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RESUMO

HEINZ, L. OTTO. Isolamento de leveduras de amora-preta (Rubus sp.) visando
fermentacéo alcodlica. 2014. 37 f. Trabalho de Conclusédo de Curso — (Bacharelado
em Quimica)Universidade Tecnoldgica Federal do Parana,2014.

A amora-preta é uma pequena fruta de coloragéo atraente, variando da coloragdo
vermelho parpura a roxa, pertencente ao género Rubus e familia Rosaceae, mesma
familia das framboesas. Considerando o cultivo simples e o alto valor de mercado da
fruta, sua producdo em propriedades familiares pode vir a ser uma boa alternativa
para diversificacdo da producédo e aumento de renda da propriedade. No entanto, a
amora-preta tem vida de prateleira curta devida a elevada taxa respiratéria e
deterioracdo causada por micro-organismos presentes na propria fruta. Desta forma,
a transformacdo da fruta em produtos derivados é uma estratégia para a
conservacao das propriedades do fruto e agregacdo de valor. Foi proposto no
presente trabalho, o isolamento de leveduras naturalmente presentes na fruta
buscando cepas com potencial para fermentacao alcoodlica e producéo de vinho de
amora. Para o isolamento das leveduras foram empregados dois protocolos
distintos, sendo isolados cinco leveduras e um fungo filamentoso a partir da amora-
preta. Fermentacdes descontinuas foram realizadas para avaliar o potencial
fermentativo das leveduras isoladas. Todas as leveduras isoladas produziram etanol
a partir de mosto a base de polpa de amora-preta, havendo destaque para duas
cepas. Na fermentacdo com melhor desempenho foram verificados producéo final
de etanol de 47,16 g/L, rendimento de 0,43 g/g, produtividade de 0,53 g/Lh e
percentual de assimilacdo de substrato de 57,53%. Os resultados obtidos indicam
gue uma das leveduras isoladas apresenta elevado potencial para fermentacao
alcodlica e possivelmente seria um bom micro-organismo para a producdo de vinho
de amora-preta.

Palavras-chave: Amora-preta (Rubus sp.). Isolamento de micro-organismos.

Fermentacéo alcodlica.



ABSTRACTS

HEINZ,L.Otto. Isolation of yeasts from blackberry (Rubus sp.) aiming alcoholic
fermentation. 2014. 37 f. Trabalho de Conclusdo de Curso — (Bacharelado em
Quimica) Universidade Tecnoldgica Federal do Parana, Pato Branco, 2014.

The blackberry is a small fruit with attractive color, ranging from red to purple color,
belonging to the Rubus and Rosaceae family, the same family of raspberries.
Considering the simple cultivation and high market value, the fruit production on
family farms can become a good alternative to diversify production and increase
income from the property. However, the blackberry has short shelf life due to the high
respiratory rate and deterioration caused by micro-organisms present in the fruit
itself. Thus, the transformation of fruit on derivatives is a strategy for the conservation
of the properties of the fruit and add value. It was proposed in this paper, the isolation
of yeasts naturally present in fruit seeking strains with potential for fermentation and
production of blackberry wine. For isolation of yeasts two distinct protocols were
employed five yeasts and filamentous fungi were isolated from the blackberry.
Discontinuous fermentations were performed to evaluate the potential of fermentative
yeasts isolated. All yeasts produced ethanol from based pulp blackberry, with
emphasis on two strains. The best performance in the end of the fermentation
producted 47.16 g/L of ethanol, yield 0.43 g/g, productivity of 0.53 g/Lh and
percentage of substrate assimilation of 57.53% were observed. The results indicate
that one of the isolated yeasts present high potential for ethanol fermentation and
possibly would be a good micro-organism for the production of wine from blackberry.
Keywords: Blackberry (Rubus sp.). Micro-organisms isolation. Alcoholic

fermentation.
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1 INTRODUCAO

A amora-preta € uma pequena fruta de coloracdo atraente, variando da
coloragcdo vermelha purpura a roxa, pertencente ao género Rubus e familia
Rosaceae, mesma familia das framboesas. E classificada como fruta vermelha
juntamente com morango, cereja, framboesa, mirtilo e apresenta elevada quantidade
de sais minerais, vitaminas, compostos fendlicos e substancias antioxidantes.
Considerando o cultivo simples e o alto valor de mercado da fruta, sua producéo em
propriedades familiares pode vir a ser uma boa alternativa para diversificagdo da
producdo e aumento de renda da propriedade. No entanto, a amora-preta tem vida
de prateleira curta devido a elevada taxa respiratéria e deterioracdo por fungos
presentes na propria fruta.

Apesar de despertar interesse de um namero grande de consumidores por
suas propriedades nutricionais e sabor, o fruto da amoreira ndo € muito consumido
in natura, visto que além da alta perecibilidade € produzido em poucas regides
brasileiras. Desta forma, a transformacédo da fruta em derivados € uma estratégia
importante para ampliacdo do consumo, agregacdo de valor e conquista de
mercado. O Brasil é o terceiro maior produtor mundial de frutas, produzindo cerca de
42 milhdes de toneladas anuais. Deste volume total de producgéo, acredita-se que as
perdas no mercado interno possam chegar a 40%. Contribuem com estes numeros,
o inadequado uso das técnicas de manejo do solo e da planta, falta de estrutura de
armazenamento, logistica, embalagens inadequadas e a propria desinformacéo do
produtor. Sendo assim cria-se necessidade de um melhor aproveitamento
tecnoldgico das frutas e nesse aspecto, a producdo de fermentado alcodlico (vinho)
de frutos pode ser uma alternativa promissora, A partir deste fruto podem ser obtidos
produtos sensorialmente atrativos contendo componentes nutritivos, além de
substancias bioativas.

Neste sentido, € proposto no presente trabalho o isolamento de cepas de
leveduras com potencial para fermentacdo alcodlica, visando a transformacdo da
fruta em uma bebida fermentada (vinho de amora). Acredita-se que €& possivel a
obtencéo de produto derivado com propriedades atrativas com elevado contetdo de

bioativos com propriedades antioxidantes.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
Isolamento de leveduras de amora-preta (Rubus sp.) visando obtencdo de

fermentado alcéolico.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
e |[solar cepas selvagens de leveduras de amora preta (Rubus sp.);
e Conduzir fermentagfes descontinuas com as diferentes cepas de amora
selvagens isoladas buscando avaliar a capacidade fermentativa das
leveduras isoladas;

e Obter vinho de amora-preta.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 AMORA-PRETA (Rubus sp.)

A amora-preta (Rubus sp.) pertence a familia Rosaceae e ao género Rubus,
assim como a framboesa faz parte de um grupo , no qual existe em torno de 400 a
500 espécies difundidas na América, Europa, Asia, Africa. A amoreira é uma planta
que possui porte ereto, rasteiro ou forma arbustiva. As principais cultivares
comerciais apresentam espinhos e produzem frutos com coloragdo negra quando
maduros (figura 1) de peso entre 4 a 7 gramas, variando de sabor acido-adocicado a
acido. Seu fruto verdadeiro é chamado de drupa e possui uma pequena semente
(ANTUNES, 2006; FACHINELLO et al., 1994).

Figura 1-Frutas da amoreira (Rubus sp.)
Fonte: Toda Fruta (2010)

O cultivo comercial da amora-preta teve seu inicio no século 17, na Europa
onde a partir de material nativo foi selecionado o cultivar Evergreen, a partir dai,
espalhou-se para diversos paises. No Brasil, as primeiras plantas foram introduzidas
na década de 70, pela Embrapa Clima Temperado, de Pelotas (RS), que selecionou
cultivares adaptadas a localidade, a partir de material cedido pela Universidade do
Arkansas (EUA). A amoreira tem tido grande aceitacéo pelos produtores familiares,
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devido ao baixo custo de producgéo, facilidade de manejo, rusticidade e pouca
utilizacéo de defensivos agricolas (VIZZOTO, PEREIRA, 2011; ANTUNES, 2002).

De acordo com a Tabela 1 a amora-preta possui em sua composicao:

Tabela 1- Composi¢cdo da amora-preta (Rubus sp.).

Composicéo

Quantidades

Agua (g/100g) 90+3
Proteinas (g/100g) 15
Fibras (g/100g) 4,1 +0,6
Cinzas (g/100g) 0,33x0,14
Carboidratos (g/1009) 9,5+£3,5
Lipideos (g/100g) 0,55+0,25
Célcio (mg/1009) 32
Fésforo (mg/100g) 21
Potassio (mg/100g) 196
Magnésio (mg/100g) 20
Ferro (mg/100g) 0,57
Selénio (mg/100g) 0,60
Vitamina C(mg/100q) 21
Conteldo energético (Kcal/1009) 52,5+2,5

Fonte: VIZZOTTO, PEREIRA (2011).

Muitas substancias fitoquimicas e compostos secundarios sdo encontrados
em frutos de amora-preta. Essas substancias sdo produzidas naturalmente pelas
plantas em sua defesa aos fatores externos, posteriormente esses fitoquimicos
podem atuar na prevencdo e combate de doencas crbnicas. Exemplos dessas
substancias séo as antocianinas e acidos fendlicos (FERREIRA, 2010).

O fruto da amoreira € extremamente perecivel, em funcao de sua pele fragil e
fina e sua elevada taxa respiratoria, fazendo com que sua vida pés-colheita seja
relativamente curta, sendo os frutos comercializados preferencialmente na forma
industrializada, na forma de congelados, enlatados, processados na forma de polpa

para utilizacdo em produtos lacteos, sucos e geleias (ANTUNES et al., 2002).

3.2 FERMENTACAO ALCOOLICA E FERMENTADO DE FRUTAS

A fermentacéo alcodlica € um processo que ocorre em anaerobiose com a
transformacdo de acucares em etanol e CO, catalisados por enzimas, realizada

principalmente por leveduras, em nivel citoplasméatico, com o objetivo de produzir
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energia, a qual serq empregada na realizacdo de suas atividades fisiolégicas (LIMA
et al, 2001).

A partir da fermentacdo alcodlica de frutas € obtido o vinho. O vinho é
produzido desde a antiguidade pelo homem, fazendo parte central da vida na antiga
Grécia e também em Roma, sua sucessora e grande difusora da cultura helénica
pelo Ocidente. Atualmente sabe-se que as origens do vinho ultrapassam em muito
os trés mil anos de histéria que nos separam dos primeiros habitantes da Grécia
(JORNAL DO VINHO, 2006). Hoje a producédo de vinho € regulamentada por um
conjunto de normas, no Brasil segundo a Lei n°. 7.678, decretada pelo Congresso
Nacional em 8 de novembro de 1988:

Art. 3° Vinho é a bebida obtida pela fermentacéo alcodlica do
mosto simples de uva s&, fresca e madura.

Paragrafo Unico. A denominagéo vinho € privativa do produto
a que se refere este artigo, sendo vedada sua utilizacdo para
produtos obtidos de quaisquer outras matérias-primas
(BRASIL, 1988).

Bebidas fermentadas com graduacéo alcodlica entre 4 e 14% em volume,
produzidas a partir de outras frutas sendo ou ndo utilizado acUcar no mosto
recebem, a denominacéo de fermentado de frutas, segundo o Decreto n° 2.314, de
04 de setembro de 1997, do Congresso Nacional (BRASIL, 1997).

Fermentados de frutas, sdo uma boa alternativa para o aproveitamento
destas, pois apresentam sabor que agrada até mesmo os paladares mais refinados,
mantendo as propriedades da fruta e agregando valor ao produto final. Na literatura
sdo encontrados diversos trabalhos sobre fermentados de frutas como, abacaxi
(OLIVEIRA et al. 2012), acerola (SANTOS et al, 2005), caju (SILVA et al, 2006),
framboesa (SCHWAN et al.2010), jabuticaba (SILVA et al ,2008), kiwi (BORTOLINI
et al, 2001), laranja (NOZAKI et al,2001), mirtilo (YAN et al, 2012), morango
(TORIJA et al, 2013), umbu (MELO, 2005). Todas estas frutas mostraram-se
adequadas a fermentacdo alcodlica e o produto obtido apresentaram boa

aceitabilidade do publico.
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3.2 MICRO-ORGANISMOS DA FERMENTACAO ALCOOLICA

As leveduras sdo micro-organismos eucarioticos unicelulares, que se
reproduzem geralmente de forma assexuada por brotamento, e em poucos casos
por fissdo binaria, classificados no Dominio Eukarya, reino Fungi, porém, nao
formam um grupo taxondmico ou filogenético especifico. Estimativas recentes
indicam que somente 1% de todas as espécies de leveduras esteja descrita, embora
cerca de 1.500 espécies ja tenham sido descritas (OLIVERA, 2009).

Estes microrganismos estdo amplamente difundidos na natureza, em
diversos substratos como folhas, frutos, solo, ar, lagos, rios, mares ou habitando o
interior de insetos e animais e muitos tem sido estudados sob o ponto de vista
tecnolégico e industrial. As leveduras sao utilizadas desde tempos remotos na
fabricacdo de bebidas alcodlicas, no crescimento de massas de panificacdo, e mais
recentemente, na sintese de vitaminas, gorduras e proteinas, sendo, portanto,
bastante explorados pelo homem. O emprego na fermentacdo de acucares é a mais
antiga aplicacdo e dentre as espécies de leveduras a mais utilizada é
Saccharomyces cerevisiae, devido ao fato de converter rapidamente o acucar em
alcool, com baixa producdo de componentes secundarios. Além disso, possuem alta
resisténcia a alcool no meio em que se encontram (cerca de 14-16% v/v de etanol) e
tolerancia a ampla variacdo de temperatura, sendo capaz de manter sua atividade
celular em ambientes acidos (CASADEI, 2010; ESPIRITO SANTO, 2012).

Quando a fermentacdo € iniciada e conduzida pela microbiota natural
presente no fruto in natura, leveduras dos géneros Kloeckera, Candida,
Hanseniaspora, Pichia, Kluyveromyces e Torulaspora podem fermentar, podendo
produzir compostos secundarios, das classes dos aldeidos, alcoois superiores,
ésteres, furfural, terpenos, lactonas, furanos, pirazinas, acidos organicos,
melhorando as propriedades sensoriais do fermentado produzido (MELO, 2005,
OLIVEIRA, 2009).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIA-PRIMA

As amoras-pretas foram adquiridas no municipio de Mangueirinha na regido
Sudoeste do Parana.

As atividades experimentais de fermentacdo foram desenvolvidas no
Laboratério de Bioprocessos, localizado no Centro de Tecnologias Integradas

(Politec) da UTFPR, campus Pato Branco.

4.2 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.2.1lsolamento de leveduras

Na etapa de isolamento foram empregados dois protocolos distintos. No
primeiro, as leveduras foram isoladas pela técnica de inoculacdo por espalhamento
superficial em placas de Petry.

As leveduras foram isoladas a partir de frutos frescos colhidos em
propriedade rural de modo asséptico. Inicialmente 25 gramas de frutos foram
colocadas em frasco Erlenmeyer contendo 225 mL de agua peptonada esterilizada e
submetido a agitacdo (50 rpm) por 15 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente foram realizadas diluicbes sucessivas em agua peptonada até
diluicdo 10™ e cada diluicdo foi inoculada (1 mL) por espalhamento com alca de
Drigalski em placas de Petry contendo meio Agar Sabouraud com cloranfenicol. As
placas foram incubadas em estufa de cultura por 24 h ou 48 h a 30 °C. As col6nias
que cresceram nas placas foram isoladas por repiques sucessivos meio Agar
Sabouraud com cloranfenicol.

No segundo protocolo foram isoladas leveduras ap0s submeter os frutos a
fermentacao alcoodlica. Os frutos foram triturados rapidamente em mixer, com copo
previamente esterilizado, e a biomassa obtida foi colocada em frasco de vidro de
800 mL (400mL de polpa). O frasco (Figura 2) foi incubado em estufa de cultura por

48 horas a 30 °C para que ocorresse a fermentacdo do suco e selecédo natural de
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leveduras alcodlicas. Apdés 48 horas de incubacgdo, foram realizadas diluicbes
sucessivas em tubos contendo agua destilada esterilizada até diluicdes de 10™.
Amostras da cultura fermentada (diluicdes 10" a 10™) foram inoculadas (1 mL) por
espalhamento em superficie em placas contendo meio Agar Sabouraud com
cloranfenicol. As placas foram incubadas em estufa de cultura por 24 h ou 48 h a 30
°C.

Apos incubacéo as colbnias desenvolvidas foram repicadas (esgotamento por
estria) para placas com meio de cultivo novo objetivando o isolamento das cepas.
As colbnias isoladas foram entdo avaliadas quanto & morfologia em microscopio
otico, buscando confirmacdo de que eram leveduras. Os isolados foram mantidos
em meio Agar Sabouraud com cloranfenicol em geladeira através de repiques

mensais.

Figura 2- Cuba utilizada para fermentacdo espontanea e selecdo natural de micro-organismos.

4.2.2 Preparo do in6culo para fermentacao alcodlica

Na fermentacdo alcodlica para avaliacdo do potencial fermentativo das
leveduras isoladas foram empregadas as cepas previamente isoladas e mantidas
em meio agar sabouraud com cloranfenicol em geladeira. Uma al¢cada de células foi
transferida para frascos Erlenmeyer de 250 mL, contendo 150 mL de meio Caldo
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Extrato de Malte (extrato de levedura 3 g/L, extrato de malte 3 g/L, peptona 5 g/L,
glicose 10 g/L) e cultivado em incubadora orbital (shaker) por 24 horas a 28 °C e 125
rom. As células foram recuperadas por centrifugacdo a 3500 rpm (1350 x g) por 15
minutos, lavadas e ressuspendidas em agua destilada esterilizada. Como inéculo foi
empregado um volume de suspensdo celular necessario para obter uma
concentrac&o inicial de 2x10° células/mL. A biomassa celular foi quantificada através

de contagem em camara de Neubauer.

4.2.3 Preparo do mosto e fermentagéo alcodlica

As frutas foram trituradas em multiprocessador Philips-Walita, modelo
RI7633, o mosto entdo foi chaptalizado com acuUcar comercial para atingir teor de
sélidos soluveis (°Brix) de 16 °Brix. O mosto chaptalizado foi suplementado (30 g/hL)
com mistura ativadora de crescimento de leveduras Enovit (Pascal Biotech - Paris,
Franca) constituido de: sulfato de am6nio(70%), fosfato de aménio dibasico(19,8%),
celulose quimicamente inerte(10%) e cloridrato de tiamina, vitamina B1(0,20%), além
de ser acrescido de 50 mg / L de metabissulfato de potassio (sulfitagem).

A fermentacédo alcodlica foi realizada de modo descontinuo em cuba de vidro,
com capacidade de 800 mL sob temperatura controlada de 28°C em incubadora do
tipo B.O.D (marca Nova Técnica, modelo RDE34). Na saida de ar da cuba foi
conectado mangueira de silicone cuja extremidade foi mantida submersa em agua
destilada em tubo de ensaio que funcionou como batoque, impedindo a entrada de
ar no sistema ao mesmo tempo em que permitia a liberacdo do gas carbdnico (CO,)
oriundo da fermentacéo (Figura 5 ).

A fermentacdo foi acompanhada através do consumo dos acucares via
avaliacdo do teor de sdlidos solluveis totais e verificacdo de desprendimento de
bolhas de CO,. Amostras foram coletadas em intervalos de 24 h para avaliagéo de
pH, acidez total titulavel, solidos soluveis totais, agucares redutores totais e

concentracéo de etanol.
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Figura 3- Processador de frutas.

Figura 4- Mosto obtido da amora-preta.

Figura 5- Cubas utilizadas para realizacdo dos ensaios fermentativos.

Ao término das fermentac6es o mosto fermentado foi centrifugado a 3500
rpm (1500 x g) por 30 minutos para retirada da borra e células de leveduras.
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4.3 METODOS ANALITICOS

O fermentado alcodlico obtido foi caracterizado quanto aos parametros: pH,
solidos soluveis (°Brix), acidez total titulavel, aclcares redutores totais, seguindo

metodologias descrita pelo Instituto Adolfo Lutz (2008).

4.3.1 Determinacéo de pH

O pH foi medido diretamente em pHmetro digital de bancada (INSTITUTO
ADOLFO LUTZ, 2008).

4.3.2 Determinacédo da acidez total titulavel

A acidez foi determinada por titulacdo potenciométrica utilizando pHmetro
de bancada (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008).

4.3.3 Determinacao de solidos sollveis

O teor de sdlidos soluveis (°Brix) foi determinado com auxilio de refratdmetro
portétil (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008).

4.3.4 Agucares redutores totais.

A andlise foi realizada pelo método DNS conforme descrito por Miller, et al
(1959). A amostra foi submetida a processo de hidrélise dos acUcares através da
mistura de 1 mL de amostra com 1,0 mL de HCI 2 mol/L e aguecimento em banho-
maria em ebulicdo por 5 minutos. A mistura foi resfriada em banho de gelo e
neutralizada com 1,0 mL de NaOH 2 mol/L.

Solugéo de acido 3,5 dinitrosalicilico (DNS) foi preparada através da diluicdo
de 10,6 g de acido dinitrosalicilico e 19,8 g de hidroxido de soédio em 1416 mL de
agua destilada. Posteriormente a esta solucdo foram adicionados 306,0 g de
tartarato duplo de sédio e potéassio, 8,3 g de metabissulfito de sédio e 7,6 mL de

fenol sob aquecimento a 50°C até completa dissolugéo.
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Para a quantificacdo dos acucares redutores totais 1 mL da amostra
hidrolisada foi transferida para tubo de ensaio e adicionado 3 mL de solugéo de
acido 3,5 dinitrosalicilico (DNS). A mistura foi entdo aquecida por 5 minutos em
banho-maria em ebulicdo e apos resfriamento foram adicionados 16 mL de agua
destilada e realizadas leituras em espectrofotometro a 540 nm. Como branco foi
utilizada mistura de 1 mL de agua e 3 mL de solugdo de DNS e apos resfriamento
adicdo de 16 mL de agua. Os resultados foram calculados através de correlacao
com curva padrdo de glicose (0,01 mg/L, 0,02 mg/L, 0,04 mg/L, 0,06 mg/L, 0,08
mg/L, 0,1 mg/L).

4.4 DETERMINACOES DE PARAMETROS CINETICOS

4.4.1 Determinagao do rendimento do processo

O rendimento (Yps) da fermentacdo alcodlica foi determinado
correlacionando-se a concentracdo final de etanol no caldo fermentado com o

substrato consumido no processo de fermentagao, conforme equagéo 1.

AP

AS (1)

Y (%)=

Sendo que:
Y 1= Rendimento do processo (9/9).
AP= Variacéo da producao (g).

AS= Variacado do consumo de substrato (g).

4.4.2 Produtividade volumétrica

A produtividade volumétrica (Qp) da fermentacdo alcoodlica foi determinada
como a razao entre a variacdo da concentragdo do produto da fermentacdo em
funcdo do tempo (Equacéao 2).

P-P,

" )

Qp =

Sendo que:
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Qp=produtividade volumétrica (g.L*.h™).
P= Produc&o final de etanol (g.L-1).
Po= Producdo inicial de etanol (g.L™).

t= Tempo final de fermentacéo (h).
4.4.3 Eficiéncia da fermentacédo alcodlica

A eficiéncia (1) do processo de fermentativo foi calculada pela razéo entre o
rendimento préatico e o rendimento tedrico da fermentagcédo (Equacéo 3).

_ Y, s0bservado

n% —
Y, steorico

x100

3)
Sendo que:
n= eficiéncia do processo (%).
Y ris) Observado = Rendimento observado no processo (g/9).

Y ris) Te0rico= Rendimento teorico do processo (9/9).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ISOLAMENTO DE LEVADURAS SELVAGENS DA AMOSTRA DE FRUTAS
NAO FERMENTADAS

Visando o isolamento de micro-organismos com caracteristicas fermentativas,
utilizou-se dois métodos distintos, pelo primeiro método foi possivel o isolamento de
seis (6) cepas microbianas. Foi verificada a presenca de cinco (5) leveduras
(FIGURA 6: Isolados A, B, C, D, F) e um (1) fungo filamentoso (FIGURA 6: Isolado
E). Nao foi verificada presenca de bactérias nas amostras embora seja comum a
presenca de bactérias em frutas. Possivelmente isto se deve ao fato de ter sido
utilizado do meio agar Sabauraund com Cloranfenicol no protocolo de isolamento. O
antibiético cloranfenicol pode ter inibido o desenvolvimento bacteriano mesmo néo

sendo um antibiotico de grande espectro antimicrobiano.

Figura 6- Micro-organismos isolados da fruta (leveduras: isolados A, B, C, D e F; Fungo filamentoso:
isolado E).

A presenca de fungos filamentosos é comum em frutas, incluindo fungos

fitopatogénicos e ndo fitopatogénicos. No entanto, seu isolamento ndo foi
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considerado importante no presente trabalho uma vez que o principal objetivo era o
isolamento de leveduras alcodlicas. Cabe salientar ainda que a presenca de apenas
uma cepa de fungo filamentoso pode indicar uma boa qualidade sanitaria do pomar
onde as frutas foram obtidas, considerando que se trata de um cultivo organico,

portanto, sem o uso de defensivos quimicos.

5.2 ISOLAMENTO DE LEVADURAS SELVAGENS DA AMOSTRA DE FRUTA
FERMENTADA

Através do segundo protocolo de isolamento de micro-organismos, onde as
frutas foram submetidas a fermentacéo alcodlica natural, uma Unica cepa microbiana
foi isolada. (FIGURA 7: isolado vinho).

Figura 7- Micro-organismo isolado do fermentado alcodlico.

Diferentemente do observado na polpa da fruta, a partir do fermentado
alcodlico foi possivel o isolamento de apenas uma cepa microbiana (levedura). A
partir de andlise de aspectos morfolégicos das colbnias (cor, brilho, gomosidade e
forma do contorno das colbnias) e visualizacdo das células em microscopio 6tico
acredita-se que a cepa isolada do vinho de amora seja a mesma do Isolado F.

O isolamento de uma Uunica levedura do fermentado alcodlico indica que
apenas uma das leveduras presentes e isoladas da fruta apresenta maior tolerancia
ao etanol. Tal caracteristica sugere potencial como levedura alcoélica, uma vez que
0 micro-organismo deve ter além de boa capacidade fermentativa, elevada

tolerancia ao acumulo de etanol no meio.
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Na literatura, séo verificados trabalhos contemplando o isolamento de micro-
organismos de frutas para emprego em fermentagdo alcodlica. Mamade,(2004)
relata o isolamento de duas leveduras de bagas de uva Chardonnay cultivada na
regido da Serra Gaucha (RS). Fernandes,(2008), descreve o isolamento de trés(3)
leveduras de anands, oriundas do comércio local Lisboa-Portugal. Angiolleto (2013),
relata isolamento de vinte e nove(29) espécies de leveduras advindas de maca

adiquiridas no comércio local de Floriandpolis.

5.2 POTENCIAL FERMENTATIVO DOS ISOLADOS

Na Figura 7 estdo demonstrados os graficos com o perfil fermentativo das
leveduras isoladas da fruta. Nao foram conduzidas fermenta¢cdes com o fungo
filamentoso isolado uma vez que fungos filamentosos nao sé&o utilizados na

producdo de vinhos e alcool carburante.
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Isolado Vinho
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Figura 7-Graficos representando consumo de acucares redutores e producdo de etanol ao longo da
fermentacéo.

Em todas as fermentacfes apos 8 horas de cultivo foi observado inicio do
desprendimento de bolhas de CO; indicando a fermentac@o dos agucares presente
no mosto. Intenso desprendimento de bolhas de CO, foi observado apés 24 horas
de cultivo demonstrando a fase tumultuosa da fermentacé&o alcodlica.

Em 24 horas de fermentacéo foi verificado maior consumo de agucares (27,89
%) e maior producdo de etanol (17,86 g/L) na fermentacdo com o isolado B. No
entanto, este néo foi o isolado que promoveu a maior producéo final de etanol (maior
acumulo no meio). Em 24 horas de cultivo foi verificado consumo de 8,33% do
substrato na fermentacdo com o isolado A, 4,86% na fermentacdo com o isolado C,
7,56 % na fermentacdo com o isolado D e 13,67 % na fermentagdo com o isolado
Vinho. Com relacdo ao acumulo de etanol foi verificado 5,03 g/L de producéo de
etanol na fermentacdo com o isolada A, 3,98 g/L de producédo de etanol com o
isolado C, 3 g/L de producédo de etanol com o isolado D, 10,55 g/L de producéo de
etanol com o isolado Vinho.

Ap6s 72 h de fermentacdo foi observado redugdo na intensidade do
desprendimento de bolhas de CO, e completa interrupcdo em 84 horas de cultivo.
As fermentac¢Bes foram interrompidas ap6s 84 horas de fermentacdo em funcéo do
ndo desprendimento de gas carbbnico e precipitacdo da borra (células e particulas
de biomassa vegetal) indicando fim do processo fermentativo.

Na Literatura, séo verificados trabalhos que descrevem diferentes tempos de
fermentacdo alcoodlica de sucos de frutas, Bortolini et al. (2001) descrevem
fermentacdes alcodlicas de sucos de kiwi (18 °Brix e 22 °Brix) submetidos a
diferentes tratamentos, nas quais o tempo de fermentacao foi de 48 horas. O mesmo
tempo de fermentacdo € relatado por Tessaro et al. (2010) em fermentacdes

alcoodlicas de suco de laranja. Duarte et al. (2010) descrevem tempo de 48 h de
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fermentacdo em estudo de microvinificacdo de framboesa, partindo de um mosto
contendo 16 °Brix com cepa de S. cerevisiae. Hidalgo, et al (2013) descreve a
fermentacdo de morango(18°Brix) utilizando cepas selvagens isoladas da prépria
fruta em 120 horas.

Segundo Xavier et al(2011), as diferencas nos tempos de fermentacéo
alcodlica estdo relacionadas a diferentes aspectos do processo de producéo, tais
como caracteristicas inerentes ao suco da fruta, formas e condi¢cdes de conducéo do
processo fermentativo, bem como caracteristicas fisiologicas, idade e tamanho do
in6culo empregado no cultivo.

Conforme pode ser visto no grafico da Figura 7 e Tabela 2, maiores
producdes finais de etanol foram observadas nos isolados C (47,15 g/L) e isolado do
vinho (39,87 g/L). Similarmente maior consumo de substrato também foi verificado
nestes cultivos (67,63 %, isolado C e 52,48% isolado vinho). O consumo incompleto
dos acucares presentes no mosto nas fermentacdes com os diferentes isolados
pode estar associado ao acumulo de etanol no meio, que torna-se toxico em altas
concentracdes as células microbianas inibindo a fermentacéo (XAVIER et al, 2011).

Na Tabela 2, estdo apresentados os parametros fermentativos das

fermentacdes alcodlicas.

Tabela 2- Pardmetros fermentativos dos ensaios com diferentes cepas isoladas de amora-preta (Rubus
sp.).

Valores observados

Parametros fermentativos Isolado A Isolado B Isolado C Isolado D If/?ﬁcéo
Producéo Final (Pg) (g/L) 25,68+0,6 27,51+0,7 47,16+1,2 11,12+0,3 39,8711
Rendimento em etanol (Y gs) (9/9) 0,32+0,008 0,330,008 0,43+0,01 0,21+0,005 0,400,01
Produtividade Volumétrica em etanol (Qp) (g/Lh) 0,31+0,008 0,32+0,008 0,57+0,01 0,13+0,03 0,47+0,01
Taxa global do consumo do substrato (Qs)(g/Lh) 0,97+0,02 0,99+0,02 1,91+0,04 0,63+0,04 1,2+0,03
Eficiéncia da fermentagao alcodlica () (%) 62+1,55 65+1,6 84+2,1 41+1,0 78+1,9
Percentual global de consumo do substrato (Yc) 42,5+1,0 43,46+1,0 57,63+1,4 27,8340,7 52,5+1,3

Nos cultivos com o isolado C e isolado vinho foram verificadas as maiores
producdes de etanol (47,16 g/L e 39,87 g/L, respectivamente) em 84 h de
fermentacdo, bem como os maiores rendimentos em etanol (0,43 g/g e 0,40 g/g) e
produtividades volumétricas (0,57 g/Lh™ e 0,47 g/Lh™). Os isolados C e de Vinho
também promoveram os melhores resultados de eficiéncia de fermentacdo (84% e
78%), melhor assimilacdo do substrato (57,63% e 52,48%) e taxa global de consumo
de substrato (1,91 g/Lh™ e 1,19 g/Lh™).
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Possivelmente, ambos os isolados tratam-se da mesma levedura alcodlica,
uma vez que sado verificados perfis fermentativos bastante semelhantes. Além de
perfil fermentativo similar, pode ser verificado também maior desempenho na
fermentacao alcodlica quando comparado tais isolados com os demais. De fato, a
partir do protocolo de isolado a partir da fruta fermentada foi possivel o isolamento
de apenas uma cepa microbiana. Tal cepa apresentou maior tolerancia ao acumulo
de etanol no meio e maior capacidade fermentativa.

Na literatura séo verificados trabalhos envolvendo fermentacdes alcoodlicas de
diferentes frutas e séo observados diferentes valores dos parametros fermentativos
rendimento, eficiéncia e produtividade volumétrica em etanol.

Almeida et al. (2006) descrevem valores de produtividade em etanol (Qp) de,
75 g/Lh, rendimento (Ypss) de0,461 g/g e eficiéncia (n) de 90,2% em fermentacao de
fruto de mandacaru. J& Lopes et al. (2012) em fermentacdo com polpa de palma
forrageira descreveram valores de rendimento em etanol (Yrss) de 0,39g/g, eficiéncia
(n) de73,09%, e produtividade em etanol(Qr) de 2,6 g/Lh.

Em fermentacdo alcodlica de suco de caju, Silva et al. (2007) verificaram
valores de produtividade (Qr) de 0,78 g/Lh, rendimento em etanol de 0,30 g/g e
eficiéncia (n) de 57,78%. Tais valores sdo compativeis com os fermentados obtidos
do isolado A(Yris=0,32 e N = 62%), Isolado B(Yris = 0,33 e n =65%) e inferiores ao
obtido do isolado C (Yris=0,43 e n = 84%) e isolado vinho (Yris=0,40 e n = 78%).

5.2.1 Parametros fisico-quimicos dos fermentados alcodlicos obtidos

Na Tabela 3 estdo descritos os parametros fisico-quimicos do vinho de amora

obtido na fermentacéo alcodlica:

Tabela 3-Parametros fisico-quimicos dos fermentados obtidos com diferentes cepas isoladas de amora.

Valores observados

Parametros fisico-quimicos Isolado A Isolado B Isolado C Isolado D If/?:ﬁ%o
Ph 3,09 3,11 3,10 3,04 3,07
Acidez titulavel (em acido acético)(%) 1,24+0,03 1,15+0,03 1,22+0,03 1,23+0,03 1,26+0,03
Solidos Sollveis Totais (°Brix) 11+0,3 11+0,3 8+0,2 14+0,04 9+0,2
Etanol (v/v) 3,25+0,08 3,48+0,08 5,9+0,15 1,4+0,03 5,05+0,12

AcUcar redutores totais (g/L) 109,55+2,7 107,78+2,7 80,76+2,0 137,57+3,4 90,58+2,3
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Pode ser verificado que a cepa isolada C conseguiu suportar 5,9 °GL (47,16
g/L) , sendo a que resistiu a maior concentracdo de etanol no meio, enquanto a cepa
isolada D foi a que menos resistiu 1,4°GL (11,9 g/L).

Com relacdo ao conteudo de etanol em fermentados alcodlicos de fruta &
verificado na literatura diferentes conteudos. Isto € devido a diferencas inerentes ao
processo fermentativo como diferengas no conteddo inicial de substrato, capacidade
fermentativa da levedura alcodlica, diferencas de temperatura de processo,
disponibilidade de nutrientes, modo de conducdo do processo, entre outros.
Exemplo disso, em fermentagdes obtidas a partir de polpa de umbu com 10 °Brix de
SST, Carmo (2012) obtive fermentado alcodlico com 46,6 g/L de etanol (6 °GL), Ja
em estudo com fermentado alcodlico do fruto do mandacaru, Oliveira et al. (2011)
obtiveram vinho com 5,2°GL a partir de suco contendo 105,17 g/L de acucares.

Apesar das diferentes caracteristicas fermentativas de cada cepa, foram
verificadas poucas variacfes nos valores de pH (entre 3 e 3,11) e acidez titulavel
(entre 19 e 21,4) ao longo das fermentacfes, conforme pode ser observado no
gréfico da Figura 6. A manutencao dos valores de pH e acidez nas faixas de valores
observados indica que as fermentagcbes ocorrem de forma adequada sem
interferéncias de potenciais contaminantes em especial bactérias produtoras de

acido acético, propibnico, butilico, etc.
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Figura 8 -Comportamento do pH e acidez titulavel ao longo do ensaio da fermentacao alcodlica.
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6 CONCLUSAO

Foi possivel o isolamento de leveduras alcodlicas de amora-preta (Rubus
sp.) a partir de protocolos que envolveram a inoculacdo por espalhamento em
superficie da polpa da fruta e de mosto fermentado da fruta.

Foram isoladas cinco cepas de leveduras e uma cepa de fungo filamentoso
a partir da polpa da fruta in natura.

Foi isolada uma cepa de levedura a partir de mosto fermentado da fruta.

Dois isolados apresentaram maior desempenho quanto a fermentacao
alcoolica, sendo que possivelmente tratam-se da mesma cepa microbiana. Tal(is)
isolado(s) possui(em) potencial para uso como inéculo na producdo de fermentado

alcodlico de frutas.
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