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RESUMO

O uso de leveduras em processos fermentativos é importante, pois além da
producéo de etanol e gas carbdnico, contribuem significativamente para a producéo de
compostos de aroma. Leveduras do grupo nao-Saccharomyces vém recebendo maior
espaco devido ao potencial de incremento na geracdo moléculas aromaticas,
principalmente ésteres e alcoois, que contribuem positivamente no aroma de bebidas
fermentadas. Assim, o objetivo do presente estudo foi selecionar uma levedura nao-
Saccharomyces capaz de gerar aromas e avaliar seu potencial de producéo de ésteres
e alcoois durante as fermentacdes na forma pura, mista e sequencial em mosto sintético.
Das 32 linhagens de leveduras nao-Saccharomyces pesquisadas em agar YMA, a UMSC
19.11 foi selecionada devido a habilidade em produzir ésteres, especialmente o acetato
de fenetila, além da viabilidade para realizagdo das fermentagdes em mosto sintético.
Essa cepa foi inoculada na forma pura, mista e sequencial em mosto sintético e os
ésteres e alcoois foram avaliados apés 3, 7 e 10 dias de fermentacéo a 20 °C e 25 °C.
Treze compostos volateis, incluindo 8 ésteres e 5 alcoois foram identificados. Acetato de
fenetila na fermentacdo pura com a cepa nao-Saccharomyces, a 25 °C por 3 dias foi
expressivamente produzido, na fermentacdo mista o destaque foi para a producéo de
isopentanol e alcool fenetilico e na fermentacao sequencial o hexanoato e octanoato de
etila. Contudo, a producao de etanol foi maior nas fermentacdes utilizando a cepa S.
cerevisiae. De maneira geral, a temperatura de 25 °C demonstrou ter sido mais favoravel
0 grupo acetil ésteres e a temperatura de 20 °C para etil ésteres. Os resultados desse
trabalho indicaram que a levedura nao-Saccharomyces, identificada como
Hanseniaspora opuntiae, demonstra capacidade em contribuir de maneira positiva na
geracao de aromas em mosto sintético, o que corrobora na continuidade de seu estudo
e na sua possivel aplicacdo em bebidas fermentadas.

Palavras-chave: Aromas. Fermentacdo. Leveduras. Esteres. Alcoois



ABSTRACT

The use of yeasts in fermentation processes is important, because in addition to
the production of ethanol and carbon dioxide, they contribute significantly to the
production of aroma compounds. Yeasts from the non-Saccharomyces group have been
receiving more space due to the potential to increase the generation of aromatic
molecules, especially esters and alcohols, which contribute positively to the aroma of
fermented drinks. Thus, the objective of the present study was to select a non-
Saccharomyces yeast capable of generating aromas and to evaluate its production
potential of esters and alcohols during fermentations in pure, mixed and sequential form
in synthetic must. Of the 32 strains of non-Saccharomyces yeasts surveyed, UMSC 19.11
was selected due to its ability to produce esters, especially phenethyl acetate, in addition
to the feasibility for carrying out fermentations in synthetic must. This strain was
inoculated in pure, mixed and sequential form in synthetic must and the esters and
alcohols were evaluated after 3, 7 and 10 days of fermentation at 20 °C and 25 °C.
Thirteen volatile compounds, including 8 esters and 5 alcohols have been identified.
Phenethyl acetate in pure fermentation with the non-Saccharomyces strain, at 25 ° C for
3 days, was expressively produced, in mixed fermentation the highlight was the
production of isopentanol and phenethyl alcohol and in sequential fermentation,
hexanoate and ethyl octanoate. However, ethanol production was higher in fermentations
using the S. cerevisiae strain. In general, the temperature of 25 °C showed that the acetyl
esters group was more favorable and the temperature of 20 ° C for ethyl esters. The
results of this work indicated that the non-Saccharomyces yeast, identified as
Hanseniaspora opuntiae, demonstrates its capacity to contribute positively to the
generation of aromas in synthetic must, which corroborates the continuity of its study and
its possible application in fermented beverages.

Key-words: Aromas. Fermentation. Yeast. Esters. Alcohols
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1 INTRODUCAO

O uso de leveduras em processos fermentativos para producdo de bebidas
fermentadas é importante, pois além da producédo de etanol e gas carbdnico, contribuem
significativamente para a producao de compostos aromaticos, os quais podem fornecer
particularidades em relagdo a complexidade aromatica de cada bebida. (GSCHAEDLER,
2017).

O processo fermentativo era inicialmente realizado na forma espontanea, ou seja,
utilizando somente a microbiota existente em um determinado substrato e sem o uso de
culturas iniciadoras. Inumeras mudancas no processo de fermentacao industrial foram
ocorrendo a partir do uso de inéculos de linhagens de leveduras comerciais. Os
processos fermentativos sdo utilizados para a producdo de metabdlitos de grande
importancia para industrias de bebidas, alimentos, cosméticos, medicina e
biocombustiveis, como os aromas, corantes, acidos, entre outros. (HIRST; RICHTER,
2016).

Tradicionalmente as leveduras do género Saccharomyces sp., especialmente a
espécie Saccharomyces cerevisiae, sa0 as comumente empregadas no processo de
producéo de bebidas fermentadas, entretanto, outros géneros de leveduras estao sendo
propostos como uma alternativa que poderia impactar positivamente na qualidade final
dos produtos. (ESCALANTE, 2016). O interesse crescente em leveduras nao-
Sacharomyces em processos fermentativos é devido a possivel reducao do teor de
etanol, elevacao da acidez, producéo de pigmentos e da estabilidade, e por incrementar
a complexidade aroméatica das bebidas fermentadas, entre elas, a cerveja e o vinho. (HU
et al., 2018a). Este grupo ja foi considerado como levedura deteriorante na fermentacao
de vinhos e seus metabdlitos produzidos eram classificados como desagradaveis,
causando um impacto negativo na qualidade do produto, no entanto, sabe-se hoje que
elas exercem papel importante na qualidade aromatica de diferentes produtos. (CHEN
et al., 2018).

As leveduras que compdem o grupo nao-Saccharomyces sao dos géneros:
Hanseniaspora sp., Issatchenkia sp., Pichia sp., Schizosaccharomyces sp.,
Brettanomyces sp., Zygosaccharomyces sp., Kluyveromyces sp., Candida sp. e
Torulaspora sp. (PETRUZZI et al., 2017). Estudos demonstram que as leveduras nao-

Saccharomyces sao capazes de produzir ésteres, como o acetato de isoamila (aroma
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semelhante a banana) e o acetato de fenetila (aroma frutado). (DOMIZIO et al., 2011).
As leveduras do género Hanseniaspora sp. podem contribuir na formacao de moléculas
volateis, como a producdo de acetato de fenetila e na elevacao do teor de agucares em
mosto de uva. (ADRIANA et al., 2016 ; SANTOS, 2015)

Além de selecionar e isolar leveduras ndo-Saccharomyces para desenvolvimento
de novos aromas, € importante estudar os processos de fermentacao pois a dindmica da
producédo de compostos aromaticos pode ser alterada em funcéo da forma de aplicacao
das culturas. Nos processos de fermentacdo mista ou sequencial de linhagens nao-
Saccharomyces com a espécie S. cerevisiae, foram observadas alteracées nos niveis de
lactato de etila, 2,3-butanodiol, 2-feniletanol e acetato de 2- fenitila, além de que as
leveduras ndo-Saccharomyces contribuem na retencao das propriedades organolépticas
desejadas. (LOIRA et al., 2015).

1.1 Objetivos
1.1.1 Objetivo Geral

Selecionar uma levedura ndo-Saccharomyces com habilidade de produzir aromas
e avaliar seu potencial em processos fermentativos de forma pura, mista e sequencial

com a espécie S. cerevisiae em mosto sintético, visando a formacao de ésteres e alcoois.

1.1.2 Objetivos Especificos

a) Selecionar a partir do Banco de Leveduras do Itt Nutrifor uma levedura nao-
Saccharomyces com potencial de producao de ésteres;

b) Identificar a espécie da levedura nado-Saccharomyces selecionada;

c) Avaliar a produgéo de ésteres e alcoois nos processos de fermentacdo com a

cultura ndo-Saccharomyces e S. cerevisiae na forma pura, mista ou sequencial.
1.2 Justificativa
Atualmente, a industria de bebidas fermentadas (ex. vinho, cerveja) vem utilizando

leveduras nao-Saccharomyces de forma progressiva, além do uso corriqueiro de

leveduras S. cerevisiae. O interesse nas leveduras nao-Saccharomyces sao nos
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compostos volateis formados, pois elas sdo capazes de promover variados tipos de
compostos de aroma e sabor, gerando diferentes opcdes e estilos em bebidas
fermentadas. No entanto, por serem linhagens nativas, as propriedades do processo
fermentativo podem sofrer alteracées, implicando em falta de padronizagéo nos atributos
sensoriais e no aspecto visual das bebidas. (MICHEL et al., 2016).

A levedura S. cerevisiae até recentemente, era considerada a principal espécie
utilizada na fermentagcédo alcodlica, devido a capacidade de produzir compostos que
favorecem as caracteristicas sensoriais em bebidas fermentadas. O processo de
fermentacdo se da a partir da biotransformacao executada pela levedura S. cerevisiae,
a qual realiza a metabolizacao dos agucares e demais moléculas presentes nos mostos
a etanol, gas carbdnico e outros compostos secundarios. No entanto, linhagens de
leveduras n&o-Saccharomyces vem recebendo maior interesse, por possuirem a
habilidade de melhorar o sabor e o aroma de bebidas fermentadas e gerarem
importantes metabdlitos volateis especificos que beneficiam o perfil sensorial do produto.
(LU et al., 2017).

Com o crescente interesse das diferentes industrias na obtencao de incremento
de aromas, as leveduras classificadas como nao-Saccharomyces vem ganhando
espaco, pois estas possuem um alto potencial em promover novos atributos sensoriais.
O processo fermentativo possibilita a promocédo de diversos compostos volateis, de
forma natural, o que atrai fortemente o mercado consumidor, gerando oportunidades
para pesquisa e inovacao em avaliar a aplicagdo deste processo de forma mista e/ou
pura de leveduras ndo-Saccharomyces e a espécie S. cerevisiae.

Assim, realizar a sele¢éo de leveduras nao-Saccharomyces e a aplicacao delas
em um processo fermentativo € de grande valia, pois dessa forma, novas leveduras
podem ser fornecidas no mercado. Além do mais, para uma expressiva geracao de
compostos volateis em bebidas fermentadas, faz-se necessario buscar maior
entendimento na aplicacdo de leveduras ndo-Saccharomyces e S. cerevisiae em
fermentacées mista e sequencial e os parametros fisico-quimicos ideais para o

favorecimento desta producéao, trazendo a importancia deste trabalho.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Uso de leveduras Saccharomyces cerevisiae e nao-Saccharomyces na
fermentacao

A utilizagao de microrganismos para conversao de uma molécula em outra a partir
de um substrato, € uma pratica antiga e utilizada de forma abrangente para produgéo de
bebidas. O processo de fermentacao dos agucares para geracao do etanol resulta de um
processo bioquimico na qual as leveduras degradam os acucares presentes em uma
determinada matriz e produzem alcool na auséncia de oxigénio. (COSTA, 2017).

Dentre os microrganismos utilizados no processo de fermentacdo estdo as
leveduras. As leveduras pertencem ao grupo dos eucariotos que vivem em diferentes
habitats como agua, solo, ar e na parte externa de plantas e frutas. (ESCALANTE, 2016).
Além do etanol, muitos outros compostos sdo produzidos, os quais contribuem ao perfil
sensorial das bebidas.

O processo fermentativo por muito tempo foi executado na forma espontanea,
tendo os microrganismos nativos como principais catalisadores. Estes microrganismos
nativos englobavam também um grupo elevado de leveduras classificadas como nao
convencionais. (GSCHARDLER, 2017). No século XIX, mudancas no processo de
fermentacdo industrial ocorreram através da inoculacdo de linhagens de leveduras
comerciais. Atualmente, os processos fermentativos sédo utilizados para gerar
metabdlitos de relevancia para as industrias de bebidas, alimentos, cosméticos, medicina
e biocombustiveis (HIRST; RICHTER, 2016).

As leveduras utilizadas na fermentacédo de bebidas podem ser divididas em dois
grupos Saccharomyces sp. € ndo-Saccharomyces. Dentro do grupo das Saccharomyces
sp., a espécie S. cerevisiae € evidenciada como a principal levedura atuante na
fermentacdo de mostos para producédo de vinhos e cervejas (PADILLA et al., 2016).
Caracteristicas relacionadas a aroma e sabor, bem como a presenca de componentes
bioativos no vinho s&o atribuidas a esse microrganismo durante o processo fermentativo.
(LI et al., 2017).

Estruturalmente, o grupo das Saccharomyces contém forma esférica ou eliptica.
A S. cerevisiae é a mais comumente utilizada no processo de fermentacdo de vinhos e
cervejas por apresentar alta habilidade fermentativa, desenvolvimento agil e adapta-se

de maneira simples. Possui tolerdncia em variados niveis de concentragdo de SO,
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sendo um diferencial em relacdo ao grupo das ndo-Saccharomyces, pois estes nao
sobrevivem. (ESCALANTE, 2016).

As linhagens de levedura nao-Saccharomyces eram categorizadas como
deteriorantes e formadores de metabdlitos que promoviam efeitos sensoriais
indesejaveis em vinhos. (CHEN et al., 2018). No entanto, hoje em dia observa-se que as
leveduras néo-Saccharomyces, quando aplicadas na fermentacdo de forma pura
(isolada) ou associada com a S. cerevisiae, aprimoraram o sabor de variadas classes de
vinhos. (AZZOLINI et al., 2014). O beneficio do uso das leveduras nao-Saccharomyces
esta associada a melhoria da complexidade aromatica, no incremento da quantidade de
glicerol ou manoproteina, no equilibrio da acidez volatil, na estabilidade da cor e na
reducao do teor de alcool. (CURIEL et al., 2017).

As leveduras nao-Saccharomyces podem crescer tanto na auséncia, quanto na
presenca de oxigénio, o que promove a competicdo com o grupo Saccharomyces pelos
nutrientes, assim como geram metabdlitos secundarios e/ou modificagdo do
metabolismo de S. cerevisiae durante o processo de fermentagcdo. (PETRUZZI et al.,
2017).

Espécies do género Hanseniaspora sp. / Kloeckera sp. foram estudadas para
serem aplicadas como fonte de enzimas nas vinicolas, além dos demais processos
biotecnoldgicos. Leveduras pertencente a este género séo classificadas como néo-
patogénicas e consideradas como microrganismos seguros (GRAS). Niveis de terpenos
podem ser aumentados em vinho Moscatel a partir do uso dessas espécies durante a
fermentacdo. (LOPEZ et al., 2014). Este grupo também ¢é simbolizado por estar
fortemente presente na flora dos bagacos de uva, altamente atuante na fermentacéo do
vinho e suas linhagens podem ser aplicadas na forma de culturas iniciais no processo
fermentativo dos vinhos, sidras e bebidas aromatizadas. (STERNES et al., 2016).

No entendimento de perfil sensorial, espécies H. guilliermondii, H. uvarum e H.
vinae promovem melhorias na intensidade dos aromas e dos sabores como acetato de
2-feniletila, acetato de isoamila, ésteres de etila de acidos graxos de cadeia média,
benzenoides, terpenos e reducdes na concentracédo final de alcoois superiores. Para
melhoria da cor e da composigéo polifendlica em vinhos tintos, espécies H. clermontiae,
H. opuntiae, H. guilliermondiie H. Vinae sdo as mais adequadas, como podem aprimorar
parametros de qualidade, intensidade de antocianinas totais e produzirem vitisina A,
vitisina B e malvidina-3-O-glicosideo-4-vinilguaiacol. (BENITO et al., 2019).
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2.2 Compostos volateis de aroma e a relevancia das moléculas das classes ésteres
e alcoois para bebidas fermentadas

O conhecimento cientifico dos compostos quimicos responsaveis pelo sabor
caracteristico dos alimentos justifica-se pela importancia que estes desempenham na
qualidade dos produtos, inclusive nas bebidas fermentadas. Os compostos volateis do
aroma sao, em sua maioria, substancias termolabeis, sujeitos a rearranjos, ciclizagdes e
oxidacbes, quando submetidos a qualquer aumento de temperatura. O estudo dos
compostos volateis responsaveis pelo aroma e sabor dos alimentos é util na
caracterizacao e classificagdo dos produtos, além do mais, eles tém uma grande
influéncia na tomada de decisdo dos consumidores quando optam por consumir um
produto ou ndo. (REINECCIUS; PETERSON, 2013).

Os aromas encontrados em bebidas fermentadas sdo formados por reacdes
bioquimicas ocorridas dentro da célula de levedura, no decorrer do processo
fermentativo. Inicialmente, os acucares presentes no mosto sdo transformados em
etanol, moléculas volateis e ha formag&o de moléculas intermediarias que sdo os alcoois
e ésteres superiores. As estirpes utilizadas na elaboracao dos diferentes tipos de bebidas
fermentadas podem utilizar diversas fontes de carbono (glicose, sacarose, frutose,
maltose, galactose, rafinose e maltotriose) e com isso produzir uma diversidade de
compostos. (CAPECE et al., 2018).

Dentre as classes de compostos volateis podemos citar os alcoois, aldeidos,
cetonas, tiois, ésteres, fendlicos, entre outros. (ELMORE, 2015b). Os tiois sdo as
responsaveis pelo aroma frutado alcancado em diversos vinhos brancos, como o
Sauvignon Blanc. Deste grupo, trés moléculas apresentam maior relevancia para este
tipo de vinho, como 3-sulfanilhexan-1-ol, acetato de 3-sulfanilhexil (3SHA) e 4-metil-4-
sulfanilpentan-2-ona (4MSP) (RENAULT et al., 2016).

Aromas florais, frutados ou de caracteristica herbal podem ser atribuidos aos
alcoois superiores. No entanto, a presenca desses aromas depende de suas agdes
estarem associadas com outras moléculas de sabor ativo. Os principais representantes
desse grupo presentes na cerveja sao: 1- propanol, isobutanol, alcool isoamilico e alcool
fenitilico. Os alcoois superiores podem ser formados através das leveduras na forma de
um subproduto, mediante as etapas de metabolismo e catabolismo de aminoacidos. No
decorrer do catabolismo, os aminoacidos sao degradados dentro das células das

leveduras, ocorrendo um processo denominado transaminagéo, sendo realizado por
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quatro enzimas transaminase. O metabolismo dos aminoacidos inicia-se com um
carboidrato, o qual é substituido por uma molécula de a-cetoacido e por fim, este acido
€ transaminado no aminodacido equivalente, produzindo os alcoois superiores através do
processo de descarboxilagdo e reducéo dos a-cetoacidos. (MICHEL et al., 2016).

Algumas substancias volateis produzidas ndo sao apreciadas. Moléculas do grupo
dos aldeidos, formadas a partir da reacao de Maillard, substancias como furfural e
aldeidos advindos da oxidacdo de &cidos graxos e trans-2-nonenal, sdo componentes
classificados como sabores excéntricos em cervejas. O grupo das cetonas como diacetil
(2,3-butanodiona) é controlado no momento da elaboracdo da cerveja, pois colabora
para um sabor amanteigado bastante desagradavel. (VRHOVSEK et al., 2018).

Os ésteres sao os compostos volateis mais abundantes em vinhos, com cerca de
160 compostos identificados até o momento. Embora varios ésteres podem ser formados
durante a fermentacéo, os mais abundantes sdo os derivados do &cido acético (acetato
de etila, acetato de isoamila, acetato de isobutila e acetato de 2-feniletila) e ésteres
etilicos de acidos graxos saturados (butanoato de etila, caproato de etila, caprilato de
etila) e caprato de etila. (PADILLA et al., 2016). O grupo dos ésteres de acetato auxiliam
significativamente nas caracteristicas organolépticas de todos os alimentos e bebidas,
especialmente na fermentacdo de vinhos e cervejas. Podem promover aromas de
caracteristicas frutais e florais. Estes sao produzidos através da transferéncia de um
grupo acetil-CoA para o grupo hidroxila de um alcool. De acordo com o tipo do substrato
alcool, a enzima responsavel pela catdlise dessa reagcdo € a enzima alcool
acetiltransferase (AATase). (HIRST; RICHTER, 2016; MORRISSEY et al., 2015).

Em se tratando do grupo etil éster de acidos graxos de cadeia longa, estas
moléculas sdo formadas a partir do processo de esterificacdo dos acidos graxos ao grupo
alcool e o etanol. (GARAVAGLIA, 2014). Para a cerveja, alguns compostos de ésteres
sédo fundamentais no que se refere ao sabor como o hexanoato de etila que promove
aromas de maca e anis e octanoato de etila que também apresenta aroma de maca,
porém mais acido. (MICHEL et al., 2016).

As espécies de leveduras utilizadas no processo fermentativo podem impactar
diretamente o tipo de compostos volateis formados. Espécies pertencentes aos géneros
Candida sp., Hansenula sp. e Pichia sp. foram descritas como tendo maior capacidade
de produzir acetato de etila do que as linhagens de S. cerevisiae. (PADILLA et al., 2016).

Além disso, em um estudo em que a producédo de éster foi agrupada por géneros de
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leveduras, Hanseniaspora sp. e Pichia sp. se destacaram pela producéo de acetato de
etila. Leveduras do género Hanseniaspora sp. sdo consideradas um potente produtor de
ésteres especificos de acetato de frutas, como acetato de 2-feniletila e acetato de
isoamila, enquanto os géneros Pichia sp. e Rhodotorula sp. produziram niveis notaveis
de acetato de isoamila. (VIANA et al., 2008). Entre as espécies de Hanseniaspora sp.,
especificamente H. uvarum é relatado para ser um bom produtor de ésteres em geral,
enquanto H. guilliermondii e H. osmophila sdo fortes produtores de 2- acetato de
feniletila. (ROJAS et al., 2003; VIANA et al., 2008).

2.3 Impacto das fermentacOes utilizando culturas mistas e sequenciais na
producao de ésteres e alcoois

A tendéncia na fermentacado de vinhos e cervejas é a utilizagdo da aplicagao de
culturas mistas ou sequenciais. (LLEIXA et al., 2016). A fermentacdo na forma mista
consiste na adicdo simultdnea e na mesma propor¢cdo de leveduras do género
Saccharomyces sp. e ndo-Saccharomyces, enquanto, a inoculagao de forma sequencial,
€ alterada a ordem de adi¢édo das leveduras. Diversos ensaios vém sendo realizados a
fim de entender as acdes benéficas sobre a diferenciacdo e a qualidade dos vinhos
fermentados de forma mista com leveduras nao-Saccharomyces associadas a espécie
S. cerevisiae. Nas fermentagcbes realizadas de forma simultdnea e sequencial, a
Torulaspora. delbrueckii é recomendada para esses tipos de fermentagdes por
proporcionarem menor formacao de glicerol, acidez e elevacdo da espuma, além do
incremento de compostos sensoriais para vinhos. (CANONICO et al., 2018).

Para elevar o antagonismo de ndo-Saccharomyces, a realizagao da fermentacao
de forma sequencial pode ser uma alternativa proveitosa de inoculagdo. Inimeros
procedimentos foram avaliados a partir da utilizacdo do processo fermentativo
sequencial, variando o tempo da segunda inoculagdo (ap6s 24 horas), o que
evidenciaram a presenca e o aporte das espécies ndo-Saccharomyces. (SIESTO et al.,
2016). Além disso, a inoculacéo sequencial de T. delbrueckiie S. cerevisiae, demonstrou
ser mais benéfico no @mbito de geracdo de moléculas de aroma quando comparado a
fermentacao mista, ambas na temperatura de 25 °C e no periodo de 3 dias (LIU et al.,
2018). Utilizando a fermentacdo de forma sequencial com a espécie Metchnikowia

pulcherrima, associada a S. cerevisiae foi relatado um aumento significativo das



17

moléculas acetato de fenetila, acetato de isoamila e de terpenol no vinho. (LIU et al.,
2016).

Em se tratando da inoculagcdo mista, Renault et al. (2015) demonstraram que a
co-inoculacao de T. delbruecki e S. cerevisiae proporcionou 0 aumento de acetato de
isobutila e acetato de isoamila, possivelmente, por uma interacdo positiva entre as
espécies. Além disso, os autores demonstraram que os compostos propanoato de etila,
isobutanoato de etila e hidrocinamato de etila sdo marcadores da levedura T. delbruecki.

Para controle do processo fermentativo neste formato, a dominancia e a
obstinacao das espécies de leveduras sado altamente influenciadoras. De acordo com
Siesto et al. (2016), as linhagens pertencentes ao grupo nao-Saccharomyces co-
inoculada com a espécie S. cerevisiae na proporcao de 1:1, ndo gerou interferéncia no
desenvolvimento da S. cerevisiae. Porém, no ambito de obter maior permanéncia das
leveduras ndo-Saccharomyces associada a S. cerevisiae no processo de fermentagéo,
a inoculacdo nas concentragdes 100:1 com linhagens de Lachancea thermotolerans e
Saccharomycodes ludwigii, H. uvarum e H. guilliermondii, foi mais promissora.

Um outro estudo em literatura sobre a fermentagdo mista, ambas as leveduras
avaliadas (ndo-Saccharomyces e S. cerevisiae) foram aplicadas ao mesmo tempo em
amostras de vinho nas temperaturas: 20 C, 25 °C e 30 °C e no periodo de 15 dias. O
resultado mostrou que para a fermentacdo realizada na temperatura de 25 ° C as
amostras apresentaram maior énfase para perfil sensorial frutal e moderada percepcao
da nota floral. Para a temperatura de 20 ° C os resultados foram bastante similares a 25
°C, porém apresentando maior intensidade ao floral. (SUN et al., 2015).

A fermentacao utilizando as leveduras H. opuntiae e S. cerevisiae demonstraram
bom desempenho na producdo de aromas apos o periodo de 120 horas e néo
apresentando diferenca estatistica da amostra fermentada contendo apenas a H.
opuntiae. Para as amostras compreendendo somente a espécie comercial S. cerevisiae,
ja estatisticamente demonstrou diferengca. Com esse resultado foi possivel concluir que
a cepa H. opuntiae corroborou para aprimoramento do aroma do vinho (ASSIS et al.,
2014). A essencial acdo da aplicacao da inoculacdo de forma mista ou sequencial de
linhagens n&o-Saccharomyces com S. cerevisiae estd no incremento da concentragéo

de moléculas de interesse, como os ésteres. (ROLLERO et al., 2018).
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2.4 Analise de Esteres e alcoois

Os métodos para extracdo de compostos aromaticos e consequentemente
volateis se dividem em dois grupos: extracdo baseada em solventes e extragdo em
headspace, sendo a ultima a mais utilizada. A técnica de microextracdo em fase soélida
(do inglés SPME — Solid-phase microextraction) € uma das técnicas mais utilizadas para
a analise de compostos volateis no headspace. A SPME usa uma fibra de silica fundida,
com diferentes materiais para adsor¢gao dos compostos, montada dentro de um holder,
onde durante o processo de extragdo ocorre um equilibrio entre a amostra, o headspace
e a fibra, para todos os compostos volateis da amostra. (ELMORE, 2015a). Através da
técnica SPME ¢é possivel detectar compostos volateis das mais diferentes classes
quimicas, como ésteres, alcoois, aldeidos, furanos, cetonas, entre outros. (JELEN et al.,
2012). Apds a extragdo e adsorcao dos compostos volateis na fibra, os compostos
volateis sdo dessorvidos no sistema de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria
de massas para separacao, identificacdo e quantificacdo dos compostos (ELMORE,
2015b).
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3 METODOLOGIA

A metodologia desenvolvida na presente dissertacao esta ilustrada no fluxograma
abaixo e descrita de maneira detalhada no Apéndice A - Selecdo de levedura nao-
saccharomyces e avaliagao da produgao de ésteres e alcoois durante as fermentagdes
na forma pura, mista e sequencial em mosto sintético.

A primeira parte do estudo (Figura 1) consistiu em selecionar uma levedura néo-
Saccharomyces a partir do banco de leveduras do Itt Nutrifor com potencial de geracao
de ésteres. ApOs a etapa de selecao, a levedura selecionada foi encaminhada para a

identificagdo molecular.

Figura 1 — Esquema da metodologia empregada para a selecdo de uma levedura nao-

Saccharomyces produtora de ésteres.

Inoculagédo das 32 linhagens de
leveduras ndao-Saccharomyces ———>
em meio 4gar YMA em vials

Incubacao dos vials a 28°C por
5 dias

Andlise da producao de ésteres ldentificagdo dos ésteres

por HS-SPME/GC-MS produzidos
Selecao da Levedura nao- : Identificagdo molecular da

Saccharomyces UMSC 19.11 levedura selecionada

Na segunda parte do estudo (Figura 2) foi realizada a aplicagdo da levedura

selecionada em processos fermentativos em mosto sintético com a finalidade de verificar
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quais os ésteres e alcoois sao formados em fungéo do tipo de inoculagéo (pura, mista ou

sequencial) e do tempo e temperatura de incubacéo.

Figura 2 — Esquema da metodologia empregada na aplicacao da levedura em processos

fermentativos em mosto sintético.

Inoculagdo das linhagens Incubacéo por 3, 7 e 10 dias

S. cerevisiaee H. opuntiae em 5 nas temperaturas de 20 °C e
mosto sintético na forma pura, 25 °C

mista e sequencial

ldentificagéo dos ésteres e
alcoois produzidos em cada
condicao

Andlise da produgéo de ésteres 5
e alcoois por HS-SPME/GC-MS
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APENDICE A - SELECAO DE LEVEDURA NAO-SACCHAROMYCES E AVALIACAO
DA PRODUCAO DE ESTERES E ALCOOIS DURANTE AS FERMENTACOES NA
FORMA PURA, MISTA E SEQUENCIAL EM MOSTO SINTETICO
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TiTULO: SELECAO DE LEVEDURA NAO-SACCHAROMYCES E AVALIACAO DA
PRODUCAO DE ESTERES E ALCOOIS DURANTE AS FERMENTACOES NA
FORMA PURA, MISTA E SEQUENCIAL EM MOSTO SINTETICO

Pamela Martinez Lima’
Jessica Fernanda Hoffmann
Tanise Gemelli

Resumo: Leveduras do grupo nao-Saccharomyces vem recebendo maior
consideracao devido ao potencial de incrementarem aromas as bebidas fermentadas.
Assim, o objetivo do presente trabalho foi selecionar uma levedura ndo-Saccharomyces
com potencial de gerar moléculas aromaticas durante as fermentacdes na forma pura,
mista e sequencial, associada a S. cerevisiae. Das 32 leveduras nao-Saccharomyces
avaliadas em meio agar YMA, a cepa UMSC 19.11 foi selecionada devido a expressiva
formagao dos ésteres acetato de fenetila e acetato de isoamila. Essa cepa foi inoculada
na forma pura, mista e sequencial em mosto sintético e os compostos de aroma foram
avaliados apoés 3, 7 e 10 dias de fermentacdo a 20° C e 25° C. Como resultado, treze
compostos volateis, incluindo 8 ésteres e 5 &lcoois foram identificados. O éster acetato
de fenetila apresentou relevante formagao na fermentacdo pura com a levedura H.
opuntiae, principalmente no tempo de 3 dias a 25 °C. Na fermentag¢édo mista o destaque
foi para a produgao de isopentanol e alcool fenetilico e para a fermentagéo sequencial o
hexanoato e octanoato de etila. A producdo de etanol foi maior nas fermentacdes

utilizando a cepa S. cerevisiae na forma pura e sequencial. De maneira geral, a
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temperatura de 25 °C demonstrou ter sido mais favoravel para o grupo acetil ésteres e a
temperatura de 20 °C para os etil ésteres. Os resultados desse trabalho indicaram que a
levedura ndo-Saccharomyces, identificada como H. opuntiae, pode contribuir na geragéao

de aromas em mosto sintético.
Palavras-chave: Aromas, Esteres, Fermentacdo, Leveduras.

Abstract: Yeasts from the non-Saccharomyces group are receiving greater
consideration due to the potential to increase aromas in fermented drinks. Thus, the
objective of the present work was to select a non-Saccharomyces alteration with the
potential to generate aromatic molecules during fermentations in pure, equivocal and
sequential form, associated with S. cerevisiae. Of the 32 non-Saccharomyces yeasts,
available in YMA agar medium, a UMSC 19.11 strain was selected due to the expressive
formation of ethyl acetate and isoamyl acetate esters. This strain was inoculated in pure,
mixed and sequential form into synthetic must and the aroma compounds were evaluated
after 3, 7 and 10 days of fermentation at 20° C and 25° C. As a result, thirteen volatile
compounds, including 8 esters and 5 alcohols were identified. The phenethyl acetate
ester showed a relevant formation in the pure fermentation with yeast H. opuntiae, mainly
in the time of 3 days at 25 ° C. The mixed fermentation the highlight production was to
isopentanol and phenethyl alcohol and for the sequential fermentation of ethyl hexanoate
and ethyl octanoate. Ethanol production was higher in fermentations using the S.
cerevisiae strain in pure and sequential form. In general, the temperature of 25 °C proved
to be more favorable for the acetyl esters group and the temperature of 20 ° C for the
ethyl esters. The results of this work indicate that the non-Saccharomyces yeast,
identified as H. opuntiae, can contribute to the generation of aromas in fermented

products.

Keywords: Flavors, Esters, Fermentation, Yeast.
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1 INTRODUCAO

As leveduras desempenham papel fundamental nos processos fermentativos para
producédo de bebidas fermentadas, pois além de promoverem a formacao de etanol e
gas carbdnico, contribuem significativamente para a produg¢ao de compostos aromaticos,
0s quais podem fornecer particularidades em relagédo a complexidade aromatica de cada
bebida (Gschaedler, 2017).

Em vinhos, cervejas e sidras o processo de fermentacdo é comumente realizado
utilizando a espécie Saccharomyces cerevisiae, por promover a geracao de produtos
uniformes e padronizados (Escalante, 2016). No entanto, ha um crescente interesse no
emprego de espécies nao-Sacharomyces por apresentarem distintas atividades no que
se refere a reducéo do teor de etanol, elevagédo da acidez, incorporacao e estabilidade
da cor e promogao de moléculas quimicas ou aromaticas particulares nas bebidas
fermentadas (Chen et al., 2018 ; Hu et al., 2018).

As linhagens de leveduras que compdem o grupo das nao-Saccharomyces sao
dos géneros: Hanseniaspora sp., Issatchenkia, Pichia, Schizosaccharomyces,
Brettanomyces, Zygosaccharomyces, Kluyveromyces sp., Candida sp. € Torulaspora
sp.. Diversos estudos tém demonstrado que as leveduras nao-Saccharomyces sao
capazes de produzir ésteres, como o acetato de isoamila (aroma semelhante a banana)
e o 2-fenetil-acetato (aroma frutado), compostos considerados relevantes no aroma de
bebidas (Domizio et al., 2011). As leveduras do género Hanseniaspora sp. podem
contribuir na formacao de moléculas volateis, como a producao de 2-feniletila, e também
na elevacao do teor de acucares em mosto de uva (Adriana et al., 2016). A espécie H.
opuntiae tem sido descrita em relacdo ao seu metabolismo e a formagdo de compostos
de aroma em vinhos. Esta cepa pode promover uma significativa reducao na quantidade
final de etanol e elevar o teor de glicerol nos vinhos (Luan et al., 2018a).

Entender a dindmica dos processos de fermentacdo na producao de compostos
aromaticos € também de grande importancia, pois pode ser alterada em funcao da forma
de aplicacdo das leveduras. Nos processos de fermentacdo mista ou sequencial de
linhagens nao-Saccharomyces com a espécie S. cerevisiae, foram observadas
alteragdes nos niveis de lactato de etila, 2,3-butanodiol, 2-feniletanol e acetato de 2-
fenitila e em relacdo as leveduras nao-Saccharomyces, estas contribuem na retencao

das propriedades organolépticas desejadas (Loira et al., 2015).
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Assim, o objetivo deste trabalho foi selecionar uma levedura ndo-Saccharomyces
com potencial de producao ésteres e de alcoois importantes para bebidas fermentadas
e avaliar sua capacidade de gerar esses compostos em mosto sintético quando
inoculado na forma de cultura pura, mista e sequencial em diferentes tempos e

temperaturas.

2 MATERIAL E METODOS
2.1  Selecao das leveduras nao-Saccharomyces produtoras de aromas

No banco de microrganismos do laboratério de Biologia Celular e Molecular do itt
Nutrifor, foram pré-selecionadas 32 linhagens de leveduras (Tabela 1). Essas leveduras
foram isoladas de vinhedos da cultivar de Uva Merlot, plantados no Vale dos Vinhedos,
na cidade de Bento Goncalves, na regiao da Serra Gaucha (CROSATO et al., 2018) e
na cidade de Vacaria, na regiao dos Campos de Cima da Serra. A identificacdo do género
(Saccharomyces sp. ou nao-Saccharomyces) foi realizada em trabalho anterior por PCR
Muliplex (Reacao em Cadeia da Polimerase) e visualizagéo por microscépio (Crosato et
al., 2018).

Tabela 1 - Origem e codificacdo das linhagens de leveduras utilizadas no trabalho

Origem das linhagens Codificacao banco de microrganismos

Regides da Serra e Campanha, RS. UMSC19.11, USC9.5, USC9.1, USC4.5,
USC3.25, USC3.19, UMS03.20,
USC9.13 UMSC9.15, USV1.6,
USV4.19, USV4.34, USVe6.1
UMS04.3, UMS17.17, UMS24.05,
UMS12.12,UMSC03.22,UMSC11.8
UMSC12.2,UMSC22.15,UMSC22.
27,USC10.15,USC10.1,USC19.3,U
SC23.6, USC23.7, USC26.19,
USC26.25, USC22.12, UMS17.8,
6.6

*controle positivo. Cepa Saccharomyces cerevisiae.
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Antes de iniciar o processo de selecao, foi necessario realizar avaliacdo de
viabilidade e pureza em cada cepa de levedura. Deste modo, as 32 leveduras pré-
selecionadas foram recuperadas do ultrafreezer (— 80°C), e 100 pL foram inoculados em
50mL de caldo YM (Yeast Medium Broth). O caldo YM é composto por extrato de
levedura (0.3 %); extrato de malte (0.3%); peptona (0.5 %) e glicose (1.0 %). Finalizado
este processo, cada levedura foi incubada sob agitacao orbital (150 rpm) a 28 °C, entre
24 h e 48 h para crescimento. Um Erlenmeyer sem inoculagéo foi adicionado ao teste
para controle do processo. Transcorrido o periodo de crescimento, cada Erlenmeyer
contendo a respectiva levedura foi plagueada através da técnica de esgotamento em
meio Agar YMA (Yeast Medium Agar) e incubadas em BOD & 28 °C por até 48 horas.
Este meio de cultura apresenta a mesma composicdo do caldo YM, porém é
acrescentado o Agar (1.5 %). Ao concluir o processo de recuperacdo das leveduras, foi
realizada a avaliacao de viabilidade e pureza das linhagens. Desta forma, cada placa foi
examinada na lupa para uma verificagao total e de todos os campos de cada placa para

garantir que n&o havia alguma contaminagéao.

2.2 Analise da producao dos ésteres pelas leveduras nao-Saccharomyces em
meio agar YMA

Apés a verificagdo da viabilidade e pureza, foi iniciada a analise para a realizagéo
do screening da producdo de ésteres por leveduras ndo-Saccharomyces. Para este
ensaio, 10 mL do meio agar YMA foram vertidos em vials de 20 mL. Os vials contendo o
meio ficaram inclinados para solidificar na forma de bisel. Com o meio ja solidificado, em
cada tubo, foi inoculada uma coldnia de cada levedura viavel e os tubos foram incubados
a 28 °C por 5 dias. Um tubo sem inoculagao foi incubado nas mesmas condicbes como
controle negativo do processo. Completado o periodo de crescimento, cada tubo foi
encaminhado para a andlise de compostos volateis.

Os ésteres foram extraidos pela técnica de microextracdo em fase sélida no
headspace (HS-SPME). Antes da exposicéo da fibra, os frascos foram aquecidos a 80
°C por 20 minutos para volatilizagcdo das moléculas. Posteriormente, a fibra de
polidimetilsiloxano / divinilbenzeno / carboxeno (PDMS / DVB / CAR) (Supelco,
Bellefonte, PA, EUA) foi exposta ao headspace por 10 minutos. Apos extragao, as fibras

de SPME foram retiradas dos frascos e inseridas no sistema de injecao do GC-MS para
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a separacao e identificacao dos ésteres. O tempo de dessorcao térmica foi de 10 min a
250 °C no modo splitless.

A identificacao dos ésteres foi realizada em um sistema de cromatografia gasosa
acoplada a espectrémetro de massas (Shimadzu GCMS QP 2010 Plus), de acordo com
o método proposto por Garavaglia (2014). A separacdao dos ésteres foi realizada
utilizando a coluna capilar ZBWAX (30 m x 0,25 mm x 0,25 pm) com polietilenoglicol
(Supelco) utilizando gas hélio (grau de pureza 99,99%, White Martins, Sdo Paulo, Brasil)
como gas de arraste em um fluxo de 1 mL/min. A temperatura do forno foi de 50 °C
mantida por 1 min e apds, aumentada para 80 °C a uma taxa de 3 °C/min e, apds um
aumento adicional para 200 °C a uma taxa de 20 °C/min o tempo de corrida foi de 17
min. O espectrdmetro de massas foi operado com ionizagao de impacto de elétrons de
70 eV, temperatura da fonte de ions e interface de 250 °C. Os compostos foram
analisados no modo de varredura, na faixa m/z: 40 a 400.

Os ésteres foram identificados a partir da comparagao dos espectros de massas
experimentais com os espectros tedricos contidos na biblioteca NIST11. A integracao
dos picos foi realizada no modo automatico e o valor de area de cada composto
identificado foi anotado. A partir das areas de cada composto foi realizado um grafico de
mapa de calor (heat map) no programa Metaboanalyst 4.0 (Chong; Wishart; Xia, 2019)

de forma a visualizar em que grupo havia maior producao de ésteres.

2.3 Identificacao molecular da levedura nao-Saccharomyces

A identificacdo molecular da levedura ndo-Saccharomyces foi conduzida no
laboratério de Toxicologia e Biologia Molecular da Unisinos. O isolamento do DNA foi
realizado utilizando o kit Wizard Genomic DNA Purification da Promega, conforme as
especificacoes do fabricante. A amplificacdo do fragmento ITS, com aproximadamente
600 pb, incluindo 0os ITS 1 e 0 ITS 2, separados pelo rRNA 5.8S, foi feita utilizando os
seguintes primers: ITS 1 (5 — TCCGTAGGTGAACCTGCGG — 3’) e ITS 4 (5 —
TCCTCCGCTTATTGATATGC — 3’) (Bruns et al., 1990).

As reacoes foram preparadas em volume final de 25 uL com 50 ng de DNA, 1,5
mM MgClz, 200 uM de cada dNTP, 0,5 uM de cada primer, 1U da enzima Taq Polimerase
e 1X do tampéao de PCR. Foram realizados 35 ciclosde amplificagdo consistiram numa

etapa de desnaturacao inicial a 95 °C por 30 segundos, anelamento a 52 °C por 30
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segundos e a extensdo a 72 °C por 1 minuto, seguido de uma extensao final na mesma
temperatura, porém, por 5 minutos. Os produtos de amplificacdo foram putrificados
enzimaticamente utilizando Exonuclease | e FastAP da Thermo Fischer Scientific e
encaminhados para sequenciamento pelo método de Sanger pela empresa Macrogen
(Seoul, Coreia do Sul). A qualidade das sequéncias foi avaliada por meio da visualizagao
das bandas com o software ChromasPro 1.5. As sequéncias foram verificadas também
usando a ferramenta online BLASTn para comparagcdo com a sequéncias depositadas
no banco de dados do GeneBank (NCBI).

2.4 Andlise da producdao dos ésteres e alcoois pela levedura nao-
Saccharomyces (UMSC 19.11) em mosto sintético na forma de cultura pura, mista
ou sequencial

2.4.1 Preparo do mosto sintético

O mosto sintético foi preparado de acordo com Fairbairn et al. (2017), utilizando o
meio YNB (meio base para levedura) sem aminoacidos e suplementado com glicose
(20,0 %), acido mélico (0,2 %), acido tartarico (0,3 %); sulfato de aménio (0,03 %), fosfato

de amdnio (0,03 %) e caseina hidrolisada (0,02 %) para um volume de 1 L.

2.4.2 Preparo dos in6culos

As linhagens (S. cerevisiae e UMSC 19.11) foram crescidas em meio Caldo YM
para a producao de biomassa no periodo de 24 h a 48 h. Ao término do crescimento, as
leveduras foram centrifugadas a 5000 rpm por 10 minutos para obtencao do pellet. O
sobrenadante foi removido e cada pellet foi ressuspendido na diluicdo 1/10 do in6culo
em solucédo salina 0,85%. Em seguida, foram coletados 1 mL de cada pellet e transferidos
para um tubo eppendorf para realizacdo da diluigdo. A diluicdo foi conduzida através da
coleta de 100 pL de célula de cada levedura em 900 uL de solucéo salina. Ao final foi
obtido uma diluicdo de 1:10 e o processo foi repetido para obtencéo das diluicées 1:100
e 1:1000.

A diluicao 1:100 foi contada para a levedura S. cerevisiae e a diluicdo 1:1000 para
cepa de levedura ndo-Saccharomyces (UMSC 19.11). As contagens foram realizadas

em camaras de Neubauer e padronizando conforme os tratamentos. Para a fermentacao
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sequencial a S. cerevisiae foi inoculada 24 h antes na concentragao 1,0 x10° cels mL'e
para o restante das fermentacdes (mista e pura) a mesma levedura foi inoculada na
concentracdo 5x108 cels mL™'. Ja a cepa nao-Saccharomyces (UMSC 19.11), devido ao
seu crescimento ter sido mais baixo comparado com a S. cerevisiae, para todos o0s
tratamentos que continham a inoculacado desta cepa a concentracdo da suspenséo foi
padronizada em 5x108 cels mL™".

2.4.3 Fermentacao em escala laboratorial

Foram preparadas cinco fermentacdes: (1) fermentacéo pura utilizando somente
a cepa nao-Saccharomyces (UMSC 19.11) no mosto sintético; (2) fermentacao pura
utilizando somente a levedura S. cerevisiae; (3) processo de fermentacado de cultura
mista, no qual ambas as leveduras foram inoculadas no mesmo tempo e proporgéo (1:1);
(4) inoculacao sequencial e a cepa UMSC 19.11 foi inoculada 24 h ap6s a inoculacao da
espécie S. cerevisiae.; (5) fermentacdo somente o0 mosto sintético como controle do
processo.

Todas as fermentagbes foram feitas em ftriplicata. As inoculacdes de cada
levedura foram realizadas adicionando 0,50 uL em 50 mL do mosto sintético disposta em
Erlenmeyers de 250 mL de volume. A concentragdo celular para cada levedura foi
padronizada de acordo com o preparo das fermentagdes, ou seja, para a fermentacao
sequencial a levedura S. cerevisiae foi de 1,0x10° cels mL™, inoculada 24 h antes da
cepa nao-Saccharomyces (UMSC 19.11) e esta foi inoculada na concentragéo celular de
5x108 cels mL". Na fermentacdo mista as leveduras (S. cerevisiae e UMCS 19.11) foram
inoculadas ao mesmo tempo e na proporgao 5x108 cels mL'. As fermentagdes de cultura
pura ambas as leveduras foram inoculadas isoladamente também na concentracao
5x108 cels mL™". Os Erlenmeyers de cada fermentagéo foram incubados em estufas nas
temperaturas de 20 °C e 25 °C. As coletas para andlise dos compostos volateis foram
realizadas apos 3, 7 e 10 dias de incubacgéo. Esta coleta foi realizada em duplicata,

totalizando 74 amostras.

2.4.4 Andlise dos ésteres e alcoois produzidos em mosto sintético por HS-SPME-GC-MS

Ao final do processo fermentativo (3, 7 ou 10 dias), foram coletados 20 mL dos

mostos fermentados e centrifugados por 10 minutos a 5000 rpm para a separag¢ao do
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liquido fermentado e o pellet. O pelletfoi lavado e os liquidos fermentados foram divididos
em 2 tubos vials e guardados em freezer para a analise dos compostos volateis.

Para a analise dos ésteres, 5 mL do sobrenadante foram transferidos para vials
de 20 mL e 2g de NaCl foram adicionados. A mistura foi incubada por 15 min a 40 °C. A
fiora SPME foi exposta por 20 min a 40 °C. Ap0s esse periodo, a dessorcao foi realizada
por 5min a 250 °C (Vallverdu-Queralt et al., 2015). As condigbes de GC-MS estédo
descritas no item 2.2, no entanto, para essas analises foi utilizada a coluna DB-5 (30m x
0.25mm x 0.25um, Agilent Technologies).

2.4.5 Andlise estatistica

Para o primeiro estudo, a partir das areas de cada composto foi realizado um
gréfico de mapa de calor (heat map) no programa Metaboanalyst 4.0 (Chong; Wishart;
Xia, 2019) de forma a visualizar em que grupo havia maior produgéo de cada um dos
ésteres.

Para o segundo estudo, os resultados foram submetidos a andlise de variancia
(P<0,05). Em caso de significancia estatistica, para o fator cultura e tempo foi aplicado o
teste Tukey (P<0,05) e para o fator temperatura foi aplicado o teste t (P<0,05). Um gréfico
de mapa de calor (Heat map) foi gerado com o valor médio das areas dando énfase a

forma de aplicacao das leveduras.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1  Selecao das leveduras nao-Saccharomyces com potencial de producao de
aromas

A fim de selecionar leveduras ndao-Saccharomyces com potencial de producéao de
ésteres para aplicagdo em diferentes bebidas fermentadas, o perfil de compostos volateis
em meio agar YMA de 32 leveduras foi avaliado por HS-SPME-GC-MS. Na tabela 2 estao
apresentados os doze acetil e etil ésteres identificados nas 32 amostras. De maneira
geral, os resultados indicaram que as espécies de leveduras nao-Saccharomyces
produzem compostos aromaticos semelhantes a espécie S. cerevisiae, mas as
proporgoes relativas entre os ésteres foram diferentes. Estas leveduras possuem eficacia
em alcancgar produgdes mais relevantes de moléculas aromaticas como os alcoois
superiores, acetatos e ésteres, os quais sao gerados em porcao maior quando

comparadas a levedura S. cerevisiae (Rollero et al., 2018).
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As diferencas nos perfis desses compostos aromaticos, ou em outras palavras, as
proporcoes relativas entre os ésteres especificos, sdo indicativas de que essas espécies
provavelmente vao gerar produtos alimenticios fermentados com novos perfis de sabor.
Estes resultados preliminares também sugerem que as vias envolvidas na formacao
desses compostos aromaticos, como a via Ehrlich, ou as enzimas especificas
responsaveis pela sintese de ésteres (ATF1P, ATF2P em S. cerevisiae), também estéao
presentes em leveduras nao-Saccharomyces. No entanto, a regulacdo de sua
expressao, ou possivelmente a funcionalidade das enzimas (especificidade do substrato
ou eficiéncia catalitica), sao diferentes em leveduras ndo convencionais em comparacao

com as espécies de Saccharomyces sp. (Gamero et al., 2016).



Tabela 2 - Esteres identificados por HS-SPME-GC-MS em meio 4gar YMA
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Acetato
de
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Acetato de
fenetila

Hexanoato
de etila

S. cerevisiae
UMS 03.22
UMS 11.8
UMS 12.12
UMS 17.7
UMS 17.8
UMS 22.15
UMS 2405
UMS 3.20
UMS 4.3
UMS 9.15
UMSC 12.2
UMSC 22.27
USC 10.1
USC 10.15
USC 19.11
Uusc 22.12
USC 23.19
USC 23.6
USC 23.7
USC 26.25
USC 3.19
USC 3.25
UsC 4.5
UsC 9.1
USC 9.13
USC 9.5
UsSVv 1.6
USV 4.19
USV 4.34
usv 6.1
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A Figura 1 mostra uma representacdo de mapa de calor (heat map) para os
ésteres identificados nesse trabalho. A coloracdo vermelha indica uma producao
relativamente alta, enquanto a cor azul indica uma produgéo relativamente baixa de cada

acetil ou etil éster identificado.

Figura 1 - Mapa de calor (heat map) representando o aumento ou a diminuicao das areas
dos ésteres produzidos pelas leveduras nao-Saccharomyces e S. cerevisiae em meio
Agar YMA.

I class class
0.6 B non-Saccharomyces
04
-0.4
-0.6

Em média, a levedura S. cerevisiae produziu maior teor de acetato de decila,
butanoato de etila, acetato de isoamila, acetato de isobutila, acetato de etila e octanoato
de etila (Figura 1). No entanto, as leveduras ndo-Saccharomyces UMS 2405 e UMSC
19.11 apresentaram maior formagéo do composto acetato de isoamila do que a levedura
S. cerevisiae.

O grupo das leveduras nao-Saccharomyces se destacaram pela maior producao
de acetato de nonila (UMSC 12.2, USC 9.5 e USC 23.7), hexanoato de etila (USC 9.5,
UMSC 12.2, UMS 03.22, USV 1.6 e USC 19.11), decanoato de etila (UMSC 12.2, USV
1.6, USC 3.25, UMS 03.22), acetato de octila (USC 26.25) e acetato de fenetila (USC
9.15, USC 9.13, USC 9.5, USC 4.5 e UMSC 19.11).
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De modo geral, os ésteres produzidos estédo relacionados a aromas frutados e
florais. As moléculas principais do grupo dos acetil ésteres sdo o acetato de etila (aroma
frutal), acetato de isoamil (aroma de banana) e acetato de 2-fenil (aroma de rosa). Os
compostos hexanoato de etila, octanoato de etila e decanoato de etila, pertencente ao
grupo dos ésteres de etila, e séo relatados por promoverem aroma de maga tanto para
o vinho quanto para cerveja (Vrhovsek et al., 2018). .

Na figura 2 estdo apresentados os cromatogramas caracteristicos dos ésteres
produzidos pela levedura S. cerevisiae e nao-Saccharomyces UMSC 19.11. De maneira
geral, diferentes leveduras ndo-Saccharomyces poderiam ser selecionadas para serem
utilizadas na fermentacdo em mosto sintético. No entanto, pela expressiva formagéao de
acetato de isoamila e acetato de fenetila, a cepa UMSC 19.11 foi escolhida (Figura 2).
Essa molécula é responsavel pelo aroma de banana e/ou macd em produtos
fermentados (Hirst and Richter, 2016). Além disso, ésteres pertencentes ao grupo do

acido fenilacético apresentam aroma de mel (Regina and Marques, 2011).

Figura 2 - Cromatograma representativo dos ésteres produzidos pela levedura S.
cerevisiae (A) e ndo-Saccharomyces UMSC 19.11 (B) em meio agar YMA
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Esses resultados preliminares indicam que espécies de leveduras nao-
Saccharomyces sao capazes de produzir ésteres que sao conhecidos por serem
importantes em fermenta¢des na industria da cerveja e vinho e que sao produzidos por
leveduras da espécie S. cerevisiae. Estes resultados preliminares confirmam o
significativo potencial inexplorado de leveduras nao-Saccharomyces em fermentagdes
alimentares.

As diferencas nos perfis ésteres oferecem muitas possibilidades para o
desenvolvimento de novos produtos alimenticios fermentados com aromas distintos.
Dessa forma, para verificar a capacidade de crescer e produzir perfis de ésteres, a
levedura UMSC 19.11 foi selecionada para a fermentacdo em mosto sintético na forma

pura, mista e sequencial com a S. cerevisiae.

3.2 Identificacao molecular

De acordo com o resultado da identificagdo molecular realizada pelo laboratério
de Toxicologia e Biologia Molecular da Unisinos, a levedura ndo-Saccharomyces (UMSC
19.11) é pertencente ao género Hanseniaspora sp., espécie Hanseniaspora opuntiae.
Na tabela 3 esta ilustrado as bases de dados utilizadas para a identificagdo, o nivel de

similaridade, e a quantidade de pares de bases para sequenciamento.

Tabela 3 - Resultado da identificacao molecular da cepa nao-Saccharomyces UMSC
19.11

GenBank BoldSystems Pares de bases
Amostra . o . o recuperadas no
Espécie Similaridade Espécie Similaridade )
sequenciamento
UMSC Hanseniaspora Hanseniaspora 99,72 -
. 99,30 - 100% . 719 pb
19.11 opuntiae opuntiae 99,86%

O género Hanseniaspora sp. compde onze espécies, além de uma espécie do
género Kloeckera sp., € usualmente encontrada em frutas, solos e em exsudatos de
arvores. Sua forma é apiculada e se caracteriza como género anamérfico ao género
Kloeckera sp. e as leveduras do género Hanseniaspora sp. podem contribuir muito para
a qualidade do vinho, pois produzem concentracdes desejaveis de ésteres e acidos

graxos em fermentacdo espontanea (Jindamorakot et al., 2009 ; Viana et al., 2011).
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Esses autores sugerem que as Hanseniapora podem produzir vinhos com caracteristicas
diferenciadas quando combinadas com S. cerevisiae.

Recentemente a espécie H. opuntiae foi caracterizada pelo potencial significativo
de diminuir o teor de etanol e elevar a quantidade de glicerol nos vinhos (Luan et al.,
2018b). Além disso, as espécies H. opuntiae e H. guilliermondii contribuiram para o
aroma do vinho, mesmo com o tempo de fermentacao inferior a S. cerevisiae (Martins et
al., 2017).

3.3 Compostos volateis produzidos pela levedura nao-Saccharomyces em
mosto sintético na forma de cultura pura, mista ou sequencial

Treze compostos volateis, sendo cinco alcoois e oito ésteres foram identificados
nos mostos fermentados (Figura 3, Tabela 4). Conforme observado na Figura 3A,
nenhum composto foi detectado no mosto sintético sem adigdo de culturas,
demonstrando que todos os compostos identificados sdo decorrentes da utilizacdo das
leveduras no processo fermentativo.

Figura 3 - Cromatograma caracteristico do mosto sintético ndo-fermentado (A) e da H.
opountiae na forma pura e fermentada por 10 dias a 25°C (B).
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Tabela 4 - Perfil qualitativo das treze moléculas identificados nas diferentes fermentagdes

realizadas em mosto sintético

Y%

# TR Composto Similaridade Classe Descricao do aroma Referéncia

1 1,61 Etanol 98 Alcool Alcodlico (Hirst and Richter, 2016)
2 2,07 Acetato de etila 98 Ester Frutado; solvente (Canonico et al., 2018)

3 2,14 Isobutanol 95 Alcool Alcoolico; solvente (2I(3)<1a—6l_)a—Fuente—BIanco etal,
4 3,11 Isopentanol 98 Alcool Frutado (Zhu et al., 2018)

5 3,16 2-metil- 1-Butanol 95 Alcool Alcodlico (Loira et al., 2015)

6 6,12 Acetato de isopentila 95 Ester Banana (Sun; Jiang; Zhao, 2011)
7 10,59 Hexanoato de etila 99 Ester Maca, frutado (Canonico et al., 2018)

8 13,56 Alcool fenetilico 97 Alcool Rosas, mel (Hirst and Richter, 2016)
9 14,85 Octanoato de etila 99 Ester Maca, anis (Canonico et al., 2018)
10 15,56 Acetato de fenetila 98 Ester Floral, frutado, mel (Lleixa et al., 2016)

11 16,85 Decanoato de etila 96 Ester  Frutal (macd, morango, péra e anis) (Hirst and Richter, 2016)
12 18,55 Dodecanoato de etila 98 Ester Frutal e floral (Meersman et al., 2016)
13 19,07 Decanoato de isopentila 98 Ester Maca e Anis (Canonico et al., 2018)

TR — Tempo de retengéo

39
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Os compostos identificados contribuem com aromas diferenciados para as
bebidas, como por exemplo, aroma alcdolico (etanol e isobutanol), aroma frutado
(acetato de etila, isopentanol, hexanoato de etila), aroma floral (alcool fenetilico, acetato
de fenetila) e aroma frutado (octanoato de etila, decanoato de etila, dodecanoato de etila)
(Tabela 4), demonstrando o potencial aromatico que essas leveduras proporcionam as
bebidas fermentadas.

Foi observada interacéo tripla significativa para todas as variaveis analisadas no
presente estudo (P<0,05). Na tabela 5 estdo apresentados os resultados das areas dos
acetil ésteres identificados em cada tipo de cultura empregada, em duas temperaturas

(20 °C e 25 °C) e trés tempos de fermentacao (3, 7 e 10 dias).

Tabela 5 - Alteragdo do valor de area dos acetil ésteres (x10° mAU) em fungdo da

interacdo entre as culturas utilizadas x temperatura x tempos de fermentagao.

Acetato de etila

20°C 25°C
Cultura 3 7 10 3 7 10
S. cerevisiae 34,4 cB* 44,8 bA* 34,1 dB"s 53,3 cA 33,8¢cB 31,1 bB
H. opuntiae 243,9 aA™ 197,5 aAB* 173,2 aB* 253,7aA 100,2aB 43,4bC
Mista 121,4bB™  160,9 aA* 124,0 bB* 168,0bB 96,8 aC 265,5 aA
Sequencial 112,6 bA™ 70,3 bB"™ 71,8 cB* 101,0cA 60,9 bB 48,9 bC

Acetato de isopentila

20°C 25°C

3 7 10 3 7 10
S. cerevisiae 5,8 dB* 9,0 cA™ 9,0 cA™ 13,1 cA 8,0cB 9,0 bB
H. opuntiae 27,9 bA"s 9,0 cB™ 7,4 cB™ 21,8 bA 7,7 cC 11,6 aB
Mista 10,7 cC"s 14,9 bB"s 18,5 bA* 14,5cA 12,7 bB 12,0 aB
Sequencial 61,3 aA* 25,7 aB* 24,2 aB* 39,0 aA 18,4 aB 13,0 aB

Acetato de fenetila

20°C 25°C

3 7 10 3 7 10
S. cerevisiae ND ND ND ND ND ND
H. opuntiae 57,4 aA* 34,6 aB" 24,9 aB" 85,5 aA 32,6 aB 25,9 aB
Mista 4,5 cAm 3,4bAB™ 2,3 bB" 8,9 bA 5,5 bB 2,2bC
Sequencial 7,6 bA™ 2,8 bB™ ND 6,9 bA 3,1 bB ND

Letras minusculas diferentes na coluna indicam diferengas significativas entre os tipos de cultura pelo teste
Tukey (P<0,05). Letras mailsculas diferentes na linha indicam diferengas significativas entre tempos de
fermentagcdo, em cada temperatura, pelo teste Tukey (P<0,05). * indica diferenca significativa entre a
temperatura pelo teste t (P<0,05). ns = nao significativo.
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Nas fermentacdes utilizando a cultura pura de H. opuntiae, mista e sequencial foi
observado a formacao do acetato de etila, acetato de isopentila e acetato de fenetila. Na
fermentacao utilizando a espécie S. cerevisiae na forma pura, ndo foi observada a
formacao de acetato de fenetila, demonstrando que a responsavel pela formacédo desse
composto no mosto sintético foi a levedura H. opuntiae. Esses resultados demonstram
que o uso isolado de H. opuntiae ou a associagdo das culturas na forma mista e
sequencial pode ser favoravel ao aroma de bebidas fermentadas, visto que o composto
acetato de fenetila contribui com os aromas floral (rosas) e frutal (Martinez et al., 2018;
Viana et al., 2009).

Em relagédo aos tempos de fermentagéo, de maneira geral, foi observado que nos
periodos de trés e sete dias a formacao de acetil ésteres foi maior, independente da
temperatura utilizada. Esse resultado pode estar relacionado ao metabolismo das
leveduras ao invés do processo fermentacdo propriamente dito, pois a etapa de
metabolizacdo das leveduras, promove a geragao ésteres com caracteristicas sensoriais
frutados e florais (Palma, 2014).

A formacéo de acetato de etila € dependente da cepa utilizada, da temperatura e
do tempo de fermentacdo. Quando se faz contraste dos valores das moléculas
produzidas em relacdao ao tempo, observou-se que a molécula acetato de etila, na
fermentacao pura com a cepa H. opuntiae foi produzida de forma superior, assim como
nas fermentacdes mista e sequencial em que a mesma cepa foi aplicada. A fermentacéo
pura com a ndo-Saccharomyces e a fermentagcédo mista, destacaram-se os tempos de 7
e 10 dias. Ja para a fermentacao sequencial, somente o periodo de 10 dias demonstrou
efeito significativo para este composto, porém valor de area bastante inferior quando
comparado as outras fermentagodes.

A inoculagédo na forma sequencial proporcionou a maior formac¢ao do composto
acetato de isopentila em ambas as temperaturas, mas foi maior na temperatura de 20°C
0 que corrobora com o estudo realizado por Sun et al. 2015, os quais os ésteres de
acetato de etila e lactato de etila foram enriquecidos a 20 ° C. A molécula acetato de
isopentila foi relatado como um composto responsavel por aroma de banana em vinhos
(Sun et al., 2011).

A levedura H. opuntiae produziu os maiores teores do éster acetato de fenetila,
no tempo de 3 dias, e teve maior producao a 25 °C do que a 20 °C. De modo geral, para

os demais tipos de fermentagdo a geragédo desta molécula foi inferior. Além disso, a
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levedura S. cerevisiae nao gerou o acetato de fenetila a nivel de detecg¢éao pelo método.
Esse resultado mostrou que essa cepa nao possui a mesma eficiéncia que a cepa nao-
Saccharomyces, e que nao esta envolvido na produgado deste éster nas fermentacoes
mista e sequencial.

Analisando as duas temperaturas (20 °C e 25 °C) para os quatro tipos de
fermentacdes empregadas, no que se refere aos valores de area para cada acetil éster,
a temperatura de 25 °C demonstrou ter sido mais favoravel, principalmente pela
obtencé&o de resultados significativos.

Na tabela 6 estdo apresentados os resultados das areas dos etil ésteres
identificados em cada tipo de fermentacdo empregada em relacao aos trés tempos
aplicados, nas temperaturas de 20°C e 25°C. Nas temperaturas de 20 °C e 25 °C a
fermentacao utilizando a espécie H. opuntiae na forma pura, ndo produziu o composto
decanoato de isopentila nos trés tempos de fermentagdo. As moléculas hexanoato de
etila e octanoato de etila foram produzidas apenas aos 10 dias.

As moléculas decanoato de etila e dodecanoato de etila também requerem
destaque devido a relevante formacao destes nas fermentag¢des mista, sequencial e pura
com a S. cerevisiae. Em se tratando das fermentacdes pura e mista, o tempo de 3 dias
foi significativamente superior e para a fermentagéo sequencial evidenciou-se o periodo
de 10 dias como producgdo significativa para estas moléculas. Ambos compostos
apresentaram baixa formacao pela levedura H. opountiae, comprovando que a S.
cerevisiae dispde capacidade de producdo destes. O composto decanoato de etila
contribui com os aromas de frutas como pera e uva, conhaque e floral, j& a molécula
dodecanoato de etila os aromas sao também frutados e florais (Meersman et al., 2016)

Para o grupo dos etil ésteres, a temperatura de 20 °C exibiu maior beneficio, ao
contrario das moléculas de ésteres de acetil. Ainda no grupo dos etil ésteres a
fermentacao de cultura pura com a cepa nao-Saccharomyces (H. opuntiae) apresentou
menor eficiéncia de producao, quando comparada as outras fermentagdes. Contudo, a
fermentacao sequencial foi o que melhor exibiu eficacia na producéo destes compostos,
principalmente para o octanoato de etila. De acordo com (CANONICO et al., 2018), estas

moléculas apresentam perfil sensorial de macga e anis.
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Tabela 6 - Alteracao do valor de area dos etil ésteres (x10°mAU) em funcio da interacao

entre as culturas utilizadas x temperatura x tempos de fermentacgao.

Hexanoato de etila

20°C 25°C

3 7 10 3 7 10
S. cerevisiae 35,5 bA* 36,4 bA* 37,0 cA* 14,0 bA 16,5 bA 9,2 bB
H. opuntiae ND ND 1,1d ND ND 144 a
Mista 16,2 cC"s 28,4 bB* 48,0 bA* 16,3 bA 10,5 cB 8,9 bB
Sequencial 79,9 aA* 53,1 aB* 56,8 aB* 130,4 aA 26,8 aB 10,1 bB
Octanoato de etila

20°C 25°C

3 7 10 3 7 10
S. cerevisiae 46,9 bB* 59,4 abA* 48,0 cB* 14,7 cC 42,6 bA 29,1 abB
H. opuntiae ND ND 2,7d* ND 3,4 cB 22,9 bA
Mista 39,8 bB* 45,4 bB"s 63,2 bA* 26,6 bB 42,2 bA 26,1 abB
Sequencial 114,6 aA* 88,4 aB* 85,6 aB* 141,5 aA 62,4 aB 31,0aC
Decanoato de etila

20°C 25°C

3 7 10 3 7 10
S. cerevisiae 123,8 aA* 91,6 aB* 32,0 bC 97,9 aA 73,0aB 35,7 abC
H. opuntiae 2,3cB"s 5,0 dA* 5,4 cA* 0,6 dC 11,6 dB 28,6 bA
Mista 126,1 aA* 78,3bB* 38,5 bC* 47,3 cA 49,9 cA 49,9 aA
Sequencial 87,6 bB"s 67,5cC™  106,0 aA* 82,0 bA 68,1 bB 29,1 bC
Dodecanoato de etila

20°C 25°C

3 7 10 3 7 10
S. cerevisiae 68,0 aB* 162,9 aA* 58,0 bB* 17,0 cC 91,4aA 26,8 bB
H. opuntiae 2,8 cB"s 12,5 dA™ 0,7 cB* 4,0dC 10,9 cB 16,2 cA
Mista 74,1 aB* 113,0 bA* 34,5 bC* 54,4 bA 42,2 bB 54,3 aA
Sequencial 50,8 bB* 42,2 cB* 188,8 aA* 113,8 aA 49,2 bB 15,6 cC
Decanoato de isopentila

20°C 25°C
3 7 10 3 7 10

S. cerevisiae 4,1 aB* 30,8 aA* 3,5 bB" 1,7 cB 5,6 aA 2,0aB
H. opuntiae ND ND ND ND ND ND
Mista 4,9 aAns 8,5 bAns 0,5 cB"s 5,9 bA 2,7 bB 2,4 aB
Sequencial 4,2 aB"s 3,0 bB* 5,4 aA* 89a ND ND

Letras minusculas diferentes na coluna indicam diferengas significativas entre os tipos de cultura pelo teste
Tukey (P<0,05). Letras mailsculas diferentes na linha indicam diferengas significativas entre tempos de

fermentagcédo, em cada temperatura, pelo teste Tukey (P<0,05).

temperatura pelo teste t (P<0,05). ns = nao significativo.

*

indica diferenga significativa entre a
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Na tabela 7 estdo apresentados os resultados das areas dos alcoois identificados
em cada tipo de fermentacdo empregada em relacdo aos trés tempos aplicados, nas
temperaturas de 20 °C e 25 °C. Dentre os alcoois identificados, o isopentanol mostra-se
mais interessante, pois apresenta propriedades aromaticas de maior correspondéncia
aos ésteres como doce e floral em vinhos. (Luan et al., 2018b).

Referindo-se a producéo de etanol, conforme a tabela 7 a temperatura de 25 °C
apresentou maior producao em todas as fermentagdes e tempos avaliados. Os valores
de etanol gerados pela fermentagéo pura pela cepa H. opuntiae foi consideravelmente
menor que as fermentacdes pura, mista e sequencial, aplicadas a levedura S. cerevisiae.
Além disso, os valores de etanol nas fermenta¢des mista e sequencial foi menor em
comparacgao a fermentacao puracom a S. cerevisiae a 25 °C. Na fermentagéo sequencial
uma certa homogeneidade entre os valores foi obtida em ambas as temperaturas.

Os resultados para o alcool fenetilico ndo apresentou expressiva geragao nas
quatro fermentacoes empregadas. As fermentacdes mista e sequencial demonstraram
maior producdo dessa molécula na temperatura de 25 °C. Além das caracteristicas
sensoriais que o alcool fenetilico possui (rosas como o acetato de fenetila), este poder
ser uma molécula precursora para este éster (Martinez et al., 2018).

Em relacédo aos alcoois, pode-se dizer que linhagens de leveduras pertencentes
ao grupo das nao-Saccharomyces possuem capacidade de reduzir a concentragao de
etanol e disponibilizam metabdlitos bastante buscados em bebidas fermentadas como

glicerol, acido piruvico e manoproteinas (Benito et al., 2015).



Tabela 7 - Alteracdo do valor de area dos alcoois (x10° mAU) em fungéo da interacdo

entre as culturas utilizadas x temperatura x tempos de fermentagao
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Etanol
20°C 25°C
Cultura 3 dias 7 dias 10 dias 3 dias 7 dias 10 dias
S. cerevisiae  3627,4 bB* 5800,9 aA™ 3686,1 bB* 7051,9aA  5478,0bC 6568,8 aB
H. opuntiae 1565,2 cA* 1722,1 cA* 1090,1 cB* 2520,4 cAB 2210,9cB 2765,3 bA
Mista 3717,5bC*  4470,2bB* 5027,8 aA* 5600,1 bA  5381,3bA 3625,3 bB
Sequencial 5027,2 aAB* 5459,3 aA* 4813,6 aB* 5708,5 bB 6778,2aA 6067,4 aB
Isobutanol
20°C 25°C
Cultura 3 dias 7 dias 10 dias 3 dias 7 dias 10 dias
S. cerevisiae 9,9 bB* 20,8 aA™ 12,1 cB* 25,6 aB 23,2 bB 57,0 bA
H. opuntiae 5,2cB™ 9,1 dB™ 31,5 aA"™ 9,7 cC 12,8 cB 26,5 cA
Mista 7,1 bcB* 19,1 bA"s 19,1 bA* 18,9 bB 17,4 cB 70,6 aA
Sequencial 16,1 aA" 15,0 cA* 12,5 cB* 18,6 bC 31,4 aB 53,0 bA
Isopentanol
20°C 25°C
Cultura 3 dias 7 dias 10 dias 3 dias 7 dias 10 dias
S. cerevisiae 189,8 cB* 263,3 bA™  253,0 bA* 424 8bA 259,0cC  348,2cB
H. opuntiae 55,3 dA* 50,2 cA™ 50,7 cA* 94,6 cB 59,4 dC 181,3 dA
Mista 250,0 bB* 379,4 aA™  353,5 aA* 6656 aB 369,2bC  1192,4 aA
Sequencial 458,7 aA™  271,9 bB* 279,3 bB* 436,0 bA 463,2aA 516,8bA
2-metil- 1-Butanol
20°C 25°C
3 dias 7 dias 10 dias 3 dias 7 dias 10 dias
S. cerevisiae 23,7 bcA* 22,5 bA"s 21,1 cA* 43,9 bA 26,5bcC 32,6 bB
H. opuntiae 30,1 abB* 22,6 bC* 42,8 bA"s 40,4 bA 15,5¢cB 41,2 bA
Mista 21,8 cC* 125,8 aB" 170,6 aA* 209,6 aA 134,9aB 197,2 aA
Sequencial 32,9 aAms 16,6 bC* 23,2 cB* 35,4 bA 39,4 bA 48,4 bA
Alcool fenetilico
20°C 25°C
3 dias 7 dias 10 dias 3 dias 7 dias 10 dias
S. cerevisiae 13,8 bAB* 16,1 aA* 9,9 bB* 30,5 aA 25,8 aAB 18,9 cB
H. opuntiae 3,3¢cB* 5,0 bA"s 2,9 cB* 8,3 bB 47 cC 20,3 cA
Mista 12,7 bA* 11,8 abA* 15,0 aA* 34,5 aB 16,2 bC 70,5 aA
Sequencial 30,0 aAs 15,8 aB"s 12,7 aB* 25,8 aB 18,2 bC 32,8 bA

Letras minasculas diferentes na coluna indicam diferencas significativas entre os tipos de cultura pelo teste
Tukey (P<0,05). Letras mailsculas diferentes na linha indicam diferencas significativas entre tempos de
fermentagcédo, em cada temperatura, pelo teste Tukey (P<0,05). * indica diferenca significativa entre a
temperatura pelo teste t (P<0,05). ns = nao significativo.
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O mapa de calor abaixo (Figura 4) ilustra a média dos ésteres e alcoois em fungao

da forma da cultura utilizada na fermentacao, independente da temperatura e tempo.

Figura 4 - Mapa de calor (heat map) ilustrando a média dos ésteres e alcoois em funcéo

da forma de aplicagéo da levedura na fermentacao.
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As cores de tom rosa até o tom bordd, representam maior produgéo e a cor azul

como menor producdo. Os compostos isobutanol (> 1,0) e acetato de fenetila (> 1,0)
foram destaque na fermentagao utilizando a cepa ndo-Saccharomyces (H. opuntiae) na
fermentacao de cultura pura. O acetato de isopentila e 0 acetato de etila também foram
produzidos em maior quantidade nas fermentagdes utilizando essa cepa. No entanto, foi
a fermentagao que alcancou menor quantidade de geracdo dos compostos.

A maior producdo de acetato de fenetila pela levedura n&o-Saccharomyces
mostrou que esta € a responsavel pela geracao deste éster. Nas fermentagdes utilizando
a espécie S. cerevisiae na fermentagao pura, mista ou sequencial, a formacéao deste foi
inferior. A molécula acetato de fenetila é referéncia no que diz respeito a aroma frutado

em vinhos (Viana et al., 2009).
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Para a fermentacdo mista os compostos que se destacaram foram o 2-metil-1-
butanol, o isopentanol e o alcool fenetilico. O alcool fenetilico atingiu uma producao
relevante na fermentacao mista (média de 1,0). Esse composto volatil exibe atributo floral
de alta intensidade e elevada habilidade em incrementar caracteristicas organolépticas
aos produtos finais, fazendo com que esta molécula seja a mais aplicada nas industrias
de perfumaria (Martinez et al., 2018). O aumento da concentracdo do éster acetato de
fenetila e do alcool fenetilico em vinhos, podem potencializar o aroma floral (Varela et
al., 2016).

O etanol foi o destaque nas fermentacdes utilizando a levedura S. cerevisiae nas
fermentacdes pura e sequencial (> 1,0). Este resultado é de grande relevancia quando
comparado a fermentagédo pura com a cepa nao-Saccharomyces, a qual a producao de
etanol foi inferior. Isto é, a geracao de etanol esta diretamente relacionada a espécies S.
cerevisiae, corroborando o emprego de linhagens nédo-Saccharomyces em processos
fermentativos de vinhos para redug¢édo da quantidade de etanol (Gschaedler, 2017).

Dessa forma, podemos destacar que a levedura H. opuntiae contribuiu
significativamente com a producdo de acetil ésteres (acetato de etila, acetato de
isopentila e acetato de fenetila), enquanto a levedura S. cerevisiae € a responsavel pela
producdo de etil ésteres e alcoois nos mostos fermentados. Assim, a levedura H.
opuntiae pode ser utilizada na forma de cultura pura, mista ou sequencial em processos
fermentativos para impactar positivamente na complexidade aromética de bebidas

fermentadas.
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4 CONCLUSAO

Diante dos resultados alcangados e relacionando-os ao objetivo do trabalho, uma
cepa nao-Saccharomyces (UMSC 19.11) foi selecionada pela habilidade de produzir
compostos volateis. Esta cepa ndo somente apresentou potencial de produ¢cdo em meio
agar YMA, como também nas diferentes fermentacdes realizadas em mosto sintético. A
cepa nao-Saccharomyces UMSC 19.11 pertence ao género Hanseniaspora sp. e foi
identificada como a espécie H. opuntiae.

Nos diferentes processos fermentativos empregados, foram detectadas treze
moléculas de aromas. Dentre os treze compostos, oito pertencem a classe dos ésteres,
0 que contempla o sucesso de obtencdo de moléculas éster mediante a presenca de
uma cepa de levedura ndo-Saccharomyces nos processos fermentativos. Acetato de
fenetila e acetato de etila, tiveram significativas producdes, principalmente nas
fermentacées em que a cepa H. opuntiae foi aplicada. A fermentagao pura com a H.
opuntiae mostrou alta relevancia para o acetato de fenetila na temperatura de 25 °C e no
tempo de 3 dias. Quanto as fermentagdes realizadas com a cepa nao-Saccharomyces
associada a espécie S. cerevisiae, estas também foram eficientes, pois demonstraram
incremento e aumento de producao de compostos volateis, especialmente isopentanol e
hexanoato de etila.

A producdo de etanol foi maior na fermentacdo pura utilizando S. cerevisiae,
seguida a fermentacéo sequencial e mista. Em contraste, a fermentacao pura utilizando
a levedura H. opuntiae a formacéao do etanol foi significativamente menor. Para o alcool
fenetilico, a producao foi maior na fermentacdo sequencial a 25 °C e nos 3 tempos
avaliados.

Contudo, no que diz respeito ao processo fermentativo, a temperatura de 25 °C e
o tempo de 3 dias destacaram-se pela expressividade de formacédo de determinados
ésteres e alcoois. A selecdo de uma levedura nao-Saccharomyces ainda pouco
explorada e seu efeito positivo nas fermentacées na forma pura, mista e sequencial na
promocao de moléculas aromaticas foi promissor e viabilizam a relevancia do trabalho e
a continuidade do estudo de um processo fermentativo através da levedura H. opuntiae
para aplicagdao no ambito industrial em diferentes bebidas fermentadas.



49

5 AGRADECIMENTOS

A ITT-Nutrifor pela disponibilidade de insumos e estrutura para o desenvolvimento
deste trabalho, ao Mestrado Profissional pela abertura de maiores oportunidades
profissionais e a Souza Cruz pela compreensao e estrutura durante este trabalho

6 REFERENCIAS

Adriana, P.C.S., Regina, V., Bruna, A.S.M., Maria, E. ecirc nia de O.M., 2016. Improving
production of aromatic compounds by indigenous yeasts in Chenin Blanc grape must.
African J. Agric. Res. 11, 2433-2442. https://doi.org/10.5897/ajar2016.10964

Benito, A., Calderén, F., Palomero, F., Benito, S., 2015. Combine use of selected
schizosaccharomyces pombe and lachancea thermotolerans yeast strains as an
alternative to the traditional malolactic fermentation in red wine production. Molecules 20,
9510-9523. https://doi.org/10.3390/molecules20069510

Bruns, T.D., Lee, S.B., Taylor, J.W., 1990. Amplification and direct sequencing of fungal
ribosomal RNA Genes for phylogenetics. Research Gate, 38, 315-322
https://www.researchgate.net/public ation/223397588.

Canonico, L., Comitini, F., Ciani, M., 2018. Torulaspora delbrueckii for secondary
fermentation in sparkling wine production. Food Microbiol. 74, 100-106.
https://doi.org/10.1016/j.fm.2018.03.009

Chen, K., Escott, C., Loira, |., del Fresno, J.M., Morata, A., Tesfaye, W., Calderon, F.,
Suarez-Lepe, J.A., Han, S., Benito, S., 2018. Use of non-Saccharomyces yeasts and
oenological tannin in red winemaking: Influence on colour, aroma and sensorial properties
of young wines. Food Microbiol. 69, 51-63. https://doi.org/10.1016/j.fm.2017.07.018

Chong, J., Wishart, D.S. and Xia, J. 2019. Using MetaboAnalyst 4.0 for Comprehensive
and Integrative Metabolomics Data Analysis. Cur. Protoc. in Bioinf. 68, e86.
https://doi.org/10.1002/cpbi.86

Crosato, G., Carlot,M., De Iseppi, A., Garavaglia, J., Pinto, L.M.N., Ziegler, D.R., Ramos,
R.C. de S., Rossi, R.C., Nadai, C., Giacomini, A., Corich, V., 2018. Genetic variability and
physiological traits of Saccharomyces cerevisiae strains isolated from “Vale dos
Vinhedos” vineyards reflect agricultural practices and history of this Brazilian wet
subtropical area. World J. Microbiol. Biotechnol. 34, 1-14.
https://doi.org/10.1007/s11274-018-2490-z

De-La-Fuente-Blanco, A., Saenz-Navajas, M.P., Ferreira, V., 2016. On the effects of
higher alcohols on red wine aroma. Food Chem. 210, 107-114.
https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2016.04.021

Domizio, P., Romani, C., Lencioni, L., Comitini, F., Gobbi, M., Mannazzu, I., Ciani, M.,
2011. Outlining a future for non-Saccharomyces yeasts: Selection of putative spoilage



50

wine strains to be used in association with Saccharomyces cerevisiae for grape juice
fermentation. Int. J. Food Microbiol. 147, 170-180.
https://doi.org/10.1016/j.ijfoodmicro.2011.03.020

Gamero, A., Quintilla, R., Groenewald, M., Alkema, W., Boekhout, T., Hazelwood, L.,
2016. High-throughput screening of a large collection of non-conventional yeasts reveals
their potential for aroma formation in food fermentation. Food Microbiol. 60.
https://doi.org/10.1016/j.fm.2016.07.006

Garavaglia, J., 2014. Otimizacéo da producao de acetil e etil ésteres pela levedura
Zygosaccharomyces bailii BCV 08.Tese (Doutorado em Biologia Celular e Molecular) —
Programa de P6s Graduacgé&o em Biologia Celular e Molecular, Universidade Federal do
Rio Grande do Sul, Porto Alegre.

Gschaedler, A., 2017. Contribution of non-conventional yeasts in alcoholic beverages.
Curr. Opin. Food Sci. 13, 73-77. https://doi.org/10.1016/j.cofs.2017.02.004

Fairbairn, S., Mckinnon, A., Musarurwa, H., Ferreira, A.C., Bauer, F.F., 2017. The Impact
of Single Amino Acids on Growth and Volatile Aroma Production by Saccharomyces
cerevisiae Strains.  Frontiers in  Microbiology. Food  Microbiol. 8, 1-
12. https://doi.org/10.3389/fmicb.2017.02554

Hirst, M.B., Richter, C.L., 2016. Review of aroma formation through metabolic pathways
of Saccharomyces cerevisiae in beverage fermentations. Am. J. Enol. Vitic. 67, 361-370.
https://doi.org/10.5344/ajev.2016.15098

Hu, K., Jin, G.J., Xu, Y.H., Tao, Y.S., 2018. Wine aroma response to different participation
of selected Hanseniaspora uvarum in mixed fermentation with Saccharomyces
cerevisiae. Food Res. Int. 108, 119-127. https://doi.org/10.1016/|.foodres.2018.03.037

Jindamorakot, S., Ninomiya, S., Limtong, S., Yongmanitchai, W., Tuntirungkij, M.,
Potacharoen, W., Tanaka, K., Kawasaki, H., Nakase, T., 2009. Three new species of
bipolar budding yeasts of the genus Hanseniaspora and its anamorph Kloeckera isolated
in Thailand. FEMS Yeast Res. 9, 1327-1337. https://doi.org/10.1111/j.1567-
1364.2009.00568.x

Lleixa, J., Manzano, M., Mas, A., Portillo, M. del C., 2016. Saccharomyces and non-
Saccharomyces competition during microvinification under different sugar and nitrogen
conditions. Front. Microbiol. 7. https://doi.org/10.3389/fmicb.2016.01959

Loira, I., Morata, A., Comuzzo, P., Callejo, M.J., Gonzélez, C., Calderdn, F., Suarez-Lepe,
J.A., 2015. Use of Schizosaccharomyces pombe and Torulaspora delbrueckii strains in
mixed and sequential fermentations to improve red wine sensory quality. Food Res. Int.
76, 325-338. https://doi.org/10.1016/j.foodres.2015.06.030

Luan, Y., Zhang, B.-Q., Duan, C.-Q., Yan, G.-L., 2018a. Effects of different pre-
fermentation cold maceration time on aroma compounds of Saccharomyces cerevisiae
co-fermentation with Hanseniaspora opuntiae or Pichia kudriavzevii. LWT 92, 177-186.
https://doi.org/10.1016/J.LWT.2018.02.004

Luan, Y., Zhang, B.Q., Duan, C.Q., Yan, G.L., 2018b. Effects of different pre-fermentation



51

cold maceration time on aroma compounds of Saccharomyces cerevisiae co-
fermentation with Hanseniaspora opuntiae or Pichia kudriavzevii. LWT - Food Sci.
Technol. 92, 177—-186. https://doi.org/10.1016/j.Iwt.2018.02.004

Martinez, O., Sanchez, A., Font, X., Barrena, R., 2018. Bioproduction of 2-phenylethanol
and 2-phenethyl acetate by Kluyveromyces marxianus through the solid-state
fermentation of sugarcane bagasse. Appl. Microbiol. Biotechnol. 102, 4703—-4716.
https://doi.org/10.1007/s00253-018-8964-y

Martins, F., De Oliveira Mamede, M.E., Da Silva, A.F., Guerreiro, J., Da Cunha Lima,
S.T., 2017. Ultraestrutura celular e expressao de proteinas de leveduras hanseniaspora
sob efeito do estresse etandlico. Braziian J. Food Technol. 20.
https://doi.org/10.1590/1981-6723.6516

Meersman, E., Steensels, J., Struyf, N., Paulus, T., Saels, V., Mathawan, M., Allegaert,
L., Vrancken, G., Verstrepen, K.J., 2016. Tuning chocolate flavor through development
of thermotolerant Saccharomyces cerevisiae starter cultures with increased acetate ester
production. Appl. Environ. Microbiol. 82, 732—746. https://doi.org/10.1128/AEM.02556-15

Palma, 2014. Caracterizacdo Qualitativa Do Perfil Elaborados Com Um Assemblage
Inovador. Tese (Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos) - Programa de Pds
Graduacao em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Universidade Federal Do Rio Grande
Do Sul, Porto alegre.

Regina, S., Marques, R., 2011. Microextracdo em fase sélida e cromatografia gasosa
convencional e bidimensional para classificacdo de méis.Tese (Doutorado em Ciéncias)
- Programa de Po6s Graduagédo do Instituo de Quimica, Universidade Estadual de
Campinas.

Rollero, S., Bloem, A., Ortiz-Julien, A., Camarasa, C., Divol, B., 2018. Fermentation
performances and aroma production of non-conventional wine yeasts are influenced by
nitrogen preferences. FEMS Yeast Res. 18, 1-11. https://doi.org/10.1093/femsyr/foy055

Sun, S.Y., Jiang, W.G., Zhao, Y.P., 2011. Evaluation of different Saccharomyces
cerevisiae strains on the profile of volatile compounds and polyphenols in cherry wines.
Food Chem. 127, 547-555. https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2011.01.039

Vallverdu-Queralt, A., Boix, N., Piqué, E., Gbmez-Catalan, J., Medina-Remon, A., Sasot,
G., Mercader-Marti, M., Llobet, J.M., Lamuela-Raventos, R.M., 2015. Identification of
phenolic compounds in red wine extract samples and zebrafish embryos by HPLC-ESI-
LTQ-Orbitrap-MS. Food Chem. 181, 146—-151.
https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2015.02.098

Varela, C., Sengler, F., Solomon, M., Curtin, C., 2016. Volatile flavour profile of reduced
alcohol wines fermented with the non-conventional yeast species Metschnikowia
pulcherrima and  Saccharomyces uvarum. Food Chem. 209, 57-64.
https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2016.04.024

Viana, F., Belloch, C., Vallés, S., Manzanares, P., 2011. Monitoring a mixed starter of
Hanseniaspora vineae-Saccharomyces cerevisiae in natural must: Impact on 2-
phenylethyl acetate production. Int. J. Food Microbiol. 151, 235-240.



52

https://doi.org/10.1016/}.ijfoodmicro.2011.09.005

Viana, F., Gil, J. V., Vallés, S., Manzanares, P., 2009. Increasing the levels of 2-
phenylethyl acetate in wine through the use of a mixed culture of Hanseniaspora
osmophila and Saccharomyces cerevisiae. Int. J. Food Microbiol. 135, 68-74.
https://doi.org/10.1016/j.ijfoodmicro.2009.07.025

Vrhovsek, U., Wendland, J., Groenewald, M., Boekhout, T., Walther, A., Carlin, S.,
Ravasio, D., 2018. Adding Flavor to Beverages with Non-Conventional Yeasts.
Fermentation 4, 15. https://doi.org/10.3390/fermentation4010015

Waldir, D.E.E, 2016. Perspectives and Uses of Non-Saccharomyces Yeasts in
Fermented Beverages. Intech Open. Frontiers and New Trends in the Science of
Fermented Food and Beverages 13, 1-19. https://doi.org/http://dx.doi.org/10.5772/57353

Zhu, J.C., Wang, L.Y., Xiao, Z.B., Niu, Y.W., 2018. Characterization of the key aroma
compounds in mulberry fruits by application of gas chromatography—olfactometry (GC-
O), odor activity value (OAV), gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS) and
flame photometric detection (FPD). Food Chem. 245, 775-785.
https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2017.11.112



