo de anidrido carbénico puro por

qualquer processo, devendo apresentar uma graduagdo alcodlica de 7 a 14% em volume e

uma pressao compreendida entre 2,1 e 3,9 atmosferas a 20 °C.



e Vinhos Espumantes Naturais: S3o os vinhos nos quais o anidrido carbodnico é resultante da
fermentacdo em recipientes fechados e com pressdo minima de 4 (quatro) atmosferas a 20
°C.

e Espumante ou Espumoso Natural (Champanha): E o vinho espumante no qual o anidrido
carbonico é resultante de uma segunda fermentacdo alcodlica do vinho na garrafa (método
champenoeise/tradicional) ou em grandes recipientes (método charmat) com uma pressio
minima de 4 (quatro) atmosferas a 20 °C. e uma graduacdo alcodlica de 10 a 13% em volume
a20°C.

e Moscato Espumante ou Moscatel Espumante: E o vinho espumante no qual o anidrido
carbbnico é resultante da fermentagdo em recipiente fechado do mosto ou mosto
conservado de uva Moscatel ou Moscato, com uma pressdo minima de 4 (quatro) atmosferas
a 20 °C. com graduacgdo alcodlica de 7 a 10% em volume e um remanescente minimo de
acucar natural de 20 gramas por litro.

e Vinho Licoroso: E o vinho com graduag3o alcodlica natural o adquirida de 14 a 18% em
volume sendo permitido uso de alcool etilico, mosto concentrado, caramelo, mistela simples,
agucar e caramelo de uva.

e Vinho Composto: E o vinho de graduagdo alcodlica de 14 a 20% em volume, obtido pela
adicdo ao vinho de macerados ou concentrados de plantas amargas ou aromaticas,
substancias de origem animal ou mineral, alcool etilico, agucar, caramelo e mistelas simples.
Devera conter no minimo 70% de vinho.

e Vinhos Finos: S3o os vinhos com graduacgao alcodlica de 8,6 a 14% em volume, proveniente
exclusivamente de variedades “Vitis Vinifera”, pertencentes ao grupo | (Viniferas Nobres) da
tabela de precos minimos da CONAB, elaborados mediante processos tecnoldgicos
adequados que assegurem a qualidade de suas caracteristicas sensoriais dos grupos.

e Vinhos Leves: Sdo os vinhos com graduacdo alcodlica de 7 a 8,5% em volume, obtido
exclusivamente pela fermentagdo dos acglcares naturais da uva, produzido durante a
vindima, na regido produtora, podendo ser de Viniferas ou de Americanas ou hibridas, desde

gue identificadas na rotulagem.

Sendo o vinho dividido também nos tipos tinto, rosado ou rose e vinho branco, de acordo

com seu modo de producdo e uvas utilizadas.

Muitos sdo os beneficios proporcionados pelo vinho; entretanto essa bebida é pouco
difundida no Brasil em razdo do clima predominantemente tropical, com excec¢do do sul do Brasil,

onde o consumo é maior. O vinho de abacaxi, entretanto, possui um aroma muito pronunciado, o
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gue torna a bebida indicada para o consumo no verao, a temperatura relativamente baixa, de 12 °C a

14 °C, o que pode atrair consumidores do Brasil todo.

1.4 Vinho de frutas

Por ter sido feito ha milénios utilizando a uva, hoje em dia poucos sabem que é possivel
fermentar o suco de diversas frutas diferentes. Essa pratica € um pouco mais disseminada na Europa
e Austrdlia e, além de trazer beneficios a salde de quem consome moderadamente, é capaz de
impulsionar a economia, uma vez que pode utilizar as frutas que foram machucadas durante a pds-
colheita e que seriam jogadas fora, gerando desperdicios, e, assim, diminuir perdas econémicas. O
fermentado de frutas também garante a utilizagdo das sobras de eventuais superprodugdes,
evitando o apodrecimento, uma vez que um vinho devidamente armazenado pode manter-se

préprio para 0 consumo por anos.

Segundo a Portaria n2 229 de 25 de outubro de 1988, vinho é exclusivamente a bebida
resultante da fermentagdo alcodlica completa ou parcial da uva fresca, esmagada ou nao, ou do
mosto simples ou virgem, com um contetdo de alcool adquirido minimo de 7% e maximo 14% (V/V a
20 °C). Sendo a palavra vinho derivada de vitis (videira em latim), esta é usada para designar apenas
o fermentado de uva. Os fermentados das outras frutas devem, portanto, vir denominadas pelo
nome da matéria prima utilizada, como vinho de laranja, vinho de jabuticaba, vinho de abacaxi, etc.
Algumas bebidas fermentadas inclusive tém nome préprio, como o fermentado de maca, que se

chama Cidre ou Sidra, e o fermentado de arroz, que se chama Saqué.

Assim como a uva, outras frutas também possuem aglcar e podem passar pelo processo de
fermentacdo, dando origem a bebidas alcodlicas denominadas de fermentados de frutas. O
fermentado de fruta, segundo o Instituto Brasileiro do Vinho (IBRAVIN), no documento “Nem tudo
gue fermenta vira Vinho”, publicado no site oficial do IBRAVIN em 2012, é a bebida com graduacdo
alcodlica de 4% a 14% em volume, obtida pela fermentacdo alcodlica do mosto de fruta s3, fresca e
madura de uma Unica espécie, do respectivo suco integral ou concentrado, ou polpa, que podera

nestes casos, ser adicionado de 4gua.

Segundo Corazza e colaboradores (2001), com qualquer fruta que contenha niveis razoaveis
de aclcar é possivel de se produzir um bom vinho, com sabores caracteristicos de cada fruta. A
literatura cita a producdo de vinho a partir de frutas como amora (AMERINE; BERG; CRUESS, 1972),

abacaxi (Alian e Mussenge, 1976; Maldonado et al, 1975, Ayogu, 1999; Chanprasartsuk et al., 2010;



Pino and Queris, 2010), manga (Onkarayya et al, 1984), kiwi (WITH; LODGE, 1982; Towantakavanit et
al., 2011), meldo (BENK, 1987), maracuja (Benk, 1987), maca (Fan et al., 2006; Wang et al., 2004),
mirtilo (Stull et al., 2010; Basu et al., 2010; Johnson et al., 2011; Johnson et al., 2012; Li et al.,
2011), cereja (Sun et al., 2011), péssego (Davidovic et al., 2013), framboesa (Hager et al., 2008;
Lim et al., 2012) coco, cupuagu, jabuticaba, gabiroba (Duarte et al., 2010a), banana (Akubor et al.,
2003), goiaba (Sevda, 2011), jaca (Jagtap et al, 2011), laranja (Selli, 2007), mamé&o (Lee et al.,
2011a; Lee et al., 2011b) e cactos (Steinkraus, 1996). Muitas dessas bebidas sdo produzidas em

pequena escala usando métodos basicos e tradicionais (Rainieri et al, 2000).

1.5 Abacaxi

O abacaxi (Ananas comosus L.) é uma das frutas subtropicais mais apreciadas e consumidas
em todo o mundo. Desenvolve-se a partir de uma infrutescéncia produzida pela planta de mesmo
nome, caracterizada como uma planta monocotiledonea da familia das bromelidceas, subfamilia
Bromelioideae. O Brasil € um dos principais produtores, e seu consumo é feito principalmente in
natura, sendo seu aproveitamento industrial muito fraco. E uma fruta cujas caracteristicas sensoriais
sdo muito caracteristicas e agraddveis. Possui elevadas concentra¢bes de agUcares, a maioria
fermentesciveis, acidez e forte aroma (Paull et al, 2003), além de nutrientes suficientes (incluindo
nitrogénio) para o crescimento de leveduras e fermentacdo, dando caracteristicas agraddveis ao
fermentado (Ruengrongpanya, 1996; Ayogu, 1999). A assimilagdo de nitrogénio contribui para a
producdo dos principais metabdlitos resultantes da fermentagao, que influencia o aroma e sabor do
vinho (Thepkaew et al, 2013). Além disso, o suco pode ser facilmente extraido, rendendo mais de
55% de suco por peso de fruta (Salvi e Rajput, 1995), que pode ser facilmente filtrado e
descontaminado. O abacaxi é uma fruta cujo aroma atrativo e seu refrescante balango entre dogura
e acidez o fazem ter um grande potencial para producdo de vinho de frutas, fornecendo uma
alternativa com grandes valores nutricionais ao seu consumo. O vinho de abacaxi ja tem producdo

comercial no Havai, Japdo e Tailandia (Chanprasartsuk et al, 2010).

Silva e colegas, em 2010, utilizaram abacaxi para elaboracdo de vinhos e avaliaram a
composigdo fisico-quimica do produto final. Obtiveram um rendimento de 60% de fermentado em
relacdo ao suco inicial e uma acidez com valores em torno de 87,09 mEg/L, estando dentro do que
estabelece a legislacdo brasileira para vinho branco seco que é de no minimo 55,0 mEg/L e maximo
de 130,0 mEqg/L. Valores dentro deste mesmo padrdo também foram encontrados por Muniz et al

(2002), Santos et al (2005) e Caldas (2006). O teor alcodlico ficou em torno de 13% e o valor de



aclcares totais obtidos foi de 3,0 g/L, o que, de acordo com a legislacdo brasileira, enquadra-se como
vinho branco de mesa seco. A andlise sensorial revelou uma aceitabilidade em torno de 68,5%

(homens) e 64,5% (mulheres), o que é considerada uma boa aceitabilidade.

Araljo e colegas (2009) analisaram diversas caracteristicas quimicas do fermentado de
abacaxi e apontaram semelhancas na composicdao em relacdo aos vinhos de uvas, principalmente
com as dos vinhos brancos. Neste estudo, os teores médios de alcodis superiores foram de 76,4 + 2,4
mg.L™ para o n-propanol; 98,5 + 2,0 mg.L™" para o isobutanol e 229,1 + 2,4 mg.L™ para os alcodis
amilicos, estando os dois Ultimos dentro da média encontrada nos vinhos de uva (respectivamente
12-174 mg.L™" e 55-384 mg.L™) e o alcool n-propilico acima do valor estabelecido (6-63 mg.L™) (LEE;
COOLEY, 1981; RIZZON, 1987; SHINOHARA; WATANABE, 1976; SIMPSON, 1979). As concentragdes
dos alcodis superiores totais (404,0 + 9,6 mg.L’l) incluiram-se na faixa em que estes alcodis

favorecem o aroma de vinhos de uvas.

Os valores médios encontrados para acetato de etila, acetaldeido, metanol e fendis
(respectivamente 71,2; 48,1; 20,1; e 432,4 mg.L'l) estdo de acordo com os valores médios
apresentados na literatura para vinhos brancos (respectivamente 26,9-173,2 mg.L™", 13-108 mg.L™,
18,9-40,5 mg.L'l, 151-455 mg.L'1 E.A.G.) (Rizzon, 1987; Nykanen, 1986; Gnekow e Ough, 1976;
Kramling e Singleton, 1969; Ohkubo, 1984). O acetato de etila também se encontrava na faixa
estabelecida para vinhos tintos (49,7-208,1 mg.L'l). Segundo a literatura (AMERINE; BERG; CRUESS,
1972; RIZZON, 1987), valores acima de 200 mg.L'1 para acetato de etila sdo capazes de deteriorar o
aroma dos vinhos. Alian et al, 1976 estabeleceu o valor 100 mg.L™* como limite inferior para
acetaldeido capaz de ser percebido olfativamente, e o vinho de abacaxi apresentou um valor abaixo
desse limite. Os teores de metanol foram inferiores aos estabelecidos para vinhos tintos (61,3-155,6
mg.L-1). Os valores de pH, acidez total (g ac citrico.L™"), acidez volatil (g c citrico.L™), 4cidos citrico,
malico, oxalico e succinico (mg.L™"), acticares redutores (g glicose.L™), etanol (°GL) e glicerol (g.L"1)
foram de, respectivamente, 3,68; 4,77; 0,42; 4125; 1982; 676; 1322; 0,31; 11,2; e 6,9. O Indice de
Aceitabilidade (I.A.) foi de 73,3%, indicando a aceitagdo desses vinhos, ja que atingiram |.A. maiores

que 70% (TEIXEIRA; MEINERT; BARBETTA, 1987).

No vinho de abacaxi produzido por Pino e Queris em 2010, foi encontrado um total de 18
compostos volateis, nos quais a maioria ésteres (13 compostos), quatro alcoois e um acido (Tabela
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Tabela 6: Compostos volateis identificados por Pino e Queris (2010) no vinho de abacaxi

Composto Concentragdo (ug/L) Limiar de detecgdo (pug/L)

Acido acético 1,4 +0,09 2000
Acetato de etila 38,3+1,7 5
Isobutanol 6,3+0,3 400
3-Metil-1-butanol 21,5+1,4 280
2-Metil-1-butanol 7,8+0,4 300
Etil 2-metilpropanoato 0,6 £0,03 0,1
3-Metil-1-butil acetato 0,6 + 0,04 30
Exanoato de etila 6,9+0,4 14
Benzoato de metila 0,9+0,05 10
2-feniletanol 0,6 £ 0,04 140
Metil 2-metilheptanoato 10,9+0,4 nd
Benzoato de etila 0,9+ 0,06 60
Succinato de dietilo 0,7 +0,04 70
Octanoato de etila 97,4+5,1 5
Fenilacetato de etila 0,5+0,03 650
Acetato de 2-feniletila 0,4+0,02 480
Etil 9-decenoato 7,6+0,5 nd
Decanoato de etila 17,9+0,09 200

Este estudo mostrou que trés dos 18 compostos identificados estavam acima da
concentragao limiar de detecgdo aromatica (OAV). Dois dos ésteres predominantes apresentam um
aroma frutado, doce e refrescante (octanoato de etila e acetato de etila) (Burdock, 2009). Embora os
alcodis e o acido acético estivessem presentes em altas concentragdes, nao foi atribuida a eles
nenhuma contribuicdo no aroma. Muitos dos compostos detectados contribuem para o carater
frutado do vinho abacaxi, como por exemplo o hexanoato de etila, que tem um poderoso odor
frutado de banana (Burdock, 2009). Os valores de pH, extratos residuais (g.L™), acidez total (g ac
citrico/L), acidez volatil (g ac acético/L), etanol (°GL), compostos fendlicos (mg ac gélico /L) e cinzas

estiveram em torno de 3,52; 12,9; 4,12; 0,82; 10,8; 108,0; e 0,90, respectivamente.

Todos os estudos utilizaram a levedura Saccharomyces cerevisiae na fermentacdo. Outras
leveduras melhor adaptadas ao ambiente proporcionado pelo abacaxi poderiam fornecer
resultados melhores. Di Cagno, em 2009, em um estudo que visava descobrir quais leveduras
eram encontradas no abacaxi, encontrou apenas Pichia guilliermondii enquanto que
Chanprasartsuk e colegas em 2010 encontraram Hanseniaspora uvarum e Pichia guilliermondii no
suco de abacaxi fermentado e constataram que P. guilliermondii é a levedura que inicia a

fermentacdo. Nenhuma espécie de Saccharomyces foi encontrada.



1.6 Beneficios do abacaxi e da fermentacio

Em relacdo a saude, o consumo de vinho também pode trazer beneficios. Em 1974, Klatsky e
colaboradores constataram que consumidores moderados de dlcool sofrem o primeiro infarto do
miocardio (IM), e doenca arterial coronariana (DAC) mais tardiamente e em menos quantidade em
relacdo aos abstémios. Essa pesquisa foi corroborada através de varios outros estudos durante os
anos 1990, em que uma coletanea notavelmente consistente de dados epidemioldgicos apontou
uma reduc¢do da incidéncia de mortalidade e morbidade por DAC entre aqueles que consomem
alcool com moderagdo em comparagdo com os abstémios (Goldberg et al, 1995; Kannel et al, 1996;
Criqui et al, 1996; Rimm et al, 1991; Klatsky et al, 1992; Gronbaek et al, 1994; Doll et al, 1994; Fuchs
et al, 1995). Esta reducdo foi demonstrada para morte, infarto do miocardio e hospitalizagdo por
DAC, em todas as popula¢des estudadas, de ambos os sexos, e em todas as idades. Esta protec¢do
parece ser devida em grande medida, se ndo exclusivamente, ao etanol presente nessas bebidas.
Uma das razdes é a capacidade do alcool de aumentar a concentra¢do de colesterol de lipoproteina
de alta densidade (HDLC), um fator de risco negativo bem conhecido para DAC (Suh et al, 1992;
Gaziano et al, 1993). Outro mecanismo que pode desempenhar um papel benéfico importante é a
capacidade do alcool de inibir ou reduzir a agregacdo de plaquetas e a coagulagdo do sangue
(Renaud et al, 1992; Ridker et al, 1994; Rubin et al, 1994), além de alterar o metabolismo de
eicosandides levando a uma redugdo da sintese de tromboxano, juntamente com o aumento da
sintese da prostaciclina vasodilatadora (Dunn et al, 1981; Fenn et al, 1982; Mikhailidis et al, 1983;

Galli et al, 1983; Landolfi et al, 1984; Rand et al, 1988; Veenstra et al, 1990).

Evidéncias de que o vinho confere beneficios adicionais, devido ao seu conteddo de
polifendis, especialmente flavondides que, em experimentos in vitro e em cultura de células,
mostraram-se potentes inibidores de agregacdo de plaquetas, além de atuarem na sintese dos
eicosandides e na protec¢do contra o cancer e outras doengas cronicas e inflamatdrias, bem como na
DAC (Steinmetz et al, 1991; Hertog et al, 1993; Hubbard et al, 1994; Willet, 1994) e nas reag¢des de
oxidacdo biolégicas, eliminando os radicais livres e extinguindo espécies reativas de oxigénio,
atuando como antioxidantes (Soleas et al, 1997; Torel et al, 1986; Bors et al, 1987; Slater et al, 1986;
Afanas’ev et al, 1989; De Whalley et al, 1990; Mangiapane et al, 1992). Os flavondides sdo compostos
fendlicos que atuam como potentes antioxidantes e quelantes de metal. Eles tém a capacidade de
sequestrar e, assim, reduzir a atividade de inducdo de metais oxidantes, tais como ferro e cobre. Os
flavondides interferem nas infec¢Oes virais, bacterianas, flungicas, e alimentacdo de animais,

reproducdo, crescimento, e desenvolvimento (Denno, 2012).



Um desses compostos, a catequina, também presente no abacaxi (Li et al, 2014), promove a
producado de 6xido nitrico pelo endotélio vascular, inibe a sintese de tromboxano em plaquetas e de
leucotrienos em neutroéfilos, modula a sintese e secrecdo de lipoproteinas e para o crescimento do

tumor, assim como inibe a carcinogénese em diferentes modelos experimentais (Soleas et ai, 1997).

O abacaxi em si também possui propriedades benéficas para a saude. E usada como planta
medicinal em varias culturas nativas (Mondal et al, 2011). Os polissacarideos presentes nas paredes
celulares atuam como imunomoduladores, estimulam o crescimento da flora microbiana
gastrointestinal e atuam na prevengdo de doencas cardiovasculares (Mudgil et al, 2013). Wang e
colegas, em 2015, comprovaram a atividade antiproliferativa de polissacarideos de abacaxi
(pineapple polysaccharides ou PAPs) em linhagens celulares de carcinoma de mama. Essa inibi¢do no
desenvolvimento tumoral pode ser devido a varios mecanismos de a¢do, como a indugdo de
apoptose de células tumorais, a regulacdo do sistema imunoldgico contra o tumor e inibicdo de
metastases (Wang et al, 2015). Determinados polissacarideos, tais como as pectinas, tém sido
descritos como sendo capazes de ligar-se a receptores especificos nas células cancerosas e inibir a
progressdo de células tumorais ou metdstases (Maxwell et al, 2012). E possivel que os PAPs inibam a
proliferacdo de células cancerosas através de tal mecanismo. Nesse mesmo estudo, Wang também

constatou a agdo antioxidante dos PAPs de maneira dose-dependente.

Outros compostos do abacaxi também contribuem para sua importancia na saude humana.
Bromelaina é o nome dado ao extrato de plantas da familia Bromeliaceae contendo enzimas
proteoliticas, fostase, glicosidase, peroxidase e celulase. Estudos in vitro e in vivo demonstram que a
bromelaina apresenta vdrios fibrinoliticos, antiedematosos, antitrombdticos e atividades
antiinflamatérias. E usada no tratamento de angina, bronquite, sinusite, trauma cirurgico,
tromboflebite, desbridamento de feridas (Livio et al, 1978; Neubauer, 1961) e para aumentar a
absorc¢do de drogas, em particular antibidticos (Renzini et al, 1972; Maurer, 2001). Também alivia a
osteoartrite, diarréia, varias desordens cardiovasculares, artrite reumatdide, colite ulcerosa,
inflamacgdo do cdlon, dor e asma crénica (Secor et ai, 2005; Onken et ai, 2008). A bromelaina também
possui algumas atividades anticancerigenas e promove a morte celular por apoptose. E considerada
como um complemento alimentar e esta disponivel gratuitamente para o publico em geral em lojas
de produtos naturais e farmacias nos EUA e na Europa [Ley et al, 2011]. Existem evidéncias de que a
bromelaina pode ser uma candidata promissora para o desenvolvimento de futuras terapias de
enzimas orais para pacientes oncolégicos [Chobotova et al, 2010]. A Bromelaina é absorvida nos
intestinos humanos, sem degradacdo e sem perder a sua atividade bioldgica [Chobotova et al, 2010;

Castell et al, 1997].
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1.7 Leveduras e Processos de Fermentacao

1.7.1 Leveduras

As leveduras sdo microrganismos unicelulares eucariotos, que podem ser ovais, redondas,
cilindricas, triangulares, apiculares e ogivas. Algumas sdo capazes de desenvolver caracteristicas
multicelulares através da formacdo de pseudohifas. Geralmente possuem entre 2 a 10 um (esféricas)
e de 20 a 30 um (cilindricas) (McGraw-Hill, 1997) Pertencentes ao reino Fungi, hoje sdo conhecidas
em torno de 1500 espécies (Kurtzman et al, 2006), distribuidas entre ascomicetos e basidiomicetos.
Reproduzem-se assexuadamente por brotamento ou fissdao ou sexuadamente através da formacgao
de esporos. Podem ser encontradas em qualquer ambiente que oferecer alguma fonte de
carboidrato, e atualmente possuem diversas fungdes na industria: usados na fabricagao de vinho e
cerveja, pao e bolos, na biorremediagdo, na produgdo de etanol industrial e biodiesel, atuam como
probidticos, aditivos e flavorizantes de comida, possuem importante papel na pesquisa cientifica e
aplicagdes meédicas, produzindo diversas enzimas e outras moléculas importantes através de

engenharia genética.

1.7.2 Leveduras e a fermentacao alcoodlica

O sabor, aroma, textura e turbidez finais do processo de vinificagdo sao resultado de uma
complexa interacdo de diversos fatores (Soleas et al, 1997). A fruta utilizada e seu estado de
conservagao proporcionam a base do sabor do vinho, mas o microrganismo empregado possui a
capacidade de modificar certas propriedades quimicas, fornecendo sutilezas e individualidades aos
vinhos. Esses microrganismos sdo naturalmente encontrados nas frutas e a fermentacdo pode
ocorrer de maneira espontanea. Este método, entretanto, ndo é o recomendado, pois ha muitas
leveduras e bactérias que produzem compostos secundarios indesejaveis, como sulfeto de
hidrogénio e outros compostos volateis de enxofre, vérios ésteres e fendis volateis, tornando o vinho
pouco ou nada atrativo (Esteve-Zarzozo et. al., 2000). Uma alternativa é selecionar cepas de
leveduras starter capazes de fermentar o mosto a vinho sem a produgado de compostos indesejaveis.
A utilizacdo de culturas starter também possibilita a reprodutibilidade e a previsibilidade da
qualidade dos vinhos.

As leveduras do género Hanseniaspora (Kloeckera) geralmente comecam a fermentacdo
natural do suco de uva (Rainieri et al, 2000). No entanto, essas leveduras ndo sdo tolerantes a etanol,

e morrem quando a concentragdo alcodlica atinge de 3 a 4%, quando a espécie Saccharomyces
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cerevisiae comeca a predominar (Fleet, 1993;. Mortimer et al, 1994). Existem, no entanto, varias
outras leveduras que podem estar presentes durante a fermentacao, como Torulaspora delbrueckii,
Zygosaccharomyces bailii e algumas Schizosaccharomyces spp. Saccharomycodes ludwigii,
Metschnikowia pulcherrima e Brettanomyces spp. (Fleet, 1993; Henschke, 1997).

Durante a fermentacdo, as condi¢des criadas contribuem para a pressdo seletiva, e os
microrganismos que ndo se adaptarem sdo inibidos. Ja ao final da fermentacdo, quando os nutrientes
se esgotam e a concentracdo de etanol estd elevada, as espécies que haviam resistido acabam
morrendo também (Henschke, 1997).

S. cerevisiae desempenha o papel principal na fermentagdo espontanea de suco de uva. No
entanto, essas leveduras nao estdo necessariamente presentes em grandes quantidades nas uvas. A
predominancia de S. cerevisiae no vinho é uma consequéncia das condi¢cdes, especialmente a alta
concentracdo de etanol, que inibem outras espécies microbianas mais severamente (Rainieri et al,

2000).

Por ser a espécie mais tolerante a etanol, Saccharomyces cerevisiae geralmente é utilizada
como starter. Zambonelli (1998) dividiu as caracteristicas enoldgicas de S. cerevisiae em dois grupos:

tecnolégicas e qualitativas, descritas nas tabelas 5 e 6:

Tabela 7: Caracteristicas tecnoldgicas importantes na sele¢do de cepas fermentadoras:

Tolerancia a etanol
Vigor fermentativo
Resisténcia a SO,
Tipos de crescimento em meio liquido:
e  Células dispersas
e  (Células agregadas
e  Floculagdao
e Formagdo de espuma
e Formacdo de pelicula
e Velocidade de sedimentacdo
Crescimento em altas e baixas temperaturas

Presenca de fatores killer

Fonte: S. RAINIERI, I.S. PRETORIUS (2000), Selection and improvement of wine yeasts

12



Tabela 8: Caracteristicas qualitativas importantes na selecdao de cepas fermentadoras:

Subprodutos da fermentacao:
e Glicerol
. Acido succinico
e Acido acético
e Acetaldeido
e n-Propanol
e Isobutanol
e Alcool isoamilico
o [-feniletanol
Produgdo de compostos sulfuricos:
e H,S
. SO,
Agao no acido madlico:

e Atividade enzimdtica

B-glucosidase
e Esterase
e  Enzimas proteoliticas

Autdlise

Fonte: S. RAINIERI, I.S. PRETORIUS (2000), Selection and improvement of wine yeasts

Uma disponibilidade natural de S. cerevisiae que possua uma combinacdo ideal de
caracteristicas tecnoldgicas e qualitativas é altamente improvavel. Além disso, cepas de S. cerevisiae
geralmente produzem vinhos com um perfil aromatico simples. Leveduras de outras espécies tém
sido utilizadas como starter, para atribuir certas caracteristicas organolépticas que ndo seriam
possiveis utilizando apenas S. cerevisiae, sendo esta introduzida apds a morte da cultura primaria
para finalizar a fermentacdo. Varios estudos tém demonstrado que algumas espécies de leveduras
pertencentes aos géneros Candida, Kloeckera ou Hanseniaspora podem influenciar positivamente o
carater global do vinho, principalmente através das propriedades aromaticas produzidas, fornecendo
perfis complexos e novos sabores aos vinhos (Fleet, 1993; Romano, 1997).

Sdo os metabdlitos secundarios produzidos pelas leveduras durante o processo de
fermentacdo que fornecem as individualidades de cada vinho, pois estes contribuem para as
caracteristicas organolépticas que diferem um vinho do outro. Leveduras ndo-Saccharomyces
geralmente produzem altas concentracGes de ésteres, alcoois superiores, aldeidos e glicerol;

compostos que desempenham um papel importante na determina¢do do perfil sensorial do vinho
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(Rainieri et al, 2000). Por exemplo, cepas pertencentes as espécies Candida stellata e Kloeckera
apiculata foram apontadas como boas produtoras de glicerol; cepas pertencentes a espécie Candida
colliculosa produzem altas concentra¢des de acetaldeido e de n-propanol (Heard, 1988). Soden et al.
(2000) observaram um aumento da concentracdo de glicerol, acido acético e acetato de etila em
vinhos obtidos por fermentacdao com C. stellata. O produto de C. stellata mostrou um aroma mais
intenso de mel, damasco, chucrute e acetato de etila, e uma diminuicdo de aroma de limao, banana
e de flores em comparacao ao produto atribuido a cepa S. cerevisiae.

As contribuigGes individuais e conjuntas dos compostos presentes nos vinhos determinam as
caracteristicas organolépticas do produto final. Os compostos fendlicos, principalmente os
flavonodides, por exemplo, sdo responsaveis pela amargura e adstringéncia dos vinhos, (ARNOLD;
NOBLE, SINGLETON, 1980), enquanto que os compostos volateis secundarios contribuem na
qualidade do aroma (NYKANEN, 1986) e o glicerol para a viscosidade, dogura e corpo dos vinhos
(LAGE et al., 1989; NOBLE; BURSICK, 1984).

O uso de leveduras ndo-Saccharomyces juntamente com as Saccharomyces pode melhorar a
qualidade do vinho e diversificar o sabor e aroma. (Garavaglia et al, 2015) Esse processo ja é feito no
mundo todo, e diversas leveduras consideradas “ideais” ja foram isoladas e sdao hoje comercializadas
para a fermentacdao do mosto de uva, sendo pouco ou nada avaliadas para outras frutas.

Devido as diferencas na composicdo das frutas, as leveduras utilizadas devem ser adaptadas
a diferentes condig¢des, como, por exemplo, diferentes composi¢ces e concentracdes de aglcares e
pH. Assim sendo, é importante que para a fermentagdao do mosto das diferentes frutas a levedura
seja a mais adaptada as condi¢Ges a que elas serdo submetidas, sendo necessario o isolamento de

uma cepa considerada ideal para cada fruta.

1.7.3 Processo fermentativo

A fermentacdo alcodlica é o processo bioldgico na qual leveduras convertem acglcares em
energia para a célula, com a producdo de metabdlitos como etanol e didxido de carbono. Utiliza o
produto da glicdlise, o piruvato, na producdo do etanol em situagcOes anaerobidticas. Na presenca de
oxigénio, a levedura tem preferéncia pelo ciclo respiratério, entretanto na auséncia de O, ou em
altas concentracGes de glicose, mesmo em ambientes aerdbicos, as leveduras optam pela via
fermentativa (efeito Crabtree). Esta via tem como objetivo a regeneracio do NAD' e, para isso,
direciona o piruvato a descarboxilacdo pela piruvato descarboxilase com a participacdo de tiamina

formando acetaldeido e liberando CO,. Em seguida o acetaldeido é reduzido pela desidrogenase
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alcodlica gerando etanol e regenerando NAD®. Dessa forma, leveduras como a Saccharomyces
cerevisiae sao capazes de produzir dois moles de etanol, dois moles de gds carbonico e 2 ATP para

cada mol de glicose (Figura 1)

K O3 etanol
. Acido pirtivico H
Glicolise |
CsHya0g 2CHy~ € = COOH 2CHy- €= H
0 OH
2NADH
2ATP 2NADH, 2 2NAD

Figura 1: Esquema simplificado da fermentagdo alcoélica

Um vinho pode ser produzido através de fermentacdo espontanea ou inoculacdo de
fermento selecionado. As fermentages espontaneas sao aquelas realizadas de maneira natural,
através das leveduras presentes na casca da fruta. Nesse tipo de fermentagdo, ndo ha inoculagdo
externa, assim sendo, ela serd realizada por diversas espécies de leveduras diferentes, e ndo apenas
por uma Unica espécie, como o que acontece quando ha inoculagdo de leveduras fermentadoras
selecionadas. A vantagem desse tipo de fermentacdo é, ao final do processo, possuir um vinho de
carater Unico, embora também haja desvantagens como a possivel presenca de organismos

deteriorantes, prejudicando a qualidade do vinho.

Em vinhos de uva, geralmente o primeiro estagio da fermentacdo espontanea é realizada
predominantemente pela levedura apiculada Hanseniaspora uvarum e sua forma anamdrfica,
Kloeckera apiculata, juntamente com Candida, até o nivel de etanol chegar a 3-4%. A partir desse
momento, outras leveduras, como Cryptococcus, Kluyveromyces, Metschnikowia e Pichia passam a
prevalecer no processo (JIMENEZ-CLEMENTE, et. al., 2004; ROSINI, G., FEDERICI e MARTINI, 1982;
PARISH, CARROL, 1985). O estagio final da fermentacdo espontanea é sempre dominado pelo grupo
de leveduras alcool-tolerantes Saccharomyces sensu stricto. Este grupo consiste de quatro espécies:
Saccharomyces bayanus, Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces paradoxus e Saccharomyces
pastorianus. As vezes, outras leveduras ndo-Saccharomyces também estdo presentes no final da
fermentagcdo, como Bretanomyces,Schizosaccharomyces, Torulaspora e Zygosaccharomyces

(REDZEPOVIC et. al., 2002).

A combinac¢do de leveduras que atuarem no processo fermentativo determinara a qualidade
do vinho, pois cada uma pode produzir metabdlitos favoraveis ou desfavoraveis, em altas ou
pequenas concentracdes. Por exemplo, algumas leveduras sdo capazes de realizar fermentagao
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gliceropirtvica antes da alcodlica, quando as quantidades de piruvato descarboxilase e alcool
desidrogenase ainda s3o limitadas. Nessa via, o NADH é reoxidado a NAD" através da conversdo de
di-hidroxiacetona fosfato em glicerol-3-fosfato, o qual é desfosforilado gerando glicerol, enquanto
que parte do piruvato reage com o acetaldeido ativo ligado ao pirofosfato de tiamina gerando acido
a-acetolatico, que pode ser transformado em diacetil, acetoina e 2,3-butanediol, compostos que
atribuem aroma amanteigado ao vinho (Spadari, 2014). O glicerol é o sub-produto mais
abundante da fermentacdo do vinho depois do etanol e do didxido de Carbono. Esse polidlcool
nao contribui diretamente no aroma do vinho, pois ndo é volatil, mas contribui na dogura,
corpuléncia e suavidade (Swiegers, et al, 2005). Tipicamente, os niveis de glicerol variam de 1 a 15
g.L'1 (Taherzadeh et al, 2002). Noble e Bursik (1984) verificaram que o sabor do glicerol é percebido

em vinhos quando a sua concentracgdo é superiora 5,2 g.L™".

As leveduras podem também produzir acido acético a partir de acetil-CoA (VERDHUYN et al.,
1990) ou a partir da oxidacdo do acetaldeido (Spadari, 2014.). O acido acético é o principal
componente da acidez volatil. Altas concentragdes de 4cido acético fornecem um sabor pronunciado
de vinagre (Siebert et al, 2005). As concentragdes de acido acético nos vinhos geralmente giram em
torno de 0,5 g.L'1 e devem estar abaixo de 0,8 g.L'1 (Ribeiro et al, 2014). O acetaldeido é um dos
compostos carbonilicos mais comuns nos vinhos, com concentragdes que variam de 13 a 30 mg.L™
(Reddy et al, 2005). Alguns aldeidos contribuem para aromas descritos como “ma¢a machucada” e
“noz”, mas também podem indicar oxidagdao do vinho (Swiegers et al, 2005). Depois do etanol, os
acidos organicos sdo as substancias que mais contribuem para o sabor dos vinhos. A acidez destas
bebidas procede tanto do mosto quanto da fermentacdo alcodlica, de modo que o pH final situa-se

normalmente entre 2,0 e 4,0. Valores de pH acima de 4,0 tornam os vinhos sujeitos a altera¢des

microbioldgicas e de cor.

Ja os alcodis superiores e seus ésteres sdo subprodutos derivados do catabolismo de
aminoacidos e anabolismo de carboidratos realizados pelas leveduras a fim de produzir
aminodcidos, bases nitrogenadas e outras moléculas que contenham nitrogénio (COPPOLA,
1982). Nas concentracdes entre 140 a 420 mg.L™, os alcodis superiores contribuem favoravelmente
a qualidade sensorial, entretanto valores acima desse limite podem tornar o aroma “asfixiante”
(Bertrand, 1981; Zoecklein et al., 1989). De maneira geral, os alcodis superiores apresentam
aromas desagradaveis definidos como solvente (dlcool isoamilico) ou repolho cozido (metionol). A
excecdo é o feniletanol, que contribui com aroma de rosas. No entanto, quando acetilados, sdo

capazes de fornecer aromas agradaveis como o acetato de isoamila (banana) ou acetato de feniletila
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(rosas) (Spadari, 2014). Os ésteres etilicos de acidos graxos de cadeia média fornecem aromas de
flores e frutas. Os ésteres sao em geral hidrolizados durante o envelhecimento em garrafa, sendo

caracteristicos de vinhos jovens (Spadari, 2014).

Outros subprodutos que algumas leveduras podem produzir durante a fermentacao alcodlica
sdo o gas sulfidrico (H,S), produto do metabolismo de compostos inorganicos e cisteina que fornece
um aroma desagradavel ao vinho (Pretorius, 2000; Mendes-Ferreira et al., 2010); B-glicosidases que
aumentam a intensidade de aromas varietais (Hernandez, 1995; Fia et al., 2005); monoterpenos,
como geraniol, linalol, citronelol e a-terpineol capazes de alterar caracteristicas organolépticas dos
vinhos; fendis volateis a partir da degradagdo de dacidos hidroxicinamico, cumarico e ferulico
presentes nos mostos, que, dependendo da concentracdo, podem imprimir caracteristicas
desejaveis ou indesejaveis nos vinhos, entre outros inimeros compostos secundarios capazes de
contribuir na qualidade do produto final. O teor médio de metanol pode estar relacionado ao
conteudo de pectina presente no mosto (San Miguel, 1982 e Nykanen, 1986). O acido succinico

geralmente fornece um sabor salgado e amargo.
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2. JUSTIFICATIVA

Este estudo visa o desenvolvimento de um novo produto biotecnolégico utilizando
substratos e matérias primas 100% nacionais, impulsionando os conhecimentos em relacdo a pratica
vinicola e incentivando a pesquisa brasileira nessa area, tornando possivel a obtencdo de know-how
suficiente para que futuramente o Brasil possa competir com os vinhos produzidos nos paises
europeus.

O abacaxi é uma fruta consumida quase que exclusivamente in natura, tendo seu
aproveitamento industrial muito limitado. A elabora¢do de um vinho de abacaxi seria capaz de
impulsionar a economia, uma vez que pode utilizar as frutas que foram machucadas durante a pds-
colheita e que seriam jogadas fora, gerando desperdicios, e, assim, diminuir perdas econémicas. O
fermentado de frutas também garante a utilizacdo das sobras de eventuais superprodugdes,
evitando o apodrecimento, uma vez que um vinho devidamente armazenado pode manter-se
préprio para 0 consumo por anos.

Além disso, os produtos secundarios da fermentagdo alcodlica trazem indmeros beneficios a
saude humana. O vinho de uva pode apresentar certa adstringéncia e amargura, contribuindo para
gue muitas pessoas nao gostem dessa bebida. O clima no Brasil também nado favorece o consumo de
vinho tinto, pois é um pais de clima predominantemente tropical, com excec¢do do sul do Brasil, onde
o0 consumo é maior. O vinho de abacaxi, entretanto, possui um aroma muito pronunciado, o que
torna a bebida indicada para o consumo no verao, em temperatura relativamente baixa, de 12 °C a
14 °C, o que pode atrair consumidores do Brasil todo.

A elaboracdo do fermentado de abacaxi é quase que exclusivamente caseira. Assim sendo,
ndo ha uma padronizagdo quanto as melhores técnicas de producdo, sendo feito de maneira
semelhante a producdo do vinho da uva. Um estudo que leve em consideragdo as propriedades do
abacaxi poderia valorizar muito mais essa bebida, melhorando suas caracteristicas organolépticas e
tornando o produto final com uma aceitabilidade de proporg¢des consideraveis e talvez constituir um

mercado consumidor suficiente para produgdo em escala de comercializagdo.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Isolar e caracterizar uma cepa de levedura com uso potencial como starter na producdo de

fermentado de abacaxi.

3.2 Objetivos Especificos:

e Isolar leveduras a partir de diferentes fases da fermentagao espontanea do mosto de
abacaxi.

e Caracterizar os isolados fenotipicamente e confirmar a sua identificagdo através de
seqiienciamento do dominio D1/D2 da subunidade grande ribosomal 26S.

e Avaliar a tolerdncia dos isolados a altas concentracdes de glicose, etanol,
fermentacdo de glicose e produgao de H,S e selecionar isolados com potencial uso
como starter na fermentacdo do suco de abacaxi

e Submeter o mosto de abacaxi a fermentacgao utilizando os isolados selecionados

e Avaliar o produto final em relagdo a caracteristicas quimicas e sensoriais.
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4. METODOLOGIA

4.1 Isolamento de leveduras

Um abacaxi da variedade Pérola foi obtido de um mercado local, lavado com 4gua e sabao,
descascado com faca previamente esterilizada, macerado utilizando cadinho e pistilo autoclavados e
o suco foi filtrado com gaze também estéril. Uma parte (35 mL) foi colocada em um tubo falcon de 50
mL com um pequeno furo na tampa, fechado e incubado a 28 °C para permitir fermentagdo
espontanea. Como durante a fermentagao os agucares sdao consumidos pelas leveduras e convertidos
em etanol, diéxido de outros metabdlitos, e ha liberagdo do CO,, o0 mosto perde massa e assim é
possivel monitorar o avango da fermentagdo. O tubo falcon foi pesado diariamente e cada
estabilizacdo no peso foi considerada uma fase.

Outra parte do suco (10 mL) foi adicionada a um tubo de ensaio e, a partir deste, foram
feitas cinco diluicdes em série com agua destilada estéril. Adicionou-se 1 mL do suco em um tubo
contendo 9 mL de dgua e, desta solugao, foi retirada 1 mL e adicionada a outro tubo também com 9
mL de dgua, e assim sucessivamente, até resultar nas concentracoes finais de 10", 107, 103, 10% e
10”. Uma aliquota de 100 pL de cada diluigdo foi colocada no centro de uma placa de Petri contendo
Agar YPG (1% de Extrato de Levedura, 1% de Peptona, 2% de glicose e 2% de Agar) suplementado
com 50 pg.mL™ de cloranfenicol e espalhada com auxilio de uma alca de Drigalski. Para cada
concentragao, este procedimento foi realizado em triplicata. As placas foram incubadas a 28 °C para
crescimento das coldnias.

As col6nias isoladas com caracteristicas macroscépicas e microscépicas de levedura foram
semeadas, através de esgotamento, em outra placa com Agar YPG suplementado com cloranfenicol e
incubadas a 28 °C durante 48 horas. Finalizada a fermentacdo espontanea e determinada a
guantidade de fases que possui a fermentacdo de abacaxi, um tubo para cada fase, cada um
contendo 35 mL de suco de abacaxi, foram submetidos a fermentacdo espontanea a 28 °C e, a cada

fase, o mesmo procedimento de isolamento descrito acima foi realizado.

4.2 Preparo do in6culo

Para cada experimento, os isolados foram plaqueados com auxilio de uma alga
microbioldgica estéril, por esgotamento, em placas de Petri contendo YPG 2% e incubadas a 28 °C

por 48 horas.
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4.3 Teste de exclusao por estresse

Foram realizados testes de exclusdo para selecionar os isolados que apresentam
caracteristicas enoldgicas de interesse e rejeitar os demais. As leveduras foram primeiramente
submetidas a testes de fermentacdo de glicose e, aquelas consideradas fermentadoras, foram
submetidas a testes de estresse em meios contendo altas concentracdes de etanol, glicose e através

da producdo de sulfeto de hidrogénio (H,S).

4.3.1 Testes da capacidade fermentativa de glicose

Para verificar a capacidade fermentativa de cada levedura, elas foram cultivadas conforme
descrito em 4.2 e, com auxilio de uma alga estéril, uma pequena quantidade de uma coldnia isolada
foi inoculada em um tubo de ensaio fechado com bucha contendo 5 mL de meio liquido MBF (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, 4, 7, 14 e 21 apds o indculo. Foram consideradas leituras
negativas quando ndo houvesse acimulo de gas no tubo de Durham, +1 quando somente 1/3 do
tudo de Drham estiver preenchido por gés, +2 quando o gés estiver presente em 2/3 do tubo e +3

qguando o tubo de Durham estiver completamente cheio de gds. O teste foi realizado em duplicata.

4.3.2 Teste de tolerancia a etanol

Para verificar tolerancia a etanol daqueles isolados que obtiveram um resultado positivo para
fermentacdo de glicose, estes foram primeiramente cultivados em meio YPG liquido a 28 °C durante
48 horas. Foram adicionados 600 pL de cada inéculo em um pogo de um carimbo replicador e,
utilizando a técnica de replica-plate, os isolados foram plaquados em placas de Petri contendo meio
Agar YPG suplementado com etanol nas concentragGes de 6% (v/v), 12% (v/v) e 18% (v/v). As placas
foram incubadas a 28 °C por 72 horas e lidas. As col6nias que tiveram um crescimento préximo, igual
ou superior ao controle (meio YPG 0% de etanol) nos meios 6% e 12% de etanol foram consideradas

tolerantes. O teste foi realizado em duplicata.
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4.3.3 Teste de tolerincia a altas concentragoes de glicose

Para verificar tolerancia a altas concentra¢des de glicose dos isolados que cresceram em
etanol, estes foram primeiramente cultivados em meio YPG liquido a 28 °C durante 48 horas. Foram
adicionados 600 plL de cada inéculo em um pogo de um carimbo replicador e, utilizando a técnica de
replica-plate, os isolados foram plaguados em placas de Petri contendo meio Agar YPG
suplementado com glicose nas concentracdes de 30%, 40% e 50%. As placas foram incubadas a 28 °C
por 72 horas e lidas. As col6nias que tiveram um crescimento préximo, igual ou superior ao controle

(meio YPG 2% de glicose) foram consideradas tolerantes.

4.3.4 Deteccio de producio de sulfeto de hidrogénio (H:S)

Para detectar a producdo de Sulfeto de Hidrogénio pelos isolados, estes foram cultivados em
meio YPG liquido a 28 °C durante 48 horas e 600 uL de cada inoculo foram colocados em um pogo de
um carimbo replicador e, utilizando a técnica de replica-plate, os isolados foram plaquados 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 amoénio, 0,1% de acetato de chumbo neutro e 2% de Agar) e incubados a 28 °C durante 10
dias. As colGnias que apresentaram uma coloracio de preto a marrom foram consideradas
produtoras de H,S e as que apresentaram uma coloragdo de branco a bege foram consideradas ndo

ou pouco produtoras. O teste foi realizado em duplicata.

4.4 Caracterizacio fenotipica das leveduras

Os isolados que toleraram altas concentragdes de glicose e etanol e produziram pouco ou
nada de H,S foram submetidos a testes de identificagdo fenotipica, como morfologia colonial e
celular, assimilacdo de diferentes fontes de carbono e nitrogénio, crescimento em diferentes
temperaturas, fermentacdo de diversos agucares e crescimento em meio liquido contendo 10% de

NaCl.

4.4.1 Testes morfoldgicos

As leveduras isoladas foram caracterizadas quanto suas caracteristicas coloniais e celulares.

Para caracterizagdo colonial, foram levados em conta os seguintes aspectos: cor, forma, margem,
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elevacao e superficie. Para caracterizacdo celular, foi feito observa¢cdao em microscépio utilizando a

técnica de lamina a fresco e considerados as seguintes caracteristicas: forma, tamanho e reproducao.

4.4.2 Testes bioquimicos

As leveduras isoladas foram submetidas a testes de crescimento em diferentes fontes de
carbono e de assimilacdo de fontes de nitrogénio, crescimento em diferentes temperaturas,

fermentacao de varios agucares e crescimento em meio liquido contendo 10% de NaCl.

4.4.2.1 Testes de assimilacdo de fontes de carbono

As leveduras selecionadas foram primeiramente cultivadas como descrito em 4.2 e, com
auxilio de uma al¢a microbioldgica, cada isolado foi inoculado em 3agua destilada por 24 horas de
modo que suas reservas de carbono se esgotassem. Em seguida foram inoculadas em placas de Petri
contendo 0,67% de meio Yeast Nitrogen Base (YNB) acrescentado de 2% de Agar Difco e 0,5 % da
fonte de carbono a ser testada (glicose, galactose, D- xilose, L-arabinose, D-arabinose, L-ramnose,
sacarose, maltose, trealose, inulina, amido soluvel, eritritol, D-glucitol, D-manitol, celobiose,
melibiose, lactose, M-inositol, DL-lactato, succinato, citrato, metanol, acetona, isopropanol, N-acetil
glicosamina, tween 80), exceto a rafinose, que continha 1% do agucar. Os isolados foram inoculados
utilizando-se um carimbo replicador (técnica de replica-plate). As placas foram deixadas em estufa a
28°C e lidas a cada 7 dias durante trés semanas. Os isolados foram classificados como positivo (+)
aqueles que cresceram, ou seja, sdo capazes de assimilar a fonte de carbono e como negativos os
gue ndo conseguiram crescer. Foi usado como controle negativo o meio YNB sem nenhuma fonte de
carbono e como controle positivo o0 meio YNB acrescido de 0,5% de glicose. O teste foi feito em

duplicata.

4.4.2.2 Testes de assimilagdo de fontes de nitrogénio

As leveduras foram cultivadas como descrito em 4.2 e, com auxilio de uma alca
microbioldgica, cada isolado foi inoculado em &agua destilada por 24 horas de modo que suas
reservas de nitrogénio se esgotassem. Em seguida foram inoculadas em placas de Petri contendo

1,17% de meio Yeast Carbon Base (YCB) acrescentado de 2% de Agar Difco e da fonte de nitrogénio a
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ser testada (0,078% de nitrato, 0,064% de etilamina, 0,056% de lisina e 0,078% de creatina). Os
isolados foram inoculados utilizando-se um carimbo replicador. As placas foram deixadas em estufa a
28°C e lidas a cada 7 dias durante trés semanas. Os isolados foram classificados como positivo (+)
aqueles que cresceram, ou seja, sdo capazes de assimilar a fonte de nitrogénio e como negativos os
gue ndo conseguiram crescer. Foi usado como controle negativo o meio YCB sem nenhuma fonte de
nitrogénio e como controle positivo o meio YCB acrescido de 0,5% de peptona. O teste foi feito em

duplicata.

4.4.2.3 Crescimento em diferentes temperaturas

Os isolados foram crescidos em meio liquido YPG por 48 horas, 600 uL de amostra foram
colocados em dois pogos do carimbo replicador cada, carimbados em placas contendo Agar YPG e
incubados em estufas a diferentes temperaturas durante 72 horas. Para verificar o efeito da
temperatura no crescimento foram empregados 25 °C, 30 °C, 37 °C e 45 °C. O aspecto das colonias a

cada temperatura foi anotado e comparado. O teste foi feito em duplicata.

4.4.2.4 Fermentacdo de vdrios aciticares

Os isolados foram cultivados conforme descrito em 4.2 e, utilizando uma alca microbioldgica,
uma pequena aliquota foi inoculada em tubos de ensaio de vidro fechados com bucha, contendo em
seu interior tubos de Durham invertidos e 5 mL de meio liquido MBF (0,75% peptona, 0,45% extrato
de levedura e 2% da fonte de carbono a ser testada). Os tubos foram colocados em estufa a 28 °C e
foram observados o crescimento das leveduras pela turvacdo dos meios e a fermentacdo pela
formacdo de gas no tubo de Durham. Foi atribuido um valor de 0 a 3 para a capacidade fermentativa
de cada levedura para cada fonte de carbono. O valor zero foi atribuido as amostras cujos tubos de
Durham ndo continham nenhum gds. O valor um foi atribuido aqueles cujos tubos de Durham
continham 1/3 de seu volume em gas, o valor 2 aqueles cujos tubos continham 2/3 de gas e
finalmente o valor trés foi atribuido as amostras cujos tubos de Durham estavam completamente
cheios de gas. As leituras foram realizadas nos dias 1, 2, 3, 4, 7, 10, 14 e 21 apds o indculo e as fontes
de carbono utilizadas foram galactose, maltose, rafinose, sacarose e lactose. O teste foi realizado em

duplicata.
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4.4.2.5 Crescimento em meio NaCl 10%

Os isolados foram incubados em meio NaCl 10% (YNB 0,67%, Glicose 5%, NaCl 10%, agar 2%)
durante trés dias. O crescimento foi verificado através da turvacdao do meio. Foi atribuido valores de
0,5 a 3 de acordo com o nivel de turvacdo, de acordo com a escala de Wickerham (Barnett et al,

2000). O teste foi realizado em duplicata.

4.5 Agrupamento dos isolados por fenétipo

Os resultados dos testes anteriores foram utilizados para classificar os isolados em grupos, de
acordo com suas caracteristicas fenotipicas, e apenas um representante de cada grupo foi

identificado molecularmente.

4.6 Identificacao molecular

4.6.1 Extracdao do DNA genomico das leveduras

Os isolados foram cultivados como descrito em 4.2, uma colonia inteira foi suspensa em 400
uL de tampao de lise (0,15 M de NaCl, 50 mM de Tris-HCl, 10 mM de EDTA, 2% de SDS, pH 8,0) em
tubos eppendorf, que foram vortexados até a solucdo ficar homogénea. Incubou-se em banho-maria
a 65 °C por 60 minutos e adicionou-se 200 uL de Acetato de Potdssioa 5 M e pH 4,8. Os tubos foram
vortexados durante 30 segundos e incubados em gelo por 30 minutos. Em seguida, os tubos foram
centrifugados a 14.000 rpm por 5 minutos e o sobrenadante foi passado a outro tubo eppendorf, que
foi novamente centrifugado a 14.000 rpm por 5 minutos e o sobrenadante transferido a um novo
tubo. Foi adicionado a estes 1,0 mL de isopropanol a -20 °C e os tubos foram manualmente agitados
de maneira suave durante 5 minutos. Em seguida, foram centrifugados a 14.000 rpm por 10 minutos
e descartou-se o sobrenadante. Foi adicionado 500 uL de etanol 70% a -20 °C, os tubos foram
centrifugados a 14.000 rpm por 5 minutos e o sobrenadante foi descartado. Os tubos foram deixados
abertos dentro do fluxo laminar para que o pellet secasse. Estando seco, o pellet foi suspenso em 50
uL de TRIS-EDTA a pH 7,4, adicionou-se 2,5 uL de RNAse e os tubos foram incubados em banho-maria
a 60 °C por 30 minutos. Foi realizado eletroforese em gel de agarose 1% para confirmagdo de

extragao.
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4.6.2 Quantificacao e diluicao do DNA gendomico

Foi realizada uma quantificacdo indireta do DNA gendmico extraido através da intensidade
da banda em gel de agarose 1%. As amostras cujas bandas estavam muito fortes foram diluidas 100x

em agua ultra pura e de bandas médias, 10x.

4.6.3 Amplificacdo do DNA gendmico pela reagido em cadeia da Polimerase (PCR)

As rea¢oes de amplificagdao foram realizadas em volume final de 25 pL, contendo 13,9 L de
agua ultra pura, 2,5 pL de tampao, 0,3 uL de dNTPs, 0,8 puL de primer senso, 0,8 L de primer anti-
senso, 1,5 uL de MgCl,, 0,2 puL de Taq DNA Polimerase e 5 pL do DNA diluido.

Foi amplificado o dominio D1/D2 da subunidade grande do gene ribossomal 26S. Os primers
utilizados foram:

NL1 (5'-GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3') e

NL4 (5'-GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3’).

As reacdes de amplificacdo (PCR) foram realizadas sob as seguintes condi¢des: desnaturacdo
inicial a 94 °C durante 5 minutos, 30 ciclos de desnaturagdo a 94 °C durante 1 minuto, hibridizacdo a
55 °C durante 30 segundos e extensdo a 72 °C durante 1 minuto, com uma extensado final de 10
minutos a 72 °C. A eficacia da amplificacao foi visualizada em eletroforese em gel de agarose 1,5%.

Os produtos de PCR foram purificados com ExoSAP-IT®.

4.6.4 Sequenciamento e identificagdo molecular

Os fragmentos de DNA amplificados foram sequenciados pela Unidade de Andlises
Moleculares e de Proteinas (UAMP) do Hospital de Clinicas de Porto Alegre. Os sequenciamentos
foram comparados com sequéncias relatadas no GenBank usando o algoritmo "Basic Local Alighnment

Search Tool (BLAST)" e as leveduras isoladas foram identificadas.
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4.7 Fermentacao

O suco de abacaxi foi primeiramente filtrado com membrana Millipore de 22 um. Em
seguida, foram transferidos assepticamente 5 mL do mosto (suco de abacaxi) para vials de 10 mL. O
indculo de cada isolado foi previamente cultivado a 25 °C durante 24 horas em caldo YPD (0,5% de
extrato de levedura, 2,0% de peptona, 2,0 de d-glicose). As células de leveduras em crescimento
exponencial foram utilizadas para ajustar o nimero de células final em 2,0x10" células/mL. Em
seguida, foram inoculados 100 pL de cada isolado para o0 mosto e incubados a 25 °C durante 48

horas.

4.8 Anadlises de compostos volateis

4.8.1 Preparo de amostra

Uma fibra de SPME composta por divinilbenzeno/ carboxeno/ polidimetilsiloxano 50/30 mm
(DVB/CAR/PDMS), obtida da Supelco (Bellefonte, PA, USA) foi inicialmente condicionada de acordo
com as recomendagbes do fabricante. Em um vial de 20 mL foram adicionados 5mL de amostra e 1,5
g de NaCl. O procedimento de extracdo de compostos volateis foi realizado utilizando o amostrador
automatico Triplus-RSH (Thermo Fischer Scientific, USA) e o software ChromQuest (Thermo Fischer
Scientific, USA). As amostras foram incubadas por 5 minutos a temperatura de 56 °C e,
posteriormente a fibra foi exposta no headspace (HS) por 55 minutos. A adsor¢do no injetor do

cromatégrafo a gas foi realizada por 2 minutos a temperatura de 265 °C no modo splitless.

4.8.2 Analises qualitativas

Um cromatografo gasoso Varian CP-3900 (USA) equipado com um espectrometro de massas
ion trapVarianSaturn 4000 e o software Workstation Saturn GC-IT/MS versdo 5.51 foram utilizados
para identificacdo dos compostos volateis no extrato de abacaxi. A separacdo cromatografica foi
realizada empregando uma coluna ZB-WAXplus (60 m x 0,25 mm x 0,25 um) da Zebron (USA) e gas
hélio como carreador a um fluxo constante de 1,0 mL/ min. A temperatura inicial do forno era de 40
°C por 5 minutos, aumentado 2 °C por minuto até atingir 220 °C. O detector ion trap foi operado a

temperatura de 200 °C no transferline, 50 °C no manifold e 180 °C no trap. Todos os espectros de
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massa foram obtidos por impacto de elétrons (El), no modo fullscan (25 — 350 m/z). A corrente de
emissao era de 50 pA, com um tempo maximo de ioniza¢do de 25000 ps.

A identificacdo dos compostos foi realizada por comparacdo do tempo de retencao obtido
para a amostra em relacdo aos padrdes dos compostos volateis injetados sob as mesmas condicdes
e, baseada nos espectros de massa confrontados aqueles presentes na base de dados espectrais do
Nationallnstituteof Standards and Technology (NIST) MS 05, considerando similaridades acima de

70%.

4.8.3 Analises quantitativas

As andlises quantitativas foram executadas em um cromatdgrafo a gas ThermoScientific
Trace 1310 (USA) equipado com um detector de ionizag¢do de chama (FID) e o software ChromQuest.
A separagdo cromatografica foi realizada empregando uma coluna ZB-WAXplus (60 m x 0,25 mm x
0,25 um) da Zebron (USA) e gés nitrogénio como carreador a um fluxo de 1,0 mL/ min. A
temperatura inicial do forno era de 40 °C por 5 minutos, aumentado 2 °C por minuto até atingir 220
°C. A identificacdo foi efetuada através do tempo de reteng¢do, comparando-se com os padrdes dos
compostos volateis e, a quantificacdo foi por padronizagdo interna, com 4-metil 2-pentanol como

padrdo interno.

4.8.4 Calculo do valor de atividade olfativa

O valor de atividade olfativa (Odour activity value - OAV) foi calculado para cada composto
dividindo-se a média das concentragdes encontradas pelo limiar de percepcdo olfativa descritos na
literatura. Os compostos cujos valores de OAV estavam abaixo de 1 foram considerados como sendo
irrelevantes na contribuicdo para o aroma (ndo perceptiveis pelo olfato humano), enquanto que
compostos cujos valores de OAV>1 foram considerados como participantes para o aroma do vinho

de abacaxi.
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5. RESULTADOS

5.1 Isolamento de leveduras do suco de abacaxi

O suco de um abacaxi da variedade Pérola foi inicialmente utilizado para isolamento de
leveduras e para caracterizacdo das fases da fermentacdo espontanea. Nesse primeiro isolamento,
foram obtidas 12 col6nias com morfologia de levedura, sendo denominadas CFO1, CFO5, CFOS6,
CFO8, CF09, CFO10, CFO11.2, CFO 12, CFO 13, CFO 14, CFO 14.2 e CFO15. Essas leveduras sdo

representantes da micobiota leveduriforme do abacaxi ndo fermentado.

5.2 Caracterizacao das fases da fermentacdo espontinea

O tubo falcon que continha 35 mL de suco de abacaxi, incubado a 28 °C para permitir a
fermentagdo espontanea, foi pesado todos os dias até a estabilizacdo do peso, indicando o término

da fermentacgdo. A curva de fermentacdo encontrada foi a seguinte:

49,5

49

48,5

Peso

48

47,5

4 7 T T T T T 1

Dias

Figura 2: Curva de fermentagao espontanea do suco de abacaxi. As setas indicam cada fase da fermentacao, definida
como sendo uma breve estabilizagao no peso do tubo falcon.

De acordo com a Figura 2, a fermentacdo do suco de abacaxi possui quatro fases: uma até o
dia 2, outra até o dia 7, outra até o dia 15 e outra até o dia 23, quando o peso do tubo Falcon

estabilizou. Uma fase foi considerada como sendo o ponto no qual ocorre um declinio significativo do
29



peso, seguido de uma breve estabilizacdo e novo periodo de declinio. Essas fases foram utilizadas

para o isolamento de leveduras durante o processo de fermentagao espontanea do suco de abacaxi.

5.3 Isolamento de leveduras durante a fermentacio espontanea

Quatro tubos falcons contendo 35 mL de suco de abacaxi cada foram incubados a 28°C para
fermentagdo espontanea. Cada tubo falcon foi utilizado para obten¢do de amostras de uma fase da
fermentagdo. Os isolamentos foram realizados como descrito em 4.1. Durante a primeira fase,
realizada no segundo dia da fermentagao, foram isoladas 12 leveduras, que foram denominadas de
seguinte forma: LIA1, LIA2, LIA3, LIA4, LIAS, LIAG6, LIA7, LIA8, LIA9, LIA10, LIA11 e LIA12. Na fase 2,
apo6s 7 dias de fermentagao, foram isoladas 11 leveduras: LIA13, LIA14, LIA15, LIA16, LIA17, LIA1S,
LIA19, LIA20, LIA21, LIA22 e LIA23. Apds 15 dias, durante a fase 3, 10 leveduras foram isoladas: LIA24,
LIA25, LIA26, LIA27, LIA28, LIA29, LIA30, LIA31, LIA23 e LIA33. Na ultima fase, apenas quatro
leveduras puderam ser isoladas: LIA34, LIA35, LIA36 e LIA37.

5.4 Testes de exclusiao

Esses testes foram realizados para excluir isolados de leveduras que ndo fossem

interessantes para o posterior uso na fermentagao do suco de abacaxi.

5.4.1 Fermentacao de glicose

Todos os isolados foram submetidos a testes de fermentacdo de glicose. Apds 48 horas de
crescimento em meio Agar GYP para que as células estivessem metabolicamente ativas, as leveduras
foram inoculadas em um tubo de ensaio contendo 5 mL de meio liquido MBF (0,75% peptona, 0,45%
extrato de levedura e 2% glicose) e um tubo de Durham invertido, com auxilio de uma alga
microbioldgica. Os tubos foram incubados a 28 °C e lidos nos dias 1, 2, 3, 4, 7, 14 e 21 apds o inéculo.
Foram consideradas leituras negativas quando ndo houvesse acimulo de gas no tubo de Durham, +1
qguando somente 1/3 do tudo de Durham estivesse preenchido por gas, +2 quando o gas estivesse

presente em 2/3 do tubo e +3 quando o tubo de Durham estivesse completamente cheio de gas,

30



como mostrado na Figura 3. As cepas com resultado +2 e +3 foram consideradas fermentadoras e os

resultados encontram-se na Tabela 7.

B

Figura 3: Imagens representativas dos resultados do teste de fermentagdo de glicose. Da esquerda para a direita:
resultado negativo, resultado +1, resultado +2 e resultado +3.

Tabela 7: Resultado dos testes de fermentagdo das leveduras isoladas do suco de abacaxi natural e fermentado

espontaneamente.
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LIA17 0 0 1 3 - - - -
LIA18 3 - - - - - - -
LIA19 1 3 - - - - - -
LIA20 3 - - - - - - -
LIA21 0,5 3 - - - - - -
LIA22 3 - - - - - - -
LIA23 0 1 3 - - - - -
LIA24 3 - - - - - - -
LIA25 0 1,5 3 - - - - -
LIA26 3 - - - - - - -
LIA27 0 3 - - - - - -
LIA28 0,5 3 - - - - - -
LIA29 0 3 - - - - - -
LIA30 2,5 3 - - - - - -
LIA31 0 3 - - - - - -
LIA32 0 3 - - - - - -
LIA33 3 - - - - - - -
LIA34 0 3 - - - -
LIA35 0 0 0 0 0,5 3 - -
LIA36 1 3 - - - - - -
LIA37 0 2 3 - - - - -

De acordo com essa tabela, foi possivel classificar os isolados em dois grupos: Fermentadoras

e Ndo Fermentadoras como mostrado a seguir:

Fermentadoras: CFO1, CFO6, CFO9, CFO13, CFO14, LIA2, LIAS5, LIAS, LIA11, LIA12, LIA13,
LIA14, LIA15, LIA16, LIA17, LIA1S, LIA1S, LIA20, LIA21, LIA22, LIA23, LIA24, LIA25, LIA26, LIA27, LIA2S,
LIA29, LIA30, LIA31, LIA32, LIA33, LIA34, LIA35, LIA36 e LIA37.

Ndo Fermentadoras: CFO5, CFO8, CFO10, CFO11.2, CFO12, CFO14.2, CFO15, LIA1, LIA3, LIA4,
LIA6, LIA7, LIAS e LIA1O.

Apenas as leveduras fermentadoras prosseguiram nos experimentos.

5.4.2 Teste de tolerancia a etanol

As leveduras que foram consideradas positivas para fermentacdo de glicose foram incubadas
em meio YPG suplementado com 6% (v/v), 12% (v/v) e 18% (v/v) de etanol e as colGnias que tiveram
um crescimento préximo, igual ou superior ao controle nos meios 6% e 12% de etanol foram
consideradas tolerantes ao etanol. O isolado LIA11 ndo cresceu nos meios Agar GYP e nao foi possivel
recupera-lo de qualquer outra forma, ndo sendo possivel submeté-lo a este teste. O teste foi
realizado conforme o esquema mostrado na Figura 4. Todas as cepas testadas foram tolerantes a 6 e

12% de etanol (Figura 5).
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Figura 4: Esquema da inoculagdo das leveduras para a realizagdo dos testes de exclusdo em placa.

Figura 5: Resultado do teste de tolerancia ao etanol.

5.4.3 Teste de tolerancia a altas concentragoes de glicose

Os isolados foram crescidos em meio YPG contendo 30%, 40% e 50% de glicose e um meio YPG
acrescido de 2% de glicose como controle. O isolado LIA11l ndo cresceu nos meios nos meios Agar
GYP, ndo sendo possivel submeté-los a este teste. Os testes foram realizados em duplicata. Os
indculos foram feitos de acordo com o esquema da Figura 4 e, conforme mostrado na Figura 6, todos

os isolados conseguiram toleram bem altas concentrac¢des de glicose.
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Figura 6: Resultado do teste de tolerdncia a altas concentragdes de glicose.

5.4.4 Detecc¢io de producio de H;S

Para detectar producdo de Sulfeto de Hidrogénio pelos isolados, estes foram cultivados em
meio LA. As colonias que apresentaram uma coloracdo de preto a marrom foram consideradas
produtoras e as que apresentarem uma coloragdo de branco a bege foram consideradas ndo ou
pouco produtoras. Os testes foram realizados em duplicata. Conforme mostrado na Figura 7, os
isolados CFO1, CFO6, CFO9, CFO14, LIA8, LIA11, LIA14, LIA17, LIA19, LIA21, LIA23, LIA24, LIA25,
LIA27, LIA28, LIA29, LIA30, LIA31, LIA32 e LIA37 foram consideradas positivas para producdo de H,S e
ndo seguiram adiante nos testes de identificacdo. Os isolados CFO13, LIA2, LIA5, LIA12, LIA13, LIA15,
LIA16, LIA18, LIA20, LIA22, LIA26, LIA33, LIA34, LIA35 e LIA36 foram consideradas ndo produtoras de

H,S e seguiram para os testes de identificagao.

CFO6

CFO9

Liala  LIA24 LIA1E  cro13

LIA13

LIAZ3  L1AZS LIAL9  cFo14

LIALZ a7 LA20 A2
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Figura 7: Resultado do teste de produgdo de H,S.

Assim sendo, apenas os isolados CFO13, LIA2, LIA5, LIA12, LIA13, LIA15, LIA16, LIA1S8, LIA20,
LIA22, LIA26, LIA33, LIA34, LIA35 e LIA36 seguiram para os proximos testes.

5.5 Identificacao fenotipica das leveduras

5.5.1 Morfologia

5.5.1.1 Morfologia colonial

Os isolados foram classificados quanto a sua morfologia colonial cultivados sem estresse

(Agar YPG a 28 °C). A Tabela 8 exibe os resultados:
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Tabela 8: Morfologia colonial das leveduras selecionadas.

Cor CFO13 LIA2 LIA5 LIA12 LIA13 LIA15 LIA16 LIA18 LIA20 LIA34 LIA35 LIA36
Branca X X X X
Creme X X X X X X X
Rosada X
Margem
Inteira X X X X X X X X X X X
Lobulada X
Elevagao
Plana
Convexa X X X X X X X X X X X X
Forma
Circular X X X X X X X X X X X
Irregular X

Superficie

Lisa X X X X X X X X X X X
Rugosa X
5.5.1.2 Morfologia celular
Os isolados foram caracterizados quanto a sua morfologia celular em relagdo a forma,
tamanho e reproducgdo (Tabela 9):
Tabela 9: Morfologia celular das leveduras selecionadas.
CFO13 LIA2 LIA5 LIA12 LIA13 LIA15 LIA16 LIA18 LIA20 LIA34  LIA35 LIA36

Morfologia Celular

- apiculada
- redonda
- eliptica
Tamanho
- pequena

- média
- grande
Reprodugao
Brotamento
Fissdao
Esporulagao

Tipo de Brotamento

Unipolar
Bipolar
Multipolar

X X X X X X
X X
X
X X X X X X X X X
X X X X X X X X X
X X X X X
X X X X

5.5.2 Testes de assimilacdo de fontes de carbono

Os isolados foram cultivados em meio YNB contendo diferentes fontes de carbono e

classificados como positivo (+) aqueles que cresceram, ou seja, sdo capazes de assimilar a fonte de

carbono e como negativos 0s que nao cresceram.
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Tabelal0: Resultado da assimilagdao de fontes de carbono pelos isolados

CFO13 LIA2 LIAS LIA12 LIA13 LIA15 LIA16 LIA18 LIA20 LIA22 LIA26 LIA33 LIA34 LIA35 LIA36

Glicose + + + + + + + + + + + + + + +
Galactose - + + + - - - - - - n - + + _
D-xilose - + + + - - - - - - - - + - -
L-arabinose - + + + - - - - - - - - - - -
D-arabinose - + - - - - - - - - - - - - R
L-ramnose - - - - - - - - - - - - - - -
Sacarose + + + + + + + + + + + + + + +
Maltose - + + + - - - - - - - - + - -
Trealose - + + + - - - - - - + - + R +
Inulina + + + + - + + + - - + - - - +
Amido soluvel - - - - - - - - - - - - R R -
Eritritol - - - - - - - - - - - - - R R
D-glucitol - + + + - - - - - - + - + - +
D-manitol - + + + - - - - - - -
Celobiose + + + + + + + + + + - + + - -
Melibiose - - - - - - - - - - - - - - R
Lactose - - - - - - - - - - - - - R R
Rafinose + + + + + - - - - + + + - - +
M-inositol - - - - - - - - - - - - - - R
DL-lactato - - - - - - - - - - + - - - +
Succinato - - - - - - - - - - - - + R R
Citrato - - - - - - - - - - - - - - R
Metanol - - - - - - - - - - - - - - R
Acetona - - - - - - - - - - - - - - _
Isopropanol - - - - - - - - - - - - - R R
N-acetil Glicosamina - + + + - - - - - - - - + - -
Tween 80 - - - - - - - - - - - - - - _
5.5.3 Testes de assimilacdo de fontes de nitrogénio
Os isolados foram cultivados em meio YCB contendo diferentes fontes de carbono e
classificados como positivo (+) aqueles que cresceram, ou seja, sdo capazes de assimilar a fonte de
nitrogénio e como negativos os que nao cresceram.
Tabela 11: Resultado da assimilagdo de fontes de nitrogénio pelos isolados
CFO13 LIA2 LIA5 LIA12 LIA13 LIA15 LIA16 LIA18 LIA20 LIA22 LIA26 LIA33 LIA34 LIA35 LIA36
Peptona + + + + + + + + + + + + + + +
Lisina + + + + + + + + + + + + + + +
Etilamina + + + + + + + + + + + + + + +
Nitrato - - - - - - - - - - - - - - R
Kreatina - - - - - - - - - - - - - - R

5.5.4 Crescimento em diferentes temperaturas

Os isolados selecionados foram testados quanto a capacidade de crescimento a diferentes

temperaturas (25, 30, 37, 40 e 42 °C). Os testes foram realizados em meio sélido para, além de
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| visualizar a

s,

em ser possive

7

visualizar a capacidade de crescimento (tamanho da colonia) tamb

mudanca na morfologia da col6nia de acordo com a temperatura. Os resultados encontram-se na

Tabela 12.

Tabela 12: Crescimento das leveduras selecionadas em diferentes temperaturas.
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5.5.5 Fermentacdo de varios acicares

Os isolados foram submetidos a testes de fermentacdo de varios aclcares: galactose,

maltose, rafinose e sacarose e foram atribuidos valores de zero a trés de acordo com a quantidade

de gds contigo no tubo de Durham. O valor zero foi atribuido as amostras cujos tubos de Durham nao

continham nenhum gas. O valor um foi atribuido aqueles cujos tubos de Durham continham 1/3 de

seu volume em gas, o valor 2 aqueles cujos tubos continham 2/3 de gas e, finalmente, o valor trés foi

atribuido as amostras cujos tubos de Durham estavam completamente cheios de gas. Os resultados

podem ser vistos na Tabela 13:

Tabela 13: Resultados dos testes de fermentagdo de diversos agticares.
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5.5.6 Crescimento em meio NaCl 10%

Os isolados foram incubados em meio NaCl 10% (YNB 0,67%, Glicose 5%, NaCl 10%, agar 2%)
durante trés dias a 28 °C. O crescimento foi verificado através da turvacdo do meio. O resultado

segue na tabela a seguir:

Tabela 14: Resultado do teste de crescimento em meio NaCl 10%.

CFO13 LIA2 LIA5 LIA12 LIA13 LIA15 LIA16 LIA18 LIA20 LIA22 LIA26 LIA33 LIA34 LIA35 LIA36

Negativo
0,5
1
2
3

X X X X X X

5.5.7 Agrupamento dos isolados por fenétipo
Utilizando os resultados dos testes acima descritos, as leveduras selecionadas foram

agrupadas, de acordo com os fendtipos, em 6 grupos.
Grupo 1: CFO13, LIA13, LIA15, LIA16, LIA18, LIA20, LIA22 e LIA33
Grupo 2: LIA2 LIAS e LIA12
Grupo 3: LIA 26
Grupo 4: LIA34
Grupo 5:LIA35
Grupo 6:LIA36

Um representante de cada grupo fenotipico foi selecionado aleatoriamente para

identificacdo molecular. Os isolados selecionados foram:
Grupo 1: LIA12
Grupo 2: LIA20
Grupo 3: LIA26

Grupo 4: LIA34
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Grupo 5: LIA35
Grupo 6: LIA36

5.5.8 Identificacdao molecular

Os isolados selecionados foram identificados conforme mostrado na tabela 15:

Tabela 15: Identificagdo molecular dos representantes dos grupos fenotipicos das leveduras selecionadas.

LIA12 Pichia caribbica

LIA20 Hanseniaspora lachancei
LIA26 Torulaspora delbrueckii
LIA34 Candida tropicalis

LIA35 Pichia membranifaciens
LIA36 Torulaspora delbrueckii

5.5.9 Fermentacao e analise dos fermentados

Foram realizados testes de fermentacdo do suco de abacaxi utilizando as leveduras
selecionadas como fermentadoras. Os compostos foram analisados por cromatografia gasosa. As
concentracdes encontradas estdo mostradas na Tabela 16. A Tabela 17 mostra os valores de OAV
para os compostos que apresentaram OAV>1 para pelo menos uma amostra, o limiar de percepgdo
olfativa e o aroma de cada composto. Os compostos que contribuem negativamente para o aroma
do vinho estdo marcados em vermelho e os valores de OAV abaixo de 1, que ndo sdo percebidos
olfativamente, estdo em azul. O tempo de retencdo de cada composto no cromatdgrafo esta

mostrado na Tabela 18 (Anexos).
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Tabela 16: Compostos volateis produzidos nas fermentagées de suco de abacaxi inoculadas com as leveduras selecionadas. Como controles, foram utilizados o suco de abacaxi sem
fermentar e a levedura comercial Saccharomyces cerevisiae SC2048.

Composto Suco Suco LIA12 LIA12 LIA 20 LIA 20 LIA 26 LIA 26 LIA34 LIA34 LIA 35 LIA35 LIA36 LIA 36 $C2048 $C2048

Acetato de etila (pg/L) 5,51 6,91 6,74 7,47 3622,66 2216,33 612,84 572,09 43,5 55,33 7,9 7,48 314,05 232,2 180,72 277,38
Metanol (pg/L) - - - - - - - - - - - - - - - -
Isobutanoato de etila (ug/L) 42,63 47,8 39,04 37,16 35,86 33,25 - - - - 24,42 21,04 59,39 68,34 - -
a-pineno (ug/L) - - - - - - - - - - - - - - - -

Acetato de isobutila (pug/L) 62,54 65,2 56,15 57,48 - - 59,05 51,17 65,6 61,4 60,51 55,79 54,03 54,87 56,19 67,92
Sec-butanol (ug/L) - - - - - - - - 447,42 470,83 101,19 158,91 - - - -
Butanoato de etila (pug/L) 1,82 2,27 - - 43,32 40,94 - - - - - - - - - -
2-metilbutanoato de etila (ug/L) - - - - - - <28,20 <28,20 - - <28,20 <28,20 - - - -

B-pineno (pg/L) - - - - - - - - - - - - - - - -

Isovalerato de etila (pg/L) - - 34,09 37,42 54,02 40,8 111,29 122,38 158,4 178,83 15,71 14,45 96,76 77,51 32,94 33,23
Acetato de isoamila (pg/L) - - - - 68,1 65,26 56,84 56,81 64,36 61,1 55,66 57,84 56,95 56,78 92,83 105,02
Pentanoato de etila (ug/L) - - - - 0,12 0,13 - - - - 7,65 7,66 - - - -
Limoneno (pg/L) 6,53 6,66 10,34 7,48 - - 25,05 19,88 19,17 11,89 13,31 17,81 9,29 10,41
1-propanol (ug/L) - - - - 418,59 485,66 729,78 569,23 490,78 493,33 7,9 8,12 469,69 364,04 472,8 670,04
n-butanol (pg/L) - - - - 748,94 1000,77 6893,91 5555,78 1267,81 1721,56 136,66 117,39 3998,76 4041,05 1822,36 1734,45
Hexanoato de etila (pg/L) - - 70,2 61,1 39,19 39,18 90,93 69,14 67,11 51,39 4,43 6,23 13,83 17,22 185,09 236,75
Acetato de hexila (ug/L) 25 24,93 - - 25,07 25,17 - - - - - - - - - -
3-metil 1-butanol (ug/L) 2,77 2,73 21,56 28,98 5,47 5,76 4,57 6,28 3,67 5,32 4,16 4,33 5,77 6,63 4,28 4,27
Heptanoato de etila (ug/L) - - <31,18 <31,18 - - - - - - <31,18 <31,18 <31,18 <31,18 - -
1-hexanol (ug/L) 3,62 3,59 - - - - - - - - 4,51 5,13 - - - -
Octanoato de etila (pg/L) 0,02 0,03 0,91 0,93 18,33 20,6 73,64 68,29 70,04 91,9 0,26 0,24 185,86 212,94 305,14 370,19

Citronelal (pg/L) - - - - - - - - - - - - - - - -
Nonanoato de etila (pg/L) - - 3,93 3,17 1,65 2,03 10,57 7,99 7,66 6,05 3,5 3,3 1,29 1,12 7,04 7,65
Cedreno (pg/L) - - - - - - - - - - - - - - - -
B-terpineol (ug/L) - - - - - - - - - - - - - - - -

Acetato de furfurila (pg/L) - - - - 253,41 164,97 <24422  <24422 <244,22 <244,22 4,34 4,41 <2442  <244,22 - -
Alcool furfurilico (ug/L) 52,84 68,92 98,53 97,45 91,18 72,13 137,69 109,87 - - 45,83 29,99 66,47 89,64 186,64 187,74
Acido isovalérico (pug/L) - - <9,56 <9,56 - - - - 298,05 265,44 415,24 461,87 1287,48  1919,98 - -
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Antranilato de etila (ug/L)
Decanoato de etila (ug/L)
Acido propanoico (ug/L)
B-damascenona (pg/L)
a-terpineol (ug/L)
Succinato de dietila (pg/L)

Undecanoato de etila (ug/L)

Tioacetato de S-furfurila (ug/L)

Acido butanoico (pg/L)

Acetato de feniletila (ug/L)

Acido valérico (pg/L)
Laurato de etila (ug/L)
a-ionona (ug/L)

Acido caproico (pg/L)
Geraniol (pg/L)
2-feniletanol (ug/L)
Acido isobutirico (pg/L)
B-ionona (ug/L)

Acido heptanoico (pg/L)
Acido octanoico (pg/L)
y-nonalactona (ug/L)
Lactato de etila (pg/L)
Cinamato de etila (pg/L)
Acido pelargénico (ug/L)
Acido caprico (ug/L)

Acido n-undecanoico (pg/L)

Acido 10-undecenoico (pg/L)

352,2
0,94

1250,35
1,22
6,43

<63,09
45,46
<62,34

1,73
0,25

408,11
1,05

1520,34
1,14
6,42

0,9
214,78
164,24
<63,09

62,26
<62,34

1,96
0,21

815,65
3,12
27785,61
40,33
12,55
6,46

615,05
3330,75
<63,09
98,81
178,29
<4,36
6,76
5,13
0,49

678,02
2,63
2716,71
49,03
12,75
6,5

529,46
3198,93
<63,09
90,13
114,21
<4,36
6,7
5,36
0,48

800,85
3,92
87,99
8957,66
32,85
6,72

33,48
4512,44
664,44

9594,41
161,25

2,58
27,74
0,04

726,09
3,64
87,51
7666,32
26,16
7,13

41,12
3933,03
1077,94

9018,62
162,53

3,58
23,86
0,03

495,97
2,12
1939,89
356,52
8,78
10,91

58,21
22888,63
2107,62

435,17

242,81

<4,36
3,12
5,66
0,74

389,26
1,49
1495,46
338,55
7,04
10,53

52,19
22608,17
2415,95

416,73
264,3
<4,36

3,06
4,34
0,53

588,5
2,42

1393,6
85,3
6,68

12,99

6350,81
1386,28

228,51
165,47
<4,36
3,19
29,34
<36,57

420,16
1,9
1070,38
80,42
7,07
15,43

5428,01
921,26

212,76
148,54
<4,36
2,79
31,24
<36,57

6,02
18,19

666,32
2,55

63,42

6,45

1450,93
753,11
<63,09
118,9
52,26
<4,36
2,18
1,77
<36,57

7,54
16,01

923,44
3,5

85

6,94

1590,07
579,56
<63,09
120,32
45,83
<4,36
2,83
2,18
<36,57

273,15

441,48
1,94
29,26
195,85
59,86
7,29

15463,32
1414,98

127,65
140,59
<4,36
2,92
2,37
<36,57

669,84
2,32
37,31
273,06
57,64
10,25

21743,09
1965,2

189,47
197,01
<4,36
3,55
3,59
<36,57

803,69
0,8

603,04

14,27

9651,53
1601,55

19947,66
154,55

3,07
9,54
<36,57

737,41
0,94

653,74

19,41

12065,98
1665,65

24969,39
179,11

3,86
9,81
<36,57
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Tabela 17: Valores de OAV para os compostos que apresentaram valor superior a 1 para pelo menos uma amostra e o limiar de percepgao olfativa para cada composto. Em vermelho, os
compostos que contribuem negativamente para o aroma. Em azul, valores de OAV<1, ou seja, ndo contribuem para o aroma co vinho.

Composto Limiar Suco Pichia Hanseniapora Torulaspora Candida Pichia Torulaspora SC2048  Odor
caribbica lachancei deldrueckii  Tropicalis ~membranifaciens deldrueckii
Isobutanoato de etila 38 1,189868 1,002632 0,909342 0 0 0,598158 1,680658 0 frutado
(ne/L)
Sec-butanol (pg/L) 130 0 0 0 0 3,531731 1,000385 0 0 frutado
alcodlico
2-metilbutanoato de etila 18 0 0 0 1,566667 0 1,566667 0 0 maca
(ne/L)
Isovalerato de etila (ug/L) 3 0 11,91833 15,80333 38,945 56,21 5,026667 29,045 11,02833 frutado
n-butanol (pg/L) 590 0 0 1,482805 10,55058 2,533364 0,215297 6,813398 3,014246 alcodlico
Acido isovalérico (pg/L) 33 0 0,289697 0 0 8,537727 13,28955 48,59788 0 rangoso
doce
Decanoato de etila (ug/L) 200 0 0,1562 0,2491 3,28905 0,40565 0,0339 1,5089 0,8671 fruta
Undecanoato de etila 1 0,995 2,875 3,78 1,805 2,16 3,025 2,13 0,87 coco
(ne/L)
Acido butanoico (pg/L) 173 8,007775 88,15699 0,507225 9,928757  7,121329 0 0,192399 0 rangoso
Acetato de feniletila 250 0 0,17872 33,24796 1,39014 0,33144 0,29684 0,93782 2,51356 rosas
(ne/L)
2-feniletanol (pg/L) 14000 0,015955 0,040875 0,301624 1,624886 0,420672 0,108607 1,3288 0,775625 rosas
Acido octanoico (pg/L) 500 0,10772 0,18894 18,61303 0,8519 0,44127 0,23922 0,31712 44,91705 queijo
y-nonalactona (ug/L) 91 0,685055 1,607143 1,779011 2,786319 1,72533 0,538956 1,854945 1,833297 coco,
pera
Acetato de isoamila 30 0 0 2,22 1,89 2,091 1,89 1,895 3,297 banana
Hexanoato de etila (ug/L) 5 0 13,13 7,837 16 11,85 1,066 3,105 42,184 abacaxi
Octanoato de etila 2 0,0125 0,046 9,6 35 40,485 0,125 99,7 168,83 Fruta
azeda
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6. DISCUSSAO

Os compostos metanol, a-pineno, B-pineno, citronelal, cedreno, B-terpineol, antranilato de
etila, B-damascenona, a-terpineol, tioacetato de S-furfurila, a-ionona, geraniol, B-ionona, Lactato de
etila e acido 10-undecenoico ndo foram encontrados em nenhum fermentado e nem no suco de

abacaxi.

O valor de atividade olfativa (Odour activity value - OAV) foi calculado para cada composto
dividindo-se a média das concentragbes encontradas pelo limiar de percepgao olfativa. Os compostos
acetato de etila, acetato de isobutila, butanoato de etila, pentanoato de etila, limoneno, 1-propanol,
acetato de hexila, 3-metil-1-butanol, 1-hexanol, nanoato de etila, dlcool furfurilico, acido propandico,
succinato de dietila, acido valérico, laurato de etila, acido caprdico, acido isobutirico, acido
heptandico, acido pelargbnico, acido caprico e acido n-undecandico encontravam-se abaixo do limiar
minimo de percepg¢do olfativa (OAV<1) para todas as amostras e foram considerados irrelevantes na
participacdo do aroma (ver tabela 19 nos anexos), enquanto que os compostos isobutanoato de etila,
sec-butanol, 2-metilbutanoato de etila, isovalerato de etila, n-butanol, acido isovalérico, decanoato
de etila, undecanoato de etila, acido butandico, acetato de feniletila, 2-feniletanol, acido octanoico,
acetato de isoamila, hexanoato de etila, octanoato de etila e y-nonalactona apresentaram OAV acima
de 1 para pelo menos uma amostra. Os compostos heptanoato de etila, acetato de furfurila e

cinamato de etila ndo possuem limiar minimo de percepc¢ao olfativa descritos na literatura.

Segundo a Tabela 17, pode-se concluir que a levedura Pichia caribbica contribui pouco para a
diversidade do aroma, produzindo apenas cinco compostos cujos aromas sdo favoraveis, sendo o de
maior contribuicdo o hexanoato de etila, que atribui um aroma de abacaxi. Este composto, no
entanto, é também produzido por todas as outras leveduras, assim sendo, esta levedura ndo
mostrou peculiaridades em relagdo as outras. Além disso, Pichia caribbica produziu muita
guantidade de acido butandico, um 4cido que deteriora o vinho. A levedura Hanseniapora lachancei
contribui com um pouco mais para a diversidade de aromas que Pichia caribbica e ndo produz muita
guantidade de aromas deteriorantes. Destacou-se pela grande quantidade de acetato de feniletila
produzido, proporcionando um aroma de rosas singular. A levedura Torulaspora delbrueckii, o
isolado LIA26, foi a que produziu a maior variedade de aromas agradaveis, totalizando em dez, com
um destaque especial para o isovalerato de etila, que contribui para um aroma frutado, e pouca
guantidade de compostos deteriorantes. A levedura Candida tropicalis destacou-se em relacdo a

Torulaspora delbrueckii (LIA26) apenas pela producdo de sec-butanol, além de ser a Unica levedura
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que produziu trés compostos deteriorantes (acido isovalérico, acido butandico e octanoato de etila).
Pichia membranifaciens também ndo foi capaz de contribuir para a diversidade de aromas,
produzindo seis compostos favoraveis e um desfavoravel e a Torulaspora deldrueckii (LIA36)
apresentou um perfil de aromas parecido com a outra linhagem de Torulaspora deldrueckii (LIA26)
isolada, diferenciando-se pela producdo de isobutanoato de etila (aroma frutado) e pela ndo
producdo de 2-metilbutanoato de etila (macd) e acetato de feniletila (rosas). Em relacdo aos
compostos desfavoraveis, Torulaspora deldrueckii (LIA36) ndo produziu acido butandico (rangoso,
produzido pela LIA26 a OAV = 9,9), em compensagdo, produziu muitas quantidades de acido
isovalérico (rangoso, OAV = 48,6), além de produzir quase trés vezes mais de octanoato de etila (fruta
azeda) que a LIA26. Comparando-se com a levedura comercial Saccharomyces cerevisiae SC2048, os
isolados mostraram contribuir para maior diversidade de aromas na fermenta¢do do suco de abacaxi

em relagdo a esse controle.

Araujo e colegas, em seu trabalho sobre vinho de abacaxi (2009), utilizaram a levedura
comercial Saccharomyces cerevisiae 79-B, para a fermenta¢do e encontraram apenas dois
compostos coincidentes com esta pesquisa: 1-propanol e acetato de etila, além do metanol, cujas
concentragdes permaneceram nulas no presente estudo. Enquanto que as concentragdes de 1-
propanol n3o ultrapassaram os 649 pg/L no fermentado com LIA26, a fermentacdo conduzida pelo
levedo Saccharomyces cerevisiae 79-B chegou a 76400 pg/L. Ambos os valores, no entanto,
permaneceram abaixo do limiar minimo de percepcdo olfativa (306000 pg/L). O alcool acetato de
etila (limiar=7500 pg/L) também atingiu sua maior concentracdo no fermentado com o isolado LIA26
(592 pg/L) contra 71200 pg/L encontrados por Araujo e colegas. Este alcool possui um agradavel
aroma de abacaxi, sendo percebido apenas no fermentado conduzido pela levedura comercial

Saccharomyces cerevisiae 79-B.

Pino e Queris (2010) encontraram diversos compostos no vinho de abacaxi, entre eles o
acetato de etila (38,3 pg/L), 3-metil-1-butanol (21,5 pg/L), acetato de isoamila (0,6 pg/L), 2-
feniletanol (0,6 pg/L), succinato de dietila (0,7 ug/L), acetato de feniletila (0,4 pg/L) e decanoato de
etila (17,9 pg/L), que permaneceram abaixo do limiar, embora para o acetato de isoamila, 2-
feniletanol, acetato de feniletila e decanoato de etila as concentracdes ficaram acima do nivel
perceptivel para pelo menos um isolado deste estudo. No fermentado de abacaxi obtido por Pino e
Queris, foi ainda encontrado hexanoato de etila, octanoato de etila e decanoato de etila cujos OAV
encontravam-se acima de 1. O hexanoato de etila possui um agradavel odor de mac4, o octanoato de
etila de abacaxi e o decanoato de etila de frutas. Todos esses compostos também apresentaram

OAV>1 para pelo menos um isolado.
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7. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

O abacaxi apresenta grande potencial para producao de vinho de frutas, pois contém
um aroma muito acentuado, acucar, nutrientes e acidez. A levedura utilizada, no entanto, é
de essencial importancia para a qualidade do produto, pois durante a fermentacao alcodlica,
muitos metabdlitos secundarios sdao produzidos, diferenciando-se de uma levedura para a
outra. Como cada fruta apresenta caracteristicas muito diferentes umas das outras, utilizar a
mesma cepa para a fermentagdo de todas ndo exploraria o potencial de cada fruta e o
fermentado poderia apresentar compostos desfavordveis, tornando o vinho pouco atrativo.

Na fermentag¢do do suco de abacaxi, cinco espécies de levedura foram isoladas:
Pichia caribbica, Hanseniapora lachancei, Candida Tropicalis, Pichia membranifaciens e duas
linhagens de Torulaspora delbrueckii. Cada uma apresentou vantagens e desvantagens, no
entanto, as leveduras Torulaspora delbrueckii destacaram-se pela variedade de aromas
produzidos, em especial o isolado LIA26.

Outras analises ainda devem ser feitas, como a quantificacdo de glicerol, etanol,
acUcares redutores, acidez total, acidez volatil, sulfatos totais, anidrido sulfuroso total,
cloretos totais, cinzas e analise sensorial. Possivelmente essas leveduras ndo sdo resistentes
a altas concentragBes de etanol. Assim sendo, elas seriam utilizadas como starter na
fermentacdo para a produgao de flavorizantes para posterior inoculagdo de Saccharomyces
cerevisiae, sendo esta uma boa produtora de etanol.

Estudos também podem ser feitos para o melhoramento genético das leveduras
selecionadas, potencializando caracteristicas favoraveis e/ou diminuindo a producdo de

compostos desfavoraveis.
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9. ANEXOS

Tabela 19: tempo de retengdo no cromatdgrafo a gas dos compostos encontrados no fermentado de abacaxi

Tempo de Retengdo (min) Composto

6,298 Acetato de metila
7,719 Acetato de etila
10,481 Isobutanoato de etila
12,536 Acetato de isobutila
13,740 Butanoato de etila
18,148 Etilbenzeno

22,085 Hexanoato de etila
23,054 Limoneno

24,652 3-metil 1-butanol
24,958 2-etil 1-butanol
27,032 Hexenoato de 4-metila
27,383 Hexenoato de 3-metila
28,425 Acetato de hexila
29,001 2-propil 1-heptanol
29,547 2-metilbutanoato de 2-

hidroximetila

32,931 2-metil 1-hepten-6-ona
34,063 1-hexanol

35,576 1,3,5-undecatrieno
35,883 2-nonen-1-ol

36,009 2-etil 1-dodecanol
39,040 Octanoato de etila
40,085 Acido tioacético
40,583 Furfural

42,626 2-butil 1-octanol
43,641 Malonato de dimetila
44,122 Benzaldeido

57



44,448

46,987

47,050

47,586

49,026

50,633

51,176

51,322

51,500

51,809

52,876

53,491

54,743

56,885

57,187

60,129

60,616

61,734

62,447

62,718

63,794

64,641

65,725

66,164

66,360

Metil-tio-propanoato
de metila

3-metil-tio-propanoato
de etila

Acido isobutirico
Furoato de metila

2,2-dimetil-propanoato
de octila

Acido butanoico
Decanoato de etila
Decanoato de metila
Mentol

3-hidroxi-hexanoato de
metila

Alcool furfurilico
Succinato de dietila

5-etil-dihidroxi-
2(3H)furanona

Acido valérico
Undecanoato de etila

2-metil-tio-propenoato
de metila

3,4-dimetil-benzaldeido
Cinamaldeido

5-acetoxioctanoato de
metila

Laurato de etila
4-octenoato de metila

Diisobutirato de 2,2,4-
trimetil-1,3-pentanediol

5-acetoxihexanoato de
metila

2-feniletanol

2-acetoxioctanoato de
metila
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68,239

68,787

69,113

71,758

71,902

72,306

72,680

73,467

78,500

79,620

83,625

83,605

84,867

87,251

92,248

94,296

Acido heptanoico
y-decalactona
1-heptadecanol
y-nonalactona
4-etilguaiacol
Furaneol

3-fenoxi 1-propanol
Acido octanoico

Acido nonanoico
(pelargbnico)

2-metoxi 4-vinilfenol

Acido n-decanoico
(caprico)

Metil-dihidrojasmonato

5-hidroxi-pentanoato
de 2,4-di-ter-butilfenila

Ftalato de etila

3,5-di-t-tert-butil 4-
hidroxibenzaldeido

Ftalato de 1-butil 2-
isobutila
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Tabela 110: OAV dos compostos em cada amostra. Em vermelho, aqueles cujos OAV mantiveram-se abaixo de 1 para todas as amostras e nao foram analisados.

Composto LIA LIA12 LIA20 LIA26 LIA34 LIA35 LIA36 $C2048
Acetato de etila (ug/L) 0,000828 0,000947 0,389266 0,078995 0,006589 0,001025 0,036417 0,03054
Isobutanoato de etila (ug/L) 1,189868 1,002632 0,909342 0 0 0,598158 1,680658 0
Acetato de isobutila (ug/L) 0,039919 0,035509 0 0,034444 0,039688 0,036344 0,034031 0,038784
Sec-butanol (ug/L) 0 0 0 0 3,531731 1,000385 0 0
Butanoato de etila (ug/L) 0,005113 0 0,105325 0 0 0 0 0
2-metilbutanoato de etila (ug/L) 0 0 0 1,566667 0 1,566667 0 0
Isovalerato de etila (pg/L) 0 11,91833 15,80333 38,945 56,21 5,026667 29,045 11,02833
Pentanoato de etila (ug/L) 0 0 0,0125 0 0 0,7655 0 0
Limoneno (ug/L) 0,032975  0,04455 0 0,112325 0 0,07765 0,0778  0,04925
1-propanol (ug/L) 0 0 0,001478 0,002123 0,001608 2,62E-05 0,001362 0,001867
n-butanol (ug/L) 0 0 1,482805 10,55058 2,533364 0,215297 6,813398 3,014246
Hexanoato de etila (ug/L) 0 13,13 7,837 16 11,85 1,066 3,105 42,184
Acetato de hexila (ug/L) 0,037261 0 0,037493 0 0 0 0 0
3-metil 1-butanol (ug/L) 9,17E-06  8,42E-05 1,87E-05 1,81E-05 1,5E-05 1,42E-05 2,07E-05 1,43E-05
Heptanoato de etila (ug/L)

1-hexanol (pg/L) 0,000451 0 0 0 0 0,000603 0 0
Nonanoato de etila (ug/L) 0 0,004176 0,002165 0,010918 0,008065 0,004 0,001418 0,008641
Acetato de furfurila (ug/L)

Alcool furfurilico (ug/L) 0,03044 0,048995 0,040828 0,06189 0 0,018955 0,039028 0,093595
Acido isovalérico (pg/L) 0 0,289697 0 0 8,537727 13,28955 48,59788 0
Decanoato de etila (ug/L) 0 0,1562 0,2491 3,28905 0,40565 0,0339 1,5089 0,8671
Acido propanoico (pg/L) 0 0 0 0 0 0,002111 0 0
Succinato de dietila (ug/L) 0,00076 0,001494 0,001527 0,000885 0,001009 0,00159 0,001111 0,001541
Undecanoato de etila (ug/L) 0,995 2,875 3,78 1,805 2,16 3,025 2,13 0,87
Acido butanoico (pg/L) 8,007775 88,15699 0,507225 9,928757 7,121329 0 0,192399 0
Acetato de feniletila (ug/L) 0 017872 33,2479 1,39014 0,33144 0,29684 0,93782 2,51356
Acido valérico (pg/L) 0,000393 0,004217 0,009835 0,002637 0,002292 0 0,019583 0
Laurato de etila (pg/L) 0,004283 0,00432 0,004617 0,007147 0,009473 0,004463 0,005847 0,011227
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Acido caproico (pg/L)
2-feniletanol (pg/L)

Acido isobutirico (pg/L)
Acido heptanoico (pg/L)
Acido octanoico (pg/L)
y-nonalactona (ug/L)
Cinamato de etila (pg/L)
Acido pelargdnico (pg/L)
Acido caprico (pg/L)

Acido n-undecanoico (pg/L)

6,03E-05
0,015955
0,000709
0,02103
0,10772
0,685055

0,000308
1,53E-05
0

0
0,040875
0,016324

0,02103
0,18894
1,607143

0,001122
0,00035
4,85E-05

0,002487
0,301624
0,004356

0
18,61303
1,779011

0,000513
0,00172
3,5E-06

0,00368
1,624886
0,011309
0

0,8519
2,786319

0,000515
0,000333
6,35E-05

0
0,420672
0,005769
0
0,44127
1,72533

0,000498
0,002019
0,003657

0
0,108607
0,003332

0,02103
0,23922
0,538956

0,000418
0,000132
0,003657

0

1,3288
0,00845
0
0,31712
1,854945

0,000539
0,000199
0,003657

0
0,775625
0,008168

0
44,91705
1,833297

0,000578
0,000645
0,003657
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