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“Inerente ao sofrimento ha uma conquista.”
(Viktor E. Frankl, Em busca de sentido p. 89)



RESUMO

Os ésteres sdo compostos organicos volateis (VOC’s) produzidos por uma gama de
microrganismos e dentre estes, as leveduras. Os VOC’s sao responsaveis pelo perfil
aromatico de bebidas (vinhos, espumantes, cervejas, cachagas, etc), além de serem
potenciais biocombustiveis e antimicrobianos. O estudo desses compostos, com
enfoque na produgao pelas leveduras é de grande importancia, pois o entendimento
dessas vias metabdlicas pode levar a otimizagdo de processos fermentativos para
incremento de aromas desejados nas diferentes bebidas. Além dos ésteres, os
alcoois superiores também sao encontrados em fermentagdes com leveduras, tendo
em vista que estes sdo os seus precursores. A industria de bebidas € um mercado
muito interessante para ser explorado, com uma crescente demanda por novas
bebidas e/ou novos sabores. A variagdo do aroma de uma bebida difere com o perfil
dos alcoois superiores e ésteres presentes. A adicdo de aminoacido no mosto pode
direcionar a producdo de alguns ésteres e provocar uma maior variagdo no perfil
sensorial da bebida. Sendo assim, este trabalho teve como objetivo produzir, extrair
e identificar ésteres derivados de aminoacidos e alcoois superiores durante a
fermentacgao alcodlica utilizando a linhagem de referéncia Saccharomyces cerevisiae
CA11. O meio de cultivo desses microrganismos foi composto por glicose,
micronutrientes, vitaminas e aminoacidos. As leveduras foram cultivadas em meio
com adigdo de aminoacidos como isoleucina, leucina, valina, metionina, prolina,
lisina, fenilalanina e histidina foram testados utilizando vials de 20 mL utilizando o
método de microextragdo em fase sélida (HS-SPME) in situ, a qual tem como
vantagem a juncao dos passos de concentracado e extragcdo dos compostos volateis
de interesse. A identificagdo dos ésteres e alcoois foi feita por cromatografia em fase
gasosa acoplada com detector de ionizagdo em chama (GC-FID) e cromatografia em
fase gasosa acoplada com detector de massas (GC-MS). Com esse estudo pode-se
ver que 0os aminoacidos impactam de maneira substancial a produ¢ao de aroma pela
levedura. A isoleucina contribuiu com um grande aumento de diversidade dos
compostos aromaticos gerados. Esse mesmo aminoacido contribuiu com um
aumente de octanoato de etila (76,58%), etil decanoato (90,37%) e alcool feniletilico
(101,65%). A fenilalanina ocasionou em um aumento de 159,5% do alcool feniletilico.
O farerelo de soja como suplemento ndo ocasionou em nenhuma diferenga na
producdo de compostos aromaticos. Conclui-se, portanto, que a adicdo de
aminodacidos a 150 ppm no mosto € de valia para a diversificacdo de aroma durante
a fermentacdo e que ha aplicabilidade na industria de bebidas. Enquanto que, na
concentracéo de 1g/L o farelo de soja ndo alterou em nada o perfil.

Palavras-chave: leveduras; Saccharomyces cerevisiae; compostos orgéanicos
volateis; aminoacidos; cromatografia.



ABSTRACT

Esters are volatile organic compounds (VOCs) produced by a wide range of
microorganisms, including yeasts. VOCs are responsible for the aromatic profile of
beverages (wines, sparkling wines, beers, cachagas, etc.), as well as being potential
biofuels and antimicrobials. The study of these compounds, with a focus on their
production by yeasts, is of great importance because understanding these metabolic
pathways can lead to the optimization of fermentation processes to increase the
desired aromas in different beverages. In addition to esters, higher alcohols are also
found in yeast fermentations, as these are their precursors. The beverage industry is
a very interesting market to explore, with a growing demand for new drinks and/or
new flavors. The variation in the aroma of a drink differs according to the profile of the
higher alcohols and esters present. The addition of amino acids to the must can
direct the production of some esters and cause greater variation in the sensory
profile of the drink. The aim of this study was therefore to produce, extract and
identify esters derived from amino acids and higher alcohols during alcoholic
fermentation using the reference strain Saccharomyces cerevisiae CA11. The
medium used to grow these microorganisms was composed of glucose,
micronutrients, vitamins and amino acids. The yeasts were grown in a medium with
added amino acids such as isoleucine, leucine, valine, methionine, proline, lysine,
phenylalanine and histidine were tested using 20 mL vials using the in situ solid
phase microextraction (HS-SPME) method, which has the advantage of combining
the concentration and extraction steps of the volatile compounds of interest. The
esters and alcohols were identified using gas chromatography coupled with a flame
ionization detector (GC-FID) and gas chromatography coupled with a mass detector
(GC-MS). This study shows that amino acids have a substantial impact on yeast
aroma production. Isoleucine contributed to a large increase in the diversity of
aromatic compounds generated. This same amino acid contributed to an increase in
ethyl octanoate (76.58%), ethyl decanoate (90.37%) and phenylethyl alcohol
(101.65%). Phenylalanine led to a 159.5% increase in phenylethyl alcohol. Soybean
meal as a supplement did not cause any difference in the production of aromatic
compounds. It can therefore be concluded that the addition of amino acids at 150
ppm in the must is valuable for diversifying the aroma during fermentation and that it
is applicable in the beverage industry. At a concentration of 1g/L, soybean meal did
not alter the profile in any way.

Keywords: yeasts; Saccharomyces cerevisiae; volatile organic compounds; amino
acids; chromatography.
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1. INTRODUGAO GERAL

Os microrganismos sado capazes de produzir uma grande variedade de
compostos de interesse para as diversas industrias. As industrias de alimentos e
bebidas sempre se adaptou aos costumes e avangos da humanidade, tendo

portanto, espaco para novos produtos.

As leveduras, que ha séculos tém sido exploradas na produgdo e
transformagao de alimentos sdo capazes de produzir diversos compostos que
impactam de maneira positiva na qualidade e diversificacdo de bebidas alcodlicas,
um campo sempre com grandes perspectivas para a investigagao cientifica para
inovagao tecnolégica para desenvolvimento de novos produtos ou atribuicdo de
novas propriedades aos produtos convencionais.

A cachaga é a bebida destilada mais consumida no Brasil e a terceira mais
consumida no mundo. Com um consumo majoritariamente interno, ha uma
exportagcdo de apenas 1-2% dessa bebida (Embrapa, 2022). Quando se pensa em
valor monetario, os 3 maiores importadores mundiais de cachaga sdo os Estados
Unidos, Alemanha e Paraguai, os quais sao responsaveis por movimentar a soma de
~6,7 milhdes de dolares (MAPA, 2022).

A marca de 4.969 mil registros de cachagas foi atingida em 2021, sendo esse
numero somente 3.533 em 2020, havendo, portanto, um aumento de 49,6%. Esse
numero contrasta significativamente o aumento de 15,3% de 2019 para 2020,
explicitando uma tendéncia de crescimento (MAPA, 2022).

Quando se pensa em aroma na cachacga, alcoois superiores e ésteres sao de
grande importancia. Compostos como acetato de etila e o alcool isoamilico sao
amplamente presentes e representam essas duas importantes classes de
compostos para esse destilado. O alcool superior é facilmente um composto
majoritario, enquanto o éster pode até vir a ser presente em grande quantidade,
porém mesmo em pequenas concentragdes ele ainda é responsavel por grande
parte do aroma (Bortoletto et al. 2021).

Dessa forma, esse trabalho visou estudar a levedura Saccharomyces
cerevisiae, 0 organismo hegemonico na industria de bebidas, frente a adigdo de
aminoacidos como fonte de nitrogénio e sua resposta na alteragdo da composigao e

concentracdo de ésteres e alcoois superiores derivados da biotransformagcao dos
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mesmos. Tendo, portanto, como objetivo a geragdo de uma tecnologia que pode ser
utilizada para a produgao de compostos que podem contribuir com a melhoria da

qualidade de bebidas alcodlicas, como cachacga.
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4. CONCLUSAO GERAL

Tendo em vista o discutido até aqui, pode-se concluir que: (i) os aminoacidos
impactam de maneira substancial a produgdo de aroma pela levedura; (i) a
isoleucina contribuiu com um grande aumento de diversidade dos compostos
aromaticos gerados; (iii) a isoleucina contribuiu com um grande aumento de
octanoato de etila (76,58%), etil decanoato (90,37%) e alcool feniletilico (101,65%);
(iv) a fenilalanina ocasionou em um aumento de 159,5% do alcool feniletilico; (v) A
adicdo de isoleucina, leucina e valina ocasionou na queda da produgao de etanol em
aproximadamente 16%, 14% e 20% respectivamente; (vi) suplementar o meio com
farelo de soja n&o ocasionou em nenhuma diferenga na produgdo de compostos
aromaticos nem na producao de etanol. Ademais, conclui-se que a suplementacao
do mosto com aminoacidos é viavel para alterar o perfil aromatico produzido durante

a fermentacao e que esse efeito pode ter aplicagdes nas industrias de bebidas.





