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RESUMO

A Saccharomyces cerevisiae € a espécie de levedura mais utilizada em processos fermentativos.
Todavia, ha um crescente uso de leveduras ndo convencionais, devido a seu potencial na
producdo de composto aromatico em cultura simples ou em cofermentacéo e na produgéo de
bebidas de baixo teor alcodlico. Um local propicio para a prospeccao dessas leveduras seria o
polen de abelhas sem ferrdo estocados em seus ninhos (colmeias), o qual passa por um processo
fermentativo realizado por bactérias e leveduras. Desta forma, isolou-se e selecionou-se
leveduras do pélen de quatro espécies de abelhas sem ferrdo com potencial para uso em
fermentacdo simples ou cofermentacdo de maltose visando a producdo de cervejas
diferenciadas ou de baixo teor alcoolico. O isolamento das leveduras foi realizado utilizando
trés diferentes meios de cultura e a selecdo dos isolados foi realizada por meio de testes
qualitativos de potencial fermentativo de maltose, de floculacdo e a resisténcia a alta
concentracdo de maltose e glicose. Os isolados com melhores resultados foram submetidos a
identificacdo molecular usando os pares de primers ITS1/ ITS4 e LROR/LR6. Alguns isolados
foram submetidos a fermentacdes simples e cofermentacdes a 12°C e 20°C, nas quais foram
verificadas a viabilidade celular, o consumo de acgucares redutores e o teor alcoolico.
Posteriormente foi verificada a influéncia da temperatura, concentracdo inicial de leveduras e
do mosto por meio de dois planejamentos composto central rotacional, nos quais foram
verificadas as mesmas variaveis respostas que nas fermentacdes testes. Foram isolados dez
morfotipos e dezesseis isolados (alguns com morfotipos duplicados) foram submetidos aos
testes qualitativos. Desses isolados sete foram submetidos a identificacdo molecular (10C, 13H,
6G, 50M, 41, 53C e 27K) e resultaram em trés diferentes espécies (Hanseniaspora opuntiae,
Wickerhamomyces anomalus e Kodamaea ohmeri). As H. opuntiae e W. anomalus foram
submetidas as fermentacGes e cofermentacdes, nas quais observou-se que essas espécies em
fermentacao simples em ambas as temperaturas apresentaram melhores resultados referente a
viabilidade celular do que as Saccharomyces. Contudo, apresentaram menor consumo de
acucares e teor alcodlico que essas Saccharomyces. O melhor consumo de agUcares dessas duas
espécies foi observado na menor temperatura. As cofermentagdes indicaram que as espécies de
Saccharomyces impactaram viabilidade celular em ambas as espécies contudo resultaram em
um aumento no consumo de agucares e no teor alcodlico, principalmente na maior temperatura.
A baixa producéo de alcool em fermentagéo simples foi confirmada pelos DCCRs, nos quais a
W. anomalus apresentou a maior producdo (1,60%), a qual pode ser aumentada, segundo 0s
DCCRs, usando maior temperatura e concentracdo inicial de mosto. Portanto, esses principais
resultados indicam dois possiveis usos para a H.opuntiae e a W. anomalus, 0 seu uso na
producéo de bebidas com baixo teor alcodlico, ou seu uso em cofermenta¢des para 0 aumento
dos compostos aromaticos quantificados no DCCR1 da H.opuntiae e apresentou aromas doces
e florais.

Palavras-chave: Cerveja sem alcool; leveduras ndo-convencionais; leveduras nao-
Saccharomyces; Compostos aromaticos; cofermentagao.



ABSTRACT

Saccharomyces cerevisiae is the most widely used yeast species in fermentation processes.
However, there is an increasing use of non-conventional yeasts, due to their potential in the
production of flavors in simple culture or in co-fermentation and in the production of low-
alcohol beverages. A favorable place for prospecting these yeasts would be the pollen of
stingless bees stored in their nests (hives), which undergoes a fermentation process carried out
by bacteria and yeasts. Thus, pollen yeasts from four species of stingless bees with potential for
use in simple fermentation or co-fermentation of maltose were isolated and selected for the
production of differentiated or low-alcohol beers. Yeast isolation was carried out using three
different culture media and the selection of isolates was carried out through qualitative tests of
maltose fermentation potential, flocculation and resistance to high concentrations of maltose
and glucose. The best performing isolates were submitted to molecular identification using the
ITS1/ 1TS4 and LROR/LR6 primer pairs. Some isolates were submitted to simple fermentation
and co-fermentation at 12°C and 20°C, in which the cell viability, consumption of reducing
sugars and alcohol content were verified. Subsequently, the influence of temperature, initial
concentration of yeasts and must was verified by using two rotational central composite
planning, in which the same variable responses as in the test fermentations were verified. Ten
morphotypes were isolated and sixteen isolates (some with duplicate morphotypes) were
submitted to qualitative tests. Of these isolates, seven were submitted to molecular
identification (10C, 13H, 6G, 50M, 41, 53C and 27K) and resulted in three different species
(Hanseniaspora opuntiae, Wickerhamomyces anomalus and Kodamaea ohmeri). H. opuntiae
and W. anomalus were submitted to fermentation and co-fermentation, in which it was observed
that these species in simple fermentation at both temperatures showed better results regarding
cell viability than Saccharomyces. However, they had lower consumption of sugars and alcohol
content than these Saccharomyces. The best consumption of sugars from these two species was
observed at the lowest temperature. The co-fermentations indicated that Saccharomyces species
impacted the cell viability in both species, but resulted in an increase in sugar consumption and
alcohol content, especially at higher temperature. The low alcohol production in simple
fermentation was confirmed by DCCRs, in which W. anomalus had the highest production
(1.60%), which can be increased, according to DCCRs, using higher temperature and initial
wort concentration. Therefore, these main results indicate two possible uses for H.opuntiae and
W. anomalus, their use in the production of beverages with low alcohol content, or their use in
cofermentations for flavor increase quantified in DCCR1 of H.opuntiae and presented sweet
and floral aromas.

Keywords: Alcohol free beer; non-conventional yeasts; non-Saccharomyces yeasts; flavours;
mixed fermentation.
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Figura 11 - Comparacdo segundo o teste de Tukey da viabilidade celular entre as co-culturas
dos isolados da espécie H. opuntiae com os controles positivos (41+C1 e 41+C2), da espécie
W. anomalus com os controles positivos (53C+C1 e 53C+C2) e os controles positivos em
fermentagdo simples (C1- S. pastorianus e C2- S. cerevisiae), nas cofermentaces tardias a
12°9C € 20°%C ottt ettt R Re e Re Rt et et e nte b eneereeneeneeneas 57

Figura 12 - Comparacao segundo o teste de Tukey da concentracdo de aglcares redutores
entre as co-culturas dos isolados da espécie H. opuntiae com os controles positivos (41+C1 e
41+C2), da espécie W. anomalus com os controles positivos (53C+C1 e 53C+C2) e 0s
controles positivos em fermentacdo simples (C1- S. pastorianus e C2- S. cerevisiae), nas
cofermentacdes tardia @ 12°C € 20°C. ....covoeiieiieie e 58

Figura 13 - Comparacdo, segundo o teste de Tukey, do teor alcoolico entre as co-culturas dos
isolados da espécie H. opuntiae com os controles positivos (41+C1 e 41+C2), da espécie W.
anomalus com os controles positivos (53C+C1 e 53C+C2) e os controles positivos em
fermentacdo simples (C1- S. pastorianus e C2- S. cerevisiae), nas cofermentaces tardia a
12°9C B 20°C. ittt ettt e Re e re e e n e et e ntentearenreereeneeneas 59

Figura 14 - Comparacgao, segundo o teste de Tukey, entre as viabilidades celular obtidas pelo
isolado da espécie W. anomalus (53C) na fermentacao simples (FS), em co-cultura com os
controles positivos na cofermentacao simultanea (CS) e na cofermentacéo tardia (CT) a 12°C
30 0 R PSSR 60

Figura 15 - Comparacdo, segundo o teste de Tukey, entre as viabilidades celular obtidas pelo
isolado da espécie H. opuntiae (41) na fermentacéo simples (FS), em co-cultura com os
controles positivos na cofermentacdo simultanea (CS) e na cofermentacgéo tardia (CT) a 12°C
3 OSSPSR 60

Figura 16 - Comparacdo, segundo o teste de Tukey, entre as concentracdes de aclucares
redutores obtidas pelo isolado da espécie W. anomalus (53C) na fermentacao simples (FS),
em co-cultura com os controles positivos na cofermentacéo simultanea (CS) e na
cofermentacdo tardia (CT) @ 12°C € 20°C.....ciiiiiieiie e 61

Figura 17 - Comparacdo, segundo o teste de Tukey, entre as concentra¢des de aglcares
redutores obtidas pelo isolado da espécie H. opuntiae (41) na fermentacéo simples (FS), em
co-cultura com os controles positivos na cofermentacdo simultanea (CS) e na cofermentagéo
tardia (CT) @ 12°C € 20°C. .uiiiieiieie sttt et e e beeaeaneesaeeaeeneenreenee e 61

Figura 18 - Comparacdo, segundo o teste de Tukey, entre os teores alcodlicos obtidos pelo
isolado da espécie W. anomalus (53C) na fermentacéo simples (FS), em co-cultura com 0s
controles positivos na cofermentacao simultanea (CS) e na cofermentacao tardia (CT) a 12°C
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Figura 19 - Comparacdo, segundo o teste de Tukey, entre os teores alcodlicos obtidos pelo
isolado da espécie H. opuntiae (41) na fermentacdo simples (FS), em co-cultura com os
controles positivos na cofermentacdo simultanea (CS) e na cofermentacéo tardia (CT) a 12°C
3 0 R PSS 62
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Figura 20 - Comparacdo, segundo teste de Tukey, entre as concentracGes de aglcares
redutores obtidas durante as horas da fermentacédo simples do isolado da espécie H. opuntiae
(A1) @ 12°C 8 20°C. ottt bbbttt bbbt 63

Figura 21 - Comparacdo, segundo teste de Tukey, entre as concentracGes de aglcares
redutores obtidas durante as horas da fermentacédo simples do isolado da espécie W. anomalus
(53C) @ 12°C € 20°C. .ttt bbb bbbttt bbbt 64

Figura 22 - Comparacdo, segundo teste de Tukey, entre as concentracGes de aglcares
redutores obtidas durante as horas da cofermentacao simultanea da co-cultura do isolado da
espécie H. opuntiae (41) com os controles positivos a 12°C e 20°C. .....cccvevvvveeiverieciesieennn, 65

Figura 23 - Comparacdo, segundo teste de Tukey, entre as concentra¢fes de aglcares
redutores obtidas durante as horas da cofermentacdo simultanea da co-cultura do isolado da
espécie W. anomalus (53C) com os controles positivos a 12°C e 20°C. .......cccccevevevvevieennenn, 65

Figura 24 - Comparacdo, segundo teste de Tukey, entre as concentracGes de aglcares
redutores obtidas durante as horas da cofermentacéo tardia da co-cultura do isolado da espécie
H. opuntiae (41) com os controles positivos a 12°C e 20°C. Os pontos vermelhos indicam o
tempo 24 horas apds a adicao dos coNtroles POSITIVOS. .......cccoveiereereiieeieese e 67

Figura 25 - Comparacdo, segundo teste de Tukey, entre as concentracGes de aglcares
redutores obtidas durante as horas da cofermentacéo tardia da co-cultura do isolado da espécie
W. anomalus (53C) com os controles positivos a 12°C e 20°C. Os pontos vermelhos indicam
0 tempo 24 horas ap6s a adicdo dos controles POSILIVOS. .......cccvveiveeeeeiee e 67

Figura 26 - Gréafico de superficie de resposta referente ao teor alcodlico do DCCR1 usando o
isolado da espécie W. anomalus (53C), o qual relaciona a temperatura (C°) com a
concentracdo inicial de leveduras (10%), usando seus valores codificados.............c..ccccvevennne. 72

Figura 27 - Gréafico de superficie de resposta referente ao teor alcodlico do DCCR1 usando o
isolado da espécie H. opuntiae (41), o qual relaciona a temperatura (C°) com a concentracao
inicial de leveduras (10%), usando seus valores codifiCados. ...........coouririrrinene i 76

Figura 28 - Diagramas de pareto demonstrando se o efeito das varidveis independentes ou sua
interacdo apresentaram significancia sobre os compostos aromaticos determinados com 168
horas de fermentacao usando o isolado da espécie H. opuntiae (41)......ccccccovvvvevviieivernenennn. 77

Figura 29 - Gréfico de superficie de resposta referente a concentracdo de agUcares redutores
do DCCR2 usando o isolado da espécie W. anomalus (53C), o qual relaciona a concentracédo
inicial do mosto(°P) com a concentracéo inicial de leveduras (10), usando seus valores
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Figura 30 - Gréafico de superficie de resposta referente ao teor alcodlico do DCCR2 usando o
isolado da espécie W. anomalus (53C), o qual relaciona a concentracdo inicial do mosto(°P)
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Figura 31 - Gréfico de superficie de resposta referente a concentracdo de agUcares redutores
do DCCR2 usando o isolado da espécie H. opuntiae (41), o qual relaciona a concentracdo
inicial do mosto(°P) com a concentracéo inicial de leveduras (10%), usando seus valores
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Figura 32 - Gréafico de superficie de resposta referente ao teor alcodlico do DCCR2 usando o
isolado da espécie H. opuntiae (41), o qual relaciona a concentracéo inicial do mosto(°P) com
a concentracao inicial de leveduras (10x), usando seus valores codificados. .............cccvenuee. 88

Figura 33- Grafico resultante da pesquisa realizada no site ScienceDirect para os titulos:
Stingless bee, Stingless bee bacteria, Stingless bee yeast, cada uma das quarto espécies
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1 INTRODUCAO

O uso de leveduras € conhecido na industria de fermentagdo h& muitos anos, sendo a
Saccharomyces cerevisiae a mais conhecida e mais utilizada nesse setor industrial (BOTHA,
1993; BELLAVER et al., 2004). Todavia, um novo cenario vem se apresentando e crescendo
rapidamente nesse setor fermentativo devido a mudanca de habito do consumidor. Nesse novo
cendrio as leveduras ndo convencionais, também conhecidas como ndo Saccharomyces , sdo
utilizadas para a obtencdo de vinhos, cervejas, cidras entre outras bebidas fermentadas com
diferentes caracteristicas aromaticas, devido a particularidade dessas leveduras em produzir
diversos composto aromatico (BASSO et al., 2016). Além disso, devido a sua baixa capacidade
fermentativa elas sdo comumente associadas com a producéo de bebidas fermentativas de baixo
teor alcodlico, como as cervejas zero (YEO e LIU, 2014; BELLUT et al., 2018). Outra forma
de utilizacdo dessas leveduras ndo convencionais, ja relatada na literatura, € emprega-las em
cofermentacdo com a Saccharomyces cerevisiae para assim produzir uma bebida com maior
teor alcodlico associada com aroma e sabor diferenciados devido a adi¢do das leveduras nao
convencionais (LI et al., 2017; YE et al, 2014; ZHA et al., 2018). Em consequéncia a essas
diferentes utilizagOes das leveduras ndo convencionais, a procura por uma cepa que possa ser
empregada para um desses fins aumentou consideravelmente (LI et al., 2017). Nesse sentido
muitos estudos estdo sendo conduzidos buscando por essas leveduras, principalmente em locais
de fermentacdo simultdnea como, na fermentacéo das cervejas do tipo Lambic, em fermentacdes
de frutas, no mel de Apis mellifera, entre outros (SPITAELS et al., 2014, MATRAXIA et
al., 2021).

Um outro local ideal para fazer essa procura é o polen das abelhas sem ferrdo, pois sabe-
se que ocorre fermentacdo dentro dos seus potes de polen, assim como a presenca de diferentes
leveduras com caracteristicas diferenciadas (MENEZES et al., 2013; MENEZES et al., 2018).
Alguns trabalhos voltados para o isolamento e identificacdo de leveduras em materiais de
abelhas sem ferrdo ja foram desenvolvidos e serviram de base para demonstrar a existéncia
desses microrganismos associados a essas abelhas (ROSA et al., 2003; MORAIS et al., 2013;
CALACA, 2018; VILLEGAS-PLAZAS et al., 2018; NETO, 2017). Todavia, existem 250
espécies de abelhas sem ferrdo conhecidas no Brasil e ainda existe uma lacuna no que referente
a comunidade de leveduras presentes nos ninhos e produtos de algumas espécies de abelhas
sem ferrdo (PEDRO, 2014).
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Desta forma, isolar uma nova levedura a partir da colmeia de abelhas sem ferrdo e
utilizad-la em fermentacGes, apresenta-se como um tema atrativo de pesquisa relacionado a
processos biotecnoldgicos com potencial, uma vez que pode resultar em um produto

diferenciado e quem potencial econdmico.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Leveduras ndo convencionais — onde sdo encontradas.

As leveduras sdo fungos eucarioticos unicelulares com reproducdo assexuada por
brotamento ou fissdo. Milhares de diferentes espécies ja foram identificadas e provavelmente
ainda existem muito mais espalhadas pela natureza (DUJON, 2010). Dentre essas leveduras, o
ascomiceto do género Saccharomyces € o mais conhecido, principalmente a especie
Saccharomyces cerevisiae, que também é denominada como levedura convencional. Além
dessas leveduras, existem as consideradas leveduras ndo convencionais que podem ser
encontradas dentro do género Saccharomyces ou em outros géneros, as quais sdo conhecidas
como nédo-Saccharomyces (GIBSON et al., 2020). Essas leveduras ndo convencionais, assim
como todas as leveduras, sdo normalmente encontradas espalhadas em todo 0 meio ambiente,
contudo a maioria dos estudos envolvendo o uso dessas leveduras estdo associados a ambientes
fermentativos.

Muitos estudos associados ao isolamento dessas leveduras sdo frequentemente
desenvolvidos no ambiente de producdo de vinho ou exploram a prdpria uva utilizada no
processo. Dentre esses estudos pode-se mencionar Albertin et al. (2016), os quais focaram no
isolamento e identificacdo da levedura nao convencional Hanseniaspora uvarum em ambientes
de producéo de vinho na Franca e na Africa do Sul (na uva e no préprio vinho) entre 0s anos
de 2003 e 2014 e obtiveram 115 diferentes cepas dessa espécie, as quais se diferenciam
dependendo do local e do ano de isolamento. Portanto, esse estudo permitiu estimar a
diversidade e a relacdo genética entre essa espécie e o ambiente de producdo de vinho. Neste
mesmo ambiente industrial, o artigo de revisdo de Belda et al. (2017) feito com base em
diferentes estudos, cita as leveduras ndo convencionais Debaryomyces, Hanseniaspora,
Hansenula, Kloeckera, Metschnikowia, Pichia, Lachancea, Brettanomyces, Kluyveromyces,
Schizosaccharomyces, Torulaspora, Zygosaccharomyces e Saccharomycodes como as
principais produtoras dos aromas presentes nos vinhos de fermentacdes espontaneas e
inoculados. O mesmo artigo faz mencéo a utilizacdo de inoculagdo mista ou sequencial na
fermentagdo do vinho utilizando as leveduras Hanseniaspora uvarum, Candida zemplinina,
Saccharomycodes ludwigii, Pichia anomala, Candida stellata e Zygosaccharomyces fermentati
com a Saccharomyces cerevisiae. Também voltado para a producédo de vinho, Yan et al. (2019)
a procura de uma levedura produtora de composto aromatico para aumentar o aroma do vinho

chines feito de arroz e lirio, isolou a levedura ndo convencional Wickerhamomyces anomalus
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HNOO6 de Zaopei fermentado (um conjunto de grdos como sorgo, milho, trigo e arroz
fermentados). Ainda com a producdo de vinho, porém desta vez vinho de palma (Bandiji),
Ouoba et al. (2012) isolaram bacterias e leveduras a partir de amostras do vinho de palma de
Borassus akeassii e realizaram a identificacdo das mesmas. Nesse estudo eles encontrando 44
leveduras divididas entre as espécies S. cerevisiae (27, 27%), Arthroascus (Ar.) fermentans
(15,9%), Issatchenkia orientalis (11,36%), Candida tropicalis (11,36%), Trichosporon (T.)
asahii (11,36%), Candida pararugosa (4,54%), Hanseniaspora uvarum (4,54%), Kodamaea
ohmeri (2,27%), Schizosaccharomyces pombe (2,27%), Trichosporon asteroides (2,27%),
Trigonopsis (Tr.) variabilis (2,27%), Galactomyces geotrichum (2,27%) e Candida
quercitrusa.

No que diz respeito a outros ambientes, Valinhas (2016) em seu estudo buscou isolar
leveduras de diferentes frutos em parcial decomposicdo, tais como, abacate, banana, batata,
beterraba, inhame, maracuja, pimentdo e tomate, além do bagago de cana de agUcar e sorgo. A
partir desses locais o autor isolou 202 coldnias, das quais somente 2 foram selecionadas para a
identificacdo molecular depois de passarem por uma selecdo de capacidade de produzir gas a
partir de D-xilose e corresponderam as especies Galactomyces geotrichum e Candida
akabanensis. Ainda trabalhando com fruta, Bastos et al. (2018) em seu isolamento de bactérias
e leveduras a partir de sementes de cacau do sul da Bahia fermentadas espontaneamente em
caixas de madeiras, observaram a presenca das espécies Pichia sp., P. kudriavzevii, P.
manshurica e S. cerevisiae. Seguindo nessa mesma linha, Ruiz-Moyano et al. (2016) em seu
estudo de o isolamento e identificacdo de leveduras a partir de figos fresco e apds 7 dias de
armazenamento, obtiveram 58 isolados de leveduras pertencente as espécies Aureobasidium
pullulans, Hanseniaspora uvarum, Meyerozyma caribbica, Candida carpophila, Torulaspora
delbrueckii, Metschnikowia pulcherrima e Hanseniaspora opuntiae. Ainda nesta direcao,
Gonzélez-Quijano et al. (2014), em seu estudo de isolamento de bactérias e leveduras em
pimenta Jalapend fermentada proveniente do México, observaram a presenca de duas espécies

de leveduras ndo convencionais, Hanseniaspora pseudoguilliermondii e Kodamaea ohmeri.

2.2 Leveduras ndo convencionais e as abelhas sem ferrao.

Além de estarem presentes nos ambientes citados anteriormente, as leveduras sao
ubiquas em ninhos de abelhas nativas sem ferrdo e muitos estudos mencionam sua ocorréncia
e participacdo como fundamental, citando-as como microrganismos simbiontes que auxiliam

no processamento e armazenagem de alimentos como pélen, néctar e mel, além de estarem
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presentes no propolis, nas células de cria, larvas, entre outros (POZO et al., 2012; HERRERA
etal., 2013; POZO et al., 2014; CAMARGO et al., 1992; LACHANCE et al., 2001; ROSA et
al., 2003; SOUZA et al., 2009; THIAGO-CALACA, 2011; COSTA-NETO et al., 2016). Para
demonstrar essa intima relacdo entre as abelhas sem ferréo e as leveduras, alguns estudos podem
ser citados. Um deles é o trabalho de Rosa et al. (2003), no qual os autores isolaram e
identificaram leveduras obtidas a partir de diferentes partes dos ninhos e das abelhas adultas de
trés espécies de abelhas sem ferrdo (Tetragonisca angustula, Melipona quadrifasciata e
Frieseomelitta varia). Como resultado, os autores obtiveram 93 isolados da T. angustula, 47 da
M. quadrifasciata e 12 da F. varia, dentre as quais observaram diferentes espécies do género
Candida e a espécie Starmerella meliponinorum. Da mesma forma, Thiago-Calaca (2011) em
seu estudo isolando leveduras a partir do mel e sabura de Melipona quinguefasciata identificou
diferentes espécies do género Candida e Starmerella. Além das espécies Debaryomyces
castellii, Debaryomyces polymorphus, Debaryomyces hansenii, Metschnikowia koreensis,
Wickerhamomyces anomalus, Tetracladium sp, entre outras. Trabalhando com adultos das
espécies de abelhas sem ferrrdo, Friseomellita varia (manoel-de-abreu), Scaptotrigona aff.
postica (tubi-bravo), Scaptotrigona polysticta (tubi-manso), Tetragonisca angustula angustula
(jatai), Melipona compressipes manaosensis (jupard) e Melipona scutellaris (urugu nordestina)
Neto (2017) isolou leveduras dos géneros Candida, Pichia (Komagataella) e Torulaspora e
Starmerella. Enquanto, Silva (2016) estudando o mel e p6len das espécies de abelhas sem ferrdo
Tetragonisca angustula (Jatai) e Nannotrigona testaceicornis encontrou as espécies de
leveduras Starmerella meliponinorum, Rhodotorula mucilaginosa, Saccharomyces cerevisiae,
Papiliotrema flavescens e Candida apicola.

Além dessas leveduras estarem presentes nesses ambientes, como demonstrado acima,
elas sdo encontradas em contagens elevadas e sua intensa atividade metabolica € evidenciada e
indica um potencial enzimatico, do qual esses insetos sociais dependem para diferentes
transformacGes no interior dos ninhos (TEIXEIRA et al., 2003). Uma dessas transformacgdes
ocorre no polen, que é o principal componente objeto da fermentagdo no ninho, e caracterizado
por ser rico em proteinas, lipidios, agUcares, vitaminas e minerais. Essas caracteristicas o torna
um ambiente seletivo, no qual estdo presentes somente alguns grupos de leveduras,
incorporadas ao polen pelas abelhas (por inoculacdo passiva) para acelerar seu processamento
e provavelmente ocasionando a biodisponibilizacdo de nutrientes e a conservagédo do alimento
(SOUZA et al., 2004; POZO et al., 2011; POZO et al., 2012; HERRERA et al., 2013; POZO et
al., 2014; GILLIAM, 1979; MORAIS; CALACA; ROSA, 2013). No mel, por sua vez,

normalmente existe menor abundancia dessas leveduras, devido a presenca de compostos
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antimicrobianos e alta concentracao de acucar, em torno de 80% de glicose e frutose e 10% de
outros carboidratos, como maltose e rafinose (SILVA, 2016; MONIKA et al., 2013;
CARVALHO et al., 2005). Outros motivos, como alta acidez, baixo teor em proteina e a alta
viscosidade, limitam a penetracdo de oxigénio atmosférico, tornando-o um ambiente
particularmente inGspito para algumas leveduras (SINACORE et al., 2013; AYALA;
GONZALEZ; ENGEL, 2013; BEGUM et al., 2015; CHUTTONG et al., 2015).

A quantidade de literatura que associa a microbiota de leveduras com as abelhas sem
ferrdo e seus produtos é considerada pequena pois existem muitas espécies dessas abelhas.
Somente no Brasil sdo conhecidas em torno de 250 espécies de abelhas sem ferrdo, o que indica
que pode haver uma grande variedade de espécies de leveduras desconhecidas associadas aos
processos fermentativos que ocorrem nos ninhos dessas abelhas (PEDRO, 2014). A partir das
informacOes apresentadas acima, € possivel dizer que produtos das abelhas sem ferrdo e
constituintes de seus ninhos (mel, polen, alimento de cria, cera, entre outros) sao uma fonte

potencial de descoberta de novos micro-organismos fermentadores (BOGDANOQV, 2010).

2.3 Principais aplicacdes das leveduras ndo convencionais

Os estudos envolvendo as leveduras ndo convencionais se estendem além da parte de
isolamento e identificagdo mencionada anteriormente. Em alguns casos o potencial desses
microrganismos é explorado no setor de biocontrole e de fermentagcdo. Um exemplo é o estudo
de Giovati et al. (2018) que purificaram e caracterizaram uma toxina da Wickerhamomyces
anomalus (WalF1l) a qual testaram a atividade antimicrobiana contra cepas de Candida
albicans e C. glabrata susceptiveis e resistentes a fluconazol. Como resultado a toxina
caracterizada e purificada apresentou resultados positivos somente a 25°C contra uma cepa de
Candida albicans. Nesta mesma linha de pesquisa, Contarino et al. (2019) usaram as leveduras
ndo convencionais Wickerhamomyces anomalus (BS91), Metschnikowia pulcherrima (MPR3),
Aureobasidium pullulans (PI1) e uma Saccharomyces cerevisiae (BCA61) com o propdsito de
investigar a producao de compostos volateis organicos eficazes contra fungos patogénicos pos-
colheita de frutos por essas leveduras. Os autores relataram que as quatro espécies produziram
esses compostos, sendo os principais o alcool etilico e o acetato de etila. Seguindo com o uso
dessas leveduras para biocontrole, Restuccia et al. (2020) em seu estudo usando W. anomalus
e folhas de Cynara cardunculus para controlar de decadéncia pos-colheita de frutas citricas
causadas por alguns fungos observaram que essa levedura ndo convencional aumenta o

potencial antifungico da C. candunculus in vitro principalmente em laranjas e limdes.
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No que se refere ao uso dessas leveduras na area alimentar pode-se citar o trabalho de
Xie et al (2018), os quais investigaram a correlacdo entre a microbiota e 0s componentes
volateis responsaveis pelos sabores em diferentes Sufu chineses. Nesse estudo, os autores
concluiram que a interagcdo dos microrganismos nos Sufu resulta na producdo de diferentes
compostos volateis que variam durante o processo fermentativo, assim como a microbiota. Em
testes adicionais, nos quais adicionaram a mistura de Pichia fermentans, Kodamaea ohmeri e
Lactococcus lactis como starter na fermentacdo da pasta de sufu, os autores observaram a
diminuicdo no seu tempo de amadurecimento. Continuando na &rea alimentar, Aslankooshi et
al. (2016) testaram diferentes leveduras na producdo de pdo e chegaram a conclusdo que as
espécies Torulaspora delbrueckii e Saccharomyces bayanus sdo leveduras indicadas para serem
usadas na industria de panifica¢do por adicionar mais complexidade ao perfil sensorial do péo,
principalmente sabores frutados e de nozes. Voltado para a producdo de bebidas fermentadas
Carias et al. (2014) estudaram a influéncia da inoculagdo sequencial da W. anomalus e S.
cerevisiae na qualidade do vinho tinto e chegaram a conclusdo que o uso de levedura ndo
convencional na inoculacdo sequencial aumenta a qualidade do aroma e do sabor do vinho. A
W. anomalus usada no estudo apresentou um aumento de 23% no contetdo de acetatos nos
vinhos, sendo esses compostos volateis responsaveis pelo aroma frutado dos vinhos. Ainda na
industria de vinho, Régo et al. (2020), na producdo de vinho de caju usando as leveduras T.
delbrueckii e H. opuntiae (isoladas de manga e caju) em co-cultivo com S. cerevisiae chegaram
a conclusdo de que o co-cultivo dessas leveduras com a S. cerevisiae ocasionaram uma alta
producdo de etanol a partir de glicose, sacarose e frutose do caju. Além do mais, esses co-
cultivos foram responsaveis pela producdo de compostos volateis, resultando em aromas
frutados, florais e adocicados (alcool fenetilico, acido acético e decanoato de etila). Ainda na
industria de bebidas fermentadas, Ye et al. (2014) estudaram o efeito da cultura simultanea e
sequencial da mistura de W. anomalus e S. cerevisiae na fermentacdo da cidra de macé e
concluiram que o uso da W. anomalus na fermentagao do suco de magd em no minimo trés dias
é o suficiente para aumentar a qualidade da cidra produzida devido aos compostos volateis
produzidos. Ainda na industria de bebidas fermentadas, Zha et al. (2018) trabalhando com o
aumento de composto aromatico do Baijiu chines (licor) usando a cultura mista de S. cerevisiae
e W. anomalus (isolado da destilaria) em diferentes proporgdes observou que essa combinacao
produziu mais etanol e acetato de etila, um dos compostos volateis mais importante na producao
de aroma no Baijiu.

Outra bebida fermentada na qual as leveduras ndo convencionais também sao usadas é

a cerveja, a qual serd abordada no proximo topico.
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2.4 Producdo de cerveja usando leveduras ndo convencionais.

A cerveja é uma bebida fermentada composta basicamente de dgua (90-95%), cereais
maltados, lUpulo e levedura. Sua producao é constituida pelas etapas de mosturacéo, fervura do
mosto, fermentacdo, maturacéo e preparacdo para engarrafamento (HARRISON e ALBANESE
JR, 2019). Na etapa de fermentagdo, a Saccharomyces cerevisiae e a Saccharomyces
pastorianus sdo as leveduras mais utilizadas, e sdo responsaveis pela produgdo dos dois tipos
de cervejas mais conhecidos, tipo Ale com fermentagéo entre 18 e 22 °C e tipo Lager com
fermentacdo entre 8 e 15 °C (LIBKIND et al., 2011; HILL, 2015). Contudo, o aumento da
procura por cervejas finas e com perfis aromaticos mais complexos, ocasionado pela mudanca
observada acerca do consumidor, levou os pesquisadores a explorar as leveduras denominadas
de ndo convencionais (BASSO; ALCARDE; PORTUGAL, 2016; VARELA, 2016). Essa
procura pelas leveduras ndo convencionais esta diretamente associada a sua capacidade de
produzir diferentes composto aromatico, resultando assim, na producdo de cervejas com
diferentes sabores e aromas. Os compostos aromaticos mais procurados e estudados nesta area,
por resultarem em aromas frutados e adocicados, sdo o acetato de feniletila, acetato de etila,
acetato de isoamila e alcool isoamilico (GAMERO et al., 2016; VERSTREPEN et al., 2003;
SCHNEIDER et al., 2012; WHITE e ZAINASHEFF, 2010; YE et al., 2014). Além de serem
exploradas pela sua capacidade de producdo de composto aromatico, as leveduras néo
convencionais tém sido utilizadas na produgdo de cervejas com baixo teor alcodlico ou sem
alcool, devido a sua baixa capacidade fermentativa (YEO e LIU 2014; BELLUT et al., 2018;
BELLUT e ARENDT, 2019).

Como exemplos desses usos para as leveduras ndo convencionais pode-se mencionar
De Francesco et al. (2015) os quais produziram cerveja de baixo teor alcodlico usando
Saccharomycodes ludwigii e Zygosaccharomyces rouxii isoladas de diferentes locais e paises.
Os autores constataram que a maioria das cepas de Z. rouxii ndo séo adequadas para a producéo
de cervejas de baixo teor alcodlico por produzir mais de 1,2% de alcool. Em contrapartida a S
ludwigii foi apontada como uma 6tima produtora desse tipo de bebida e de cervejas sem alcool,
principalmente por produzir uma quantidade consideravel de ésteres e &lcool superiores, além
de resultarem em cervejas mais doces e com um gosto de diacetil. Nesta mesma linha de
pesquisa, encontra-se o estudo de Bellut et al. (2018) no qual produziram cerveja sem alcool
usando leveduras ndo Saccharomyces isoladas do Kombucha. Para esse fim os autores usaram

Hanseniaspora  valbyensis, = Hanseniaspora  vineae,  Torulaspora  delbrueckii,
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Zygosaccharomyces bailii e Zygosaccharomyces kombuchaensis obtidas do kambucha e
concluiram que as cervejas sem alcool produzidas por essas espécies ndo diferenciam das
cervejas sem alcool produzidas por levedura comercial. Dentre essas leveduras, a Z. bailii se
destacou e foi citada como uma étima alternativa para a producéo desse tipo de bebida pelo fato
de proporcionar um odor levemente adocicado e menor cheiro de mosto. Em uma perspectiva
mais concreta temos a patente de Liu et al. (2011) que apresenta a Candida shehatae como
produtora de cerveja sem alcool por produzir cerveja com menos de 0,5% de alcool a 14°C
usando um mosto de 9°P. Além disso, a cerveja produzida ainda é caracterizada por possuir um
aroma mais espesso e teores mais elevados de ésteres quase sem apresentar odor adocicado e
de mosto.

A producéo de cerveja por fermentacdo espontanea, como por exemplo as American
Coolship Ale e as Lambics, é outra linha de pesquisa que comumente associa a producdo de
cerveja com o uso de leveduras ndo convencionais. Um exemplo nessa area, € o trabalho de
Bokulich et al. (2012) quer demonstrou que a microbiota presente na cervejaria é responsavel
pelos diferentes estagios da cerveja American Coolship Ale. Nesse estudo 0s autores
constataram que além de bactérias as leveduras S. cerevisiae, Candida krusei, Pichia
fermentans/kluyveri, Cryptococcus keutzingii, e Rhodotorula mucilaginosa estéo presente nos
primeiros dias de fermentacdo enquanto a B. bruxellensis comeca a aparecer somente depois da
112 semana de fermentacdo. Apds 36 semanas a B. bruxellensis domina a fermentacdo com a
presenca minima de S. cerevisiae. No final da fermentacdo (148 semanas) a B. bruxellensis
domina totalmente, com uma minoria composta por P. opuntiae, P. fermentans/ kluyveri, C.
keutzingii, e C. krusei. Outro estudo direcionado a mesma linha de pesquisa foi desenvolvido
por Spitaels et al. (2014), o qual demonstraram a diversidade microbiana presente na cerveja de
fermentacdo espontdnea Lambic. Nesse estudo os autores notaram nas primeiras horas a
presenca de Debaryomyces hansenii e S. cerevisiae, depois de uma semana essa Ultima se
manteve e surgiram a S. pastorianus e Naumovia castellii. Apés 3 meses a S. pastorianus
dominou a fermentacdo, contudo com 6 meses de fermentagdo somente a D. bruxellensis
juntamente com outras duas espécies foram observadas. Apds os 6 meses 0s autores
constataram um aumento na diversidade de leveduras, o qual cresceu até o fim da fermentacéo
(24 meses), apresentando oito diferentes espécies de leveduras ndo convencionais.

Uma terceira linha de pesquisa envolvendo a producdo de cerveja e o uso de leveduras
n&o convencionais é voltada para o uso de leveduras ndo convencionais em cofermentacdo com
leveduras convencionais. Nesta area, pode-se mencionar o estudo de N"Guessan et al. (2010),

0s quais usaram a S. cerevisiae e a C. tropicalis como culturas starter na producéo de tchapalo,
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uma cerveja tradicional a base de sorgo. Nesse estudo 0s autores constataram que a cultura pura
de cada espécie, assim como a cultura das mesmas influenciaram diferentemente na producéo
desta cerveja. Os autores apontaram a cultura de C. tropicalis +S. cerevisiae (2:1) como a
melhor alternativa para a producdo desta cerveja por apresentar maior concentracao alcodlica.
Os autores também citam a cultura pura de C. tropicalis como a maior produtora de acidos
organicos. Outro estudo nessa mesma area, € o de Bourbon-Melo et al. (2020) usando coculturas
de Hanseniaspora guilliermondii e Hanseniaspora opuntiae com S. cerevisiae para
aumentarem o perfil aromatico da cerveja. Os autores constataram que o cultivo simples das
leveduras ndo convencionais ndo apresentou caracteristicas ideais para a producéo de cerveja
sem alcool devido ao excesso de sabor adocicado e um aroma desequilibrado. Em contrapartida,
0 uso dessas leveduras em cofermentacdo com a S. cerevisiae apresentou caracteristicas
positivas no perfil aromético das cervejas, aumentando a abundancia de acetato de etila. Além
disso, a inoculagéo sequencial da H. guilliermondii aumentou as concentrag0es de acetato de
etila e acetato de feniletila, produzindo cerveja com um aroma de mel. A partir desses resultados
e de outras literaturas os autores ressaltam o uso de leveduras ndo convencionais para a
producéo de cervejas com perfil organolépticos diferenciados.

Algumas dessas espécies de leveduras ndo convencionais citadas anteriormente e usadas
na producgdo de cervejas comerciais ja podem ser encontradas no mercado brasileiro. Entre elas
estdo as cervejas dinamarquesa “Mikkeller Brett APA2” e “Lost in Translation IPA3 Brett”,
produzida a partir da parceria da cervejaria brasileira Tupiniquim com a dinamarquesa Evil
Twin e a trapista Orval, que emprega a préatica de refermentacdo. Ambas utilizam as leveduras
Dekkera/Brettanomyces no seu processo de fermentacdo (BASSO; ALCARDE; PORTUGAL,
2016). Portanto, com base nesse cenario é perceptivel que as leveduras ndo convencionais vém
chamando a atencdo do setor cervejeiro e que existem pesquisas acerca desse tema, sendo ele
promissor devido as novas demandas deste setor voltadas tanto para a producdo de cervejas
com perfis aromaticos diferenciados, como para a producdo de cervejas com baixo teor

alcodlico ou sem alcool.

2.5 Variaveis que influenciam a producgdo de compostos aromaticos e de etanol.

Como foi possivel perceber no tdépico 2.4, a producdo de compostos aromaticos é
influenciada pela espécie de levedura utilizada no processo fermentativo. Contudo, esse ndo é
0 Unico fator que influencia a producdo desses compostos. Além desse fator, as condi¢cdes de

envelhecimento da cerveja (na producédo de cerveja de fermentacdo mais longa), o tempo de
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armazenamento, a quantidade de ar que existe na garrafa, a temperatura de armazenamento, 0
tipo e a qualidade do malte, a cepa de levedura usada, a fonte e a concentracdo de carbono usada
e parametros usados na fermentacéo, séo alguns dos fatores que afetam a concentracéo e o tipo
de composto aromatico produzido. (SINGH, et al., 2008; BAMFORTH, 2010; CABALLERO
et al.,, 2012; DACK et al., 2017; BETTENHAUSEN, 2018; RAVASIO et al., 2018). Por
exemplo, a espécie de levedura ndo convencional W. anomalus normalmente é uma grande
produtora de acetato de etila (RAVASIO et al., 2018). O uso dessa espécie em inoculacao
sequencial com a S. cerevisiae na produgéo de vinho aumenta em 23% a producdo de acetatos
e pode trazer aromas mais leves a essa bebida, como notas balsdmicas e aroma floral, enquanto
0 uso somente da S. cerevisiae resulta em aromas mais intensos, frutais e &cidos (CANAS et
al., 2014). O uso de maiores concentragbes de glicose normalmente resulta em maiores
concentracOes de acetato de isoamila e acetato de etila (SINGH, et al., 2008; SAERENS et al.,
2010).

Alguns dos fatores citados anteriormente também interferem na producdo de etanol,
como por exemplo, a espécie e a cepa de levedura usada durante a fermentacao, o tipo e a
concentracdo de fonte de carbono usada e a temperatura usada. Além desses fatores, a
concentracdo inicial de levedura também influéncia na producéo de etanol (BRENELLI et al.,
2014; LEI et al., 2016). Por exemplo, concentra¢Ges maiores de aglcares, ou seja, mostos mais
concentrados, tendem a produzir bebidas com teores alcodlicos mais altos (LEI et al., 2016).
Assim como maiores concentracdes iniciais de leveduras normalmente aumentam o poder de
fermentacdo, melhorando a taxa de consumo de aglcares e consequentemente a producdo de
alcool (VERBELEN et al., 2008). A temperatura usada na fermentacdo também influencia o
tempo e a producdo de alcool, na qual por exemplo, cervejas do tipo ale, nas quais sdo usadas
temperaturas mais altas de fermentacdo, normalmente fermentam com maior rapidez e
produzem uma quantidade maior de alcool quando comparadas a cervejas do tipo lager, nas
quais sdo usadas temperaturas de fermentacGes mais baixas (LIBKIND et al., 2011; HILL,
2015).
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3 OBJETIVO GERAL

Realizar fermentagdes de extrato de malte utilizando leveduras isoladas de colmeia de

abelhas sem-ferréo.

3.1 Objetivos especificos

A. lsolar leveduras do pdlen de abelhas sem ferrdo (Melipona interrupta, Scaptotrigona
postica, Tetragona clavipes, Frieseomelitta varia);

B. selecionar isolados visando a fermentagéo de cervejas;

C. efetuar a identificacdo molecular dos isolados de interesse;

D. verificar o potencial de producéo de etanol dos isolados selecionados sob diferentes
condigdes fermentativas;

E. verificar a influéncia de diferentes temperaturas, concentracdes iniciais de levedura e
concentrages iniciais do mosto na fermentacéo;

F. verificar a producdo de compostos aromaticos de um isolado selecionado;

G. apontar as melhores condi¢des para a producdo de bebidas com maiores e menores

teores alcoolicos.
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4 MATERIAL E METODOS

Para alcancar os objetivos especificos citados anteriormente, esta tese foi dividida em
trés diferentes estudos, nos quais as etapas e alguns detalhes das mesmas podem ser
observadas no fluxograma abaixo (Figura 1).

Figura 1 - Fluxograma das etapas realizadas e detalhes do que foi feito e obtido nessas etapas em
cada estudo desenvolvido.
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4.1 ESTUDO 1 - Isolamento, purificagdo e identificagdo molecular dos isolados

O estudo 1 foi realizado para alcancar os objetivos especificos A, B, C e D, sendo eles:
A. lIsolar leveduras do pdlen de abelhas sem ferrdo (Melipona interrupta, Scaptotrigona
postica, Tetragona clavipes, Frieseomelitta varia);
B. selecionar isolados visando a fermentacao de cervejas;
C. efetuar a identificagdo molecular dos isolados de interesse;
D. verificar o potencial de producdo de etanol dos isolados selecionados sob diferentes

condigdes fermentativas.

4.1.1 Coleta do material

A coleta do pélen das quatro espécies de abelhas sem ferrdo (Melipona interrupta,
Scaptotrigona postica, Tetragona clavipes e Frieseomelitta varia) foi realizada no municipio
de Iranduba na empresa Amazomel (Coordenadas 3°10'55.4"S 60°7'12.5"W). Para cada espécie
foi selecionada uma colmeia, na qual foi coletado o pdlen de trés potes de polen com auxilio de
ponteiras e espatulas esterilizadas. As amostras foram armazenadas em caixa térmica e levadas

a laboratério para a etapa de isolamento.

4.1.2 Isolamento e purificacdo

O isolamento foi realizado em trés etapas. Na primeira etapa, 1g de pblen de cada espécie
foi adicionado a 5 mL de meio YPD liquido [extrato de levedura 1%, peptona 2%, glicose 2%
e ampicilina (100 pg/ pL)] e mantido sob agitacdo de 150 rpm por 48 horas a 30°C
(MEIRELES, 2018 modificado).

Para a segunda etapa, 200 uL do meio YPD liquido com crescimento de microrganismo
de cada espécie foram transferidos para 5 mL de meio YPR liquido [extrato de levedura 1%,
peptona 2%, rafinose 2% e ampicilina (100 pg/ pL] e mantido sob agitacdo de 150 rpm por 48
horas a 30°C.

Na ultima etapa, 200 pL do meio YPR liquido com crescimento de microrganismo de
cada espécie foi transferido para 5 mL de meio YPR liquido + 8% de etanol e mantido por 48
horas a 30°C sob agitagdo de 150 rpm.

Em todas as etapas 1 mL dos meios cultivados foram transferidos para tubos de ensaios

e submetidos a diluicdo seriada até a concentragio de 10 para posterior suspensio em meios
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YPD &gar e YPR agar [extrato de levedura 1%, peptona 2%, rafinose 2%, ampicilina (100 pg/
uL) e agar 1,8%]. Esses meios foram mantidos a 30°C por no méaximo trés dias. As col6nias
crescidas morfologicamente distintas foram selecionadas e transferidas para uma nova placa
com meio YPD ou YPR para realizar sua purificagdo. Todos os processos foram realizados em

triplicata.

4.1.3 Teste qualitativo do potencial fermentativo de maltose

100 pL dos isolados foram inoculados em tubos de ensaio com rosca contendo 5 mL de
meio YPM [extrato de levedura 1% (p/v) e peptona de carne 2% (p/v) e maltose 10% (p/v)] e
tubos de Durham invertidos. Posteriormente, os mesmos foram incubados a 30°C, sem agitacdo
por um periodo méximo de 14 dias. Os tubos foram analisados a cada 24 horas e a fermentacédo
confirmada pela presenca de bolhas de fermentagdo nos tubos de Durham sendo as mesmas
medidas com o auxilio de paquimetro (Figueiredo et al., 2017 modificado). Esse teste foi

realizado a partir de isolados previamente mantidos em meios YPD liquido e YPM liquidos.

4.1.4 Teste de resisténcia a alta concentracdo de agucares

Os isolados foram primeiramente cultivados em placas de Petri contendo meio YPD
agar a 30°C durante o periodo maximo de 3 dias. Subsequentemente, esses isolados foram
inoculados em meios de YPD é&gar (glicose) e YPM agar(maltose), ambos a 2 e 20% e mantidos

a 30°C durante no maximo 3 dias para acompanhar o seu processo de crescimento.

4.1.5 Teste qualitativo do potencial de floculagédo

O teste de floculagéo elaborado com base em Suzzi et al., (1984) foi conduzido pela
inoculacdo de 100 pL dos isolados em tubos de ensaio contendo 5 mL de meio YPM liquido e
incubados a 30°C por 48 horas. Apds esse periodo, os tubos foram homogeneizados em vortex
e mantidos por 24 horas sem nenhuma agitacéo a temperatura ambiente para a visualizacdo da

ocorréncia dos processos de precipitacao e floculagéo.

4.1.6 Extracdo de DNA
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Os isolados que apresentaram resultados interessantes nos testes qualitativos acima
citados foram submetidos a extracdo de DNA segundo o protocolo de Rusterholz et al. (2015).
Para tal, os isolados foram previamente cultivados em tubos falcons de 50 mL contendo 10 mL
de meio YPM e mantidos por 2 dias a 30°C sob agitagdo de 150 rpm. 1 mL de cultura fresca
foi centrifugada (17000 x g) a temperatura ambiente e posteriormente adicionou-se 100 pL de
TE ao pellet precipitado para a diluicdo do mesmo. Os pellets diluidos foram transferidos para
microtubos de criopreservacdo, nos quais foram adicionados beats e levados ao
homogeinizador Fastprep-24 para a quebra da membrana. Em seguida, adicionou-se aos
microtubos 525 pL do tampéo de extragcdo CTAB [100 mM Tris, 20 mM EDTA, 1,4 M NaCl,
2 % CTAB e 0,2 % B-mercaptoetanol], 15 pL Proteinase K (10 mg/mL) e 10 pL RNase (10
mg/mL). Essa mistura foi agitada em vortex e incubada por 90 minutos a 56 °C. Logo em
seguida, foi adicionado 500 pL cloroférmio/alcool isoamilico (25:1) e a mistura foi
centrifugada (12000 x g) por 10 minutos a temperatura ambiente. Os sobrenadantes foram
transferidos para microtubos de 1,5 mL contendo 450 pL de isopropanol e mantidos em gelo
por 30 minutos. Posteriormente, foram realizadas duas centrifugacGes de 12000 g por 10
minutos a 4°C. Apos a primeira centrifugagéo, adicionou-se 300 pL etanol 70% ao precipitado
e apos a segunda, o precipitado foi seco a 40°C e ressuspenso em 30 YL de agua deionizada

estéril. Por fim, o DNA foi quantificado em Nanodrop 2000 (Thermo Scientific).

417 PCR

Na PCR foram amplificadas duas diferentes regides, a subunidade 28S do rDNA,
usando os pares de primers LROR e LR6, e a regido ITS usando os pares de primers ITS1 e
ITSA4.

A amplificagdo pela PCR foi realizada a partir de uma mistura reacional de 25 pL
contendo: 1 uL de DNA extraido (diluido); 2,5 uL de Tampéo otimizador de DreamTagq; 2,5
uL dNTPs (2mM); 0,5 pL de cada iniciador (10 uM); 0,125 pL de DreamTaq Polimerase e
17,875 pL de agua deionizada ultrapura. A amplificacdo foi realizada no termociclador
Mastercycler pro vapo.protect (Eppendorf) aplicando o programa composto de uma
desnaturacdo inicial a 94 °C por 2 min, seguida de 35 ciclos de: 94 °C 15s, 58 °C 15 s, 72 °C
30s e um ciclo transferase terminal a 72 °C por 1 min. Os produtos amplificados foram
visualizados por eletroforese em gel de agarose 1 % no qual foram pipetados 5 pL dos

amplicons em cada canaletas, tendo como referéncia o marcador 100 bp DNA ladder da
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Invitrogen. Por fim foi realizada a coloragdo por Gel Red 100x e subsequentemente a

fotodocumentacéo em transiluminador ultravioleta InGenius LHR (Syngene).

4.1.8 Purificacdo dos amplicons e preparo para 0 sequenciamento

Os produtos da PCR foram purificados utilizando o kit MinElute PCR Purification da
QIAGEN, seguindo o protocolo do fabricante. Apos a purificacdo o produto foi quantificado
utilizando o Qubit 2.0 (Invitrogen) e preparado para sequenciamento utilizando dois microtubos
de 1,5 mL, um contendo 3 pL de um dos iniciadores (10 pum), ITS1 ou LROR e outro contendo
a mesma quantidade do outro iniciador, ITS4 ou LR6. Em ambos foi adicionado 12 pL de DNA
amplificado e purificado (100 ng/puL). O sequenciamento foi realizado pela empresa
Microsynth. A partir dos resultados dos sequenciamentos dos amplicons obtidos pelo par de
primers LROR e LR6, alguns ou todos os amplicons dos mesmos isolados obtidos a partir do

par de primers ITS1 e ITS4 foram submetidos ao sequenciamento.

4.1.9 Anélise e identificacdo das sequéncias

As sequéncias obtidas foram analisadas com o programa Bioedit e a identificacdo das
sequéncias obtidas foi feita por comparagdo contra os bancos de dados (GenBank e Mycobank)

o qual foi realizada através da ferramenta BLAST, configurada na opcdo BLASTN.

4.1.10 Fermentac@es e cofermentacdes: producao de alcool

Os isolados submetidos as fermentagGes foram selecionados com base na sua
identificacdo molecular e em literaturas a respeito de seu possivel uso para fermentacéo.
Primeiramente foi feita uma curva padréo de crescimento para cada isolado, adicionando 200puL
de amostra em um Erlenmeyer (500 mL) contendo 200 mL de meio YPM a 30°C sob agitagdo
de 150 rpm. A cada trés horas foram retiradas amostras e feita a leitura em espectrofotdmetro
da O.D600 nm e a contagem de células com camara de Neubauer até a fase estacionaria de cada
isolado. Todo o processo foi realizado em triplicata.

Para cada isolado, a producdo de alcool foi realizada a partir de trés diferentes tipos de
fermentacdes em duas temperaturas distintas (12 °C e 20 °C): a fermentagdo simples, a

cofermentacdo simultanea e a cofermentacdo tardia. As fermentacdes simples e as
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cofermentacdes simultaneas foram conduzidas por 120 horas e a cofermentacéo tardia por 192
horas. Todas as fermentacGes acima citadas foram realizadas em triplicata.

Para realizar as fermentacdes acima, os isolados foram previamente cultivados em
Erlenmeyers (500 mL) contendo 200 mL de meio YPM liquido e mantidos a 30°C sob agitacdo
(150 rpm) até atingir o inicio da fase estacionaria. Apos este periodo, esse meio foi centrifugado
(4000 rpm) a 4 °C, por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e o precipitado de células
ressuspenso em agua destilada autoclavada. Em seguida, as fermentacdes foram conduzidas em
fermentdmetros de 500 mL contendo 200 mL extrato de malte a 9°P autoclavado (1 Grau platd,
significa que 1% da massa do mosto é composta por aglcares ou 1g de aglcar solubilizado em
100 gramas de mosto), nos quais foram adicionados 5 x 10° células. mL™* do respectivo isolado
ou de controle positivo (Saflager S-23 da Fermentis para 12°C e SafAle T58 da Fermentis para
20°C) para as fermentacdes simples. No caso das cofermentacdes simultdneas foram
adicionadas 2,5x10° células. mL™ do isolado e 2,5x10° células. mL™* do controle positivo no
inicio da fermentac&o. Para as cofermentacgdes tardias foram adicionadas 2,5x106 células. mL™
do isolado no inicio da fermentagdo e apds 3 dias de fermentagdo foram adicionadas 2,5x10°
células. mL™ do controle positivo. Todas as fermentages foram conduzidas juntamente com
um controle negativo.

A cada 24 horas foi retirado 1 mL de meio para a contagem de células viaveis e mortas
em camara de Neubauer usando 10 pL desta amostra diluida com azul de metileno. A cada 48
horas foi retirada uma amostra extra, a qual foi centrifugada (14000 rpm) a 4 °C, por 5 minutos.
A partir do sobrenadante foi realizada a anélise de consumo de agucares redutores. No final de

cada fermentacéo foi quantificado o teor de etanol produzido.

4.1.11 Quantificacdo de agucares redutores

A quantificacdo dos agucares redutores foi realizada de acordo com Miller (1959)
modificado (CYSNEIROS et al., 2013). Para tal, uma mistura de 100 puL da amostra e 300 pL
do reagente de DNS foi levada a banho em ebulicdo por 5 minutos e, em seguida, a banho de
gelo. Posteriormente, a mistura foi diluida com 1,5 mL de &gua destilada e por fim foi realizada
a leitura da absorbancia a 540 nm. Os resultados de absorbancia foram convertidos em g de
acucar redutor/ L a partir da plotagem dos mesmos em uma curva padrdo de glicose (0,0 a 2,0
g/L).
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4.1.12 Quantificacdo do teor alcoolico

Para quantificar o teor alcoolico das fermentacdes, foi medida a densidade relativa do
meio de fermentacdo (extrato de malte) antes da inoculacdo dos isolados e no final das
fermentacdes (a partir do sobrenadante) com auxilio de um picnémetro (GULUM et al., 2019).
Para a medicdo das densidades as amostras foram aferidas a 20 °C por 30 minutos em banho

maria e pesadas. A porcentagem de alcool foi calculada a partir da Equacéo 1.

% alcool = (OG-FG)* 131,25 Equacédo (1)
Onde,
OG: gravidade original ou densidade inicial

FG: Gravidade final ou densidade final

4.2 ESTUDO 2 - DCCR1.

O estudo 2 foi realizado para alcancar os objetivos especificos E, F e G, sendo eles:
E. verificar a influéncia de diferentes temperaturas, concentracdes iniciais de levedura e
concentragdes iniciais do mosto;
F. verificar a producdo de compostos aromaticos de um isolado selecionado;
G. apontar as melhores condicdes para a producdo de bebidas com maiores e menores teores

alcoolicos.

Esse estudo foi desenvolvido na Universidade de Hohenheim em Stuttgart, Alemanha
com a parceria do professor doutor Martin Hasselmann assim como com o auxilio da equipe do
mesmo. Essa parceria foi possibilitada gracas a uma bolsa de doutorado sanduiche do
PROCAD/Amazo6nia. E importante mencionar que esse estudo foi feito entre os anos de 2019
e 2020, periodo em que o mundo foi pego de surpresa pela pandemia ocasionada pelo COVID-
19. Devido a esse infortuno os experimentos planejados inicialmente foram redesenhados para
tentar alcancar os objetivos propostos para esse estudo. Um exemplo dessa mudanca foi o0 uso
de um delineamento composto central rotacional (DCCR) contendo duas varidveis
independentes no lugar de um DCCR contendo trés variaveis independente, pois o primeiro

apresentou resultados insatisfatorios e ndo houve tempo habil para realizar todas as
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quantificagcBes propostas usando um segundo DCCR com trés variaveis independentes em

decorréncia do uso limitado e escalonado dos laboratorios.

4.2.1 Influéncia de diferentes concentragdes iniciais de levedura e temperaturas no processo

fermentativo.

A fim de verificar o quanto a concentracdo inicial de leveduras e a temperatura
influenciam nas variaveis respostas (teor de etanol, concentracdes de células viaveis e células
mortas e concentracao final de agucares redutores), foi desenvolvido um primeiro planejamento
denominado delineamento composto central rotacional (DCCR) para cada um dos isolados
selecionados. Esse delineamento contou com cinco diferentes concentracfes de cada uma das
variaveis em avaliacdo e resultou em uma matriz criada pelo programa Statistica com 12 ensaios
(Tabela 1), dos quais dois, séo repeti¢Ges adicionais do ponto central. Esse tipo de planejamento
experimental foi empregado pois 0 mesmo visa a quantificacdo dos efeitos das variaveis
desejadas com qualidade, minimizando o uso de reagentes, ou seja, 0 custo do processo
(RODRIGUES e IEMMA, 2014).

Tabela 1 — Primeira matriz do delineamento central rotacional (DCCR) criada pelo
programa Statistica 7.0, usando a concentragdo inicial de levedura e a temperatura
como variaveis independentes em seus valores reais e codificados (entre parénteses).

Concentracao inicial de

Ensaio leveduras (5x10*células.mL™) Temperatura (C°)
1 5(-1) 14 (-1)

2 5 (-1) 26 (+1)

3 7 (+1) 14 (-1)

4 7 (+1) 26 (+1)

5 (Central) 6 (0) 20 (0)

6 (Central) 6 (0) 20 (0)

7 4 (-1,414) 20 (0)

8 8 (+1,414) 20 (0)

9 6 (0) 11 (-1,414)
10 6 (0) 29 (+1,414)
11 (Central) 6 (0) 20 (0)

12 (Central) 6 (0) 20 (0)

Cada ensaio foi realizado em Erlenmeyers de 500 mL contendo 200 mL de mosto de
extrato de malte (9°P) previamente esterilizado em autoclave a 1 atm por 15 min. A
concentracdo de levedura adicionada e a temperatura de fermentacdo de cada ensaio

(Erlenmeyer) foi estipulada de acordo com a matriz do DCCR citado anteriormente. Para o
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controle negativo foram separados trés Erlenmeyers sem adi¢do de leveduras, nos quais foram
feitas as quantificacdes de agucares e densidade no inicio do processo fermentativo. Para 0s
controles positivos foram utilizadas as leveduras Saflager S-23 da Fermentis para as
temperaturas de 11°C e 14°C, e SafAle T58 da Fermentis para as temperaturas de 20°C, 26°C
e 29°C. Esses controles foram realizados Erlenmeyers com as mesmas condi¢fes submetidas
aos isolados e com a maior concentracdo de levedura da respectiva temperatura. Esse
planejamento foi realizado por 168 horas.

A cada 24 horas foi retirada uma aliquota de 1 mL para a determinacdo das
concentracBes de celulas vidveis e mortas com células de Neubauer. A cada 48 horas uma
aliquota adicional foi retirada para a realizacdo da quantificacdo de agUcares redutores de
acordo com o topico 4.1.11. Com 168 horas de processo fermentativo foi determinado o teor de

alcodlico obtido de acordo com o topico 4.1.12.

4.2.2 Quantificacdo de compostos aromaticos relacionados a fermentacédo de cerveja

Foram escolhidos os ensaios do DCCR1 de um isolado para realizar a determinagao dos
principais composto aromatico relacionados a fermentacdo de cerveja (acetato de feniletila,
acetato de etila, acetato de isoamila e alcool isoamilico). Essa quantificacdo foi realizada por
micro extracdo em fase s6lida (HS-SPME) combinada com cromatografia gasosa acoplada com
espectrometria de massa (GC/MS) realizada pelo departamento de quimica de flavours da
Universidade de Hohenheim em Stuttgart, Alemanha com colaboragéo da professora doutora
Yanyan Zhang e mestranda Marina Rigling.

Para tanto, no final das fermentacdes, 10 mL das amostras de cada ensaio do primeiro
planejamento foram adicionadas em frascos de headspaces com 4 g de NaCl e 50 pL de padréo
interno (timol diluido em etanol puro como concentracdo de 4 mg/L). Também foram
preparados padrdes de cada composto aromatico utilizando 5 mL de etanol puro, 20 mg do
aroma em questdo e timol puro. Posteriormente, esses padrdes foram diluidos (1:100) com agua
e 100 pL de cada padrdo foi adicionado em frasco de headspace. Por fim, os padrdes e 0s
ensaios tratados foram submetidos a micro extracéo em fase solida (HS-SPME) combinada com
cromatografia gasosa acoplada com espectrometria de massa (CG/MS) usando o0s parametros
da tabela 2 (STEINHAUS et al., 2003).
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Tabela 2 - Pardmetros usados para a quantificacdo de compostos aromaticos usando micro extracdo em
fase s6lida (HS-SPME) combinada com cromatografia gasosa acoplada com espectrometria de massa

(CG/MS)

Especificacoes

Extracdo

Cromatografo (CG)
Coluna

Forno

Sistema de injecao a frio
(CIS)

Amostrador automatico
Deteccao

Gas carreador
Fluxo
Programacao da
temperatura

HS-SPME, fibra CAR/PDMS 85 um (Supelco)

30 min incubacédo, 30 min extracdo, 30 °C, V =10 mL + 50 pL
padréo interno e 4 g NaCl

GC 6890 (Agilent Technolgies)

Stabiwax, 30 m x 0,25 mm i.d x 0,25 pm

0,75 mm i.d.

100 °C (1 min), 12 °C/s até 200 °C (5 min), split 2

MPS 2XL (Gerstel)

Detector de Espectrometria de Massas (MS) quadrupole 5973
(Agilent Technologies), scan (m/z) = 40 — 330, Tinjetor 230 °C,
Twms 150 °C, atraso do solvente 4 min

Hélio (5,0)

1,62 mL/min

40 °C (3 min), 5 °C a 240 °C (5 min)

m/z = massa/carga

4.3 ESTUDO 3-DCCR2

O estudo 3 foi realizado para alcangar os objetivos especificos E e G, sendo eles:

E. Verificar a influéncia de diferentes temperaturas, concentragcfes iniciais de levedura e

concentragdes iniciais do mosto;

G. apontar as melhores condicdes para a producédo de bebidas com maiores e menores teores

alcoolicos.

43.1

Influéncia de diferentes concentraces iniciais de leveduras e concentragdes iniciais de

mosto no processo fermentativo.

Assim como no tépico 4.2.1, foi empregado, para cada isolado, um segundo

delineamento composto central rotacional (DCCR) para verificar a influéncia da concentracdo
inicial de levedura e a concentracdo inicial do mosto. Esse segundo planejamento também

contou com cinco diferentes concentragdes de cada uma das variaveis em avaliacéo totalizando
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12 ensaios (Tabela 3). A temperatura de conducgéo das fermentagOes para cada isolado foi

determinada a partir dos resultados obtidos no primeiro planejamento.

Tabela 3 — Segunda matriz do delineamento central rotacional (DCCR2) criada pelo programa Statistica,
usando a concentragdo inicial de levedura e concentracdo inicial do mosto como varidveis independentes
em seus valores reais e codificados (entre parénteses).

Concentracdo inicial de leveduras Concentracéo inicial do

Ensaio (5x10*células.mL™?) mosto (°P)
1 5(-1) 8(-1)

2 5 (-1) 16 (+1)

3 7 (+1) 8(-1)

4 7 (+1) 16 (+1)

5 (Central) 6 (0) 12 (0)

6 (Central) 6 (0) 12 (0)

7 4 (-1,414) 12 (0)

8 8 (+1,414) 12 (0)

9 6 (0) 6 (-1,414)
10 6 (0) 18 (+1,414)
11 (Central) 6 (0) 12 (0)

12 (Central) 6 (0) 12 (0)

Assim como para o primeiro planejamento, os ensaios foram realizados em Erlenmeyers
de 500 mL contendo 200 mL de mosto de extrato de malte com concentracdo determinada pela
matriz do DCCR2 citada anteriormente e previamente esterilizado em autoclave. A
concentracdo de levedura adicionada posteriormente também foi estipulada de acordo com o
DCCR2 citado anteriormente. O controle negativo seguiu o padrdo mencionado no item 4.2 e
o controle positivo (Saflager S-23 ou T58) foi determinado de acordo com a temperatura de
fermentacao selecionada com base no primeiro planejamento (DCCR1). Foram utilizados para
0s controles positivos 0s ensaios com maior e menor concentragdo inicial do mosto e sua
respectiva concentracdo inicial de levedura foi determinada de acordo com a matriz. Esse
planejamento foi realizado por 168 horas.

Tal como no primeiro planejamento, foram quantificados a cada 24 horas as
concentracfes de células viaveis e mortas e a cada 48 horas a concentracdo de acgucares
redutores. No fim das fermentagdes foram obtidos os teores alcodlicos de acordo com o topico
4.1.12.

4.4  Andlise estatistica
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Foi empregado a Analise de varidncia (ANOVA) e teste de Tukey para as fermentagoes
realizadas no item 4.1.10. Para os experimentos usando DCCR foi empregado a avaliacdo dos
efeitos e a analise de variancia (ANOVA).

Quando néo houve significancia na falta de ajuste da ANOVA e o R? foi maior ou igual
a 0,70 utilizou-se a Equacédo 2 com base nos resultados obtidos na tabela de regressao e usando
somente os coeficientes significativos. Além desta equacao foram criados graficos de superficie
de resposta para o teor alcoolico. Também foram criados graficos de superficie de resposta para
a concentracdo de agucares redutores quando o R2 dessa varidvel resposta foi maior ou igual a
0,70.

y = Bo + B1xy + Baxy + Praxixy + PraxE + Prrxs  (2)

Onde, Bo é o coeficiente de intercessdo, 51 e 2 sdo os coeficientes lineares das variaveis
em estudo, B12 € o coeficiente da interacdo entre as variaveis, f11 € S22 sdo 0s coeficientes
quadraticos das variaveis e X1 e X2 S0 as variaveis em estudo.

Os valores apresentados pelo programa Statistica codificadamente para cada variavel
independente com o objetivo de obter uma fermentacdo com maior ou menor teor alcodlico

foram descodificados usando a Equacéo 3.

X1-po0
x1l=———— 3

apo-py O
Onde x1 ¢ a variavel codificada, X1 ¢é a variavel decodificada, A( p0-pl) é o valor da

diferenca entre o ponto central e o ponto +1.
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5 RESULTADOS

5.1 Estudo 1 - Isolamento, purificacéo e identificacéo

5.1.1 Isolamentos e purificacdo dos isolados.

O isolamento das leveduras do pélen das quatro espécies de abelhas sem ferrdo nos trés
diferentes meios utilizados resultou na obtencdo de 58 isolados divididos em dez morfotipos
distintos. (Tabela 4).

Tabela 4 — Caracteristicas dos diferentes morfotipos obtidos a partir do isolamento dos
polens das quatro espécies de abelhas sem ferrdo nos trés diferentes meios de

isolamento.
Caracteristicas do isolado

Isolado Morfotipo  Cor Textura Tamanho
3A A Branca Leitosa Média
40B B Amarelo Leitosa Pequena
10C C Branca Seca Pequena
16E E Creme Leitosa Média
18F F Branca Cremosa Média

6G G Branca Seca Pequena
13H H Branca Seca Pequena
41 | Branca Cremosa Pequena
27K K Branca Cremosa Muito pequena
32L L Creme Leitosa Média

No polen da M. interrupta observou-se a presenca da maioria dos morfotipos (6),
seguido pelos polens da espécie T. clavipes com quarto dos morfotipos, da S. postica com trés
morfotipos e por fim, a F. varia com dois morfotipos. A partir desse isolamento também foi
constatado que cinco morfotipos ocorreram somente em uma das quatro espécies em estudo (F,
G, H, I e K) (Tabela 5).

Um total de dezesseis isolados com os morfortipos obtidos foram separados para serem
submetidos aos testes qualitativos e de resisténcia a alta concentracdo de acUcares. Os isolados
foram selecionados de acordo com seu crescimento e se foi obtido a partir do meio contendo
alcool (Tabela 6).



Tabela 5 — Relacdo dos morfotipos obtidos e as respectivas espécies em que foram
observados quando isolados a partir do pdlen

Morfotipos

Espécie onde foi observado

rATIOTMO®>

Melipona interrupta e Tetragona clavipes
Scaptotrigona postica e Melipona interrupta
Melipona interrupta e Tetragona clavipes
Scaptotrigona postica e Frieseomelitta varia
Scaptotrigona postica

Melipona interrupta

Frieseomelitta varia

Melipona interrupta

Tetragona clavipes

Melipona interrupta e Tetragona clavipes
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Tabela 6 - Relacdo dos isolados selecionados para serem submetidos aos testes qualitativos e de
resisténcia a alta concentracdes de agucares, e sua respectiva espécie e meio de isolamento

Isolado Espécie onde foi obtido Meio em que foi isolado
41 Melipona interrupta YPD liquido
16E Scaptotrigona postica YPD liquido
40B Melipona interrupta YPR liquido
6G Melipona interrupta YPD liquido
18F Scaptotrigona postica YPD liquido
42F Scaptotrigona postica YPR liquido
27K Tetragona clavipes YPR liquido
32L Melipona interrupta YPR liquido
13H Frieseomelitta varia YPD liquido
3A Melipona interrupta YPD liguido
10C Melipona interrupta YPD liquido
51L Melipona interrupta YPR liquido + 8% alcool
50M Melipona interrupta YPR liquido + 8% alcool
55C Tetragona clavipes YPR liquido + 8% alcool
48E Frieseomelitta varia YPR liquido + 8% alcool
53C Melipona interrupta YPR liguido + 8% &lcool

5.1.2 Potencial fermentativo de maltose

Dentre os 16 isolados submetidos ao teste qualitativo de potencial fermentativo de

maltose seis se destacaram por apresentaram a bolha fermentativa no tubo de Durham, em

ambos 0s meios pré-inoculados e com menores tempos (32L, 41, 18F, 13H, 51L e 48E). Dentre

esses isolados citados anteriormente parte deles apresentaram uma bolha fermentativa maior

quando pré-inoculados em YPD (32L e 41) e a outra maioria quando pre-inoculados em YPM

(18F, 13 H, 51L e 48E). Comparando o tamanho de bolha de fermentagéo dos isolados citados

anteriormente, sobressairam-se os isolados pré-inoculados em meios YPD (32L, 4l e 13H).

Além desses isolados citados, vale a pena mencionar os isolados 27K, 40B e 55C pré-

inoculados em meio YPM e o isolado 53C em ambos os meios de pré-inoculo, que mesmo
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apresentaram tardiamente as bolhas de fermentacOes, destacaram-se no tamanho da bolha

fermentativa que exibiram (Tabela 7).

Tabela 7 - Resultados do teste qualitativo de potencial fermentativo de maltose, relacionando os
isolados testados com o tempo que exibiram as bolhas fermentativas e o tamanho das mesmas em seu
respectivo meios pré inoculados.

Meio pré Presenca de bolha fermentativa Tamanho bolha fermentativa

Isolado ;o culado (média em dias) (Média em mm)
L YPM 1 6,625 + 2.43
YPD 1 12,125 + 4,21
" YPM 1 45+ 0,58
YPD 2 5,875 + 0,63
YPM 4 25+1
10c YPD 2 7,125 + 1,60
o YPM 4 2+0
YPD 1 9,625 + 1.70
. YPM 1 3,875+ 1,25
YPD 1 17,25 + 9,61
o YPM 1 5,75  1.50
YPD 1 3,875 + 0,63
YPM 1 460
27K YPD - -
YPM i -
408 YPD 1 23.5 + 3,00
YPM 1 20 + 5,80
13H YPD 1 10+3.14
o YPM 1 16.125 + 4.66
YPD 2 21,375 + 1,38
YPM 2 4375+ 2.75
YPM 12 9,375+ 0,75
50M YPD 12 35+ 3,58
L YPM 1 6.125 % 0.85
YPD 1 5,75 + 0,29
YPM 1 9.25 + 3.52
48E YPD 1 44227
+
- YPM 7 195+ 10,10
YPD 12 6,25 + 0,96
+
o YPM 3 185+ 6,66

YPD 5 22,25 +10,21
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5.1.3 Teste de resisténcia a alta concentracdo de agucares

Dos 16 isolados testados, oito apresentaram crescimentos bons e medios em ambos 0s
acucares e concentragdes. Desses oito isolados, cinco apresentaram 6timo consumo de glicose
e maltose em ambas as concentragdes analisadas (2 e 20%), resultando em um o6timo
crescimento desses isolados em todos 0s meios testados. Os isolados 42F, 55C e 13H cresceram
menos na maior concentracdo de glicose e o isolado apresentou menor crescimento na maior
concentracdo de maltose. Os Isolados 40B, 51L e 50M apresentaram menor crescimento na
maior concentracdo de ambos os agucares. Os isolados 48E, 16E, 18F, e 32L tiveram um bom
crescimento em ambas as concentracdes de maltose e obtiveram menor desempenho em meios
contendo glicose. O isolado 41 apresentou um crescimento médio na menor concentracdo de
ambos o0s acgucares e menor crescimento na maior concentracdo de ambos os aglcares. Em
contrapartida, esse isolado se sobressaiu no quesito odor, pois exalou um aroma frutal (pera)
durante seu crescimento, principalmente quando inoculado em glicose. (Tabela 8).

Tabela 8 - Resultados do teste de resisténcia a alta concentragdo de aglcares com 0
crescimento de cada isolado em meios contendo glicose (2% e 20%) e maltose (2% e 20%).

Glicose Maltose
Isolado 2% 2000 2% 20%
6G +++ +++ +++ +++
10C +++ +++ +++ +++
S51L +++ +++ +++ +++
53C +++ +++ +++ +++
42F +++ ++ +++ +++
S0M +++ +++ +++ +++
13H +++ ++ +++ +++
41 ++ + ++ +
55C +++ + +++ +++
48E ++ +/- +++ +++
16E ++ +/- +++ +++
40B +++ ++ +++ ++
18F ++ ++ +++ +++
32L +++ + +++ +++
27K +++ ++ + +/-
3A ++ ++ ++ ++

Legenda: (+++) = alto crescimento; (++) = médio crescimento; (+) = baixo crescimento;
(+/-); crescimento muito baixo.

5.1.4 Teste qualitativo do potencial de floculagdo

Nenhum dos isolados testados exibiu o processo de floculacdo, que é observado pela

formacéo de flocos. Mesmo nao exibindo esse processo, alguns isolados apresentaram uma boa
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precipitacdo 24 horas depois de serem agitados em vortex (41, 24K, 13H, 10C e 53C) (Tabela
9).

Tabela 9 - Resultados do teste qualitativo de
floculagéo

Isolado Floculacéo (+-)

41 -

16E ---

40B ---

6G -

18F ---

27K -

32L ---

13H -

3A ---

10C -

S51L ---

50M --

55C -

48E ---

42F ---

53C -
Legenda: (-) = ndo floculou, mas apresentou rapida precipitacdo e limpidez do meio ap6s 24 horas.
(--) = ndo floculou, mas apresentou precipitacdo e limpidez do meio apés 24 horas.
(---) = ndo floculou e ndo apresentou boa precipitacdo nem limpidez total do meio apds 24 horas.

5.1.5 Identificacdo molecular dos isolados

Para a parte de identificacdo molecular foram escolhidos os isolados com base nos
resultados dos testes qualitativos realizados anteriormente. Portanto, os isolados submetidos a
identificagcdo molecular foram 0 10C, 13H, 6G, 50M, 4l, 53C e 27K. O isolado 41l foi escolhido
principalmente pela peculiaridade de exalar um aroma de pera como mencionado no tépico 5.3
e por apresentar resultados médios e bons na maioria dos testes qualitativos realizados.

Nos géis contendo os amplicons de ambas as regides analisadas (regido ITS e da
subunidade 28S do rDNA) é possivel observar a presenca de trés diferentes massas moleculares.
Nos amplicons obtidos da subunidade 28S do rDNA, observa-se os isolados 10C, 13H, 6G e
50M com peso molecular de aproximadamente 900 bp, os isolados 41 e 53C com massa
molecular de aproximadamente 950 bp e o isolado 27K com massa molecular de 925 bp (Figura
2). Nos amplicons referentes a regido ITS é possivel notar a massa molecular de 400 bp para os
isolados 10C, 13H, 6G e 50M, o isolado 41 com massa molecular de 750 bp e o isolado 53C
com 600 bp (Figura 3). N&o foi possivel amplificar suficientemente o isolado 27K nesta regido

mesmo apos o uso de diferentes diluigdes.
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Figura 2 - Gel de agarose (1%) revelado com Gel red, contendo os amplicons obtidos
com o pare de primer LROR e LR6
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Figura 3 - Gel de agarose (1%) revelado com Gel red, contendo os amplicons
obtidos com o pare de primer ITS1 e ITS4
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A andlise e comparagédo das sequéncias dos amplicons da regido ITS com os bancos de
dados GenBank e MycoBank demonstrou que os amplicons com as trés diferentes massas
moleculares obtidas no gel de agarose realmente correspondem a trés diferentes espécies,
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Hanseniaspora opuntiae (41), Wickerhamomyces anomalus (53C) e Kodamaea ohmeri (6G,
50M, 10C e 13H) (Tabelas 10 e 11). O mesmo nédo foi observado para as sequéncias dos
amplicons da subunidade 28S rDNA. Os isolados 41 e 53C, que apresentaram amplicons de
mesmas massas moleculares no gel de agarose desta regido, diferiram na identificacdo das
sequéncias e confirmaram as identificages obtidas a partir dos amplicons da regido ITS. Por
sua vez, os isolados 6G, 50M, 10C e 13H que apresentaram amplicons de mesma massa
molecular no gel de agarose, resultaram na identificacdo da mesma espécie (Kodamaea

ohmeri).



Tabela 10 - Resultado obtido pelo banco de dado GenBank para a identificacdo das sequéncias da subunidade 28S rRNA e da regido ITS

28S ITS

Cdédigodo Acesso da Espécie Similari Chave de Acesso da Espécie Similar Chave de

isolado sequéncia identificada dade %  acesso sequéncia ITS identificada idade  acesso
referente a %
subunidade
rRNA 28S

4] AAMFMZZ  Hanseniaspora 99,72 KC111446 AAHMRO0490 Hanseniaspora 99,73 MN268780.1
X016 opuntiae | 13 opuntiae

53C AAMSF55G  Wickerhamomyces 99,62 EU057562 AAJSZ3SDO01  Wickerhamomyces 100 KX253664.1
013 anomalus 1 6 anomalus

6G AAN6D8RS Kodamaea ohmeri 100 KY39795 AAPJHRDZ01 Kodamaeaohmeri 98,79 MK394144.1
016 1.1 6

50M AAMZUPCJ Kodamaea ohmeri 100 KY39795 AAPOXY5J01 Kodamaea ohmeri 98,79 MK394144.1
013 1.1 3

10C** AANCSHTS Kodamaea ohmeri 100 KY39795
016 1.1

13H** AANINXCU Kodamaea ohmeri 100 KY39795
016 1.1

** dados obtidos somente para a regido da subunidade 28S do rRNA



51

Tabela 11 - Resultado obtido pelo banco de dado MycoBank para a identificacdo das sequéncias da subunidade 28S rRNA e da regido ITS

28S ITS
Cddigo do Espécie Similarida  Chave de Espécie Similarida  Chave de acesso
isolado identificada de % acesso identificada de %
41 Hanseniaspora 100 SH1547319.08F Hanseniaspora 99,73 SH1547319.08FUFM1999
opuntiae UKC111446 opuntiae 51
53C Wickerhamomyces 100 CNRMAS8.316  Wickerhamomyces 100 PMM10-516L PMM10-
anomalus anomalus 516L_ITS
6G** Kodamaea ohmeri 100 WM 807 gb -
U45702 - NRRL
Y1932 -
50M** Kodamaea ohmeri 100 WM 807 gb -
U45702 - NRRL
Y1932
10C** Kodamaea ohmeri 100 WM 807 gb -
U45702 - NRRL
Y1932
13H** Kodamaea ohmeri 100 WM 807 gb -

U45702 - NRRL
Y1932

** dados obtidos somente para a regido da subunidade 28S do rRNA
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5.1.6 Fermentacdes e cofermentacdes

Com base nos resultados obtidos na identificacdo molecular, aliados a pesquisas de
literatura voltadas para o potencial fermentativo e de producdo de compostos aromaticos, 0s
isolados das espécies W. anomalus (53C) e da espécie H. opuntiae (41) foram selecionados para
a realizacdo das fermentacGes.

A partir das curvas padrdes de crescimento obtidas para ambas as especies, é possivel
observar que o isolado da espécie H. opuntiae (4l) atinge a fase estacionaria primeiro, com 15
horas de crescimento e o isolado da espécie W. anomalus (53C) atinge a mesma fase somente
com 27 horas de crescimento (Figura 4). Contudo, mesmo o isolado da espécie H. opuntiae (41)
atingindo antes a fase estacionaria, essa espécie produz seis vezes menos células que o isolado
da espécie W. anomalus (53C). Também é possivel observar que até 12 horas de crescimento
n&o ha uma grande diferenca na quantidade de células produzida por ambas as espécies. Porém,
com 15 horas de crescimento, o isolado da espécie W. anomalus (53C) produziu quase trés vez

mais células que o isolado da espécie H. opuntiae (41) (Tabela 12).

Figura 4 - Curvas padrdo de crescimento dos isolados da espécie H. opuntiae - 41 (A) e da espécie W.
anomalus—53C (B) em meio YPM sob agitacdo de 150 rpm a 30°C, destacando com pontos vermelhos
o tempo de inicio da fase estacionaria de cada isolado.
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Tabela 12 - Médias de células obtidas a partir das curvas padrdo realizadas com o0s
isolados da espécie W. anomalus (53C) e da espécie H. opuntiae (41) em meio YPM sob
agitacdo a 30°C.

Média células/mLx10°

Horas

0
3
6
9
12
15
18
21
24
27
30
33

0,01
0,04
0,20
0,99
4,13
13,18
22,71
26,78
29,80

39,38*

37,50
33,00

W. anomalus (53C)

H. opuntiae (41)

0,01
0,06
0,21
1,20
3,64
4,89*
4,63
3,99
4,75

* |nicio da fase estacionaria.

Influéncia do tipo de isolado usado nas diferentes fermentacGes testadas
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Com os resultados obtidos no fim das fermentagdes simples observa-se que o tipo de

isolado usado foi significativo para a viabilidade celular somente na menor temperatura usada

(p=0a 12 °Ce p=0,11 a 20 °C). Nessa menor temperatura, os isolados da espécie H.opuntiae

(41) e da espécie W. anomalus (53C) apresentaram melhores resultados e ndo diferenciaram

entre si (Figura 5).

Figura 5 — Comparacéo, segundo o teste de Tukey, da viabilidade celular entre os isolados da espécie
H. opuntiae (4l) e da espécie W. anomalus (53C) e os controles positivos (C1- S. pastorianus e C2-
S. cerevisiae) nas fermentacdes simples a 12°C e 20 °C.
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Letras mailsculas comparam médias das viabilidades celular entre os tipos de isolados na mesma temperatura.
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O tipo de isolado usado também teve significancia para o consumo de agUcares redutores
em ambas as temperaturas usadas nas fermentacdes simples (p=0 para ambas). Na menor
temperatura o isolado da espécie W. anomalus (53C) exibiu 0 menor consumo de agucares
redutores, engquanto na maior temperatura, os isolados das espécies H.opuntiae (41) e W.
anomalus (53C) foram responsaveis pelo menor consumo de agucares, ndo havendo diferenca
entre eles (Figura 6).

Figura 6 - Comparacdo, segundo o teste de Tukey, das concentracBes de agucares redutores entre 0s
isolados da espécie H. opuntiae (41) e da espécie W. anomalus (53C) e os controles positivos (C1- S.

pastorianus e C2- S. cerevisiae) nas fermentagdes simples a 12°C e 20°C.
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Letras mailsculas comparam médias das concentragdes de aglcares redutores entre os tipos de isolados na
mesma temperatura.

O mesmo foi observado com teor alcodlico, que nesse tipo de fermentacéo foi afetado
pelo tipo de isolado em ambas as temperaturas (p=0 em ambas as temperaturas), nas quais 0s
isolados das espécies H.opuntiae (41) e W. anomalus (53C) produziram 0s menores teores
alcoolicos, ndo diferindo entre si (Figura 7).

Figura 7 - Comparacéo, segundo o teste de Tukey, dos teores alcodlicos entre os isolados da espécie
H. opuntiae (41), da espécie W. anomalus (53C) e os controles positivos (C1- S. pastorianus e C2- S.
cerevisiae) nas fermentagdes simples a 12°C e 20°C.
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Letras mailsculas comparam médias dos teores alcodlicos entre os tipos de isolados na mesma temperatura.
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Os resultados do ultimo dia de fermentacdo das cofermentagdes simultaneas indicam
que o tipo de isolado interferiu na viabilidade celular em ambas as temperaturas (p=0 para
ambas). Na maior temperatura a co-cultura do isolado da espécie W. anomalus (53C) com o
controle positivo foi responsavel pela menor viabilidade celular. Na menor temperatura as co-
culturas de ambas as leveduras ndo-convencionais com o controle positivo ndo diferiram entre

si e apresentaram as menores viabilidades celulares (Figura 8).

Figura 8 — Comparagdo, segundo o teste de Tukey, da viabilidade celular entre as co-culturas dos
isolados da espécie H. opuntiae com os controles positivos (41+C1 e 41+C2), da espécie W. anomalus
com os controles positivos (53C+C1 e 53C+C2) e os controles positivos em fermentagéo simples (C1-
S. pastorianus e C2- S. cerevisiae), nas cofermentacdes simulténeas a 12°C e 20°C.
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Letras maidsculas comparam médias das viabilidades celular entre os tipos de isolados na mesma temperatura.

No ultimo dia desse tipo de cofermentacdo, o consumo de agucares redutores também
foi influenciado pelo tipo de isolado nas duas temperaturas usadas (p =0 em ambas). Na menor
temperatura utilizada as co-culturas das leveduras ndo convencionais com o controle positivo
exibiram as maiores concentrac@es de acucares redutores e ndo diferiram entre si. O oposto foi
observado na maior temperatura, na qual as co-culturas das leveduras ndo convencionais com
o controle positivo foram responséaveis pelas menores concentragdes de agucares redutores e

néo diferiram entre si (Figura 9).
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Figura 9 — Comparacdo, segundo o teste de Tukey, da concentracdo de agUcares redutores entre as co-
culturas dos isolados da espécie H. opuntiae com os controles positivos (41+C1 e 41+C2), da espécie W.
anomalus com os controles positivos (53C+C1 e 53C+C2) e os controles positivos em fermentacéo simples
(C1- S. pastorianus e C2- S. cerevisiae), nas cofermentagdes simultaneas a 12°C e 20°C.
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Letras mailsculas comparam médias das concentragdes de aglicares redutores entre os tipos de isolados na mesma

temperatura.

Para esse tipo de cofermentacéo, o tipo de isolado foi significativo na produgéo de alcool
somente quando usado a menor temperatura (p=0), na qual as co-culturas das leveduras nao
convencionais com o controle positivo ndo diferiram entre si e produziram os menores teores
alcoolicos (Figura 10).

Figura 10 - Comparacéo, segundo o teste de Tukey, do teor alcodlico entre as co-culturas dos isolados
da espécie H. opuntiae com os controles positivos (41+C1 e 41+C2), da espécie W. anomalus com 0s

controles positivos (53C+C1 e 53C+C2) e os controles positivos em fermentagdo simples (C1- S.
pastorianus e C2- S. cerevisiae), nas cofermentac6es simultaneas a 12°C e 20°C.
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Letras mailsculas comparam medias dos teores alcodlicos entre os tipos de isolados na mesma temperatura.

Os resultados do ultimo dia de fermentacao das cofermentagdes tardias apontam que em
ambas as temperaturas o tipo de isolado foi significativo para a viabilidade celular (p=0a 12°C
e p= 0,01 a 20°C). Na menor temperatura as co-culturas das leveduras néo convencionais com

o controle positivo foram responsaveis pelas maiores viabilidades celulares e ndo apresentaram
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diferenca entre si. O oposto ocorreu na maior temperatura, na qual as co-culturas das leveduras
ndo convencionais com o controle positivo exibiram as menores viabilidades celulares e nao

diferiram entre si (Figura 11).

Figura 11 - Comparacdo segundo o teste de Tukey da viabilidade celular entre as co-culturas dos isolados
da espécie H. opuntiae com os controles positivos (41+C1 e 41+C2), da espécie W. anomalus com 0s
controles positivos (53C+C1 e 53C+C2) e os controles positivos em fermentacdo simples (C1- S.
pastorianus e C2- S. cerevisiae), nas cofermentaces tardias a 12°C e 20°C.
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Letras mailsculas comparam médias das viabilidades celular entre os tipos de isolados na mesma
temperatura.

Em relacdo ao consumo de aglcares redutores nas cofermentagdes tardias, o tipo de
isolado usado foi significativo em ambas as temperaturas de trabalho (p=0 para ambas). Na
menor temperatura usada, as co-culturas das leveduras ndo convencionais com o controle
positivo ndo diferenciaram entre si e apresentaram menor consumo de agucares redutores. O
oposto foi observado na maior temperatura utilizada, na qual as co-culturas das leveduras ndo
convencionais com o controle positivo foram responsaveis pelos maiores consumos de agucares

redutores, ndo diferenciando entre si (Figura 12).
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igura 12 - Comparacdo segundo o teste de Tukey da concentracdo de agUcares redutores entre as co-

culturas dos isolados da espécie H. opuntiae com os controles positivos (41+C1 e 41+C2), da espécie W.
anomalus com os controles positivos (53C+C1 e 53C+C2) e os controles positivos em fermentacéao
simples (C1- S. pastorianus e C2- S. cerevisiae), nas cofermentaces tardia a 12°C e 20°C.
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Letras mailsculas comparam médias das concentracdes de agUcares redutores em os tipos de isolados na mesma
temperatura.

No que se refere ao teor alcoolico produzido nas cofermentacfes tardias, o tipo de
isolado foi significativo em ambas as temperaturas, contudo mostrou maior relevancia na menor
temperatura (p= 0 a 12 °C e p= 0,05 a 20°C). Na menor temperatura as co-culturas das
leveduras ndo convencionais com o controle positivo produziram os menores teores alcodlicos
e ndo apresentaram diferenca entre si. Na maior temperatura a co-cultura do isolado da espécie
H. opuntiae (41) com o controle positivo produziu o menor teor alcodlico, enquanto a co-cultura
do isolado da espécie W. anomalus (53C) com o controle positivo produziu um teor alcodlico
média, se igualando tanto ao controle positivo, que produziu o maior teor alcodlico, quanto com

a co-cultura do isolado da espécie H. opuntiae (41) com o controle positivo (Figura 13).



Figura 13 - Comparagéo, segundo o teste de Tukey, do teor alcodlico entre as co-culturas dos isolados
da espécie H. opuntiae com os controles positivos (41+C1 e 41+C2), da espécie W. anomalus com os
controles positivos (53C+C1 e 53C+C2) e os controles positivos em fermentacdo simples (C1- S.
pastorianus e C2- S. cerevisiae), nas cofermentages tardia a 12°C e 20°C.

12 OC 20 OC
5 5
A 429% B AB A 127%
4 4 100%
_ _ 3.88% .
g $
23 g3
3 2
=3 =]
= =
z?2 B B 2
S 1.65% 1,69% 2
= =
1 1
0 0
41+ Cl1 53C+Cl Cl 41+ C2 53C+C2 C2

Isolado Isolado

Letras mailsculas comparam médias dos teores alcodlicos entre os tipos de isolados na mesma temperatura.

5.1.6.2 Influéncia do tipo de fermentacdo usado com os isolados das espécies W. anomalus
(53C) e H. opuntiae (41)

A andlise dos resultados do ultimo dia das fermentacbes indica que o tipo de
fermentacdo utilizado foi significativo para todas as variaveis respostas estudadas, em ambas
as temperaturas de trabalho e para os isolados das duas espécies (p=0 para todas as variaveis e
em ambas as espécies).

Analisando a viabilidade celular, verifica-se que a fermentacdo simples resultou na
maior viabilidade celular e de forma geral, a cofermentacdo simultanea foi responsavel pela
menor viabilidade celular para os isolados de ambas as espécies. A Unica excecao foi observada
para o isolado da espécie H. opuntiae (41) na maior temperatura, na qual a cofermentacao tardia
foi responsavel pela menor viabilidade celular (Figuras 14 e 15).
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Figura 14 - Comparacao, segundo o teste de Tukey, entre as viabilidades celular obtidas pelo isolado
da espécie W. anomalus (53C) na fermentacdo simples (FS), em co-cultura com os controles
positivos na cofermentacdo simultadnea (CS) e na cofermentacdo tardia (CT) a 12°C e 20°C.
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Letras mailsculas comparam médias das viabilidades celular entre os tipos de fermentac6es usados na
mesma temperatura.

Figura 15 - Comparacdo, segundo o teste de Tukey, entre as viabilidades celular obtidas pelo isolado
da espécie H. opuntiae (41) na fermentacao simples (FS), em co-cultura com os controles positivos
na cofermentacdo simultanea (CS) e na cofermentacdo tardia (CT) a 12°C e 20°C.
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Letras maidsculas comparam médias das viabilidades celular entre os tipos de fermentagGes usados na
mesma temperatura.

Analisando o consumo de agUcares redutores, a cofermentacdo simultanea apresentou o
maior consumo de acUcares redutores nas duas temperaturas e em para ambas as espécies de
leveduras ndo convencionais estudadas. Para ambas essas espécies de leveduras ndo
convencionais, 0 menor consumo de aglcares redutores foi observado pela cofermentagdo

tardia na menor temperatura e pela fermentacdo simples na maior temperatura (Figura 16 e 17).
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Figura 16 - Comparacédo, segundo o teste de Tukey, entre as concentracdes de acUcares redutores
obtidas pelo isolado da espécie W. anomalus (53C) na fermentacdo simples (FS), em co-cultura com
0s controles positivos na cofermentacdo simultanea (CS) e na cofermentacdo tardia (CT) a 12°C e
20°C.
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Letras mailsculas comparam médias das concentragdes de aglcares redutores entre os tipos de fermentagdes
usados na mesma temperatura.

Figura 17 - Comparacdo, segundo o teste de Tukey, entre as concentra¢des de agucares redutores
obtidas pelo isolado da espécie H. opuntiae (41) na fermentacdo simples (FS), em co-cultura com 0s
controles positivos na cofermentacéo simultanea (CS) e na cofermentacdo tardia (CT) a 12°C e 20°C.
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Letras maidsculas comparam médias das concentracdes de aglcares redutores entre os tipos de fermentagdes
usados na mesma temperatura.

Assim como ocorreu para 0 consumo de aclcares, a cofermentacdo simultanea resultou
no maior teor alcoolico para ambas as espécies em ambas as temperaturas usadas. Na maior
temperatura as duas cofermentacdes usadas promoveram o maior teor alcoolico, nao
diferenciando entre si nos isolados das duas espécies de leveduras ndo convencionais usadas
(Figuras 18 e 19).
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Figura 18 - Comparacdo, segundo o teste de Tukey, entre os teores alcodlicos obtidos pelo isolado
da espécie W. anomalus (53C) na fermentacédo simples (FS), em co-cultura com os controles
positivos na cofermentacdo simultanea (CS) e na cofermentacdo tardia (CT) a 12°C e 20°C.
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Letras mailsculas comparam médias dos teores alcodlicos entre os tipos de fermentacdes usados na mesma
temperatura.
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Figura 19 - Comparacdo, segundo o teste de Tukey, entre os teores alcodlicos obtidos pelo isolado da
espécie H. opuntiae (41) na fermentacdo simples (FS), em co-cultura com os controles positivos na
cofermentagdo simultanea (CS) e na cofermentagdo tardia (CT) a 12°C e 20°C.
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Letras mailsculas comparam médias dos teores alcodlicos entre os tipos de fermentagdes usados na mesma
temperatura.

5.1.6.3 Influéncia da temperatura nos diferentes tipos de fermentagdes para os isolados das
espécies H. opuntiae (41) e W. anomalus (53C).

Nas fermentacGes simples a temperatura influenciou somente a viabilidade celular e o
consumo de acUcares redutores nos isolados das duas espécies de leveduras ndo convencionais
(p=0 para ambas as variaveis respostas nos isolados das duas espécies).

A maior viabilidade celular foi observada nas maiores temperaturas tanto para o isolado
H. opuntiae (99% a 20 °C contra 95% a 12 °C) quanto para o isolado da espécie W. anomalus
(53C) (99% a 20 °C contra 97% a 12 °C).
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Referente ao consumo de agUlcares redutores, a menor temperatura apresentou menor
concentracdo de agucares residuais tanto para o isolado da espécie H. opuntiae (35,97 g/L
utilizando 12°C e 53,75 g/L com 20°C) quanto para o isolado da espécie W. anomalus (36,04
g/L com 12°C e 53,04 g/L com 20°C). Em ambas as espécies a menor temperatura apresentou
consumo de agucares até 72 horas de fermentag&o e na temperatura mais elevada, mesmo nédo
havendo diferenca estatistica entre 72 horas e 120 horas de fermentacéao € possivel perceber um
consumo maior de acUcares até o final da fermentacdo (Figura 20 e 21). As fermentacdes
simples resultaram em teores alco6licos abaixo de 1% em ambas as temperaturas tanto para a
H. opuntiae (0,42% a 12°C e 0,34% a 20°C) quanto para a W. anomalus (0,84% a 12°C e 0,82%
a 20°C).

Figura 20 - Comparagdo, segundo teste de Tukey, entre as concentra¢des de agucares redutores obtidas
durante as horas da fermentacédo simples do isolado da espécie H. opuntiae (41) a 12°C e 20°C.
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Letras mintsculas comparam médias das concentracGes de agucares redutores entre as horas de
fermentacdo na mesma temperatura.



Figura 21 - Comparacao, segundo teste de Tukey, entre as concentracBes de acucares redutores
obtidas durante as horas da fermentacéo simples do isolado da espécie W. anomalus (53C) a
12°C e 20°C.
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Letras mintsculas comparam médias das concentracGes de acUcares redutores entre as horas de

fermentacdo na mesma temperatura.
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Na cofermentagdo simultdnea, a temperatura influenciou somente o consumo de

acucares redutores e a producao alcodlica em ambas as espécies (p=0 para ambas as variaveis

nos isolados das duas espécies). A maior temperatura proporcionou a menor concentragdo de

acucares residual tanto para a co-cultura do isolado da espécie H. opuntiae (41) com o controle

positivo (10,85 g/L com 20°C e 26,83 g/L com 12°C) quanto para a co-cultura do isolado da

espécie W. anomalus (53C) com o controle positivo (13,56 g/L com 20°C e 28,01 g/L com
12°C) (Figura 22 e 23).
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Figura 22 - Comparacdo, segundo teste de Tukey, entre as concentracfes de agUcares redutores
obtidas durante as horas da cofermentacdo simultanea da co-cultura do isolado da espécie H.
opuntiae (41) com os controles positivos a 12°C e 20°C.
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Letras mindsculas comparam médias das concentragdes de aglcares redutores entre as horas de
fermentagdo na mesma temperatura.

Figura 23 - Comparacdo, segundo teste de Tukey, entre as concentracdes de agucares redutores obtidas
durante as horas da cofermentacdo simultanea da co-cultura do isolado da espécie W. anomalus (53C)
com os controles positivos a 12°C e 20°C.
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Letras mindsculas comparam médias das concentragdes de aglcares redutores entre as horas de
fermentagdo na mesma temperatura.

A maior temperatura igualmente resultou na maior producéo de alcool tanto para a co-
cultura do isolado da espécie H. opuntiae (41) com o controle positivo (41) (3,99 % a 20°C e
2,98 % a 12°C) quanto para a co-cultura do isolado da espécie W. anomalus (53C) com o
controle positivo (3,99% a 20°C e 3,31% a 12°C).
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No que se refere a cofermentacdo tardia, a temperatura afetou a viabilidade celular
somente da co-cultura do isolado da espécie W. anomalus (53C) (p= 0,03), na qual a menor
temperatura foi responsavel pela maior viabilidade celular (93% a 12 °C e 88% a 20 °C).
Adicionalmente, a partir da tabela 13 é possivel verificar que na menor temperatura, as co-
culturas do controle positivo com os isolados de ambas as leveduras ndo convencionais
mantiveram a viabilidade celular apds a adicdo da levedura convencional, apresentando queda
somente com 120 horas de fermentagdo. Quando usado a maior temperatura, as co-culturas do
controle positivo com os isolados de ambas as leveduras ndo convencionais apresentaram queda

imediatamente ap0s a adicao da levedura convencional.

Tabela 13 - Resultados do teste Tukey para a cofermentagéo tardia a 20 °C e 12°C comparando 0s
tempos de fermentagdo para a co-cultura do isolado da espécie H. opuntiae (41) e a co-cultura do isolado
da espécie W. anomalus (53C)

Viabilidade celular (%0)
Co-cultura da H. opuntiae (41) Co-cultura da W. anomalus (53C)

Tempo (horas) 12 °C 20 °C 12 °C 20 °C

24 99+0,73A 100+ 0,19 A 99+152a 100 £ 0.07 a
48 97+1,20 A 99+0,54 A 99+0,30a 99 +0.08 a
72 94 +0,82 B* 95+2,84 AB* 94 +0,94 bc* 96 + 1.26 a*
96 93+1,30BC 89 +2,40BC 94+240Db 86+1.28Db
120 88+ 0,47 DE 79 + 0,20 DE 88+0,81d 81 +0.46 bc
144 90+ 1,66 CD 86 + 4,26 CD 90 +0,31 cd 85 +4.40 bc
168 87 + 0,99 DE 85+0,15CD 89+ 1,70 cd 77+141c
192 86+0,76 E 74 + 3,59 DE 87+2,04d 78 £ 6.58 bc

Letras maidsculas em negrito comparam os tempos da co-cultura do isolado da espécie H. opuntiae (41) a 12 °C;
letras mailsculas comparam os tempos da co-cultura do isolado da espécie H. opuntiae (41) a 20°C; letras
mindsculas em negrito comparam os tempos da co-cultura do isolado da espécie W. anomalus (53C) a 12 °C;
letras minGsculas comparam os tempos da co-cultura do isolado da espécie W. anomalus (53C) a 20 °C
* Adicdo dos controles positivos (Saccharomyces cerevisiae ou Saccharomyces pastorianus)

Quanto ao consumo de acUcares redutores e o teor alcodlico, nesse tipo de
cofermentacdo (tardia), a temperatura influenciou as co-culturas dos controles positivos com 0s
isolados de ambas as espécies estudadas. Assim como na cofermentacao simultanea, a maior
temperatura apresentou menor concentracdo de agUcares residuais tanto para a co-cultura do
controle positivo com o isolado da espécie H. opuntiae (41) (41,22 g/L com 20°C contra 58,27
g/L a 12°C) quanto para a co-cultura do controle positivo com o isolado da espécie W. anomalus
(53C) (35,77 g/L com 20°C contra 60,39 g/L a 12°C) (Figuras 24 e 25).
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Figura 24 - Comparagdo, segundo teste de Tukey, entre as concentracdes de acucares redutores obtidas
durante as horas da cofermentacéo tardia da co-cultura do isolado da espécie H. opuntiae (41) com os
controles positivos a 12°C e 20°C. Os pontos vermelhos indicam o tempo 24 horas ap6s a adicdo dos

controles positivos.
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Letras mintsculas comparam médias das concentrages de aglcares redutores entre as horas de fermentacéo

na mesma temperatura.

Figura 25 - Comparacdo, segundo teste de Tukey, entre as concentracdes de aclcares redutores obtidas
durante as horas da cofermentacdo tardia da co-cultura do isolado da espécie W. anomalus (53C) com os
controles positivos a 12°C e 20°C. Os pontos vermelhos indicam o tempo 24 horas apds a adicdo dos

controles positivos.
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A maior temperatura também resultou no maior teor alcodlico tanto para a co-cultura
do controle positivo com o isolado da espécie H. opuntiae (41) (3,88 % a 20°C e 1,65 % a 12°C)
quanto para a co-cultura do controle positivo com o isolado da espécie W. anomalus (53C) (4,00
% a 20°C e 1,69 % a 12°C).

5.2 Estudo 2 -DCCR1

5.2.1 Resultados do DCCR1 para o isolado da espécie W. anomalus (53C)

Os resultados do DCCRL1 para a espécie W. anomalus (53C) a respeito da viabilidade
celular no ultimo dia de fermentacdo indicam que os coeficientes lineares da concentracédo
inicial de leveduras e da temperatura apresentaram efeitos significativos. Enguanto o
coeficiente linear da concentragéo inicial de leveduras exerceu efeito positivo, o coeficiente

linear da temperatura exerceu efeito negativo sob essa variavel resposta (Tabela 14).

Tabela 14 - Efeitos das varidveis independentes e sua interacdo sobre a viabilidade celular com 168
horas de fermentacdo para o isolado da espécie W. anomalus (53C) no DCCR1.

Efeito Erropuro t(3) p

Média 90,740 0,951 95,464 0,000
(1) Conc. Inicial de leveduras 4,427 1,344 3,293 0,046
(10 (L)

Conc. Inicial de leveduras 3,668 1,503 2,440 0,092
(10%) (Q)

(2) Temperatura (°C) (L) 9,401 1344 -6994 0,006
Temperatura (Q) -3,669 1,503 -2,441 0,092
1Lx 2L 5,103 1,901 2,684 0,075

(L) = coeficiente linear; (Q) = coeficiente quadratico.

A partir da analise de variancia da concentracao de agucares redutores observa-se que a
falta de ajuste ndo apresentou significancia, tornando assim o modelo preditivo (Tabela 15).
Contudo, 0 R? do modelo obtido usando somente os coeficientes significativos foi de 0,62,
considerado um R2 baixo, uma vez que ele explica somente 62% da variabilidade dos resultados

dessa variavel resposta.
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Tabela 15 - Resultado de andlise de variancia (ANOVA) obtido pelo programa Statistica 7.0 para a
viabilidade celular com 168 horas de fermentacdo para o isolado da espécie W. anomalus (53C) no
DCCRL.

SQ GL MQ Fcalc Valor p Ftab
(1) Conc. Inicial de 39,194 1 39,194 10,845 0,046
leveduras (10%) (L)
Conc. Inicial de 21,524 1 21,524 5,956 0,092
leveduras (10) (Q)
(2) Temperatura 176,769 1 176,769 48,914 0,006

(°C) (L)

Temperatura (Q) 21539 1 21,539 5,960 0,092

1Lx 2L 26,039 1 26,039 7,205 0,075

Fa 124,365 6 20,727 5,735 0,090 6,94
Erro Puro 10,842 3 3,614

Total 351,170 11

(L) = coeficiente linear; (Q) = coeficiente quadratico; Fa = falta de ajuste; SQ = Soma Quadratica; GL = grau de
liberdade; MQ= Média quadratica; Fcal= F calculado; Ftab = F tabelado

Quanto a concentracdo de acUcares redutores, nenhuma varidvel independente
apresentou efeito significativo no fim da fermentacdo (Tabela 16). Assim como ocorreu para a
viabilidade celular, a anélise de varidncia da concentracdo de agucares redutores indicou que a
falta de ajuste ndo apresentou significancia, tornando assim o modelo obtido preditivo (Tabela
17). Contudo, novamente o R2 do modelo obtido usando somente os coeficientes significativos

foi baixo (0,58) e explica somente 58 % da variabilidade

Tabela 16 - Efeitos das varidveis independentes e sua interacdo para a concentracdo de acucares
redutores com 168 horas de fermentacdo para o isolado da espécie W. anomalus (53C) no DCCRL1.

Efeito Erro puro t(3) p

Média 66,001 2,855 23,118 0,000
(1) Conc. Inicial de leveduras 6,256 4,038 1,550 0,219
(10%) (L)

Conc. Inicial de leveduras 1,597 4,514 0,354 0,747
(10%) (Q)

(2) Temperatura (°C) (L) -7,385 4,038 -1,829 0,165
Temperatura (Q) -3,356 4,514 -0,743 0,511
1Lx 2L -12,778 5,710 -2,238 0,111

(L) = coeficiente linear; (Q) = coeficiente quadratico.

Tabela 17 - Resultado de andlise de variancia (ANOVA) obtida pelo programa Statistica 7.0 para a
concentragdo de agUcares redutores com 168 horas de fermentacdo para o isolado da espécie W.
anomalus (53C) no DCCR1.

SQ GL MQ Fcalc Valorp Ftab
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(1) Conc. Inicial de 78,283 1 78,283 2,401 0,219
leveduras (10%) (L)
Conc. Inicial de 4,082 1 4,082 0,125 0,747
leveduras (10) (Q)

(2) Temperatura 109,070 1 109,070 3,345 0,165

(°C) (L)

Temperatura (Q) 18,021 1 18,021 0,553 0,511

1Lx 2L 163,282 1 163,282 5,008 0,111

Fa 176,493 3 58,831 1,804 0,320 9,28
Erro Puro 97,812 3 32,604

Total 651,538 11

(L) = coeficiente linear; (Q) = coeficiente quadratico; Fa = falta de ajuste; SQ = Soma Quadratica; GL = grau de
liberdade; MQ= Média quadratica; Fcal= F calculado; Ftab = F tabelado

O teor alcoolico foi a variavel resposta mais afetada pelas variaveis independentes
estudadas. Somente o coeficiente linear da temperatura ndo teve efeito significativo sobre essa
variavel resposta. Todos os coeficientes com efeitos significativos apresentaram efeito positivo

sobre o teor alcoolico (Tabela 18).

Tabela 18 - Efeitos das variaveis independentes e sua interacdo para o teor alcoélico com 168 horas de
fermentacdo para o isolado da espécie W. anomalus (53C) no DCCR1.

Efeito Erropuro t(3) p

Media 0,577 0,015 38,356 0,000
(1) Conc. Inicial de leveduras 0,097 0,021 4,572 0,020
(10%) (L)

Conc. Inicial de leveduras 0,204 0,024 8,590 0,003
(109 (Q)

(2) Temperatura (°C) (L) 0,036 0,021 1,706 0,186
Temperatura (Q) 0,183 0,024 7,706 0,005
1Lx 2L 0,104 0,030 3,464 0,041

(L) = coeficiente linear; (Q) = coeficiente quadratico.

Com base nos resultados da ANOVA para o teor alcodlico, 0 modelo criado é
considerado preditivo por ndo apresentar significancia para a falta de ajuste (Tabela 19). Além
de ser preditivo, o R? resultante do modelo usando os coeficientes significativos foi 0,86

(Equacdo 4), ou seja, esse modelo explica 86% da variacao dos resultados do teor alcodlico.
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Tabela 19 - Resultado de andlise de variancia (ANOVA) obtida pelo programa Statistica 7.0 para o teor
alcodlico com 168 horas de fermentacdo para o isolado da espécie W. anomalus (53C) no DCCR1.
SQ GL MQ Fcal Valor p Ftab

(1) Conc. Inicial de 0,019 1 0,019 20,904 0,0196

leveduras (10¥) (L)

Conc. Inicial de 0,067 1 0,067 73,782 0,0033

leveduras (10%) (Q)

(2) Temperatura 0,003 1 0,003 2,911 0,1865

(°C) (L)

Temperatura (Q) 0,054 1 0,054 59,388 0,0045

1Lx 2L 0,011 1 0,011 12,000 0,0405

Fa 0,018 4 0,005 5,00 0,109 9,12
Erro Puro 0,003 3 0,001

Total 0,151 11

(L) = coeficiente linear; (Q) = coeficiente quadratico; Fa = falta de ajuste; SQ = Soma Quadratica; GL = grau de
liberdade; MQ= Média quadratica; Fcal= F calculado; Ftab = F tabelado

Teor alcodlico = 0,577 + 0,049x; + 0,102x? + 0,052 x,x, 0,092x2 (4)

O programa Statistica 7.0, indica que para se obter o maior teor de alcool (0,57%),
usando o isolado da espécie W. anomalus (53C) em uma fermentacéo de sete dias com mosto
de 9°P, o ideal seria usar uma concentracio de levedura inicial de 5x10° células. mL™ e uma
temperatura de 20°C (ponto central codificado de ambas as varidveis). Lembrando que esses
valores sdo baseados no modelo matematico gerado pelo programa, o qual considera todos 0s
coeficientes da regressao e obteve um Rz de 0,88.

O grafico de superficie de resposta, também criado com base no modelo gerado pelo
programa Statistica 7.0, indica que para alcancar maiores teores alcodlicos recomenda-se a
utilizaco de concentracdes de levedura inicial maiores e temperaturas mais elevadas. Se o
objetivo é a producdo de baixos teores alcodlicos recomenda-se 0 uso de menores concentracoes

de levedura inicial e de temperaturas mais baixas (Figura 26).
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Figura 26 - Grafico de superficie de resposta referente ao teor alco6lico do DCCR1 usando o isolado
da espécie W. anomalus (53C), o qual relaciona a temperatura (C°) com a concentra¢do inicial de
leveduras (10%), usando seus valores codificados.

5.2.2 Resultados do DCCRL para o isolado da espécie H. opuntiae (41)

Os resultados do DCCRL para o isolado da espécie H. opuntiae (41) obtidos no ultimo
dia de fermentacédo indicam que o coeficiente quadratico da concentracdo inicial de leveduras
e o0 coeficiente linear da temperatura apresentaram efeitos significativos sobre a viabilidade
celular. Enquanto o coeficiente quadratico da concentracéo inicial de leveduras exerceu efeito
positivo, o coeficiente linear da temperatura exerceu efeito negativo sob essa variavel resposta
(Tabela 20).
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Tabela 20 - Efeitos das varidveis independentes e sua interagdo para a viabilidade celular com 168 horas
de fermentacdo para o isolado da espécie H. opuntiae (41) no DCCR1.

Efeito Erropuro t(3) p

Média 87,782 1,084 81,014 0,000
(1) Conc. Inicial de leveduras 3,984 1,532 2,600 0,080
(109 (L)

Conc. Inicial de leveduras 8,066 1,713 4,708 0,018
(109 (Q)

(2) Temperatura (°C) (L) -8,113 1532  -5295 0,013
Temperatura (Q) 2,563 1,713 1,496 0,232
1Lx 2L 2,940 2,167 1,357 0,268

(L) = coeficiente linear; (Q) = coeficiente quadratico

A analise de variancia da viabilidade celular indica que a falta de ajuste ndo apresentou

significancia, demonstrando que o modelo é preditivo (Tabela 21). Além disso, 0 Rz do modelo

obtido, usando somente os coeficientes significativos, foi de 0,70, portanto ele explica 70% da

variabilidade dos resultados dessa variavel resposta (Equacéo 5).

Tabela 21 - Resultado de andlise de variancia (ANOVA) obtida pelo programa Statistica 7.0 para a
viabilidade celular com 168 horas de fermentacéo para o isolado da espécie H. opuntiae (41) no DCCR1.

SQ GL MQ Fcalc Valorp Ftab
(1) Conc. Inicial de 31,751 1 31,751 6,761 0,080
leveduras (10%) (L)
Conc. Inicial de 104,09 1 104,093 22,165 0,018
leveduras (10°) (Q) 3
(2) Temperatura 13164 1 131,648 28,032 0,013
(°C) (L) 8
Temperatura (Q) 10511 1 10,511 2,238 0,232
1Lx 2L 8,646 1 8,646 1,841 0,268
Fa 82,849 6 13,808 2,940 0,202 6,94
Erro Puro 14,089 3 4,696
Total 323,67 11

1

(L) = coeficiente linear; (Q) = coeficiente quadratico; Fa = falta de ajuste; SQ = Soma Quadrética; GL =
grau de liberdade; MQ= Média quadratica; Fcal= F calculado; Ftab = F tabelado

Viabilidade celular(%) = 88,807 + 3,777x? — 4,057x, (5)

Assim como ocorreu com o isolado anterior, nenhuma variavel independente apresentou

efeito significativo sobre a concentracdo de acUcares redutores para o isolado da espécie H.

opuntiae (41) (Tabela 22).
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Tabela 22 - Efeitos das variaveis independentes e sua interacdo para a concentracdo de aglicares com
168 horas de fermentacédo para o isolado da espécie H. opuntiae (41) no DCCR1.

Efeito Erropuro t(3) p

Média 64,135 4,476 14,327 0,001
(1) Conc. Inicial de leveduras 7,607 6,331 1,202 0,316
(10%) (L)

Conc. Inicial de leveduras -7,609 7,078 -1,075 0,361
(10%) (Q)

(2) Temperatura (°C) (L) 2,846 6,331 0,450 0,684
Temperatura (Q) -1,508 7,078 -0,213 0,845
1Lx 2L -1,938 8,953 -0,216 0,842

(L) = coeficiente linear; (Q) = coeficiente quadratico

A andlise de varidncia da concentracdo de agUcares redutores novamente indicou que a
falta de ajuste ndo apresentou significancia, tornando assim o modelo obtido preditivo (Tabela
23). Contudo, novamente o R? do modelo obtido usando somente os coeficientes significativos
foi baixo (0,42) e explica somente 42 % da variabilidade das respostas da concentragdo de

agucares redutores.

Tabela 23 - Resultado de analise de variancia (ANOVA) obtida pelo programa Statistica 7.0 para a
concentracao de agucares redutores com 168 horas de fermentacao para o isolado da espécie H. opuntiae
(41) no DCCRL.

SQ GL MQ Fcal Valorp Ftab
(1) Conc. Inicial de 115,720 1 115,72 1,444 0,316
leveduras (10°) (L) 0
Conc. Inicial de 92,647 1 92,647 1,156 0,361

leveduras (10°) (Q)
(2) Temperatura 16,197 1 16,197 0,202 0,684

(°C) (L)

Temperatura (Q) 3,636 1 3,636 0,045 0,845

1Lx 2L 3,757 1 3,757 0,047 0,842

Fa 75,891 3 25,297 0,316 0,816 9,28
Erro Puro 240,460 3 80,153

Total 544,671 11

(L) = coeficiente linear; (Q) = coeficiente quadratico; Fa = falta de ajuste; SQ = Soma Quadréatica; GL = grau de
liberdade; MQ= Média quadratica; Fcal= F calculado; Ftab = F tabelado

Para o teor alcoolico, somente o coeficiente quadratico da temperatura foi significativo
e apresentou efeito negativo sobre essa variavel resposta (Tabela 24). Assim como para as
varidveis respostas anteriores, a analise de variancia apontou a falta de ajuste como nao

significativa, indicando se tratar de um modelo preditivo (Tabela 25). No entanto, o R? do
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modelo obtido usando somente os coeficientes significativos foi baixo (0,42). Assim como para
a concentracdo de acucares redutores esse modelo explica somente 42 % da variabilidade das

respostas do teor alcodlico.

Tabela 24 - Efeitos das varidveis independentes e sua interagdo para o teor alcodlico com 168 horas de
fermentacgdo para o isolado da espécie H. opuntiae (41) no DCCRL.

Efeito Erropuro t(3) p

Média 0,829 0,0399 20,784 0,000
(1) Conc. Inicial de leveduras 0,124 0,0564 2,193 0,116
(10%) (L)

Conc. Inicial de leveduras -0,008 0,0631 -0,134 0,902
(10%) (Q)

(2) Temperatura (°C) (L) 0,165 0,0564 2,922 0,061
Temperatura (Q) -0,257 0,0631 -4,077 0,027
1Lx 2L 0,066 0,0798 0,825 0,470

(L) = coeficiente linear; (Q) = coeficiente quadratico

Tabela 25 - Resultado de analise de variancia (ANOVA) obtida pelo programa Statistica 7.0 para o teor
alcodlico com 168 horas de fermentagdo para o isolado da espécie H. opuntiae (41) no DCCR1.
SQ GL MQ Fcal Valorp Ftab

(1) Conc. Inicial de 0,031 1 0,031 4,810 0,116

leveduras (10%) (L)

Conc. Inicial de 0,000 1 0,000 0,018 0,902

leveduras (10%) (Q)

(2) Temperatura 0,054 1 0,054 8,537 0,061

(°C) (L)

Temperatura (Q) 0,106 1 0,106 36,62 0,027

1Lx 2L 0,004 1 0,004 0,680 0,470

Fa 0,132 7 0,019 2,96 0,201 8,89
Erro Puro 0,019 3 0,006

Total 0,260 11

(L) = coeficiente linear; (Q) = coeficiente quadratico; Fa = falta de ajuste; SQ = Soma Quadratica; GL = grau de
liberdade; MQ= Média quadratica; Fcal= F calculado; Ftab = F tabelado

Apesar dos dados para o teor alcodlico ndo resultarem na geragdo de um modelo
matematico com R2 satisfatério, foi gerado um grafico de superficie de resposta que indica a
tendéncia dessa variavel resposta para o isolado da espécie H. opuntiae (41). Portanto, para
obter maior teor alcodlico usando essa espécie € indicado utilizar uma temperatura proxima de
20°C (ou ponto central codificado). Porém, se o objetivo é obter um menor teor alcodlico é

indicado o uso de temperaturas mais baixas (Figura 27).



Figura 27 - Grafico de superficie de resposta referente ao teor alcodlico do DCCR1 usando o

isolado da espécie H. opuntiae (41), o qual relaciona a temperatura (C°) com a concentragdo
inicial de leveduras (10%), usando seus valores codificados.
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Os resultados obtidos para a producao de acetato de feniletila, acetato de etila, acetato

de isoamila e alcool isoamilico pelo isolado da espécie H. opuntiae (41) apontam que nenhuma
variavel independente estudada no DCCR1 apresentou efeito significativo (Figura 28).
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Figura 28 - Diagramas de pareto demonstrando se o efeito das variaveis independentes ou sua
interacdo apresentaram significancia sobre os compostos aromaéticos determinados com 168
horas de fermentagdo usando o isolado da espécie H. opuntiae (41).

Acetato de feniletila— 168 horas
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p=,05

Variavel independente significativa = coluna azul da variavel independente passa a linha vertical
vermelha; Varidvel independente néo significativa = coluna azul da variavel independente ndo passa a linha

vertical vermelha.

Mesmo nenhuma varidvel independente sendo significativa, constata-se a partir da

tabela 26 que o acetato de etila foi produzido somente pelo isolado da espécie H. opuntiae (41)

e ndo pelos controles positivos S-23 e T-58. Porém, esses controles positivos produziram

maiores concentracGes de feniletilacetato. O controle positivo S-23 produziu a maior

concentracdo de acetato de isoamila e alcool isoamilico. No entanto, quando comparado ao

controle positivo T-58, alguns ensaios do isolado da espécie H. opuntiae (41) apresentaram

maiores concentragdes desses compostos aromaticos.

Além disse, no desenvolvimento desses DCCR1, foi constatado que em temperaturas

mais elevadas os isolados de ambas as espécies de leveduras ndo convencionais exalaram um

aroma de acetona e produziram um aglomerado de células nas paredes dos Erlenmeyers.



78

Tabela 26 - Dados obtidos da produgdo dos compostos arométicos usando os ensaios do DCCR1 do
isolado da espécie H. opuntiae (41), o controle negativo (C1), os controles positivos S23 (S. pastorianus)
e T58 (S. cerevisiae) com 168 horas de fermentacdo.

Ensaio  Acetato de etila  Acetato de Isoamila Alcool isoamilico Feniletilacetato
(Mg/L) (Mg/L) (Ho/L) (Mg/L)
1 15.84 + 2.51 26.78 £1.19 7191 +251 58.39 £ 0.43
2 165.75 + 100.12 + 20.47 29.80 + 3.09 146.21 + 22.63
14.33
3 56.78 + 8.22 20.86 £ 2.02 51.68 + 2.28 126.91 +£1.36
4 55.67 £ 6.90 87.16 £ 6.27 18.64 + 0.46 209.10 + 38.35
5 156.80 + 167.88 + 18.12 36.21 £ 5.28 330.03 + 13.10
12.85
6 17781 + 213.05 + 23.61 37.95+3.78 411.86 +40.11
12.27
7 50.00 + 3.61 37.18 +1.11 39.35 + 0.55 154.61 +11.01
8 177.81 + 213.05 + 23.61 37.95+ 3.78 411.86 + 40.11
12.27
9 12.01 £ 0.96 35.53 £ 0.50 81.34 +2.02 131.83 £ 18.33
10 138.67 + 7.52 162.51 £ 16.09 23.85+2.05 423.56 + 14.96
11 17451 £ 2.29 197.51 £ 16.24 30.88 £+ 1.51 324.25 + 29.97
12 166.67 + 166.47 £ 29.71 35.00+£3.71 403.61 +72.16
14.99
Cil 24.15 + 2.29 n.d. n.d. 28.03 +£4.51
S23 n.d. 259.10 + 24.15 86.96 + 10.54 699.98 + 72.83
T58 n.d. 129.55 + 20.27 51.04 + 3.03 767.01 + 122.61

5.3 Estudo 3 - DCCR2

5.3.1 Resultados do DCCR2 para o isolado da espécie W. anomalus (53C)

Os dados do altimo dia de fermentacdo do DCCR2 do isolado da espécie W. anomalus

(53C) indicam que para a viabilidade celular nenhuma varidvel independente teve efeito

significativo (Tabela 27).
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Tabela 27 - Efeitos das varidveis independentes e sua interagdo para a viabilidade celular com 168 horas

de fermentacdo para o isolado da espécie W. anomalus (53C) no DCCR2.

Efeito Erropuro t(3) p

Média 98,319 0,434 226,706 0,000
(1) Conc. Inicial de leveduras 0,257 0,613 0,420 0,703
(10%) (L)

Conc. Inicial de leveduras 0,192 0,686 0,280 0,798
(10%) (Q)

(2) Conc. Inicial do mosto (P°) -1,312 0,613 -2,139 0,122
(L)

Conc. Inicial do mosto (P°) (Q) 1,058 0,686 1,542 0,221
1Lx 2L -0,993 0,867 -1,145 0,335

(L) = coeficiente linear; (Q) = coeficiente quadratico.

A partir da analise de variancia observa-se que para essa variavel resposta ndo houve

falta de ajuste, indicando se tratar de um modelo preditivo (Tabela 28). No entanto, o R2 do

modelo obtido foi baixo (0,42) e explica somente 42 % da variabilidade das respostas da

viabilidade celular.

Tabela 28 - Resultado de analise de variancia (ANOVA) obtida pelo programa Statistica 7.0 para a
viabilidade celular com 168 horas de fermentacdo para o isolado da espécie W. anomalus (53C) no

DCCR2.

SQ GL MQ Fcal Valor p Ftab
(1) Conc. Inicial de 0,132 1 0,132 0,176 0,703
leveduras (10%) (L)
Conc. Inicial de 0,059 1 0,059 0,078 0,798
leveduras (10) (Q)
(2) Conc. Inicial do 3,441 1 3441 4574 0,122
mosto (P°) (L)
Conc. Inicial do mosto 1,790 1 1,790 2,379 0,221
(P°) (Q)
1Lx 2L 0,986 1 0,986 1,310 0,335
Fa 6,504 3 2,168 2,882 0,204 9,28
Erro Puro 2,257 3 0,752
Total 15,111 11

(L) = coeficiente linear; (Q) = coeficiente quadratico; Fa = falta de ajuste; SQ = Soma Quadratica; GL = grau de

liberdade; MQ= Média quadratica; Fcal= F calculado; Ftab = F tabelado

Os resultados referentes a concentracdo de acUcares redutores indicam que 0S

coeficientes lineares e quadraticos da concentracdo inicial do mosto tiveram efeito significativo

sobre essa varidvel resposta. Enquanto o coeficiente linear da concentracao inicial do mosto

exerceu efeito positivo, o coeficiente quadratico exerceu efeito negativo sobre essa variavel

resposta. Contudo, é possivel perceber pelos valores de p que a significancia do coeficiente
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linear da concentracdo inicial do mosto foi maior do que do coeficiente quadratico desta

variavel independente (Tabela 29).

Tabela 29 - Efeitos das variaveis independentes e sua interacdo para a concentracdo de aglicares com
168 horas de fermentacdo para o isolado da espécie W. anomalus (53C) no DCCR2.

Efeito Erropuro t(3) p

Meédia 140,766 4,353 32,337 0,000
(1) Conc. Inicial de leveduras 7,686 6,156 1,248 0,300
(10%) (L)

Conc. Inicial de leveduras -13,567 6,883 -1,971 0,143
(109 (Q)

(2) Conc. Inicial do mosto (P°) 68,113 6,156 11,064 0,002
(L)

Conc. Inicial do mosto (P°) (Q) -31,285 6,883 -4,545 0,020
1Lx 2L 11,692 8,706 1,343 0,272

(L) = coeficiente linear; (Q) = coeficiente quadrético.

A analise de variancia feita para a concentracdo de acgucares redutores novamente
indicou que a falta de ajuste ndo apresentou significancia, tornando assim o modelo obtido
preditivo (Tabela 30). Além disso, 0 R2 obtido para o0 modelo, usando somente os coeficientes
significativos (Equacéo 6), foi de 0,91, indicando que esse modelo explica 91 % da variacéo

dos dados obtidos para a concentracdo de agUcares redutores.

Conc. agucares redutores (g/L) = 135,339 + 34,056 — 14,286x2 (6)

Tabela 30 - Resultado de analise de variancia (ANOVA) obtida pelo programa Statistica 7.0 para a
concentracdo de acucares redutores com 168 horas de fermentacdo para o isolado da espécie W.
anomalus (53C) no DCCR2.

SQ GL MQ Fcalc Valorp Ftab
(1) Conc. Inicial de 118,142 1 118,142 1,559 0,300
leveduras (10°) (L)
Conc. Inicial de 294,515 1 294515 3,885 0,143
leveduras (10°) (Q)
(2) Conc. Inicial do  9278,687 1 9278,687 122,4 0,002

mosto (P°) (L) 12

Conc. Inicial do 1566,028 1 1566,028 20,66 0,020

mosto (P°) (Q) 0

1Lx 2L 136,710 1 136,710 1,804 0,272

Fa 771,963 6 128,660 1,697 0,356 6,94
Erro Puro 227,396 3 75,799

Total 11638,624 11

(L) = coeficiente linear; (Q) = coeficiente quadratico; Fa = falta de ajuste; SQ = Soma Quadratica; GL = grau de
liberdade; MQ= Média quadratica; Fcal= F calculado; Ftab = F tabelado
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O grafico de superficie de resposta da concentracdo de agucares redutores, gerado a
partir do modelo matematico criando pelo programa Statistica 7.0, o qual considera todos os
coeficientes da regresséo e obteve um R2de 0,96, indica que quanto maior a concentracao inicial
do mosto maior a concentracdo final de agucares redutores. Apontando assim, que concentracao
inicial do mosto € diretamente proporcional a concentracdo final de acUcares redutores (Figura
29).

Figura 29 - Gréfico de superficie de resposta referente a concentragdo de acucares redutores do
DCCR2 usando o isolado da espécie W. anomalus (53C), o qual relaciona a concentragao inicial do
mosto(°P) com a concentracdo inicial de leveduras (10%), usando seus valores codificados.

e e®
w5
%0000

(-]
<

&0

I 160

garRINDe MY
&

[ 80
' []40
a® Q‘ s . B 0

B) S0l

Referente a producdo de alcool, somente o coeficiente linear da concentracédo inicial
apresentou efeito significativo, o qual foi positivo assim como ocorreu com a concentracdo de
acucares redutores (Tabela 31).

O modelo obtido para essa variavel resposta ndo apresentou falta de ajuste segundo a
analise de variancia, tornando-o preditivo (Tabela 32). Ademais, 0 R2 desse modelo foi de 0,84,

ou seja, 84% da variacdo dos resultados do teor alcodlico é explicada por esse modelo (Equacéo
7).
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Tabela 31 - Efeitos das varidveis independentes e sua interagdo para o teor alcodlico com 168 horas de
fermentacdo para o isolado da espécie W. anomalus (53C) no DCCR2.

Efeito Erropuro t(3) p

Média 0,992 0,075 13,306 0,001
(1) Conc. Inicial de leveduras 0,056 0,105 0,533 0,631
(10%) (L)

Conc. Inicial de leveduras 0,223 0,118 1,893 0,155
(109 (Q)

(2) Conc. Inicial do mosto (P°) 0,856 0,105 8,124 0,004
(L)

Conc. Inicial do mosto (P°) (Q) 0,056 0,118 0,477 0,666
1Lx 2L -0,163 0,149 -1,093 0,354

(L) = coeficiente linear; (Q) = coeficiente quadratico.

Tabela 32 - Resultado de analise de variancia (ANOVA) obtida pelo programa Statistica 7.0 para o teor
alcodlico com 168 horas de fermentacdo para o isolado da espécie W. anomalus (53C) no DCCR2.
SQ GL MQ Fcal Valor p Ftab

(1) Conc. Inicial de 0,006 1 0,006 0,284 0,631

leveduras (10°) (L)

Conc. Inicial de 0,080 1 0,080 3,583 0,155

leveduras (10) (Q)

(2) Conc. Inicial do 1,467 1 1,467 65,996 0,004

mosto (P°) (L)

Conc. Inicial do 0,005 1 0,005 0,228 0,666

mosto (P°) (Q)

1Lx 2L 0,027 1 0,027 1,194 0,354

Fa 0,210 7 0,030 1,352 0,439 8,89
Erro Puro 0,067 3 0,022

Total 1,744 11

(L) = coeficiente linear; (Q) = coeficiente quadrético; Fa = falta de ajuste; SQ = Soma Quadréatica; GL = grau de
liberdade; MQ= Média quadratica; Fcal= F calculado; Ftab = F tabelado

Teor alcodlico (%) = 1,085 + 0,428x, (7)

O programa Statistica 7.0, indica que para se obter o maior teor de alcool (1,99%)
usando o isolado da espécie W. anomalus (53C) em uma fermentacdo de sete dias a 14 °C, o
ideal seria usar uma concentragdo de levedura inicial de 5x10* células. mL™ (-1,41 codificado)
e uma concentracao inicial de mosto de 18°P (+1,41 codificado). Ressaltando que esses valores
sdo baseados no modelo matematico gerado pelo programa, o qual considera todos o0s
coeficientes da regressao e obteve um Rz de 0,91.

Essa tendéncia também pode ser observada a partir do gréfico de superficie de resposta

do teor alcodlico. Portanto, constata-se que assim como ocorreu para a concentracdo de
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acucares redutores, a concentracdo inicial do mosto é diretamente proporcional ao teor
alcoolico. Ou seja, para obter teores alcodlicos maiores indica-se 0 uso de mostos com maiores

concentracbes e para obter menores teores alcodlico o uso de mostos com menores
concentragdes (Figura 30).

Figura 30 - Gréafico de superficie de resposta referente ao teor alcodlico do DCCR2 usando o
isolado da espécie W. anomalus (53C), o qual relaciona a concentragdo inicial do mosto(°P) com
a concentragdo inicial de leveduras (10%), usando seus valores codificados.
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5.3.2 Resultados do DCRR2 para o isolado da espécie H. opuntiae (4l).

Os dados do ultimo dia de fermentacdo do DCCR2 apontam que para o isolado da
espécie H. opuntiae (41), assim como ocorreu com o isolado anterior, nenhuma variavel
independente usada nesse planejamento estatistico teve efeito significativo sobre a viabilidade
celular (Tabela 33). A analise de variancia para essa variavel resposta indica que esse modelo
é preditivo por ndo haver falta de ajuste (Tabela 34). Porém, o R2 desse modelo foi de 0,30,

sendo considerado um valor muito baixo, dado que ele explica somente 30% da variabilidade
das respostas da viabilidade celular.



84

Tabela 33 - Efeitos das varidveis independentes e sua interagdo para a viabilidade celular com 168 horas
de fermentacdo para o isolado da espécie H. opuntiae (41) no DCCR2.

Efeito Erropuro t(3) p

Média 98,718 0,973 101,502 0,000
(1) Conc. Inicial de leveduras -1,284 1,375 -0,933 0,419
(109 (L)

Conc. Inicial de leveduras 0,062 1,538 0,040 0,970
(109 (Q)

(2) Temperatura (°C) (L) 1,041 1,375 0,757 0,504
Temperatura (Q) -2,998 1,538 -1,950 0,146
1Lx 2L 0,016 1,945 0,008 0,994

(L) = coeficiente linear; (Q) = coeficiente quadratico

Tabela 34 - Resultado de andlise de variancia (ANOVA) obtida pelo programa Statistica 7.0 para a
viabilidade celular com 168 horas de fermentacéo para o isolado da espécie H. opuntiae (41) no DCCR2.
SQ GL MQ Fcalc Valor p Ftab

(1) Conc. Inicial de 3,297 1 3,297 0,871 0,419

leveduras (10°) (L)

Conc. Inicial de 0,006 1 0,006 0,002 0,970

leveduras (10) (Q)

(2) Temperatura 2,168 1 2,168 0,573 0,504

(°C) (L)

Temperatura (Q) 14,382 1 ;4,38 3,801 0,146

1Lx 2L 0,000 1 0,000 0,000 0,994

Fa 36,287 3 12,09 3,197 0,183 9,28
6

Erro Puro 11,351 3 3,784

Total 68,214 11

(L) = coeficiente linear; (Q) = coeficiente quadratico; Fa = falta de ajuste; SQ = Soma Quadréatica; GL = grau de
liberdade; MQ= Média quadratica; Fcal= F calculado; Ftab = F tabelado

Referente a concentracdo de acUcares redutores, somente o coeficiente linear da
concentracdo inicial do mosto apresentou efeito significativo, o qual foi positivo (Tabela 35).
O modelo obtido ndo apresentou falta de ajuste segundo a analise de variancia, ou seja, ele é
considerado preditivo (Tabela 36). Além de preditivo, 0 R2 desse modelo foi de 0,90, sendo
considerado um R2 muito bom, ja que ele explica 90% da variacdo dos resultados da

concentracdo de agUcares redutores (Equacéo 8).
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Tabela 35 - Efeitos das variaveis independentes e sua interacdo para a concentracdo de aglicares com
168 horas de fermentacédo para o isolado da espécie H. opuntiae (41) no DCCR2.

Efeito Erropuro t(3) p

Média 133,250 6,398 20,828 0,000
(1) Conc. Inicial de leveduras 3,958 9,048 0,438 0,691
(10" (L)

Conc. Inicial de leveduras 9,620 10,116 0,951 0,412
(10%) (Q)

(2) Temperatura (°C) (L) 83,234 9,048 9,199 0,003
Temperatura (Q) -17,168 10,116 -1,697 0,188
1Lx 2L -14,487 12,795 -1,132 0,340

(L) = coeficiente linear; (Q) = coeficiente quadratico

Tabela 36 - Resultado de anéalise de variancia (ANOVA) obtida pelo programa Statistica 7.0 para a
concentracdo de agUcares redutores com 168 horas de fermentagédo para o isolado da espécie H. opuntiae

(41) no DCCR2.

SQ GL MQ Fcal Valorp Ftab
(1) Conc. Inicial de 31,338 1 31,338 0,191 0,691
leveduras (10°) (L)
Conc. Inicial de 148,077 1 148,077 0,904 0,412
leveduras (10) (Q)
(2) Temperatura 13855,888 1 13855,8 84,63 0,003
(°C) (L) 88 1
Temperatura (Q) 471,599 1 471,599 2,880 0,188
1Lx 2L 209,878 1 209,878 1,282 0,340
Fa 1134,204 7 162,029 0,990 0,5569 8,89
Erro Puro 491,166 3 163,722
Total 15481,257 11

(L) = coeficiente linear; (Q) = coeficiente quadrético; Fa = falta de ajuste; SQ = Soma Quadréatica; GL = grau de
liberdade; MQ= Média quadratica; Fcal= F calculado; Ftab = F tabelado

Con. a¢ucares redutores (g/L) = 130,734 + 41,617x, (8)

O grafico de superficie de resposta da concentracdo de acgUcares redutores, gerado a

partir do modelo matematico criando pelo programa Statistica 7.0, que considera todos 0s

coeficientes da regressdo e obteve um R2 de 0,96, indica que concentracdo inicial do mosto é

diretamente proporcional a concentracdo final de acucares redutores. A mesma tendéncia foi

observada para o isolado anterior (Figura 31).



Figura 31 - Grafico de superficie de resposta referente a concentragdo de agucares redutores do
DCCR2 usando o isolado da espécie H. opuntiae (41), o qual relaciona a concentracdo inicial do
mosto(°P) com a concentracdo inicial de leveduras (10%), usando seus valores codificados.
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A respeito do teor alcodlico produzido pelo isolado da espécie H. opuntiae (41), assim
como para a concentracdo de agucares redutores, somente o coeficiente linear da concentracédo
inicial do mosto foi significativo, apresentando efeito positivo sobre o teor alcodlico (Tabela
37). O modelo obtido foi considerado preditivo pois néo apresentou falta de ajuste segundo a
andlise de variancia (Tabela 38). Além de preditivo, 0 modelo apresentou um R2 de 0,87, desta

foram, ele explica 87% da variacdo dos resultados do teor alcoolico (Equacéo 9).

86
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Tabela 37 - Efeitos das varidveis independentes e sua interagdo para o teor alcodlico com 168 horas de
fermentacdo para o isolado da espécie H. opuntiae (41) no DCCR2.

Efeito Erropuro t(3) p

Média 1,185 0,068 17,433 0,000
(1) Conc. Inicial de leveduras  -0,099 0,096 -1,028 0,380
(10%) (L)

Conc. Inicial de leveduras -0,066 0,107 -0,614 0,582
(10%) (Q)

(2) Temperatura (°C) (L) 0,830 0,096 8,633 0,003
Temperatura (Q) -0,233 0,107 -2,169 0,119
1Lx 2L -0,035 0,136 -0,254 0,816

(L) = coeficiente linear; (Q) = coeficiente quadratico

Tabela 38 - Resultado de analise de variancia (ANOVA) obtida pelo programa Statistica 7.0 para o teor
alcoodlico com 168 horas de fermentacdo para o isolado da espécie H. opuntiae (41) no DCCR2.
SQ GL MQ Fcal Valor p Ftab

(1) Conc. Inicial de 0,020 1 0,020 1,057 0,380

leveduras (10%) (L)

Conc. Inicial de 0,007 1 0,007 0,377 0,582

leveduras (10%) (Q)

(2) Temperatura 1,377 1 1,377 74,52 0,003

(°C) (L) 2

Temperatura (Q) 0,087 1 0,087 4,704 0,119

1Lx 2L 0,001 1 0,001 0,064 0,816

Fa 0,143 7 0,020 1,106 0,5143 8,89
Erro Puro 0,055 3 0,018

Total 1,575 11

(L) = coeficiente linear; (Q) = coeficiente quadratico; Fa = falta de ajuste; SQ = Soma Quadréatica; GL = grau de
liberdade; MQ= Média quadratica; Fcal= F calculado; Ftab = F tabelado

Teor alcodlico (%) = 1,085 + 0,415x, (9)

O programa Statistica 7.0, indica que para se obter o maior teor de alcool (1,60%),
usando o isolado da espécie H. opuntiae (41) em uma fermentacéo de sete dias a 14 °C, o ideal
seria usar uma concentracdo de levedura inicial de 5x10° células. mL™ (-1,24 codificado) e uma
concentragéo inicial de mosto de 19,5°P (1,87 codificado). Lembrando que esses valores séo
baseados no modelo matematico gerado pelo programa, o qual considera todos os coeficientes
da regressao e obteve um Rz de 0,94.

A partir do gréafico de superficie de resposta do teor alcodlico é possivel verificar que a
para obter maiores teores alcodlicos o melhor seria fazer usar de mostos com maiores

concentrages iniciais e para obter menores teores alcoolicos o mais adequado seria usar mostos
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com menores concentragdes (Figura 32). Portanto, assim como ocorreu para a concentragao de

acucares redutores constata-se que, a concentracao inicial do mosto é diretamente proporcional
ao teor alcoolico.

Figura 32 - Gréfico de superficie de resposta referente ao teor alcoélico do DCCR2 usando o

isolado da espécie H. opuntiae (41), o qual relaciona a concentragdo inicial do mosto(°P) com
a concentracdo inicial de leveduras (10x), usando seus valores codificados.
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6 DISCUSSAO

6.1 Estudo 1 - Isolamento, purificacéo e identificacéo

6.1.1 Isolamento e purificacdo

As abelhas sem ferrdo séo conhecidas por serem generalistas contudo, dependendo da
espécie, pode existir “preferéncia” por uma certa fonte vegetal, o que explicaria a presenca de
alguns morfotipos exclusivamente no polen de uma das espécies de abelha estudadas
(MICHENER, 2007). Ja a presenca compartilhada de alguns morfotipos entre duas espécies de
abelhas sem ferrdo pode ser explicada pela possivel associacdo dessas leveduras com 0s ninhos
dessas abelhas sem ferrdo, assim como pelos recursos de forrageamento em comum na area
estudada. Essa associacdo é ratificada por Neto e Morais (2020) através da rede de
relacionamento entre espécies de abelhas sem ferrdo criada pelas leveduras presentes nos ninhos
das abelhas. Nessa rede, assim como no presente estudo, é possivel verificar a relacdo entre as
espécies Scaptotrigona postica e Frieseomelitta varia que possuem espécies de leveduras em
comum e outras exclusivas.

O fato da espécie Melipona (Melikerria) interrupta ter apresentado maior quantidade de
morfotipos também foi ser constatado por Meireles (2018) em seu trabalho com o isolamento
e identificacdo de leveduras de Melipona (Melikerria) interrupta e Cephalotrigona femorata.
O estudo demonstrou que o pdlen da primeira espécie de abelha apresentou maior quantidade
de espécies de leveduras (6) quando comparada a outra abelha estudada (4 espécies de
leveduras), tendo em vista a quantidade de espécies de leveduras total encontrada no polen e
ndo pensando nos diferentes locais estudados.

Portanto, a existéncia das leveduras no pélen das abelhas sem ferrdo é mais do que
comprovada através do presente estudo e dos trabalhos mencionados acima. Porém, o
conhecimento a respeito da microbiota de leveduras presentes em certas espécies de abelhas
sem ferrdo, como por exemplo, as quatro estudadas nesse trabalho ainda ¢ limitada (MENEZES
et al., 2013). Essa realidade é reforcada pelas informacdes contidas na figura 33 na qual
comprova-se que além de ndo existir muitos artigos a respeito das quatro espécies de abelhas
sem ferrdo estudadas, a quantidade de artigos relacionando essas espécies com a presenca de

leveduras é ainda menor ou nula.
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Figura 33- Gréfico resultante da pesquisa realizada no site ScienceDirect para 0s
titulos: Stingless bee, Stingless bee bacteria, Stingless bee yeast, cada uma das quarto
espécies estudadas e a associa¢do das mesmas com leveduras no periodo de 2015 até
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6.1.2 Teste qualitativo de potencial fermentativo de maltose

Quando se imagina algum processo fermentativo envolvendo uso de agucares para a
producdo de alcool € comum lembrar da espécie Saccharomyces cerevisiae, que se destaca em
todos os setores industriais envolvendo esse tipo de processo. Contudo, como foi possivel
constatar a partir dos resultados obtidos no presente trabalho, algumas leveduras isoladas a
partir do polen das abelhas sem ferrdo sdo capazes de fermentar a maltose, mesmo que em
velocidade e quantidade menores do que uma S. cerevisiae. A maior parte dessas leveduras,
também nomeadas como ndo-Saccharomyces ou como ndo convencionais, sao conhecidas de
fato por apresentarem metabolismo fraco para o processo fermentativo ou ndo completam o
processo de fermentacdo alcoolica (CIANI e COMITINI, 2011; YE et al., 2014).

Algumas espécies de leveduras ndo convencionais sdo fermentadoras de maltose como
por exemplo a Dekkera bruxelllensis, Wickerhamomyces anomalus, Pichia kluyveri,
Torrulaspora delbrueckii e Candida zemplinina. Normalmente essas espécies sdo relacionadas
com a producdo de bioetanol, destilados, cervejas e tequilas (WALKER e WALKER, 2018).
Contudo, mesmo fermentando a maltose algumas espécies ndo apresentam a producéao de gés e
sim de acido, como a W. anomalus e Saccharomycopsis fibuligera, estudadas por Liu e
colaboradores (2018). O trabalho de Li et al. (2019) com fermentacdo de massas, confirmou a

baixa capacidade de fermentacédo dessas espécies, devido a sua baixa producdo de gés e lenta
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liberacdo do mesmo. Rijswijck et al (2017) trabalhando com as espécies Cyberlindnera fabianii
e Pichia kudriavzevii também observaram esse contexto pois essas espécies usaram toda a
glicose do meio e somente 1g/L de maltose. Essa baixa capacidade de fermentar a maltose deve
estar relacionada a auséncia ou a pouca presenca dos locus independentes MAL (MALL,
MAL2, MAL3, MAL4 e MALG6), compostos por um gene de maltase intracelular, um gene de
proteina de transporte de maltose e um gene de proteina reguladora positiva. A fermentacéo da
maltose pode ser realizada com a presenca de no minimo um desses locus, no entanto, a
presenca de mais de um locus ou de todos os cinco, aumenta a capacidade de fermentacao desse
acucar (NOVAK; ZECHNER-KRPAN; MARIE, 2004). Até o momento, pouco se sabe a
respeito da presenca dos locus de maltose nas leveduras ndo convencionais e nao existem muito
estudos que abordam esse tema. Um dos Unicos estudos a respeito de gene de maltose nesse
tipo de levedura foi conduzido por Viigand et al. (2005), os quais citam o gene de maltase
HPMALL e o gene funcional maltose-permease HPMAL2 presente na espécie Hansenula
polymorpha. Os autores também sugerem a existéncia de um gene ativador funcional MAL.
A maior capacidade de fermentar a maltose apresentada por alguns isolados quando
previamente inoculados em YPD e outros em YPM, pode estar relacionada com a
potencializagdo do funcionamento do seu metabolismo antes do processo fermentativo,
decorrente da sua preferéncia pela fonte de aglcar previamente disponibilizada. Ademais, 0s
isolados previamente inoculados em YPM podem ter adquirido predisposicdo ao consumo
desse agucar, facilitando o uso do mesmo na fermentagédo (JOSEPH e BACHHAWAT, 2014).
A partir do cenario apresentado acima, é possivel notar que ainda existe uma lacuna na

literatura no que diz respeito a fermentagdo de maltose por leveduras ndo convencionais.

6.1.3 Teste de resisténcia a alta concentracdo de agucares

Geralmente as leveduras ndo convencionais sdo conhecidas por sobreviverem a altos
teores de acgucares, ou seja, sao osmotolerantes como afirma Mukherjee et al. (2017) para as
leveduas ndo convencionais Candida bombi, Candida metapsilosis, Candida parapsilosis,
Citeromyces matritensis, Kodamaea ohmeri, Metschnikowia pulcherrima,
Schizosaccharomyces pombe, Torulaspora delbrueckii, Zygosaccharomyces bailii,
Zygosaccharomyces mellis e Zygosaccharomyces rouxii. Esse cenario corrobora somente em
parte com o que foi observado no presente estudo pois como foi visto, somente cinco isolados

apresentaram bom crescimento nas menores e maiores concentra¢cdes de ambos os agucares
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utilizados. O pouco crescimento que alguns isolados apresentaram na maior concentragao de
glicose pode estar relacionado com a composi¢do do polen das abelhas sem ferrdo do qual foram
isolados, pois mesmo que a maioria dos estudos indicam que essas abelhas possuem alta
concentracfes de aclcares no seu polen (REBELO et al., 2016; CHUTTONG et al., 2018),
existem estudos que obtiveram baixa quantidade de carboidratos na composic¢éo do polen de
algumas espécies dessas abelhas. Um exemplo é espécie Tetragonisca angustula, que
apresentou de 27,62 a 31.03 g/100g de carboidrato total no seu polen e a espécie Melipona
mandacaia com 12 +2g de acucares totais (VIT et al., 2016; BARBARA et al., 2015). A
dificuldade de crescimento em maiores concentracfes de maltose que algumas leveduras
possuem ja foi constatada por Ravasio et al. (2018) trabalhando com Candida kofuensis, Pichia
farinosam, Pichia fermentans, Pichia kluyveri Torulaspora delbrueckii, Wickerhamomyces
anomalus e Saccharomyces pastorianus.

O crescimento de certos isolados somente em meio contendo glicose, demonstra que
esses isolados ndo metabolizam a maltose. Essa falta de aptiddo no uso desse agucar pode estar
relacionada ao fato desses isolados terem sido isolado do pdlen das abelhas sem ferrdo, que
normalmente ndo possui maltose em sua composi¢éo e sim frutose, glicose e sacarose (SILVA
et al., 2014) e as vezes manitol (SILVA et al., 2006). Apesar disso, sabe-se que o perfil fisico-
quimico do polen das abelhas sem ferrdo depende muito da sua origem floral (que nédo foi
avaliada neste estudo). Portanto, a habilidade de certos isolados em metabolizar esse aglcar
pode estar relacionada a presenca de maltose na composicao do polen de uma espécie dentre
essas quatro estudadas, mesmo que em menor concentracdo (DUARTE et al., 2018).

6.1.4 Teste qualitativo do potencial de floculacdo

A floculacdo, ou seja, a habilidade que as células possuem de se manterem aderidas
umas as outras e formaram flocos suspensos no meio de cultivo ou depositados no fundo do
recipiente, € uma das caracteristicas importantes nas leveduras cervejeiras (LI et al., 2017). Esta
caracteristica classifica o tipo de cerveja produzida, em Lager ou Ale, principalmente na
primeira, que normalmente utiliza leveduras com floculagdo que resultam em celulas no fundo
do tanque de fermentacdo (GIBSON et al., 2020). Contudo, como visto nos resultados, no
presente estudo ndo foi verificado essa caracteristica em nenhum dos isolados testados. O
mesmo foi constatado por Matraxia et al. (2021) usando cepas da espécie Hanseniaspora
uvarum. A auséncia de floculacéo nas leveduras ndo convencionais pode estar relacionada com

a falta de expressdo dos genes FLO e a fatores ambientais, visto que a floculacdo ¢ uma
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caracteristica influenciada pela temperatura, nutrientes, aeracao, entre outros (SOARES, 2010;
PANTELOGLOU e SMART, 2012, LI et al., 2017). Contudo, a falta de floculagdo pode ser
contornada utilizando a etapa de centrifugacdo que é realizada para a reutilizacdo de leveduras
em processos industriais (CAVALHEIRO, 2013). Além disso, a producdo de cerveja artesanal
que vem ganhando o mercado apresenta-se como um tipo de cerveja em que o importante é a
criatividade, a inovacdo, o sabor, o aroma e a qualidade do produto desenvolvido (LI et al.,
2018). Portanto, a caracteristica de flocular acaba ndo possuindo tanto peso como na producéo

das cervejas com classificacfes pré-estabelecidas como é o caso das cervejas Lager e Ale.

6.1.5 Identificacdo molecular dos isolados

A espécie Hanseniaspora opuntiae, resultante da identificacdo do isolado 4l, ja foi
relacionada a produtos obtidos de abelhas sem ferrdo anteriormente no estudo de Meireles
(2018) com Melipona interrupta e a Cephalotrigona femorata. No entanto, em grande parte dos
estudos essa espécie esta relacionada as fases iniciais de fermentacdes espontaneas de frutas e
na produgéo do vinho (BASTOS et al,. 2018). Além disso, geralmente as espécies de leveduras
do género Hanseniaspora possuem como caracteristica a colonizagdo de ambientes ricos em
acucares (LIBKIND et al., 2020). O que explicaria sua presenca nas fases iniciais das
fermentages, uma vez que essas fases possuem maior concentracdo de agucares.

Um exemplo desse contexto € o trabalho de Ruiz-Moyano et al. (2016) no qual a espécie
H. opuntiae representou 1,7% das leveduras presentes em figos. Gonzalez-Quijano et al. (2014)
também observaram a presenca de H. opuntiae, mesmo que em menor concentracdo na
fermentacdo da pimenta jalapend. A presenca dessa espécie de levedura ndo convencional foi
mais significante no trabalho de Lima et al. (2021), os quais constataram que a H. opuntiae
representou 98% das leveduras presente na fermentacdo do cacau. Figueroa-Hernandez et al.
(2019) citam a H. opuntiae como uma espécie comum na fermentacao do cacau. Recentemente,
relatou-se a presenca dessa espécie de levedura na pelicula do kombucha, sendo a H. opuntiae
apontada no mesmo estudo como a segunda levedura mais eficiente contra a degradacdo da
aflatoxina AFB1, a qual ocasiona risco a saide humana (TAHEUR et al., 2020).

A espécie de levedura ndo convencional Wickerhamomyces anomalus, a qual
corresponde ao isolado 53C, conhecida também pelo nome de Pichia anomala e Hansenula
andmala, é considerada uma espécie bem difundida na natureza e presente em diferentes
materiais de plantas e no solo (KURTZMAN; ROBNETT; BASEHOAR-POWERS, 2008).
Basso et al. (2016) apontam a cerveja, a massa fermentada, frutas, o saqué e a madeira de
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carvalho como locais onde a W. anomalus pode ser encontrada. Essa variedade de ambientes
reforca a afirmacgdo da W. anomalus ter vasta disseminacgdo na natureza. Assim como a espécie
H. opuntiae, a W. anomalus também é frequentemente associada a uva e a diferentes tipos de
vinhos (PADILHA et al., 2018) e ambientes fermentativos. Alguns exemplos séo o estudo de
Spitaels et al. (2014) que apontaram essa espécie de levedura como uma das mais
frequentemente encontrada na fermentagédo espontanea da cerveja do tipo Lambic e o estudo de
Porru et al. (2018) os quais observaram que as espécies de leveduras W. anomalus e
Nakazawaea molendini-olei representaram 75% dos isolados obtidos da fermentacdo de
azeitonas do cultivares Bosana. Essa espécie também foi apontada por Xie et al. (2018) como
a levedura dominante no sufu (tofu fermentado), um alimento derivado da fermentacédo do grédo
de soja.

A espécie Kodamaea ohmeri correspondente aos demais isolados submetidos a
identificacdo molecular ja foi isolada na cerveja indigena conhecida como chicha (PILO et al.,
2018), em vinho de palmeira, o qual € confeccionado a partir da fermentacdo da seiva de
palmeiras (OUOBA et al., 2012), na fermentacdo da pimenta Jalapend (GONZALEZ-
QUIJANO et al., 2014) e no “pao de abelha” fresco da Apis mellifera (DETRY et al., 2020).
Contudo, mesmo essa espécie demonstrando uma forte ligagdo com ambientes fermentativos,
alguns estudos vém relacionando a K. ohmeri a infecgdes em humanos, que apesar de ocorrer
raramente, tem capacidade de provocar severas infeccBes generalizadas em pacientes com
fatores de risco, com queimaduras profundas ou imunocomprometidos (TASHIRO et al., 2018;
MTIBAA et al., 2019). Somado a isso, o fato da K. ohmeri pertencer & mesma familia da
Candida faz com que na hora de ser diagnosticada ela seja comumente confundida com espécies
de Candida. Todavia, o antifangico fluconazol geralmente usado contra a Candida € menos
eficiente contra a K. ohmeri, tornando-a mais infecciosa (HITAM, 2020).

Como foi possivel notar, as trés espécies identificadas no presente estudo estdo
intimamente ligadas a processos fermentativos, o que pode explicar o fato das mesmas estarem
presentes no pélen das abelhas sem ferrdo, o qual passa por um processo fermentativo depois
de estocado nos potes (MENEZES et al., 2018). Com base em todo o cenéario apresentado
anteriormente constata-se que dentre as espécies de leveduras ndo convencionais isoladas a
Hanseniaspora opuntiae e a Wickerhamomyces anomalus sdo as que possuem maior potencial

para serem usadas na indudstria alimenticia.

6.1.6 Fermentacdes e cofermentacGes
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A maior diferenca na quantidade de células produzidas nas curvas padrdes a partir de
15 horas deve estar diretamente relacionada as fases exponenciais e estacionarias de cada
espécie. Enquanto a H. opuntiae atinge a sua fase estacionaria com 15 horas, ou seja, atinge sua
concentracdo maxima de células no meio, a W. anomalus nesse mesmo momento esta iniciando
a sua fase exponencial, ou seja, sua producdo acelerada de células. A partir desses resultados
dois cenéarios distintos podem ser considerados no contexto biotecnoldgico. O primeiro
apontaria a H. opuntiae como uma étima candidata para uso em processos fermentativos, pois
a mesma atinge a fase estacionaria com pouco mais de 12 horas de fermentac&o, o que aceleraria
0s processos realizados, pois normalmente essa fase é atingida com 24 horas ou mais
(TORRELLAS et al., 2020). Em contrapartida, o segundo cendrio apontaria a W. anomalus
como a melhor candidata para fins biotecnologicos que visam a producdo celular, pois mesmo
atingindo a fase estacionaria um pouco ap6s 24 horas de fermentacao, a mesma possui um 6timo
rendimento celular.

A maior viabilidade celular observada nas fermentagbes simples dos isolados das
espécies H. opuntiae e W. anomalus quando comparada com os controles (Saccharomyces
cerevisiae e Saccharomyces pastorianus), pode estar relacionada a utilizagdo dos nutrientes por
ambas as leveduras. Enquanto as leveduras ndo convencionais estdo direcionando a utilizacéo
desses nutrientes para a reproducgéo celular e produgdo de outras substancias, como por exemplo
o glicerol (o qual ndo foi analisado neste estudo), as espécies de Saccharomyces comerciais sdo
conhecidas pela eficiéncia em converter agucares em alcool e CO2. Henriques et al. (2018)
comparando a Saccharomyces cerevisiae com a levedura ndo convencional S.kudriavzevii, na
producdo de vinho sintético constataram 0 mesmo comportamento.

Esse mesmo comportamento nédo foi constatado nas cofermentagGes, nas quais o uso das
Saccharomyces conjuntamente com as leveduras ndo convencionais afetou consideravelmente
a viabilidade celular, principalmente quando usado a cofermentacdo simultanea. O fato da
cofermentacdo simultanea ter afetado mais a viabilidade celular deve estar relacionado a rapida
producdo de metabdlitos pelas Saccharomyces, como por exemplo, etanol, glicoproteinas, entre
outros, os quais afetam desde o inicio o crescimento das leveduras ndo convencionais, enquanto
a cofermentacdo tardia deve proporcionar uma populacéo razoavel das células dos isolados da
espécie W. anomalus e da espécie H. opuntiae nos primeiros trés dias sem as Saccharomyces
(VANNETTE e FUKAMI, 2014; BOYNTON e GREIG, 2016).

No que concerne a influéncia da temperatura na viabilidade celular, a menor temperatura
ter afetado negativamente a viabilidade celular indica que esses isolados ndo possuem

criotolerancia.
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O pouco consumo dos agucares observados pelas espécies ndo convencionais em
fermentacao simples corrobora com os resultados obtidos nos testes qualitativos de fermentacéo
da maltose, que demonstram que os isolados da espécie a W. anomalus (53C) e da espécie H.
opuntiae (41) fermentam sim a maltose contudo, muito menos do que uma Saccharomyces. I1sso
pode estar relacionado a pouca presenca dos locus independentes MAL, responsaveis pela
fermentacdo desse acgucar, nos seus genomas (NOVAK et al., 2004). O baixo consumo dos
acucares por essas espécies também explica o baixo teor alcoolico obtido nas suas fermentac6es
simples, nas quais mesmo o isolado da espécie W. anomalus (53C) apresentando o dobro do
teor alcoolico do isolado da espécie H. opuntiae (4l), ainda assim apresentou menos de 1% de
alcool, ndo podendo ser comparado com o teor alcoolico alcancado pelo controle positivo.
Estudos anteriores ja relacionaram a W. anomalus assim como outras espécies de leveduras néo
convencionais como a Zygosaccharomyces rouxii, Scheffersomyces shehatae (anteriormente
Candida shehatae) e a Pichia kluyveri com a producgédo de bebidas com baixo teor alcodlico
(DE FRANCESCO et al., 2015; LI, LIU, ZHANG, 2013; WALKER 2011; SARENS e
SWIEGERS 2013).

O aumento do consumo de agUcares observado nas co-culturas dos isolados da W.
anomalus (53C) e da H. opuntiae (41) com as Saccharomyces quando comparado a cultura
simples dessas leveduras ndo convencionais, principalmente nas cofermentagdes simultaneas,
deve estar diretamente relacionado ao consumo de maltose pelas Saccharomyces
conjuntamente com o consumo de glicose tanto pelas Saccharomyces quanto pelas leveduras
ndo convencionais. O aumento no teor alcodlico constatado nas cofermentacdes deve estar
diretamente relacionado com a melhora no consumo dos agucares.

O aumento da concentracdo de aclcares logo apOs a adicdo das Saccharomyces
observada na cofermentacéo tardia da co-cultura do isolado da espécie W. anomalus pode estar
relacionada a lise das células do isolado da espécie W. anomalus causado por essa adicao,
resultando na liberacdo de agucares que as mesmas continham. A queda imediata das células
do isolado da espécie W. anomalus com a adigdo de S. cerevisiae também foi constatada por
Ye et al. (2014) em seu trabalho com cultura mista dessas duas espécies para a producao de
cidra de macad. Essa queda causada pela presenca da S. cerevisiae deve estar relacionada a
producdo dos diferentes metabdlitos que ela produz (VANNETTE e FUKAMI, 2014;
BOYNTON e GREIG, 2016).

A maior temperatura ter apresentado maior consumo dos agucares redutores e maiores
teores alcodlico nos dois tipos de cofermentac6es pode estar diretamente relacionado ao tipo de

Saccharomyces usada, pois a S. cerevisiae, usada na maior temperatura, apresenta uma
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fermentacdo mais rapida e eficiente do que a S. pastorianus usada na temperatura mais baixa.
Enquanto a S. pastorianus, apresenta uma fermentacdo de 7 a 10 dias, a S. cerevisiae, apresenta
uma fermentagdo de 3 a 5 dias (VENTURI FILHO, 2010; LIBKIND et al., 2011). Essa
caracteristica das Saccharomyces também pode explicar por que a cofermentacéo simultanea,
na menor temperatura, converteu mais agucares em alcool do que a cofermentacdo tardia e na
maior temperatura ndo haver diferenca entre o teor alcodlico dessas duas cofermenta¢des. Ou
seja, enquanto adicionar a S. cerevisiae trés dias depois da fermentacdo ou no inicio da
fermentagdo pode ndo afetar tanto seu resultado com oito dias de fermentagéo, esse intervalo
de tempo deve afetar o rendimento da S. pastorianus em uma fermentacdo com a mesma
duracéo.

Mesmo ndo produzindo muito alcool, e pensando no melhor consumo de acgucares, o
fato dos isolados da espécie W. anomalus (53C) e da espécie H. opuntiae (41) terem consumido
melhor os agucares na menor temperatura pode demonstrar que sao leveduras que poderiam
serem usadas na producao de cervejas do tipo Lager que sdo fermentadas a uma temperatura
mais baixa (LI et al., 2017).

6.2 Estudo2-DCCR1

6.2.1 Influéncia da temperatura e concentracdo inicial de levedura sobre as variaveis respostas

O aumento da temperatura ter afetado negativamente a viabilidade celular dos isolados
da espécie W. anomalus (53C) e da espécie H. opuntiae (41) pode estar relacionado ao fato de
temperaturas mais altas ocasionarem o aumento de estresse no processo fermentativo levando
ao lise celular e consequentemente diminuindo a viabilidade celular (BASSOS et al., 2008;
WHITE, ZAINASHEFF, 2010). Mesmo a espécie W. anomalus sendo conhecida por sua
tolerancia a diferentes estresses ambientais, dentre eles a diferentes temperaturas, neste caso,
deve-se considerar que em um processo fermentativo ocorre a agdo de outros fatores aliados a
temperatura, que podem ter afetado essa variavel resposta e que ndo foram controlados nem
testados, como por exemplo a aeracdo (WALKER, 2011).

A concentracéo inicial de levedura ter influenciado positivamente a viabilidade celular
de ambos os isolados testados deve estar diretamente relacionada a quantidade de células
adicionadas inicialmente. Portanto, se mais células forem adicionadas no inicio do processo é
muito provavel que no final do mesmo a quantidade de células restante seja maior.

Nenhuma variavel independente tem efeito significativo na concentracdo final de

acucares redutores demonstra que independente da condicdo a assimilagdo de maltose, glicose
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e maltotriose, presente no extrato de malte, continua minima nos isolados de ambas as espécies.
Alguns estudos relatam que a espécie W. anomalus possui habilidade de metabolizar a maltose
e até pode ser melhor do que uma levedura de cerveja comercial, outros estudos relatam
exatamente o oposto, ou seja, corroborando com o cendrio observado neste estudo (WALKER,
2011; LEE et al., 2011). Portanto, a cepa de W. anomalus isolada neste estudo metaboliza a
maltose, todavia de forma lenta e muito menos do que uma levedura comercial como foi visto
nas fermentagdes testes e neste DCCR. O mesmo foi observado para o isolado da espécie H.
opuntiae.

A influéncia positiva da concentracéo inicial de levedura sobre o teor alcodlico para o
isolado da espécie W. anomalus pode ser resultado de uma maior eficiéncia na conversdo dos
acucares disponiveis no mosto, decorrente de uma maior quantidade de células (VERBELEN
et al.,, 2008). Além dessa variavel independente, o fato da temperatura inicial ter afetado
positivamente o teor alcodlico do isolado da espécie W. anomalus e desse isolado ter produzido
mais alcool quando comparado com o isolado da espécie H. opuntiae, pode aponta-lo como
bom candidato para ser usado na producdo de cervejas do tipo ale, nas quais as fermentac6es
séo conduzidas em temperaturas mais elevadas e normalmente produzem mais alcool (LI et al.,
2017). Por sua vez, a temperatura influenciou negativamente o teor alcodlico do isolado da
espécie H. opuntiae, dessa foram indicando que esse isolado possui maior potencial para ser
usado na producdo de cervejas do tipo lager que sdo fermentadas em temperaturas mais baixas
(LI etal., 2017).

A baixa utilizacdo dos aclcares pelos isolados de ambas as espécies deve estar
diretamente relacionada ao baixo teor alcodlico observado para ambos esses isolados. Esse
contexto ndo foi surpresa pois as leveduras ndo convencionais sdo conhecidas pela baixa
producéo de alcool e serem usadas para producéo de cervejas com baixo teor alcodlico (0,51 -
2,0%), cervejas sem alcool (< 0,5%) ou em cofermentagdes com uma Saccharomyces,
exatamente para aumentar o teor alcodlico das bebidas (YEO e LIU, 2014; MATRAXIA et al.,
2021; BRASIL, 2019).

O fato de nenhuma variavel independente ser significativa na produ¢do dos compostos
aromaticos quantificado, mas terem apresentado diferenca de aroma nos diferentes ensaios
realizados com o isolado da espécie H. opuntiae corrobora com o estudo de Garcia (2017) que
igualmente ndo obteve diferenca na produgdo de compostos aromaticos nos diferentes ensaios
realizados com leveduras ndo convencionais. Contudo, a analise sensorial realizada por ele
apontou diferenciacdo nos aromas das cervejas fermentadas usando leveduras néo

convencionais.
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No que se refere ao agrupamento de células observado nos ensaios utilizando as maiores
temperaturas tanto para o isolado da espécie H. opuntiae quanto para o isolado da espécie W.
anomalus, o0 mesmo foi constatado por Ravasio e colaboradores (2018) usando essa Ultima

espécie.

6.3 Estudo 3-DCCR2
6.3.1 Influéncia da concentracdo inicial de levedura e da concentracdo do mosto sobre as

variaveis respostas

O fato de nenhuma varidvel ter afetado a viabilidade celular de ambos os isolados
testados indica que os dois possuem uma grande tolerancia ao estresse osmotico. Essa tolerancia
da espécie H. opuntiae a maiores concentracBes de acUcares ja € uma caracteristica das
leveduras do género Hansiaspora que normalmente sdo associadas as primeiras fases de
fermentacdes espontaneas de frutas, as quais apresentam essa maior concentracdo de agucares
(BASTOS et al., 2018). Ja a espécie W. anomalus € conhecida pela sua tolerancia a diferentes
estresses ambientais (WALKER, 2011).

O impacto significativo e positivo da maior concentragdo inicial do mosto na
concentracdo final de agUcares redutores para os isolados de ambas as espécies reforga a teoria
constatada nas fermentacdes testes e no DCCR1, de que essas espécies metabolizam
minimamente a maltose. Contudo, essa mesma variavel também resultou em maior teor
alcodlico para os isolados de ambas as espécies, 0 que pode estar relacionado a maior
quantidade de glicose disponivel no meio, o qual é metabolizado facilmente tanto pela W.
anomalus quanto pela H. opuntiae. Além de que um mosto com maior gravidade normalmente
resulta em maior producdo alcoodlica no final da fermentacdo (LEI et al., 2016).

Os R2 do teor alcodlico tanto nos DCCR1 quanto nesses DCCR2 terem sido maiores
usando todos os coeficientes quando comparados com os R? usando somente os coeficientes
significativos é resultado da inclusdo de mais parametros. Quanto mais parametros sao inclusos
no modelo maior o valor do R?, contudo, nem sempre isso significa a melhoria na precisao da
resposta (RODRIGUES e IEMMA, 2014).
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7 CONCLUSAO

A investigacdo do pdlen de abelhas sem ferrdo das espécies Melipona interrupta,
Scaptotrigona postica, Tetragona clavipes, Frieseomelitta varia apresenta potencial para
obtencdo de leveduras fermentadoras e produtoras de compostos aromaticos.

As espécies W. anomalus (53C) e H. opuntiae (4l), isoladas dos pdlens sdo indicadas
para a producdo de bebidas com baixo ou zero teor alcodlico quando em fermentagdo simples
e pode ser rassaltado que esse estudo € o primeiro que abrange desde a coleta na colmeia até
testes pilotos na fermentacéo.

A utilizacdo dessas duas espécies com leveduras convencionais em cofermentaces com
Saccharomyces demonstraram potencial para a producdo de uma bebida alcodlica com base de
malte e com um diferencial (o0 aroma adocicado, floral e leve), principalmente usando
temperaturas amenas (14°C).

Os delineamentos estatisticos utilizados nesse estudo conseguiram apresentar modelos
matematicos bons para os teores alcoolicos produzidos pelos isolados da espécie W. anomalus
(53C) e da espécie H. opuntiae (41), podendo ser usados em trabalhos futuros voltados para a
otimizacéo.

Para trabalhos futuros, maiores analises de producdo de compostos aromaticos é
indicada para ambas as espécies, assim como a analise toxicoldgica, sensorial e de

pasteurizagao.
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APENDICES

Apéndice A - Resultados de ANOVA referentes a influéncia do isolado usado para a viabilidade celular, a concentracdo de acUcares redutores e teor
alcodlico nas fermentacdes simples a 12°C.

Viabilidade celular (%0) Acucares redutores (g/L) Teor alcodlico (%)
Valor Valor Valor de Valor Valor Valor
G || M deF dep =i MG F dep =0 119 de F dep
Isolado | 2 1519,80 759,90 271,66 0,000 |3397,12 1698556 266,832 0,000 | 23,29 11,65 181,825 0,000
001 001 8 004
Erro 6 16,78 2,80 38,19 6,37 0,38 0,06
Total 8 1536,59 3435,32 23,68

GL = Grau de liberdade; SQ = Soma dos quadrados; MQ = média dos quadrados

Apéndice B - Resultados de ANOVA referentes a influéncia do isolado usado para a viabilidade celular, a concentracdo de agucares redutores e teor
alcodlico nas fermentagdes simples a 20°C.

Viabilidade celular (%0) Acucares redutores (g/L) Teor alcodlico (%)
Valor Valor Valor de Valor Valor Valor
G || S MR de F dep I G F dep =0 1 de F dep
Isolado | 2 86968,86 86968, 123740 0,000 | 1880,02 940,01 159,630 0,000 |21,24 10,62 446,525 0,000
86 1 000 006 000
Erro 6 |454 2,27 3,2 0,111 | 35,33 5,89 0,14 0,02
490
Total 8 4,22 0,70 1915,35 21,38

GL = Grau de liberdade; SQ = Soma dos quadrados; MQ = média dos quadrados
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Apéndice C - Resultados de ANOVA referentes a influéncia do isolado usado para a viabilidade celular, a concentracéo de agucares redutores e teor alcodlico
nas cofermentagBes simultneas a 12°C.

Viabilidade celular (%0)

Acucares redutores (g/L) Teor alcoolico (%)

Valor Valor Valor de Valor Valor Valor
Sk | = M) deF dep =i e F dep = 1 de F dep
Isolado | 2 462,60 231,30 255,74 0,000 | 830,01 415,00 61,0751 0,000 | 2,20 1,10 17,052 0,003
002 103 349
Erro 6 5,43 0,90 40,77 6,80 0,39 0,06
Total 8 468,03 870,78 2,59

GL = Grau de liberdade; SQ = Soma dos quadrados; MQ = média dos quadrados

Apéndice D - Resultados de ANOVA referentes a comparagdo entre os isolados usados para a viabilidade celular, a concentracéo de acucares redutores e teor
alcodlico nas cofermentacdes simultaneas a 20°C.

Viabilidade celular (%0)

Acucares redutores (g/L) Teor alcoolico (%)

Valor Valor Valor de Valor Valor Valor
el 5 MQ deF dep e MQ F dep =0 MQ de F dep
Isolado | 2 1619,54 809,77 60,369 0,000 | 232,98 116,49 36,6296 0,000 | 0,021 0,01 1,36 0,325
106 434 044
Erro 6 80,48 13,41 19,08 3,18 0,05 0,01
Total 8 1700,02 252,06 0,07

GL = Grau de liberdade; SQ = Soma dos quadrados; MQ = média dos quadrados
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Apéndice E - Resultados de ANOVA referentes a influéncia do isolado usado para a viabilidade celular, a concentracéo de agucares redutores e teor alcoolico
nas cofermentacdes tardias a 12°C.

Viabilidade celular (%0)

Acucares redutores (g/L)

Teor alcoolico (%)

Isolado

Erro
Total

GL

Valor Valor
=i M) deF dep
68,87 34,44 20,18 0,002

167
10,24 1,71
79,11

Valor de Valor

SQ MQ F dep

2339,62 1169,81 399,824 0,000
000

17,55 2,93

2357,17

Valor Valor
= 1 de F dep
13,73 6,86 1071,73 0,000

6 000
0,04 0,01
13,77

GL = Grau de liberdade;

SQ = Soma dos quadrados; MQ = média dos quadrados

Apéndice F - Resultados de ANOVA referentes a influéncia do isolado usado para a viabilidade celular, a concentragdo de agucares redutores e teor alcodlico
nas cofermentacdes tardias a 20°C.

Viabilidade celular (%0)

Acucares redutores (g/L)

Teor alcoolico (%)

Isolado

Erro
Total

GL

Valor Valor
e MQ deF dep
437,32 218,66 11,657 0,008
575
112,55 18,76
549,87

Valor de Valor

SQ MQ .

dep
1952,34 976,17 311,170 0,000
001
18,82 3,14
1971,17

Valor Valor
=0 MQ de F dep
0,23 0,12 5,017 0,052

395
0,14 0,02
0,37

GL = Grau de liberdade;

SQ = Soma dos quadrados; MQ = média dos quadrados
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Apéndice G - Resultados de ANOVA referentes a influéncia do tipo de fermentagdo usado para a viabilidade celular, a concentracdo de agucares redutores e o
teor alcodlico usando o isolado da espécie W. anomalus (53C) a 12 °C.

Viabilidade celular (%0)

Acucares redutores (g/L)

Teor alcoodlico (%)

Tipo de
fermentacao

Erro

Total

GL

Valor
SQ M deF
3178,71  1589,3 385,48
6
24,74 4,12
3203,45

Valor
dep

0,000
000

Valor de Valor

=i = F dep

448,31 224,15 26,240 0,001
080

51,25 8,54

499,56

SQ

9,39

0,15

9,54

Valor Valor
M de F dep
4696 189,330 0,000
41 004
0,024
74

GL = Grau de liberdade; SQ = Soma dos quadrados; MQ = média dos quadrados

Apéndice H - Resultados de ANOVA referentes a influéncia do tipo de fermentacéo usado para a viabilidade celular, a concentragao de agUcares redutores e 0
teor alcodlico usando o isolado da espécie W. anomalus (53C) a 20 °C.

Viabilidade celular (%0)

Acucares redutores (g/L)

Teor alcoodlico (%0)

Tipo de
fermentacao

Erro
Total

GL

Valor
SQ MQ de F
1787,67 893,83 32,494
165,05 27,51
1952,71

Valor
dep

0,000
604

Valor de Valor

SQ MQ .

dep
2614,05 1307,03 149,5512 0,000
008
52,44 8,74
2666,49

SQ

20,14

0,14
20,28

Valor
dep

Valor

MQ de F

10,07 424,480 0,000
000

0,02

GL = Grau de liberdade; SQ = Soma dos quadrados; MQ = média dos quadrados
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Apéndice | - Resultados de ANOVA referentes a influéncia do tipo de fermentacéo usado para a viabilidade celular, a concentracéo de agUcares redutores e 0
teor alcodlico usando o isolado da espécie H. opuntiae (41) a 12 °C.

Viabilidade celular (%0)

Acucares redutores (g/L)

Teor alcoodlico (%)

Tipo de
fermentacao

Erro
Total

GL

Valor
SQ MQ de F
2972,88  1486,4 4559,3
4
1,96 0,33
2974,84

Valor
dep

0,000
000

SQ

656,29

9,50
665,79

Valor de Valor

1 F dep
328,15 207,225 0,000
003
1,58

SQ

8,22

0,07
8,30

Valor Valor
M de F dep
411 340,868 0,000
001
0,01

GL = Grau de liberdade; SQ = Soma dos quadrados; MQ = média dos quadrados

Apéndice J - Resultados de ANOVA referentes a influéncia do tipo de fermentagdo usado para a viabilidade celular, a concentracdo de acucares redutores e 0
teor alcodlico usando o isolado da espécie H. opuntiae (41) a 20 °C.

Viabilidade celular (%)

Acucares redutores (g/L)

Teor alcodlico (%)

Tipo de
fermentacao

Erro
Total

GL

Valor
SQ MQ de F
988,60 49430 108,74
27,27 4,55
1015,88

Valor
dep

0,000
019

SQ

3028,74

9,16
3037,90

Valor de Valor

L F dep
1514,37 992,130 0,000

000
1,53

SQ

19,18

0,10
19,28

Valor Valor
S de F dep
9,59 597,265 0,000
000
0,02

GL = Grau de liberdade; SQ = Soma dos quadrados; MQ = média dos quadrados
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Apéndice K - Resultados de ANOVA referente a influéncia da temperatura usada para a viabilidade celular, a concentracdo de agUcares redutores e o teor
alcodlico nas fermentacdes simples usando o isolado da espécie W. anomalus (53C).

Viabilidade celular (%0)

Acucares redutores (g/L)

Teor alcoolico (%)

Tempe
ratura
(°C)
Erro
Total

GL

28
29

Valor
SQ e de F
289273,1 289273 2473
5 15
38,14 38,14
43,94 1,57

Valor
dep

0,000
034

GL

1

16
17

Valor
SQ MQ de F
1143,49 114349 5,222

8
3503,07 218,94
4646,56

Valor
dep

0,036
275

GL SQ
1 0,00
4 0,10
5 0,10

Valor
e de F
0,00 0,0428
0,02

Valor
dep

0,846
230

GL = Grau de liberdade; SQ = Soma dos quadrados; MQ = média dos quadrados

Apéndice L - Resultados de ANOVA referente a influéncia da temperatura usada para a viabilidade celular, a concentracdo de agucares redutores e o teor
alcodlico nas fermentacdes simples usando o isolado da espécie H. opuntiae (41).

Viabilidade celular (%0)

Acucares redutores (g/L)

Teor alcoolico (%)

Tempe
ratura
(°C)
Erro
Total

GL

28
29

Valor
SQ W de F
130,01 130,01 14,30
254,56 9,09
384,57

Valor
dep

0,000
752

GL

1

16
17

Valor
= MQ de F
1262,00 1262,00 33,26
7
606,97 37,94
1868,97

Valor
dep

0,000
029

GL SQ
1 0,05
4 010
5 0,15

Valor
e de F
0,05 2,1875
0,02

Valor
dep

0,213
219

GL = Grau de liberdade; SQ = Soma dos quadrados; MQ = média dos quadrados



115

Apéndice M - Resultados de ANOVA referente a influéncia da temperatura usada para a viabilidade celular, a concentragdo de agucares redutores e o teor
alcodlico nas cofermentagdes simultaneas usando a co-cultura do isolado da espécie W. anomalus (53C) com os controles positivos.

Viabilidade celular (%0)

Acucares redutores (g/L)

Teor alcoolico (%)

Tempe
ratura
(°C)
Erro
Total

GL

28
29

SQ

56.30

6606.52
6662.83

Valor Valor
M) deF dep
56.30 0.238 0.629

6 013
235.95

GL

1

16
17

Valor Valor
e 1 deF dep
3619,73 3619,73 13,42 0,002
384 096
4314,38 269,65
7934,11

Valor Valor
oL . M deF dep
1 0,69 0,69 42,118 0,002

907
4 0,07 0,02
5 0,75

GL = Grau de liberdade; SQ = Soma dos quadrados; MQ = média dos quadrados

Apéndice N - Resultados de ANOVA referente a influéncia da temperatura usada para a viabilidade celular, a concentragdo de acucares redutores e o teor
alcodlico nas cofermentacfes simultdneas usando a co-cultura do isolado da espécie H. opuntiae (41) com os controles positivos.

Viabilidade celular (%0)

Acucares redutores (g/L)

Teor alcoolico (%)

Tempe
ratura
(°C)
Erro
Total

GL

1

28
29

SQ

198.29

6931.74
7130.03

Valor Valor
2O deF dep
198.29 0.801 0.378

0 435
247.56

GL

1

16
17

Valor Valor
= 0 deF dep
3819,38 3819,38 14,23 0,001
575 665
4292, 71 268,29
8112,09

Valor Valor
oL =G o deF dep
1 1,51 1,51 172,77 0,000

5 193
4 0,03 0,01
5 1,54

GL = Grau de liberdade; SQ = Soma dos quadrados; MQ = média dos quadrados
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Apéndice O - Resultados de ANOVA referente a influéncia da temperatura usada para a viabilidade celular, a concentracdo de agUcares redutores e o teor

alcodlico nas cofermentacdes tardias usando a co-cultura do isolado da espécie W. anomalus (53C) com os controles positivos.

Viabilidade celular (%0)

Acucares redutores (g/L)

Teor alcoolico (%)

Tempe
ratura
(°C)
Erro
Total

GL

46
47

Valor
SQ e de F
267.60 267.60 4.943
2490.18 54.13
2757.79

Valor
dep

0.031
144

GL

1

22
23

Valor
SQ MQ de F
3638,92 3638,92 2431

16
3292,92 149,68
6931,84

Valor
dep

0,000
062

GL SQ
8,04

1

4 0,13

5 8,17

Valor
e de F
8,04 247,23

9
0,03

Valor
dep

0,000
096

GL = Grau de liberdade; SQ = Soma dos quadrados; MQ = média dos quadrados

Apéndice P - Resultados de ANOVA referente a influéncia da temperatura usada para a viabilidade celular, a concentracdo de agucares redutores e o teor
alcodlico nas cofermentacgdes tardias usando a co-cultura do isolado da espécie H. opuntiae (41) com os controles positivos.

Viabilidade celular (%0)

Acucares redutores (g/L)

Teor alcoolico (%)

Tempe
ratura
(°C)
Erro
Total

GL

46
47

Valor
=Y MQ de F
136.79 136.79 2.655
2369.87 51.52
2506.67

Valor
dep

0.110
040

GL

1

22
23

Valor
SQ G de F
174435 174435 5,925

8
6476,03 294,36
8220,37

Valor
dep

0,023
493

GL SQ
1 751
4 0,04
5 755

Valor
e de F
7,51 839,56

3
0,01

Valor
dep

0,000
008

GL = Grau de liberdade; SQ = Soma dos quadrados; MQ = média dos quadrados
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Apéndice Q - Resultados da regress@o com todos os coeficientes e da regressdo reduzida somente 0s
coeficientes significativos referente ao teor alco6lico do DCCR1 para o isolado da espécie W. anomalus

(53C) usando os dados de 168 horas de fermentacéo.

Regressdo completa - com todos o0s coeficientes

Valor de p
0,000
0,020
0,003
0,186
0,005
0,041

Valor de p
0,000
0,020
0,003
0,005

Coeficiente  Erro
de regressdo padréo
Meédia/intercepcéo 0,577 0,015
(1) Conc. Inicial de leveduras (10¥) (L) 0,049 0,011
Conc. Inicial de leveduras (10°) (Q) 0,102 0,012
(2) Temperatura (°C) (L) 0,018 0,011
Temperatura (Q) 0,092 0,012
1Lx 2L 0,052 0,015
Regressdo reduzida - somente com os coeficientes significativos
Coeficiente  Erro
de regressdo padréo
Média/intercepc¢ao 0,577 0,015
(1) Conc. Inicial de leveduras (10" (L) 0,049 0,011
Conc. Inicial de leveduras (10°) (Q) 0,102 0,012
Temperatura (Q) 0,092 0,012
1Lx 2L 0,052 0,015

0,041

(L) = coeficiente linear; (Q) = coeficiente quadrético;

Apéndice R - Resultados da regressdo com todos os coeficientes e da regressdo somente os coeficientes
significativos referente a viabilidade celular do DCCR1 para o isolado da espécie H. opuntiae (41)

usando os dados de 168 horas de fermentacéo.

Regresséo completa - com todos os coeficientes

Coeficiente  Erro Valor de
de regressdo padrao P
Média/intercepcéo 87,782 1,084 0,000
(1) Conc. Inicial de leveduras (10%) (L) 1,992 0,766 0,080
Conc. Inicial de leveduras (10%) (Q) 4,033 0,857 0,018
(2) Temperatura (°C) (L) -4,057 0,766 0,013
Temperatura (Q) 1,282 0,857 0,232
1Lx 2L 1,470 1,084 0,268
Regressdo reduzida - somente com os coeficientes significativos
Coeficiente  Erro Valor de
de regressdo padréo P
Média/intercepcéo 88,807 0,839 0,000
Conc. Inicial de leveduras (10%) (Q) 3,777 0,839 0,020
(2) Temperatura (°C) (L) -4,057 0,766 0,013

(L) = coeficiente linear; (Q) = coeficiente quadratico.
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Apéndice S - Resultados da regressdo com todos os coeficientes e da regressdo somente os coeficientes
significativos referente a concentracdo de aglcares redutores do DCCR2 para o isolado da espécie W.
anomalus (53C) usando os dados de 168 horas de fermentac&o.

Regressdo completa - com todos os coeficientes

Coeficiente Erro

~ ~ Valor de p
de regressdo padréo
Média/intercepcao 140,766 4,353 0,000
(1) Conc. Inicial de leveduras (10) (L) 3,843 3,078 0,300
Conc. Inicial de leveduras (10*) (Q) -6,784 3,441 0,143
(2) Conc. Inicial do mosto (P°) (L) 34,056 3,078 0,002
Conc. Inicial do mosto (P°) (Q) -15,643 3,441 0,020
1Lx 2L 5,846 4,353 0,272

Regressdo reduzida - somente com os coeficientes significativos
Coeficiente  Erro

~ ~ Valor de p
de regressdo padrao
Média/intercepcao 135,339 3,372 0,000
(2) Conc. Inicial do mosto (P°) (L) 34,056 3,078 0,002
Conc. Inicial do mosto (P°) (Q) -14,286 3,372 0,024

(L) = coeficiente linear; (Q) = coeficiente quadratico.

Apéndice T - Resultados da regressdo com todos os coeficientes e da regressdo somente os coeficientes
significativos referente ao teor alcodlico do DCCR2 para o isolado da espécie W. anomalus (53C)
usando os dados de 168 horas de fermentacé&o.

Regressdo completa - com todos os coeficientes

Coeficiente Erro

~ ~ Valor de p
de regressdo padréo
Média/intercepcéo 0,992 0,075 0,001
(1) Conc. Inicial de leveduras (10%) (L) 0,028 0,053 0,631
Conc. Inicial de leveduras (10*) (Q) 0,112 0,059 0,155
(2) Conc. Inicial do mosto (P°) (L) 0,428 0,053 0,004
Conc. Inicial do mosto (P°) (Q) 0,028 0,059 0,666
1Lx 2L -0,081 0,075 0,354

Regressao reduzida - somente com os coeficientes significativos
Coeficiente  Erro

de regressdo padrao Velor oo
Media/intercepcao 1,085 0,043 0,000
(2) Conc. Inicial do mosto (P°) (L) 0,428 0,053 0,004

(L) = coeficiente linear; (Q) = coeficiente quadratico.
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Apéndice U - Resultados da regressdo com todos os coeficientes e da regressdo somente os coeficientes
significativos referente a concentracdo de agucares redutores do DCCR2 para o isolado da espécie H.
opuntiae (41) usando os dados de 168 horas de fermentacéo.

Regressdo completa - com todos os coeficientes

Coeficiente Erro

" ~ Valor de p
de regressdo padréo
Média/intercepcao 133.250 6.398 0.000
(1) Conc. Inicial de leveduras (10*) (L) 1.979 4.524 0.691
Conc. Inicial de leveduras (10*) (Q) 4.810 5.058 0.412
(2) Conc. Inicial do mosto (P°) (L) 41.617 4.524 0.003
Conc. Inicial do mosto (P°) (Q) -8.584 5.058 0.188
1Lx 2L -7.244 6.398 0.340
Somente os coeficientes significativos — R? 0,90
Coeficiente  Erro
~ ~ Valor de p
de regressdo padrao
Média/intercepcao 130,734 3,694 0,000
(2) Conc. Inicial do mosto (P°) (L) 41,617 4,524 0,003

(L) = coeficiente linear; (Q) = coeficiente quadrético.

Apéndice V - Resultados da regressdo com todos os coeficientes e da regressdo somente os coeficientes
significativos referente ao teor alcodlico do DCCR2 para o isolado da espécie H. opuntiae (41) usando
os dados de 168 horas de fermentacéo.

Regressdo completa - com todos os coeficientes

Coeficiente Erro

~ ~ Valor de p
de regressdo padréo
Média/intercepcao 1,18 0,068 0,000
(1) Conc. Inicial de leveduras (10*) (L) -0,05 0,048 0,380
Conc. Inicial de leveduras (10*) (Q) -0,03 0,054 0,582
(2) Conc. Inicial do mosto (P°) (L) 0,41 0,048 0,003
Conc. Inicial do mosto (P°) (Q) -0,12 0,054 0,119
1Lx 2L -0,02 0,068 0,816

Regressdo reduzida - somente com os coeficientes significativos
Coeficiente  Erro

~ x Valor de p
de regressdo padrao
Média/intercepcao 1,085 0,039 0,000
(2) Conc. Inicial do mosto (P°) (L) 0,415 0,048 0,003

(L) = coeficiente linear; (Q) = coeficiente quadréatico.



