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Resumo

O setor fruticola representa um grande desperdicio de matéria-prima nas areas
agricolas do pais. As bebidas fermentadas de frutas constituem produtos
promissores, pois contribuem para a redugdo de perdas poés-colheita de frutos
pereciveis e representam oportunidades para novas tecnologias e novos mercados.
O presente trabalho teve como objetivo produzir a bebida alcodlica fermentada a
partir de abacaxi (Ananas comosus L), sendo que para isso, foram isoladas
leveduras (Saccharomyces sp) tanto a partir de fermento bioldgico industrial, como
da propria fruta “in natura”. Analises realizadas durante o processo fermentativo por
um periodo de aproximadamente 21 dias permitiram acompanhar a redugéo do grau
Brix e a formacéao de etanol, o que foi comprovado no biorreator contendo apenas
leveduras de fermento industrial e naquele contendo uma mistura dessa com a
levedura isolada do abacaxi, com o teor alcéolico de 8 °GL (%v/v) no reator
contendo leveduras de fermento biologico industrial de 9 °GL (%v/v) no reator
contendo a mistura de leveduras. Os resultados, quanto a produgao alcodlica foram

semelhantes e estao de acordo com dados da literatura.



1. Introducgao

O Brasil € o maior produtor mundial de frutas tropicais e, gragas as suas
condigbes de solo e de clima diversificadas, pode também dedicar-se ao plantio de
fruteiras de clima temperado e subtropical, produtos com elevado potencial para o
mercado externo (MORGADO et. al., 2004).

No Brasil, a producdo de frutas ocorre durante todo o ano e, além da
produgédo abundante, existe também uma enorme perda no periodo pds-colheita.
Grande parte dessas perdas é reflexo do pouco conhecimento de como o0 excesso
da producado poderia ser utilizado. As perdas pds-colheita, na sua maioria, geram
prejuizos o que se faz procurar uma alternativa para incrementar a renda do
agricultor. Uma das alternativas para minimizar essas perdas é a producao de
bebida alcodlica a partir de frutas (VIEIRA, 2012).

O abacaxi € uma fruta apreciada por seu aroma e sabor caracteristico,
apresenta destaque com qualidade sensorial diferenciada e potencial de exportagao
em expansao. O abacaxi € conhecido pela denominagdo Ananas comusus (L.) e
pertence a familia Bromeliaceae (FACUNDO, 2009).

O abacaxi € consumido, sobretudo, sob a forma de compotas e sucos, além
disso, presta-se também para a fabricagcao de doces cristalizados, sorvetes, cremes,
gelatinas e pudins (FACUNDO, 2009). A qualidade dos frutos é atribuida as suas
caracteristicas fisicas externas (coloragaéo da casca, tamanho e forma do fruto), e
internas conferidas por um conjunto de constituintes fisico-quimicos da polpa,
responsaveis pelo sabor, aroma e valor nutritivo (FACUNDO, 2009).

Apesar da abundancia do cultivo dessa fruta no Brasil, o aproveitamento
industrial ainda é pequeno frente ao consumo da fruta in natura, sendo necessaria
a busca de alternativas para o seu uso, visando ao aproveitamento do excesso de
safras, principalmente pela industria, para a fabricagéo de produtos nao tradicionais,
como por exemplo vinhos, em fungdo da concentracdo de agucares

fermentesciveis, acidez e caracteristicas sensoriais (ARAUJO et al., 2009).



O abacaxi, em sua composi¢cao quimica, € constituido em média por 89,9%
de agua, 0,3% de proteinas, 0,5% de lipideos, 5,8% de glicidios, 3,2% de celulose
e 0,3% de sais (BORGES et al., 2004).

Tradicionalmente, os vinhos séo preparados pela fermentagdo de mostos de
uvas, que produzem etanol e outros produtos metabdlicos (ARAUJO et al., 2009).
No entanto, vinho pode ser obtido a partir de outras frutas, recebendo o nome de
fermentado.

Este trabalho teve como objetivo produzir o fermentado de abacaxi (Ananas
comosus L), utilizando-se leveduras (Saccharomyces sp) obtidas a partir de
fermento bioldgico comercial e da prépria fruta. Além disso, foram realizadas
andlises do processo fermentativo e das caracteristicas fisico-quimicas dos

produtos.



2. Revisao Bibliografica
2.1. Producgao de Fermentado de fruta

O fermentado é uma bebida da fermentagao alcodlica do mosto de qualquer
fruta que apresente na sua composi¢gdo agucares fermentesciveis (ASQUIERI,
RABELO, SILVA, 2008).

Segundo a Legislagdo vigente, fermentado de fruta € a bebida com
graduagao alcodlica de quatro a quatorze por cento em volume, a vinte graus
Celsius, obtida da fermentacao alcodlica do mosto de fruta sa, fresca e madura.
Fermentados que ndo séo provenientes da uva, devem, obrigatoriamente, ser
rotulados com a denominacao fermentado acompanhado do nome da fruta da qual
se originou, como exemplos: fermentado de abacaxi, fermentado de laranja,
fermentado de caju, fermentado do figo-da-india, entre outros, com sabores
caracteristicos de cada fruta (BRASIL, 2008).

A composic¢ao nutricional do fermentado de fruta dependera, além da fruta
empregada, que contribui nas caracteristicas da bebida, da composigdo do mosto,
tipo de indculo, condigdes de fermentagao e procedimentos pés- fermentagao.

O fluxograma apresentado na Figura 1 mostra de uma forma geral as etapas

envolvidas no processo de fermentacao do mosto de frutas.
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Figura 1 — Fluxograma das etapas que estao presentes no processamento de
frutas para obtencdo de bebidas alcodlicas fermentadas. FONTE: adaptada de
VENTURINI, 2010.

O processo fermentativo € dividido em trés partes: Upstream, Fermentacao
e Downstream.

A etapa Upstream consiste nos tratamentos iniciais antes da fermentacao,
que inclui o tratamento da matéria prima, preparo do indculo, preparo do meio e
esterilizacdo. As caracteristicas fisico-quimicas do meio de cultivo sdo de
fundamental importancia, ndo apenas para o crescimento celular como também
para o rendimento em produto (BON et al., 2008).

Em muitos processos fermentativos, a presenga de micro-organismos
estranhos denominados, genericamente, “contaminantes”, pode levar a prejuizos
consideraveis. Os contaminantes podem afetar negativamente o processo,
principalmente pelo fato de consumirem nutrientes do meio, competindo assim com
0S micro-organismos responsaveis pela fermentacao desejada (SCHMIDELL et. al.,
2001). Assim, para prevenir contaminagdes, o bioprocesso € conduzido sob
condigbes assépticas (BON et al., 2008).

A fermentagdo, propriamente dita, € a transformacdo de substrato em
produto (PACHECO, 2010). Apds obtencao da bebida alcodlica, contendo além dos
componentes principais — o etanol e agua- outras substancias como diéxido de
carbono que se encontra dissolvido em pequenas quantidades, células de
leveduras, micro-organismos, sais minerais, agucares nao fermentados e particulas
sélidas em suspensdo provenientes da matéria prima devem passar por
tratamentos finais, etapa esta denominada, downstream, que pode ser por
centrifugacdo ou filtracdo, para eliminagdo desses compostos indesejaveis
(PACHECO, 2010).



2.1.1 Preparo do Inéculo

Os fermentos de interesse industrial pertencem ao género Saccharomyces
cerevisiae. Trata-se do fermento mais abundante e o que se encontra em maior
quantidade. Os fermentos selecionados se constituem primordialmente em
representantes dessa espécie (MORETTO et al., 1988).

A obtengdo dos fermentos selecionados pode ser facilmente feita
procurando-se institutos de pesquisas e universidades que isolam culturas puras de
leveduras com o6timo rendimento fermentativo. Essas instituicbes podem fornecer
ou indicar as fontes de obtencéo de fermentos selecionados de diversas origens ou
procedéncia, até mesmo oriundas de outros paises (MORETTO et al., 1988).

Culturas selecionadas de Saccharomyces cerevisiae tém recebido atengéo
especial por apresentarem qualidades para a elaboragéo de bebidas alcodlicas, tais
como rapida iniciacdo da fermentagdo, converséo eficiente de acucares
fermentesciveis a etanol e manutencao das células por todo periodo de fermentagao
(VENTURINI, 2010). O inéculo que sera utilizado na fermentacdo deve apresentar
uma populagao inicial de 108 células/ml, que s&o verificadas por contagem em
camara de Neubauer (DIAS et al., 2003).

As leveduras séo definidos como fungos especializados, monocelulares e
desclorofilados. Do aspecto das exigéncias nutricionais esse grupo situa-se entre
aquele que se desenvolve em substratos mais simples, constituidos por fontes de
carbono e sais minerais, e aquele que exige meios mais complexos (PACHECO,
2010).

Para realizagcédo da fermentagao alcodlica as linhagens selecionadas devem
apresentar certos requisitos para a boa eficiéncia da fermentagao:

- Velocidade de fermentacdo: a quantidade de agucar transformado em
alcool por unidade de tempo e de massa de levedura deve ser elevada;

- Resisténcia ao alcool: é de grande interesse a obtengao de leveduras que

podem resistir a concentragoes elevadas de etanol, uma vez que se pode operar



com mostos com concentragdes elevadas de agucar. Isso possibilita a obtengao de
vinhos com maior teor alcodlico reduzindo os custos com a destilagao;

- Eficiéncia da conversao: representa a capacidade da levedura de converter
0 agucar em etanol,

- Resisténcia ao pH e antissépticos: além da resisténcia ao alcool, a levedura
precisa tolerar o baixo pH do meio e antissépticos, uma vez que um dos recursos
utilizados para combater as infec¢gdes do mosto e do vinho € baixar o pH ou
adicionar antisséptico (PACHECO, 2010).

As leveduras exigem uma fonte de carbono elaborada — glicose ou outro
agucar, que fornece a energia quimica e o esqueleto carbdnico de suas estruturas
celulares, constituidas predominantemente de carbono, hidrogénio e oxigénio. A
Tabela 1, ilustra a composicdo molecular de levedura comercial.

Para cultivar um micro-organismo como Saccharomyces cerevisiae, por
exemplo, recorre-se a um meio de cultura estéril, adicionando-se a ele uma pequena
quantidade de material contendo células vivas desta levedura: a este material, da-
se o nome de indculo e a adi¢cao do indculo ao meio estéril denominado inoculagao.
Apods a inoculagado, o meio de cultura € incubado por tempo determinado, sob
condi¢cbes apropriadas de oxigenagao, temperatura, etc. Durante a incubagao
ocorre a multiplicagdo do micro-organismo dando origem a uma cultura
(SCHMIDELL et al., 2001).

Tabela 1- Composigao molecular de levedura comercial Sacharomyces cerevisiae

Constituinte Levedura (g/100g matéria seca)
Carbono (C) 45,00 — 47,00
Hidrogénio (H) 6,00 — 6,50

Oxigénio (O) 31,00 — 32,00
Nitrogénio (N) 7,50 -9,00

Potassio (K) 0,90 - 3,50




Foésforo (P) 1,10 -2,00

Enxofre (S) 0,30 -0,50
Magnésio (Mg) 0,15-0,50
Calcio (Ca) 0,04 - 0,90
Saédio (Na) 0,02 -0,20
Zinco (Zn) 0,004 -0,13
Ferro (Fe) 0,003 -0,10
Cobre (Cu) 0,002 -0,12
Manganés (Mn) 0,0004 — 0,0035
Cobalto (Co) 0,0005
Molibdénio (Mo) 0,000005 — 0,000009
Cloro (CI) 0,004 - 0,10
lodo (1) 0,00005 — 0,0004
Chumbo (Pb) 0, 0001 — 0,0007
Arsénio (As) 0,00001

(FONTE: PACHECO, 2010)

Numa cultura descontinua, as condigdes nao permanecem ideais por muito
tempo. Logo a quantidade de nutrientes comeca a diminuir e produtos do
metabolismo microbiano vao se acumulando. Essas modificagdes tem uma
consideravel influéncia sobre o crescimento dos micro-organismos. Na Figura 2 sao

apresentadas as fases do crescimento microbiano (SCHMIDELL et al., 2001).
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Figura 2 — Fases da curva do crescimento microbiano em sistemas fechado

A fase lag consiste em uma adaptagédo do micro-organismo ao meio, na qual
contagem nao revela aumento de numero. A fase de crescimento exponencial (fase
log) € a fase mais importante do crescimento microbiano. Os micro-organismos se
encontram na plenitude de suas capacidades, num meio cujo suprimento de
nutrientes € superior as necessidades do organismo semeado. Ao fim de certo
tempo, a velocidade de crescimento vai diminuindo até atingir a fase em que o
numero de novos individuos € igual ao numero de individuos que morre, fase
denominada estacionaria. Ja na fase de declinio, o numero de organismos que
morre torna-se progressivamente superior ao dos que surgem (SCHMIDELL et al.,
2001).

Para identificagcdo e quantificacdo de micro-organismos sao utilizados
meétodos como coloraggo Gram e contagem em camara de Neubauer
respectivamente. Essa coloragéo e utilizada pois permite a detecgdo de bactérias
contaminantes.

A concentragdo de células da suspensao preparada pode ser estimada
através da contagem ao microscopio utilizando-se a camara de Neubauer. Essa
camara consiste de uma lamina de microscopia mais alta do que uma lamina normal

que mantém uma laminula especial de quartzo exatamente a 10" mm acima do



chao da camara. Dessa forma, quando se coloca uma solugao na camara e se cobre
a mesma com a laminula, a profundidade da solugdo é conhecida. Uma vez que o
volume da camara é conhecido, realiza-se a contagem de células no quadrante
escolhido, estimando a quantidade de células presentes na solu¢ao (MADIGAN et.
al., 2008).

2.1.2 Preparo do mosto

Da-se o nome de mosto ao caldo ou suco obtido das frutas, depois de
espremidas, para a elaboragdo dos diversos tipos de vinhos (MORETTO et al,
1988).

O preparo do mosto € uma operagao de importancia fundamental. Quando
mal preparado, leva consigo substancias indesejaveis e outras transformacdes e
decomposi¢cdes que afetam a qualidade do vinho. As frutas, quando utilizadas
completamente amadurecidas, sdo mais ricas em agucar, economizando parte
daquele que vai ser acrescentado para a corre¢ao do mosto para o grau alcodlico
desejado e, sendo menos acida, favorecendo a qualidade do vinho (MORETTO et
al., 1988).

A filtragdo elimina as particulas maiores, tornando o mosto adequado a
multiplicacao e trabalho das leveduras fermentadoras.

As frutas suculentas produzem o tipo ideal de mosto, o qual necessita apenas
de algumas operagbes complementares para ser purificado. Existem algumas
frutas, que mesmo submetidas a uma prensagem rigorosa, ndo fornecem caldo em
quantidade suficiente, devido a concentragdo. Neste caso, pode-se recorrer ao
emprego da agua para retirar os componentes uteis existentes no suco ou entédo
para dissolver a massa das frutas (MORETTO et al., 1988).



2.1.3 Sulfitacao e Chaptalizagao

Sulfitagcdo € uma das técnicas mais empregadas na vinificagdo. O emprego
do diéxido de enxofre (SO2) como elemento antibacteriano comegou no século XIX,
servindo para eliminar leveduras selvagens, prevenir das enfermidades do vinho,
para conserva-lo e ainda funciona como antioxidante (ESCHER, 2006).

Quando o diéxido de enxofre, também chamado de anidrido sulforoso, é
adicionado a um meio aquoso, ele se distribui entre as formas SO2, HSO; e
S0%~dependendo do pH. A sulfitagdo atua nas seguintes etapas:

¢ Inibicdo da oxidagdo (ndo catalisada por enzimas) de agucares
presentes. Essa oxidagdo conduz ao escurecimento envolvendo
reagbes complexas das quais participam os grupos carboxilas dos
acucares. O SO2 e os sulfitos reagem com esses grupos carbonila,
formando um produto que nao participa de reagdes subsequentes
envolvidas no escurecimento.

¢ Inibicdo de reagdes de oxidagao catalisadas por enzimas. O SOz inibe
as enzimas catalisadoras dessas oxidagdes (oxidases).

¢ Inibicdo da atividade de micro-organismos presentes no vinho. A
parcela do SO2 que permanece livre é ativa, especialmente contra
bactérias (PERUZZO & CANTO 2010).

Para assegurar a assepsia, ou seja, reduzir a carga microbiana deteriorante,
sem afetar a atividade fermentativa das leveduras e prevenir oxidacbes
indesejaveis, € recomendavel a adigdo de bissulfito de sédio na concentragéo de
0,1g.L".

A corregao do agucar ou chaptalizagdo geralmente é feita em mostos pobres
em agucar para aumentar o grau alcodlico, produzir os vinhos suaves e licorosos,
assim como, para proporcionar mais corpo a bebida. Considera-se que 2° Brix
produz aproximadamente 1°GL de alcool apds a fermentagao. Essa proporgao de

2:1 foi estabelecida devido as crescentes dificuldades dos fermentos se
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desenvolverem em meio de elevado teor alcodlico, quando entao precisam de maior

quantidade de agucar para aumentar um grau alcoodlico (TAVARES, 2009).

2.1.4 Fermentacao alcodlica

Produtos de fermentagéo sao utilizados desde a antiguidade. Ha registros
que comprovam o uso de alimentos fermentados pelos sumérios, egipcios antigos
e babilénios. A producdo de bebidas alcodlicas pela fermentagdo de grdos de
cereais ja era conhecida antes do ano 6000 a. C. (PACHECO, 2010).

A obtencao do fermentado de fruta se da pela fermentagao alcodlica, por
difusdo, que € o tipo de fermentacdo em que se obtém essencialmente etanol, mas
que compreende um grupo de reagdes onde sao produzidos também outros alcoois,
como o metanol, propanol, butanol, por exemplo (OLIVEIRA et al., 2011).

A fermentacgéao alcodlica é conduzida pelas leveduras, na maioria das vezes,
usam-se a Saccharoymces, micro-organismo aerobio facultativo, ou seja, tem
habilidade de se ajustar metabolicamente, tanto em condi¢gdes de anaerobiose ou
aerobiose. Os produtos finais da metabolizagdo do acgucar irdo depender das
condigbes ambientais em que a levedura se encontra. Assim, enquanto uma porgao
do acgucar é transformada em biomassa, CO2 e H20 em aerobiose, a maior parte &
convertida em etanol e CO2 em anaerobiose, processo denominado de fermentacao
alcodlica (SCHMIDELL et al., 2001).

Diversos fatores fisicos (temperatura, pressdo osmoética), quimicos (pH,
oxigenacao, nutrientes minerais e organicos, inibidores) e microbioldgicos (espécie,
linhagem e concentracdo da levedura, contaminagdo bacteriana) afetam o
rendimento da fermentacéo, ou seja, a eficiéncia da conversao de agucar em etanol
(PACHECO, 2010). Geralmente as quedas na eficiéncia fermentativa decorrem de
uma alteragdo na estequiometria do processo, levando a maior formagao de
produtos secundarios e biomassa (SCHMIDELL et al., 2001).

Segundo Oliveira et al., (2011) a temperatura de fermentagdo ¢é
extremamente importante, pois permite obter alto rendimento em alcool, nao

somente para que a fermentagao seja completa mais também por minimizar a perda
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por evaporagao. Ela afeta a velocidade da fermentacao e a natureza e a quantidade
de compostos secundarios.

As leveduras do género Saccharomyces possuem uma temperatura 6tima
correspondente a 25°C, sendo seu desenvolvimento extremamente favorecido ao
redor desse valor. Quanto a influéncia na qualidade do vinho a temperatura pode
oscilar entre 25° e 35°C. As temperaturas acima de 35°C sdo consideradas
prejudiciais, enquanto que as temperaturas 36° a 38°C s&o inibitérias (MORETTO
et al., 1988).

As fermentacgdes se desenvolvem numa ampla faixa de valores de pH, sendo
adequada aquelas entre 4 e 5. A fermentagéao alcodlica inicia-se com valores de pH
baixos, finalizando-se com valores de 3,5 a 4,0. Fermenta¢gdes conduzidas em
meios acidos resultam em maiores rendimentos em etanol, pelo fato de restringir o
crescimento do fermento, com a consequente reducdo da producao de glicerol, ao
mesmo tempo que reduz a contaminagéo bacteriana (SCHMIDELL, 2001).

Aumentando-se a concentracdo de agucares, aumenta-se a velocidade de
fermentagao, a produtividade (SCHMIDELL, 2001). Todos os fatores citados sao
essenciais para a elaboragédo do fermentado de fruta assim € feito um ajuste no
mosto para que a fermentacao se inicie. A quantidade de mosto a ser preparada ira
depender da quantidade desejada do produto final (fermentado). Modificando-se o
processo fermentativo e variando-se os substratos, € possivel notar que o
rendimento pode mudar, aumentando ou diminuindo, de acordo com o ajuste de
cada variavel (ASQUIERI et al., 2009).

Considera-se o término da fermentagdo quando o teor de agucar acusa o
menor grau possivel, geralmente 5°Brix (MORETTO et al., 1988).

2.1.5 Trasfega, filtragdao e armazenamento

Com a trasfega, consegue-se a separagao do vinho da borra. A trasfega é a
mudanga do vinho de um recipiente para outro, realizada com precaugao
separando-se o vinho limpo do depdsito ou borra. A finalidade da trasfega é facilitar

a clarificagado do vinho e prevenir a aquisicao de odores estranhos, pela presenga
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de células velhas das leveduras (TAVARES, 2009). A clarificagdo natural realiza-se
por simples repouso, consistindo na sedimentacao progressiva de particulas em
suspensdo. E influenciada pela densidade da particula. A natureza, volume, forma
do recipiente e outros fatores externos, (temperatura, arejamento, tanino, etc.)
influenciam a extensao deste depdsito (borra) (TAVARES, 2009).

Os processos mais naturais de clarificacdo aguardam a sedimentagao das
particulas, por tempo longo, trasfegam eliminando a borra e, se ainda continua a
turvagdo, devem eliminar as particulas menores que ndo se sedimentam, pela
filtracdo ou por meio de clarificantes (TAVARES, 2009).

A filtragdo mais rudimentar consiste na passagem do vinho por coadores de
flanela, feltro ou panos semelhantes, sendo recomendada para pequenas
quantidades e como filtracdo doméstica. O inconveniente apontado refere-se a
exposi¢cao do vinho ao ar. A filtragao industrial utiliza-se de filtros prensa, forgando
o0 vinho sob pressdo a atravessar consecutivamente diversas paredes de lona
especial ou a passar por velas de porcelana. Na lavagem constante das velas dos
filtros e lonas reside o sucesso e a rapidez da filtragdo (MORETTO, 1988).

Os vinhos sao acondicionados em garrafas de vidro ambar, fechadas sob

pressao com rolhas de cortica e armazenados a temperatura ambiente.

2.2 Analises fisico- quimicas

Segundo Moretto et al.,, 1988, as analises fisico-quimicas sao de grande
importancia e por isso sao realizadas durante e depois do processo de fermentagao
para garantir a qualidade do produto final. A fermentagdo deve ser controlada
diariamente, pelo menos quanto ao pH e desdobramento de acucar. As
observagdes mais rigorosas incluem a pesquisa da acidez e porcentagem de alcool,
a medida que o mosto fermenta O controle do desdobramento do agucar € dado
pelo refratdbmetro (Figura 3.a). Diariamente, verifica-se a quantidade de agucar
existente, o qual, decresce rapidamente como consequéncia de sua utilizagao.

Quando o teor de agucar atinge aproximadamente 5°Brix, o fermentado €&

submetido a filtragdo e medido o teor alcodlico, por meio de um alcoémetro. Essa
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medicao é feita em grau Gay Lussac (%V), que indica o volume de alcool contida
em 100 volumes de uma mistura feita exclusivamente de alcool e agua. (Figura
3.b).

Figura 3- (a) Refratdmetro (b) Alcoometro. FONTE: Google imagens, 2013.
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3. Procedimento experimental

3.1Preparo do in6culo

Os indculos foram preparados a partir de duas fontes, a primeira proveniente
do fermento bioldgico industrial e, a segunda, proveniente da propria fruta abacaxi,
in natura.

Em um tubo Falcon foi preparada a solugao de fermento biolégico em tampao
salina fosfatado (PBS). Ja o abacaxi passou por fermentagao natural, sendo exposto

ao ar para induzir o aumento de leveduras residentes.

3.1.1 Inoculacao em placa

Com o auxilio de swabs estéreis foram retiradas amostras do fermento e do
abacaxi, as quais foram plaqueadas por estrias simples em uma placa de Petri, com

Agar Sabouraud e mantidas em estufa a 28°C.

3.1.2 Coloragao Gram, replaqueamento e troca de meio

Apos 48 horas, pode-se observar a proliferagao de leveduras, e outros micro-
organismos presente nas placas, a partir da qual foi feita a coloragao pelo método
de Gram e analise em microscépio optico (MO). Pode-se perceber, apos a
observacao ao M.O., a presencga de alguma contaminag¢éo bacteriana nas amostras,
sendo necessarios replagueamentos para obtengao de colbnias realmente isoladas
ou culturas puras. O re-isolamento, desta vez, em estrias compostas e utilizando-
se Agar Sabouraud. Este meio é recomendando para o cultivo, isolamento e
identificagao de fungos micelianos e leveduriformes. O pH do meio, levemente acido
€ a riqueza de agucar, inibem o desenvolvimento da maioria das bactérias.

Apo6s o crescimento dos micro-organismos, nesta condigdo, e feita a nova
coloracgéao, o resultado da analise em microscéopio, mostrou a presencga de culturas

puras em algumas placas tanto de fermento biolégico quanto das que continham
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amostras coletadas de abacaxi. As cepas certificadas foram entdo inoculadas em
1mL de meio de cultura novo e mantidas em estufa para crescimento por 24 horas.
Em seguida, 1mL foi transferido para 50mL de caldo Sabouraud. A cultura foi
mantida por mais 24 horas em Shaker e, apos, foram armazenadas a 4° C.

Para preservagao dos isolados, 18 amostras (sendo 9 do abacaxi e 9 do
fermento) de 600uL cada, foram congeladas com adigao de 20% de glicerol.

Para a obtengao de inéculo trabalho, o numero adequado de leveduras
(108/mL) foi determinado por meio de contagem em contagem de células

(Neubauer) a partir do crescimento/reativagédo dos micro-organismos.

3.1.3 Reativagado dos micro-organismos

As amostras congeladas foram reativadas para dar inicio a fermentagéao.
Com auxilio de micropipeta, aliquotas de 100ul foram retiradas a partir do
criopreservado (descongelado a temperatura ambiente) e transferidas para placas
de Petri contendo Agar Sabouraud, incubadas por 24 a 48 horas.

As amostras foram nomeadas, conforme observa-se na Tabela 2.

Tabela 2 — Amostras de fermento e abacaxi identificadas.

Amostras Nomeacéao
1 Fermento B
2 Fermento A11
3 Fermento A 2
4 Fermento 1B
5 Fermento 1C
6 Fermento 1A
7 Abacaxi 1A
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8 Abacaxi 2A

9 Abacaxi 3A
10 Abacaxi 1B
11 Abacaxi 3B

3.1.4 Centrifugacao

Os 50mL cultivados de cultura foram, entéo, transferidos para tubos Falcon
estéreis e estes foram submetidos a centrifugagao. Os tubos foram centrifugados
por 10 minutos, a 4°C e 3000g. O sobrenadante foi descartado e o concentrado de

células utilizado para inoculagdo em biorreator.

3.2 Preparo do Biorreator

Para a produgéo do fermentado de abacaxi, foram preparados trés reatores,
nos quais se utilizaram recipientes de vidro com capacidade de 3 litros cada. Nas
tampas dos recipientes foram feitas aberturas para a entrada de mangueiras o que
permitiu a coleta de amostras diarias para as analises.

Os biorreatores passaram por um processo de assepsia, sendo lavados com
alcool 70% (v/v) e colocados no fluxo com luz UV por 30 minutos.

A Figura 5 ilustra um dos biorreatores utilizados para a elaboragéo do

fermentado de abacaxi.
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Figura 5 — Biorreator preparado para a produg¢ao do fermentado de abacaxi.

3.3 Processo fermentativo

3.3.1 Obtengao do mosto

As frutas (abacaxi) sadias e maduras adquiridos no mercado local foram
selecionadas e lavadas em agua corrente para retirada de impurezas. Foram
cortadas em cubos e trituradas em liquidificador (Figura 6). O residuo (cascas e
coroa) foi descartado. O suco foi transformado em mosto para fermentacao pela
adicao de bissulfito de sodio (0,1 g/L), para assegurar assepsia e presenca de
concentracao ideal de agucar (chaptalizagdo). A adigdo de agucar foi feita até atingir
o Grau Brix desejado (18 e 20°Brix).

Figura 6 — Abacaxi cortado e triturado em liquidificador.
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3.3.2 Inoculagao e inicio da fermentagao

Para dar inicio a fermentagdo, foram adicionados o0s indculos
(Saccharomyces sp), obtidos do isolamento das amostras de fermento bioldgico e
abacaxi) no mosto, como apresentado na Figura 7. No biorreator 1 foram
adicionados amostras do fermento (F1A, F1B e FA2), no biorreator 2 foram
adicionados amostras do abacaxi (ABA 3B, ABA 1A e ABA 3A), ja no biorreator 3

amostras do fermento e do abacaxi foram misturadas (ABA 2A, ABA 1B e F 1C).

Figura 7 — Inicio do processo de fermentagdo para produgdo de fermentado de

abacaxi.

Apos o término da fermentagdo, que acontece quando o nivel de sélidos
soluveis atinge 5° Brix, os fermentados foram acondicionados em geladeira para
que os solidos presentes fossem decantados. Depois de 48 horas, foi separado o

corpo de fundo do vinho através da filtracdo e medido o teor alcodlico.
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3.4 Analises

Foram feitas analises diariamente dos fermentados para controle da
fermentacgao. Foi medido o teor de solidos soluveis (°Brix) com o uso do refratdbmetro
e também foi feita a medi¢ao de pH. Apods a filtragao o teor alcéolico foi determinado

com o uso do alcodmetro.
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4. Resultados e discussao

4.1Prospeccao de micro-organismos

Apos o isolamento do fermento comercial e da amostra de abacaxi, foram
observadas formagdes de colbnias nas placas de Petri. Na Figura 8 € apresentado
o0 aspecto morfologico das culturas obtidas do abacaxi e do fermento
respectivamente.

Figura 8 — Estria simples: (a) amostra de abacaxi e (b) do fermento.

Pode-se perceber na Figura acima col6nias isoladas, nas quais foram
retiradas amostragens para coloragdo Gram que foram visualizadas em microscoépio
Optico. Foram coradas 7 amostras denominadas A, B, C, D, E1, E2 e E3. Sendo de
A a D correspondentes ao fermento e as placas de E1 a E3 amostras do abacaxi.
Apos a analise em microscopio, pdde-se perceber que as placas C e D continham
leveduras, porém contaminadas (contendo a presenca de bactérias) (Figura 9),
sendo descartadas. Da placa A, por replagueamento, foi obtida cultura pura de

levedura, como representado na Figura 10.
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Figura 9 — Amostra do fermento C contaminada.
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Figura 10 — Cultura pura isolada da placa do fermento A.

O experimento foi realizado durante a disciplina Laboratério biotecnoldgico,
portanto, para elaboragédo do Trabalho de Conclusédo de Curso o procedimento foi
repetido utilizando-se as amostras congeladas a partir do replagueamento para
isolar leveduras. As Figuras 11 e 12 apresentam o crescimento na placa de Petri do

fermento e do abacaxi respectivamente.

22



Figura 11 — Placas de Petri apresentando crescimento de leveduras do fermento.

Figura 12 — Placas de Petri apresentando crescimento de leveduras do

abacaxi.

As placas contendo fermento B e fermento A11, apresentaram-se

contaminadas com presenga de bactérias. Ja as outras placas apresentaram
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culturas puras, vistas em microscopio. Depois de serem transferidas para o caldo
Sabouraud e colocadas em Shaker apresentaram turvagdo como sinal de

crescimento, como mostra a Figura 13.

Figura 13 — Fermentado em caldo Sabouraud depois do crescimento contendo

leveduras obtidas do fermento e do abacaxi respectivamente.

A contagem de células, realizada em camara de Neubauer, comprovou a
quantidade ideal (108/mL) para iniciar o processo fermentativo em biorretor.
Apos a etapa de centrifugagao, foi obtido um concentrado de células. Foram

utilizados as amostras (Tabela 2), exceto as amostras 1 e 2 contaminadas.

4.2 Fermentacgao
Inicialmente mediu-se a quantidade de sélidos soluveis (Grau Brix) da polpa
de abacaxi. A partir do valor encontrado (14°Brix) conforme mencionado, foi
necessario ajustar o mosto para obtengdo de um teor de agucares elevado
(aproximadamente 20°Brix). Para isso a cada biorreator foi adicionado agucar cristal
(sacarose) e agua em quantidades diferentes, conforme indicado na Tabela 3.

Tabela 3 — Valores de abacaxi, agua e agucar adicionados ao mosto.
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Biorreator °Brix inicial Abacaxi (g) Agua (ml) Acucar (9)

Biorreator 1 19 630,91 500 288,66
Biorreator 2 24 634,44 500 355,39
Biorreator 3 20 627,49 500 306,12

Durante a fermentagao, os conteudos dos biorreatores foram monitorados
diariamente e observados quanto as mudancas de pH e °Brix.

Cada biorreator apresentou um comportamento diferente. No primeiro deles,
até 0 6° dia as leveduras estavam na fase Lag (adaptagao metabdlica), depois disso,
o teor de solidos soluveis caiu gradativamente. O biorreator 3 apresentou um
decréscimo consideravel a partir do quinto dia de fermentacado tendo o teor de
solidos soluveis reduzido de 20 para 5°Brix. O segundo ndo apresentou sinais de
fermentacdo. Como foram usadas somente amostras de leveduras isoladas do
abacaxi e no terceiro biorreator amostras de ambos (fermento e abacaxi) o fato de
nao ter sido produzido etanol ndo pode ser explicado pela cepa utilizada, entdo o
que se pode dizer € que a alta quantidade de agucar adicionada ocasionou um
estresse osmoético com consequente elevacdo no brix. Na Tabela 4 sao

apresentados os resultados.

Tabela 4 — Resultados obtidos da fermentacéo

Dias Biorreator 1 Biorreator 3
°Brix pH °Brix pH
1 19 3,58 20 3,54
2 19 3,61 20 3,59
3 19 3,53 20 3,54
4 19 3,48 20 3,45
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5 19 3,5 19 3,27
6 19 3,51 18 3,30
7 18 3,52 18 3,39
8 18 3,56 17 3,40
9 17 3,54 16 3,40
10 16 3,54 15 3,62
11 16 3,49 15 3,60
12 14 3,56 14 3,59
13 13 3,53 13 3,54
14 12 3,54 12 3,49
15 11 3,57 11 3,50
16 10 3,49 10 3,48
17 9 3,5 9 3,45
18 9 3,52 7 3,45
19 7 3,56 5 3,42
20 6 3,5 - -

21 5 3,48 - -

O decréscimo do teor de acgucar no mosto € decorrente da multiplicagao

microbiana e consequente consumo do mesmo para produgdo de etanol pela

levedura. Esse efeito pode ser melhor visualizado através das curvas abaixo (Figura

14).
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Figura 14 - Curva de consumo de agucar durante a fermentacdo (a)

Biorreator 1 e (b) Biorreator 3.

Conforme observado na Tabela 4, nota-se ligeira redugéo do pH ao longo do
processo de fermentagéo nos biorreatores 1 e 3. Esse fato pode ser explicado pela
producdao de acidos organicos. O pH do abacaxi € baixo e ainda foi reduzido a
medida em que houve a transformagao do agucar em etanol, o que indica um bom
metabolismo das leveduras. A acidificagao do meio pode ter impedido o crescimento
dos micro-organismos indesejados. Valores de pH acima de 4,0 tornam os vinhos
sujeitos a alteragdes microbioldgicas e de cor.

Depois do fermentado ser filtrado foi medido o teor alcodlico através do
refratdmetro e o resultado provou a producgao de bebida fermentada de abacaxi. Na

Tabela 5 sao apresentados os resultados obtidos nos biorreatores 1 e 3.

Tabela 5 — Comparativo entre os fermentados obtidos do biorreator 1 e 3.

Biorreator Grau brix  pHfinal  Grau Brix Dias de Teor
inicial final fermentacéao alcodlico
(°GL)
1 19 3,48 5 21 9
3 20 3,42 5 19 8
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Os produtos elaborados apresentaram graduacao alcodlica de acordo com a
legislagao, o que significa que as leveduras usadas apresentaram comportamento
adequado para a conversao de agucar em etanol.

Em fungao do tempo e disponibilidade de equipamentos, outros aspectos néo
foram analisados, como a determinacdo de acidos organicos através de
cromatografia, determinagao de agucares redutores, dosagem de etanol usando a
técnica de cromatografia em fase gasosa, os quais poderao ser obtidos em
experimentacdes futuras em aliquotas congeladas. Pelo mesmo motivo, também
nao foi possivel desenvolver analise sensorial dos produtos obtidos. Estes testes
poderiam detectar diferengas no aroma, sabor e palatabilidade, os quais podem
resultar dos elementos nao avaliados acima e poderiam mostrar outros resultados,

diferentemente dos teores alcodlicos que foram similares.
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5. Conclusao

O fermentado de abacaxi pode ser visto como uma bebida alternativa ao
consumidor que procura novos sabores e maior variedade de produtos. O processo
pode ser obtido tanto com fermentagao espontanea com leveduras residentes da
propria fruta ou com a introdugdo de leveduras comerciais, pelo fato destes
processos permitirem a obtencao de teores alcodlicos semelhantes. Sua produgao
requer o controle dos parametros envolvidos, pois estes influenciam diretamente no
produto final. O pH demonstrou ter um papel importante para o inicio da
fermentacgdo, pois quando nao ajustado, as leveduras demoram na adaptacao ao
meio e consequentemente retardam o inicio da fermentacédo. Deve-se ter cuidado
ao adicionar agua para evitar a diluigdo excessiva do mosto e a dificuldade de
acesso das leveduras ao substrato. O valor de °Brix inicial também constitui fator
importante e, por isso é ideal o emprego de frutos maduros. Foi possivel notar
também a influéncia da concentracdo de agucares, no Biorreator 2 a alta
concentragdo de agucares acarretou um estresse osmaotico, ndo ocorrendo o
processo fermentativo. Os fermentados apresentaram variacdo nos seus teores
alcodlicos que pode ser devido as diferentes concentracdes de cada preparo, porém
os valores estavam dentro do previsto para uma bebida fermentada de fruta (4 a
14°GL). Dessa forma, o estudo mostrou ser viavel e passivel de algumas alteracdes

nos parametros para otimizagao do fermentado de abacaxi produzido.
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