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RESUMO - Hanseniasporaspé uma levedura ndo convencional e conhecida na
literatura como composto volatil frutado capaz de melhorar o perfil sensorial de
bebidas fermentadas. Esses microrganismos fermentam agucares e podem ser
encontrados em frutas como o mel&o, que possui enorme potencial de cultivo no
Rio Grande do Norte. No ambito nacional o estado Potiguar destaca-se como
maior produtor e exportador de meldes amarelos. Diante disso, o presente
trabalho visava avaliar a producdo de etanol através da fermentacéo alcodlica do
suco do meldo amarelo utilizando a Hanseniasporasp. Para tanto, analisou-se
como meio de cultura o suco de meldo, suco mais o bagaco do meldo e o suco
juntamente com a casca do meldo, onde foram colocados em uma incubadora e
submetidos a temperatura de 30°C e uma rotagdo de 150 rpm durante o periodo
de 10 h. Dentre os meios utilizados constatou-se o que composto contendo
apenas o suco do meldo obteve maior eficiéncia (90,5%) na producéo do etanol.

1. INTRODUCAO

De acordo com Souza (2005), o meldo (Cucumis Melo L..) éconstituinte da familia das
curcubitaceas, pode ser consumido in natura e é considerado um fruto nobre em funcéo de
seu sabor apreciavel e por possuir elevado valor nutricional na forma de hidratos de carbono,
vitaminas C, A e B1, fosforo e célcio.

A fruticultura irrigada do Rio Grande de Norte tornou-se uma grande fonte de renda,
destacando-se no ambito nacional como o maior produtor e exportador de meldes, sendo a
cidade de Mossord, localizada no Oeste Potiguar, a que tem maior potencial de cultivo de
meldo amarelo, afirma Souza (2005). Tal fato deve-se as favoraveis condic¢des climaticas do
Nordeste brasileiro, ja que a pequena ocorréncia de chuvas favorecem a baixa incidéncia de
doencas e a melhor qualidade dos frutos.

A temperatura € um dos principais fatores climaticos que afeta a cultura do meldo, pois
segundo Costa (2005) a medida que a temperatura se eleva, dentro de certos limites, o fruto
torna-se mais doce e a sua maturacao € mais rapida e completa. Outro quesito que provoca
alteracbes na composi¢cdo do fruto é a umidade relativa, caso esteja elevada os melGes
produzidos serdo pequenos e de sabor inferior. Quanto a umidade do ar, Branddo Filho &
Vasconcellos (1998) constataram que a mesma deve situar-se entre 65% e 75%.

Assim, o meldo pode ser utilizado como fonte de acucares (glicose +frutose) em
fermentagdes alcodlicas, a qual pode ser definida como um processo anaerdbico que consiste
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na transformacdo de agucares em etanol e gés carb6nico, podendo a mesma ocorrera acéo de
leveduras, fungos e bactérias.

Segundo Kosaric (1996), os processos conduzidos por microrganismos consistem em
um conjunto de operacdes de caracterizacdo e o tratamento da matéria-prima, o preparo do
meio de producéo e propagacdo, a esterilizacdo e a transformacao do substrato em produto.

Dessa forma, o presente trabalho utilizou uma levedura ndo convencional para
fermentar os acucares presentes no suco do meldo, a qual pertence ao género
Hanseniaspora. Apesar de ndo ser muito utilizada industrialmente, Barros (2013) afirma que
tal levedura acarreta uma economia nos custos dos processos fermentativos e que é capaz de
melhorar o perfil sensorial de bebidas fermentadas. Para tanto, estudou-se o0 processamento
inicial do mel&o de trés diferentes formas, utilizando como meio de cultura: o suco extraido
da polpa do meldo, da polpa +entrecasca e do fruto completo (polpa + entrecasca + casca).

2. METODOLOGIA
2.1. Micro-organismo

O microrganismo utilizado nos processos de fermentacdo foi a Hanseniasporasp., uma
levedura isolada a partir do proprio suco do mel&o.

2.2. Meios de cultura

Para fins de manutencdo, propagacdo e obtencdo do indculo, preparou-se uma solucdo de
YEPD (YeastExtract-Peptone-Dextrose), ou seja, meio complexo constituido por 10 g.L™ de Extrato
de Levedura, 20 g.L" de Peptona e 30 g.L" de Glicose. O pH do meio foi ajustado para 4,5
utilizando acido sulfurico P.A., sendo a esterilizacdo realizada em autoclave a 110 °C por um periodo
de tempo de 10 minutos.

A inoculagdo foi conduzida em ambiente estéril, especificamente em uma camara de fluxo
laminar, e a incubagdo realizada em Erlenmeyers, posteriormente colocados em um agitador orbital
da marca Tecnal, modelo TE-420, sob as seguintes condi¢des: velocidade de agitagdo de 150 rpm,
temperatura a 30 °C por um periodo de 24 h. Em seguida, o in6culo foi filtrado a vcuo na camara de
fluxo laminar para obter a concentracéo celular desejada para o ensaio fermentativo.

2.3. Preparacao do suco de meldo

Inicialmente, os melGes foram lavados em agua e alcool etilico 70%. Em seguida, o
meldo foi cortado em cubos, os quais foram triturados para a obtencdo do suco. Seu pH foi
ajustado com é&cido sulfarico P.A. para 4,5 e sua esterilizacdo se deu em autoclave a 110 °C
por 10 min. Avaliou-se a obtencdo do suco a partir de trés diferentes formas, utilizando
como meio de cultura: o suco extraido da polpa do meldo, da polpa +entrecasca e do fruto
completo (polpa + entrecasca + casca).

2.4. Fermentacao alcodlica

A fermentacéo alcoolica ocorreu em frascos de Erlenmeyer de 500 mL, utilizando 250 mL de
suco de meldo como meio fermentativo, sendo 5 g/L a concentragdo da levedura Hanseniaspora sp..
Os ensaios foram conduzidos em um agitador orbital (Tecnal — TE 420) sob agitacdo de 150 rpm por
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um periodo de 10 h e a temperatura de 30 °C. Amostras foram retiradas em intervalos de tempo pré-
definidos para serem analisadas, sendo as aliquotas coletadas na cdmara de fluxo laminar para que
ndo houvesse contaminacéo.

2.5. Métodos analiticos

Concentracdo celular: Para mensurar a concentracdo de biomassa, fez-se uso da densidade
Optica (D.O.) a 410 nm com auxilio de um espectrofotdmetro. Esse método é baseado na medida da
turvacao de uma solucdo em funcédo da quantidade de células em suspenséo, sendo simples e rapida a
sua execucéo.

Concentracdo de substrato e produto: Para mensurar as concentracdes de substrato e produtos,
utilizou-se cromatografoliquido de alta eficiéncia - CLAE (Waters, Milford, MA, EUA) equipado
com um detector de indice de refracdo Waters 2414 e com uma coluna Aminex HPX-87H (Bio-Rad,
Hercules, CA, EUA). Acido Sulftrico5 mmol.L™ foi usado como fase movel (eluente) na vazio de
0,5 mL.min™ a 65°C, sendo ovolume de injecdo das amostras de 20 L.

Célculo dos rendimentos e parametros cinéticos: A partir dos ensaios experimentais,
obtiveram-se os dados necessarios (concentracdo de biomassa, substrato, produto) para determinacéo
dos pardmetros cinéticos da fermentagdo alcoolica, tais como velocidade especifica de crescimento
(Mmax), conversdo de célula em produto (Y ), conversdo de substrato em celula (Yys), converséo,
eficiéncia e produtividade.

3. RESULTADOS

Visando estudar os efeitos da fermentacdo alcodlica utilizando a levedura
Hanseniasporasp em distintos meios de cultura (suco de meldo, suco de meldo + bagaco e
suco de meldo + casca) avaliou-se o consumo de substrato, a producdo de etanol e o
crescimento celular durante dez horas de fermentacdo como pode ser visualizado na Figura
1.

Analisando aFigura 1,percebe-se que o meio 1 contendo apenas o suco do meldo
apresentou resultados mais satisfatorios do que os outros meios, ja que a producao de etanol
(53,2 g/L) foi maior do que nos outros meios e houve estabilizacdo no periodo de 8 horas de
fermentacdo. A producdo de etanol foi proporcional a quantidade de substrato em g/L
fornecido por cada meio.Outro fator que aponta o meio contendo apenas o suco de melao
como o0 mais satisfatorio é a concentracdo celular que apresentou valores de 15,3 g/L,
estabilizando ap6s 6 horas do inicio da fermentagéo.

Ja nos outros meios observa-se que o substrato é consumido completamente apos 4
horas de fermentacdo e a producéo de etanol do suco + bagaco (36,6 g/L ) e a do suco +
casca (23,16 g/L) apresenta valores inferiores ao do meio 1.

a)
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Figura 1- Efeito da suplementacéo do suco do meldo para a producéo de etanol por
Hanseniasporasp a 30°C e 150 rpm. Onde sdo apresentadas respectivamente peloa) Suco b)
suco + bagago ¢) suco + casca

A formacéo de glicerol, o mais abundante dos compostos orgénicos secundarios da
fermentacgdo, esta acoplada a manutencdo do equilibrio redox celular, o qual é alterado
quando da forma de &cidos organicos, biomassa e da presenca de sulfito no mosto. A
formagdo de glicerol também esté relacionada a uma resposta ao estresse osmotico, quando
khaconcentracdes elevadas de aclcares ou de sais no mosto (LIMA et al, 2001). E
importante ressaltar que em ambos 0os meios ndo ocorreu a formacdo de subprodutos, tais
como o glicerol, o &cido acético e o metanol.

Ap6s a fermentacdo dos diferentes meios de cultura, foi possivel avaliar alguns
parametros cinéticos tais como maxima velocidade especifica de crescimento (max),
converséo de substrato em célula (Ys), converséo de célula em produto (Y ), converséo de
substrato em produto (Ys), eficiéncia (n) e a produtividade Qpe podem ser encontrados na
Tabela 1.

Verificando a Tabela 1 observa-se que a maior velocidade especifica de crescimento
celular (0,172 h™), a conversido de substrato em produto (0,462707), a produtividade
(7,563131) e eficiéncia (90,54927) foi obtida utilizando o meio 1, que é formado apenas
pelo suco de meldo. Provavelmente ocorreu esse maior crescimento e producdo de etanol
pelo fato do suco do meldo apresentar uma composi¢cdo mais rica de nutrientes como,
vitaminas, metais e amino&cidos.
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Tabela 1 — Pardmetros cinéticosobtidos pela levedura Hanseniasporaspna fermentacéo do
suco do meldo em distintos meios de cultura a uma temperatura de 34°C

Meios de Cultura

Parametros Cinéticos

Suco Suco + Bagaco Suco + Casca
Hmax (W) 0,172 0,117 0,133
Ys (9/0) 0,077953 0,064399 0,089789
Yeix (9/9) 5,935687 6,49576 4,420086
Yess (9/9) 0,462707 0,418321 0,396876
n (%) 90,54927 81,86314 77,66661
Qp (9/L.h) 7,563131 0 4,260722

Como se pode observar o suco + casca apresentou 0 menor rendimento de células em
produto. Esse fato mostra que as células utilizam mais substrato para seu sustento do que
para a producéo de etanol, diminuindo assim a sua viabilidade. No entanto o meio composto
pelo suco + o bagaco apresentou melhor conversdo células em produto. J& a conversdo de
substrato em células foi maior no meio contendo o suco + casca (0,089), seguindo pelo suco
(0,077) e com um menor valor o suco + bagaco (0,064).

Em relacdo a quantidade de etanol produzido, percebe-se a disparidade dos resultados
obtidos em ambos 0s meios. O suco com maior valor (7,56 g.L™.h™), sequido do suco +
casca (4,26 g.L..h™) e o suco + bagago com produtividade nula.

4. CONCLUSAO

A levedura isolada do suco do meldo amarelo e pertencente ao género
Hanseniasporaspfoi capaz de produzir etanol através da fermentacdo alcodlica com uma
temperatura de 34°C e um pH ajustado para 4,5, possibilitando assim um melhor controle de
infeccdo e reducdo de contaminacdo.Comparando os resultados entre os meios estudados,
percebe-se que o meio que compreende apenas o suco de meldo foi o mais satisfatorio,
destacando-se com 90,5% de eficiéncia na producdo de etanol, maior velocidade no
crescimento celular e auséncia na formacdo de subprodutos, tais como o glicerol, o &cido
acético e o metanol nas analises das amostras fermentadas. Portanto, é possivel obter 6timo
perfil de fermentacéo utilizando uma levedura ndo convencional.
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