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Resumo

As bebidas fermentadas de fruta sdo produtos promissores para aqueles
consumidores que estdo sempre em busca de novidades. Além disso, sdo uma
alternativa para a reducédo das perdas pds-colheita de frutos pereciveis. Este
trabalho tem por objetivo aplicar a técnica do planejamento experimental
fatorial para otimizar a producdo do vinho de abacaxi utilizando a levedura
Saccharomyces cerevisiae. Foi realizado um planejamento experimental 22
com trés repeticdes no ponto central, resultando num total de 7 experimentos,
avaliando os efeitos das concentracdes de levedura (0,3; 0,6 e 0,9 gL”) e
teores de sdlidos soluveis (15, 19 e 22 °Brix) na variavel dependente teor
alcodlico. De acordo com os resultados, o ponto 6timo corresponde a 22 °Brix
com concentracdo de levedura de 0,9 g.L™, obtendo um teor alcodlico de 6°GL
(%v/v) enquadrando-se dentro das especificagbes a cerca de fermentados de
fruta. No entanto, pode-se dizer que ha uma faixa na qual os valores sao

otimizados: entre 0,6 e 0,9 g.L ™" de levedura e 20 a 22 °Brix.

Palavras-chave: abacaxi, vinho, planejamento experimental.
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1. Introducgao

Originario do Brasil, o abacaxizeiro (Ananas comosus L. Merril) € uma
planta de clima tropical, monocotiledénea, herbacea e perene da familia
Bromeliaceae. O fruto é utilizado tanto para o consumo in natura quanto na
industrializacdo, em diferentes formas: pedacos em calda, suco, pedagcos
cristalizados, geleias, licor, vinho, vinagre e aguardente. Como subproduto
desse processo industrial pode-se obter ainda: alcool, acidos citrico, malico e
ascorbico; ragdes para animais e a bromelina. A bromelina € uma substancia
de alto valor medicinal, trata-se de uma enzima muito utilizada como digestivo
e anti-inflamatorio. Na culinaria, o suco de abacaxi € utilizado para o
amaciamento de carnes. Além disso, os frutos do abacaxi sdo 6timas fontes de
calcio, vitaminas A, B e C (NASCENTE et al 2014).

O cultivo de abacaxi concentra-se em seis paises produtores que
respondem por mais de 59% da produ¢cdo mundial. O principal produtor
mundial de abacaxi é a Tailandia, seguido pelo Brasil, Filipinas, China, india e
Costa Rica (AGRIANUAL, 2008).

O agronegécio brasileiro representa um dos mais importantes
segmentos para a economia do pais com maior produgcao mundial de frutas. No
entanto, a producdo de alimentos hortifruticolas implica em consideraveis
perdas cumulativas durante toda a cadeia de comercializagado, iniciando na
colheita e estendendo-se até a mesa do consumidor (VIEIRA, 2012). Uma das
alternativas para minimizar essas perdas € a producao de bebida alcodlica a
partir de frutas.

O abacaxi, em sua composi¢ao 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). Sendo assim, o elevado teor
de agucar do abacaxi consiste em uma caracteristica favoravel para aplicagao
em processos biotecnoldgicos, como por exemplo, na fermentagao alcodlica.

A fermentacdo € um dos processos mais antigos e usados pelos
egipcios na fabricagdo de bebidas alcodlicas a partir de frutas e cereais
existentes ha mais de 4.000 anos. A fermentacdo alcodlica é feita por
leveduras que hidrolisam basicamente os agucares (glicose, frutose, sacarose



e outros) transformando-os em alcool etilico e gas carbdnico, além de outros
produtos secundarios, como acidos organicos (PARENTE et al 2014).

Em processos industriais, € comum a existéncia de muitos fatores ou
variaveis que afetam a qualidade global do produto final. Neste contexto, a
Metodologia de Superficies de Resposta vem sendo estudada em conjunto
com técnicas de otimizagédo. Basicamente, consiste na modelagem, que é feita
ajustando-se modelos polinomiais a resultados experimentais, obtidos por meio
de planejamento experimental (SARAMAGO et al 2008). As técnicas
estatisticas, tais como o planejamento experimental, sdo utilizadas de modo a
concluir algo em relagéo a dependéncia das variaveis analisadas. Além disso, €
possivel determinar as variaveis que exercem maior influéncia no desempenho
de um determinado processo, tendo como resultado a redugdo do tempo
operacional, redugdo do custo e melhoria no rendimento (CALADO e
MONTGOMERY, 2003).

2. Objetivos

Este trabalho teve como objetivo aplicar o estudo do planejamento
experimental e metodologia de superficie de resposta para otimizar a producéo
do vinho de abacaxi (Ananas comosus L) utilizando a levedura Saccharomyces

cerevisiae.



3. Revisao Bibliografica

3.1 Fermentagao alcodlica

A fermentagdo alcodlica é conduzida pelas leveduras que sao fungos
unicelulares, nio filamentosos, de formatos ovais ou esféricos. A levedura mais
estudada € a Saccharomyces cerevisiae. Sua célula consiste em parede
celular, membrana citoplasmatica, nucleo, vacuolos e mitocdndria. Possuem
metabolismo aerdbio facultativo, ou seja, tem habilidade de se ajustar tanto em
condi¢des de anaerobiose ou aerobiose (ALEXANDRINO, 2012).

A obtencao do fermentado de fruta se da pela fermentacao alcodlica, etapa
mais importante do processo que engloba um conjunto de reagcdes enzimaticas
controladas. Na maioria das vezes, utiliza-se a Saccharoymces sp. Enquanto
uma porgao do agucar € transformada em biomassa, CO; e H,O em aerobiose,
a maior parte é convertida em etanol e CO, em anaerobiose, processo
denominado de fermentacao alcodlica. Os produtos finais da metabolizagdo do
agucar irao depender das condi¢gdes ambientais em que a levedura se encontra
(SCHMIDELL et al 2001).

A transformacdo do acgucar em etanol e CO,, processo denominado
glicdlise, envolve 12 reagbes em sequéncia ordenada, onde cada uma delas é
catalisada por uma enzima especifica. Essas enzimas, denominadas
glicoliticas, se encontram no citoplasma celular, regidgo da célula em que a
fermentacao alcodlica se processa e pode sofrer acbes de diversos fatores
(nutrientes, minerais, vitaminas, inibidores, substadncias do proprio
metabolismo, pH, temperatura e outros), alguns que estimulam e outros que
reprimem a agao enzimatica, afetando o desempenho do processo fermentativo
conduzido pelas leveduras (LIMA et al 2001).

Diversos fatores fisicos (temperatura, pressao osmotica), quimicos (pH,
oxigenagao, nutrientes minerais e organicos, inibidores) e microbiologicos
(espécie, linhagem e concentragdo da levedura, contaminagdo bacteriana)
afetam o rendimento da fermentagéo, ou seja, a eficiéncia da conversdo de
acucar em etanol (PACHECO, 2010). A temperatura de fermentagdo € um
parametro extremamente importante, pois permite obter alto rendimento em

alcool, nao somente para que a fermentagao seja completa, mas também por



minimizar a perda por evaporagao. Ela afeta a velocidade da fermentacao e a
quantidade de compostos secundarios (OLIVEIRA et al 2011).

Todos os fatores citados sdo essenciais para a elaboragdo do
fermentado de fruta, assim é feito um ajuste no mosto para que a fermentagéo
se inicie. A quantidade de mosto a ser preparada ira depender da quantidade
desejada do produto final (fermentado). Modificando-se o0 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 009).

3.2 Producao de fermentado de fruta

A legislagdo vigente estabelece que vinho de frutas ou fermentado de
frutas é a bebida com graduacao alcodlica de quatro a quatorze por cento em
volume, a vinte graus Celsius, obtida da fermentagédo alcodlica do mosto de
fruta sa, fresca e madura (BRASIL, 1997). Teoricamente, qualquer fruto ou
vegetal comestivel, que contenha umidade suficiente, agucar e outros
nutrientes para as leveduras, pode servir como matéria-prima para a produgao
de bebidas fermentadas (VIEIRA, 2012).

De acordo com o Decreto n. 2.314/1997, o “fermentado de fruta pode ser
adicionado de agucares, agua e outras substancias previstas em ato
administrativo complementar, para cada tipo de fruta” (BRASIL, 1997).

O processo de obtencdo de fermentados a partir de frutas € muito
semelhante ao processo de produgdo de vinho, com algumas adaptagdes que
variam com o tipo de fruta utlizada (VIEIRA, 2012). Admite-se,
tradicionalmente que o nome vinho seja reservado s6 para a bebida
proveniente da uva. Para bebidas produzidas por fermentagao alcodlica que
ndo seja a uva, deve-se indicar o nome da fruta (CORAZZA, 2001). Portanto,
no caso deste experimento, pode-se referir tanto como vinho de abacaxi ou
fermentado de abacaxi.

Para a producao de fermentado, a qualidade interna do fruto é de grande
importancia e esta relacionada com a coloragédo da polpa, auséncia de injurias
e com as caracteristicas de sabor, aroma, textura e dogura, as quais sao

importantes na sua aceitagao final. A qualidade esta diretamente relacionada
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as condig¢des climaticas e de aspectos de maturagéo do fruto (MIGUEL et al
2008).

3.2.1 Preparo do mosto

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

O preparo do mosto € uma operagcdo de importancia fundamental.
Quando mal preparado, leva consigo substancias indesejaveis e outras
transformacgdes e decomposicdes 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 correcédo do
mosto para o grau alcodlico desejado e, sendo menos acida, favorecem a
qualidade do vinho (MORETTO et al 1988).

Em geral, pode-se dizer que o preparo do mosto constitui a selegao do
fruto, extracdo da polpa, sulfitagdo e corregdes de agucar e acidez; etapas

realizadas antes da inoculagdo da levedura.

3.2.2 Sulfitagao e chaptalizagao

Para assegurar a assepsia, ou seja, reduzir a carga microbiana
deteriorante, sem afetar a atividade fermentativa das leveduras e prevenir
oxidagdes indesejaveis, é recomendavel a adicdo de 0,1 g.L™" de bissulfito de
sédio (TAVARES, 2009).

A chaptalizagao é a pratica difundida por Jean Antoine Chaptal (1756-1832)
que consiste na corregdo da deficiéncia de agucar no mosto com sacarose,
antes ou durante a fermentagao, favorecendo o equilibrio do vinho através da
elevagao do grau alcodlico (VIEIRA, 2012). Geralmente, a chaptalizagao é feita
quando a fruta ndo tem quantidades suficientes de agucares ou quando se

deseja uma bebida com graduacgéo alcodlica elevada.
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3.2.3 Inoculacao e fermentagao

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 constituem-se
primordialmente em representantes dessa espécie (MORETTO et al 1988).

Capacidade de transformar rapidamente agucar em etanol, alta tolerancia
ao produto formado, tolerancia a grandes variagdes de temperatura e atividade
celular em ambiente acido consagram a Saccharomyces cerevisiae como a
levedura mais indicada para a fermentagc&o alcoolica (CERQUEIRA, 2013).
Além disso, € um organismo considerado n&do patogénico, e devido a seu longo
histérico de aplicagdo na producdo de alimentos e bebidas alcodlicas, foi
classificada como um organismo GRAS do inglés Generally Recognized As
Safe (geralmente considerados como seguros) (ALEXANDRINO, 2012).

Parente et al (2014) consideram o processo de fermentacéo alcodlica
uma das etapas mais importantes para elaboragdo de vinhos e bebidas
fermentadas. Nesse processo, podem-se distinguir trés fases: uma preliminar
que € de adaptagdo da cultura ao meio (fase lag), a fase de crescimento
exponencial (fase log) e, a fase complementar que € o fim da fermentacao
(CORAZZA, 2001).

Considera-se o término da fermentacdo quando o teor de agucar acusa

0 menor grau possivel, geralmente 5 °Brix (SILVA et al 2010).

3.2.4 Trasfega e filtragao

A etapa de trasfega consiste em passar o mosto ou o0 vinho de um
depdsito a outro para eliminar qualquer sedimento que se deposite no fundo do
recipiente e que, em contato com o vinho (ou a bebida fermentada), pode
transferir e provocar odores e sabores estranhos. Também com a trasfega se
consegue que o vinho (ou a bebida fermentada) oxigene se, adquirindo
oxigénio necessario para sua evolugao posterior (VIEIRA, 2012).

Os processos mais naturais de clarificagdo aguardam a sedimentagao

das particulas por um longo tempo. Se ainda assim a turvagao persistir, devido
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a particulas menores que nao se sedimentam, deve-se elimina-las pela filtragao
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 filtragcdo doméstica. Em contrapartida, a filtragao industrial
utiliza-se de filtros prensa, forcando o vinho sob pressido a atravessar
consecutivamente diversas paredes de lona especial ou a passar por velas de
porcelana (MORETTO, 1988).

3.2.5 Envase e armazenamento

O envase consiste em colocar no recipiente certa quantidade de vinho,
deixando um espacgo vazio, necessario para eventual dilatagéo e para aplicar o
sistema de vedacao. Este sistema, geralmente feito com a rolha de cortica, tem
como principal fungdo proteger o vinho das contaminagées microbianas e das
oxidagdes (RIZZON et al 2006).

Apds o processo de acondicionamento do vinho nas garrafas, elas séo
transportadas para o setor de envelhecimento e empilhadas horizontalmente,
para manter a rolha umida. Nesse local, o vinho passa por uma série de
transformacgdes fisico-quimicas. O seu aroma torna-se mais fino e agradavel e
sua cor sofre modificacbes devido as alteracbes das antocianinas,
responsaveis pela coloragdo vermelha do vinho tinto jovem. O setor de
envelhecimento deve ser um local limpo, bem higienizado, ventilado, com
pouca incidéncia de luz, umidade moderada e temperatura baixa e constante
(RIZZON et al 2006).

3.2.6 Analises fisico- quimicas

Segundo Moretto et al (1988), as analises fisico-quimicas sao de
grande importéncia e por isso séo realizadas durante e depois do processo de
fermentagao para garantir a qualidade do produto final. Diariamente, verifica-se
a quantidade de acucar existente, o qual decresce rapidamente como
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consequéncia de sua utilizagdo. O controle do agucar é realizado com auxilio
de um refratdbmetro, que expressa em °Brix o teor de sdlidos soluveis (Figura
1A).

Quando o teor de agucar acusa 0 menor grau possivel, geralmente
5°Brix, o fermentado é submetido a filtracido e medido o teor alcodlico, por meio
de um alcobmetro (Figura 1B). Essa medicdo € feita em grau Gay Lussac
(%v/v), que indica o volume de alcool contido em 100 volumes de uma mistura

feita exclusivamente de alcool e agua (MORETTO et al 1988).

Figura 1. A) Refratdbmetro e B) Alcobmetro. FONTE: Google imagens, 2014.

3.3 Planejamento Experimental

O planejamento experimental pode ser considerado como um processo
pelo qual certos fatores sdo selecionados e variados de maneira controlada
para obter os seus efeitos sobre uma resposta de interesse, muitas vezes,
seguido pela analise dos resultados experimentais (WANG e WAN, 2008).

O planejamento fatorial completo é uma técnica bastante utilizada
quando se tém duas ou mais variaveis independentes (fatores). Ele permite
uma combinagao de todas as variaveis em todos os niveis, obtendo-se assim
uma analise de uma variavel sujeita a todas as combinagdes das demais
(CALADO e MONTGOMERY, 2003).

O usual é realizar um planejamento com dois niveis, no maximo trés. A

representacdo de um planejamento fatorial em dois niveis & 2% onde 2 significa
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o ntimero de niveis e k o nimero de fatores. No caso de trés niveis, tem-se 3
(CALADO e MONTGOMERY, 2003).
Um modelo polinomial adequado pode ser usado para descrever 0s
efeitos dos fatores estudados sobre a resposta:
Y= B +ZﬁiXi+Zﬁinin+Zﬁinjz (D
i=1 i<j j=1
onde Y ¢é a resposta prevista.

Neste experimento, 2 variaveis sao envolvidas e, portanto, n tem o valor

Y= By+ BX1 +BX; + Bio XX, + 311X12 + BZZXZZ (2)

A curva de nivel (em 2D) e curva da superficie de resposta (em 3D) sao
geralmente a representacao grafica dessa equagao de regressao. Curvas de
nivel circulares das superficies de resposta sugerem que a interagao entre as
variaveis correspondentes ¢é insignificante. Entretanto, curvas de nivel de
natureza eliptica ou sela indicam a importancia das interagdes entre as
variaveis correspondentes (WANG e LIU, 2008).

A analise da variancia, também denominada ANOVA, é utilizada para
avaliar a adequacéo do modelo ajustado. O valor de R? fornece uma medida de
quanto a variabilidade dos valores das respostas observadas poderia ser
explicada por fatores experimentais e as suas interagdes. Um bom modelo
(valores acima de 0,9 sao considerados muito bons) explica a maior parte da
variagdo na resposta. Quanto mais perto o valor de R?é de 1,00, mais forte é o
modelo e melhor a resposta prevista (BURKERT et al 2004).

O planejamento experimental € de grande importéncia em processos
fermentativos, pois o processo é influenciado por diversos fatores tais como
substrato, pH, temperatura, condigdes operacionais etc., assim, um
planejamento experimental apropriado pode ser utilizado para estudar os
efeitos de varios fatores no processo para torna-lo mais facilmente
compreendido e ainda otimizado para melhorar o seu desempenho (WANG e
WAN, 2008).

Um experimento laboratorial € um procedimento no qual alteracbes

propositais sdo feitas nas variaveis de entrada de um processo, de modo a
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avaliar as possiveis alteragdes sofridas pela variavel resposta. O planejamento
de um experimento tem por objetivo reduzir o tempo de execugdo, melhoria no
rendimento e redugéo de custos (CALADO e MONTGOMERY, 2003).
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4. Material e Métodos

Inicialmente foram estudadas algumas variaveis a serem analisadas pelo
planejamento experimental. Desse modo, decidiu-se que seriam estudados
dois niveis (minimo e maximo) e duas variaveis independentes: a concentragéo
de leveduras e o °Brix. A variavel de resposta (ou variavel dependente) seria o
teor alcodlico. Dessa forma, o planejamento seria um fatorial 22 com trés
pontos centrais, totalizando sete experimentos. Em sequéncia, os materiais e

reagentes necessarios foram providenciados.

4.1 Preparo do biorreator

O biorreator desenvolvido para a fermentagao consistiu de um recipiente
de vidro com tampa e capacidade para 3 litros (Figura 2). Em cada tampa foi
feito um orificio para a passagem de uma mangueira com didmetro maior,
utilizada para a coleta diaria de amostra por meio de uma seringa plastica e,
uma mangueira com diametro menor para a saida do gas carbdnico. Ambas as
mangueiras foram coladas na tampa. A tampa foi vedada com fita adesiva para

evitar a saida de gas carbdnico e minimizar possiveis contaminagdes.

Figura 2. Recipiente utilizado como biorreator.
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Os sete biorreatores utilizados para a fermentagao foram lavados com
agua e sabao e, em seguida, com alcool 70% (v/v) e colocados no fluxo com
luz UV durante 30 minutos. Cada biorreator foi identificado pela numeragao de
1 a 7, sendo os biorreatores 5, 6 e 7 os pontos centrais do planejamento
experimental.

4.2 Preparo do mosto

Os abacaxis mais maduros e sem danos externos foram selecionados e
adquiridos no mercado local. A casca e a coroa foram descartadas, e o
restante foi lavado com agua, picado em cubos (Figura 3) e triturado em um

liquidificador para facilitar a agdo da levedura.

Figura 3. 3A) Abacaxi selecionado e 3B) picado.

Apos a trituracéo e com auxilio de uma balanga, foi pesada uma massa
de aproximadamente 500 g para cada biorreator. Foi adicionado 0,1g de
bissulfito de potassio em cada biorreator para evitar possiveis oxidagdes e
reduzir a carga microbiana deteriorante. Este procedimento foi realizado dentro
do fluxo laminar. Em seguida, para o ajuste do °Brix inicial, estipulado pelo
planejamento experimental, adicionou-se agua e/ou agucar. Os valores iniciais

do °Brix, estabelecidos para o inicio da fermentacao, foram 15°, 19° e 22°Brix.
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4.3 Inoculagao

Para dar inicio a fermentagao, utilizou-se o fermento biolégico adquirido
no mercado local (Figura 4). Os valores estabelecidos para o planejamento
experimental, baseados em experimentos anteriores, foram 0,3; 0,6 e 0,9 g de
fermento para os niveis estudados. Estes valores representam os valores

minimo, médio e maximo respectivamente, do planejamento experimental.

Figura 4. Fermento biolégico fresco.

4.4 Fermentacao e filtragao

A fermentagao alcodlica foi mantida a temperatura ambiente (£x17°C)
durante sete dias, sendo o final do processo definido em fungcdo da
estabilizagdo da concentragdo residual de agucares no mosto fermentado.
ApoOs a estabilizacdo do grau Brix, os biorreatores foram transferidos para a
geladeira a fim de permitir a decantagcéo de sélidos presentes. Depois de 48
horas, realizou-se a trasfega e, em seguida, a filtragcdo do vinho de abacaxi

com auxilio de papel filtro. O teor alcodlico foi medido logo ap6s a filtragao.

4.5 Analises

Um pHmetro foi utilizado para verificar o pH do mosto antes da

inoculacao e depois da fermentacao, sendo os valores obtidos de pH 3,71 e pH
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3,50 respectivamente. Além disso, foram realizadas medicbes diarias do teor

de sdlidos soluveis (°Brix) com o auxilio de um refratémetro.

Apos a filtragao, o produto final foi colocado em uma proveta e com um

alcoémetro, mediu-se o teor alcodlico alcangado.

4.6 Aplicagao do planejamento Experimental

Considerando um planejamento fatorial 22 com trés pontos centrais,

obteve-se a matriz mostrada na Tabela 1.

Tabela 1. Matriz do planejamento experimental

Teste Concentragao °Brix
de levedura
1 -1 -1
2 1 -1
3 -1 1
4 1 1
5 0 0
6 0 0
7 0 0

Sabendo que (-1) corresponde ao nivel minimo, (0) ao médio e (1) ao

maximo das variaveis independentes selecionadas, construiu-se a Tabela 2.

Tabela 2. Matriz do planejamento experimental utilizada para a produgao
de vinho de abacaxi

Valores codificados

Valores reais

X X Concentragao °Brix
Biorreator 1 2 de levedura (g.L™)
1 -1 -1 0,3 15
2 1 -1 0,9 15
3 -1 1 0,3 22
4 1 1 0,9 22
5 0 0 0,6 19
6 0 0 0,6 19
7 0 0 0,6 19
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Ao final da fermentagdo, com a medi¢gao do teor alcodlico, foi possivel
inserir todos esses dados no software Statistica 7.0 e analisar o resultado do

planejamento experimental.

5. Resultados

Durante os sete dias de fermentagédo (Figura 5) foi possivel observar a
formagdo de bolhas devido ao gas carbénico, o odor caracteristico de
fermentagao além da separacdo de fases. Um exemplo de tais caracteristicas
pode ser observado na Figura 6 onde ilustra um dos biorreatores utilizados

durante a fermentacao.

Figura 5. Biorreatores durante a fermentagao.

Entre o terceiro e o quinto dia notou-se uma queda drastica do grau Brix em

todos os biorreatores, sendo que a partir do sétimo dia o °Brix estabilizou e foi
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possivel realizar as etapas de filtragdo e medi¢ao do teor alcodlico. A Tabela 3

mostra os valores iniciais e finais do °Brix.

Figura 6. Biorreator de numero 6, correspondente ao ponto central do
planejamento experimental, mostrando no fundo uma fase liquida e a formagao
de espuma logo acima.

Tabela 3. Valores iniciais e finais do °Brix de cada biorreator apds 12 dias
Biorreator °Brix inicial °Brix final

1 15 55
2 15 6
3 22 8
4 22 8
5 19 6,5
6 19 6,5
7 19 7

O decréscimo do teor de acucar em fungdo do tempo esta ilustrado na
Figura 7.
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Figura 7. Variagao do teor de sélidos soluveis (°Brix) em relagao ao tempo

(em dias).

Apods os biorreatores terem sido mantidos na geladeira durante dois dias,

deu-se inicio ao processo de filtracao. Realizou-se a trasfega para separar o

corpo de fundo do vinho de abacaxi e, com auxilio do papel filtro foi possivel

obter um vinho de abacaxi clarificado e dessa forma, medir o teor alcodlico. A

Tabela 4 mostra a relagao das variaveis independentes com o teor alcodlico

(variavel de resposta).

Tabela 4. Relagao das variaveis independentes com a variavel de

resposta
Biorreator = Concentragao °Brix Teor alcodlico
de levedura (g.L™) %(VIV)
1 0,3 15 4
2 0,9 15 4
3 0,3 22 6
4 0,9 22 5
5 0,6 19 5
6 0,6 19 6
7 0,6 19 6

Apods o término do experimento, os dados da Tabela 4 foram inseridos

no software Statistica 7.0 para dar inicio a analise do planejamento

experimental (Figura 8).
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Figura 8. Matriz do planejamento experimental 22 com trés pontos centrais e

uma variavel de resposta (teor alcodlico).

Dentre os parametros analisados pelo software, obteve-se a Tabela dos
Efeitos (Figura 9), indicando quais varidaveis sao significativas. Entretanto,
através dos resultados obtidos, pode-se obervar que nenhuma das duas
variaveis de estudo e nem a interacdo entre elas apresentaram ser
estatisticamente significativas, mas que, como pesquisadora do processo,
pode-se dizer que as mesmas influenciam na resposta desejada, ou seja, no

teor alcodlico do fermentado.

W Insert Fma §tat'rc3 .Qra-p . . Worgo nd -
B4 BB | o o= | 4] AddtoWorkbook - Add to Report ~ | @ K2 |
o] s ru|l==s=@ A-2-E-%E | B8 =9 & |8 =253 Vas- Cases- [ -] 5

Effect Estimates; Var Teor alcodlico; R-sgr=56618; Adj;, 13235 (Design: 2*%(2-0) design (Spreadshestd) in~
27*2-0) design; MS Residual=,702381
DV: Teor alcodlico

Effect | Std.Ermr. t(3) p -95% | +95.% | Coeff |[Std.Er | -95% +95.%
Factor Cnf.limt | CnfLimt Coeff.  |Cnflimt |Cnflimt
' | Mean/Interc. 151428571 0316765  16.23565 0.000508 | 945[5.142857) 0,316765  4.13477 |
{1)Concentracdo de células | 0,500001 §082 0.59660 0,592796

e 1500000 0.5
1by 0.500000 0.

Figura 9. Tabela dos Efeitos de acordo com os dados inseridos no software
Statistica 7.0.

A Figura 10 representa a Tabela de Andlise da Variancia (ANOVA).
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Figura 10. Tabela de Analise da Variancia (ANOVA).

Finalmente, obteve-se a representagao grafica dos resultados em que foi

possivel identificar a regido 6tima da fermentacédo, como ilustrado nas Figuras
11 e12.

Fitted Surface; Variable: Teor alcodlico
2**(2-0) design; MS Residual=,702381
DV: Teor alcodlico

i ey R

tn

RO OO
[ 5

Figura 11. Superficie de resposta do planejamento experimental das
variaveis °Brix, concentragao de leveduras e teor alcodlico.
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Fitted Surface; Variable: Teor alcodlico
27%(2-0) design; MS Residual=,702381
DV: Teor alcodlico

°Brix: (Cont.)
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Concentracdo de células: (Cont.)

Figura 12. Curva de nivel do planejamento experimental das variaveis
°Brix, concentracao de leveduras e teor alcodlico.
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6. Discussao

Ao longo da fermentagdo, notou-se uma diferenga entre os biorreatores.
Alguns apresentaram a presengca de bolhas e formagdo de espuma,
diferenciando em duas fases, enquanto outros se mostraram mais
homogéneos. Essa diferenga pode ser explicada pelo acréscimo de agua em
alguns casos para o ajuste inicial do °Brix que, portanto caracterizou alguns
mostos mais diluidos e homogéneos que outros.

Em todos os mostos foi necessario adicionar uma quantia consideravel
de agucar, para atingir os valores estabelecidos pelo planejamento
experimental, pois, os frutos selecionados para o experimento nédo se
encontravam muito maduros, apresentando teor de sdlidos soluveis abaixo de
15°Brix. Isso pode ser devido a época em que o experimento foi realizado (no
inverno) e, portanto o abacaxi ndo se encontrava muito disponivel nos
mercados locais.

A adicao tanto de agua quanto de agucar fez com que houvesse
variagdo nos volumes de mosto que inicialmente eram de 500g. Por isso, ao
longo da fermentagao observou-se a diferenca de fases discutida acima. E no
final, obtiveram-se diferentes volumes de vinhos de abacaxi.

O pH inicial do mosto (pH 3,71) foi um pouco abaixo do pH ideal (pH 4,0)
para a levedura o que pode ter comprometido o produto final.

Os dados encontrados na literatura relatam o término da fermentagao
quando o teor de sdlidos soluveis atinge 5 °Brix. No entanto, de acordo com a
Tabela 3, cada biorreator teve a fermentagéo paralisada em um °Brix diferente,
porém a queda do °Brix ocorreu praticamente simultanea, no terceiro e quarto
dias. O decréscimo do teor de agucar (°Brix) no mosto deve-se ao consumo de
agucar pela levedura para a produgdo do etanol. Quando o substrato é
consumido quase em sua totalidade pelas leveduras, o °Brix € estabilizado
como foi observado na Figura 7 apés o oitavo dia.

A temperatura € um parametro muito importante que deve ser controlado
ao longo de um processo de fermentagédo. Devido a estrutura e condi¢gdes dos
laboratérios onde foram realizados os experimentos, nao foi possivel aquecer

os biorreatores e otimizar a fermentagdo. Dessa forma, o processo ocorreu a
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temperatura ambiente que no caso, foi baixa devido ao fato do experimento ter
sido realizado no inverno.

O teor alcodlico encontrado no experimento (£5 %v/v), apesar de estar
de acordo com a literatura (de 4 a 14%v/v), foi baixo. Varios fatores podem
explicar isso: a temperatura, o pH, possiveis contaminagdes microbiologicas
que inibiram/competiram com a levedura, falta de homogeneizagdo do mosto e
a filtracdo. Essa ultima foi de extrema importadncia para a medida do teor
alcodlico, uma vez que o alcodmetro € um densimetro. Portanto, um vinho de
abacaxi mais turvo e denso influenciaria na leitura do teor alcodlico. A filtragao
foi realizada varias vezes para uma mesma amostra, porém, de maneira
simples: com auxilio de um papel filtro. Outras técnicas como a filtragdo a
vacuo também foram testadas, entretanto, sem muito éxito.

Segundo a Tabela dos Efeitos (Figura 9), que mostra a mudanca sofrida
pela variavel resposta, quando passamos do nivel baixo do fator para o nivel
mais alto, nenhum dos resultados foi estatisticamente significativo. Este fato
nos relata que estatisticamente nem a concentracao de levedura e nem o °Brix
influenciaram no teor alcodlico.

Pela analise da ANOVA, comparou-se o valor do Fcaculado COM 0 Fiapelado,
com 95% de confianga e, observou-se que o valore de Fgacuiado (1,23) € menor
que o valor tabelado (Fooes33 = 9,227), portanto os valores nao sao
significativos.

Pela da Figura 12 foi possivel localizar o ponto 6timo do experimento:
22°Brix e 0,9 g.L”" de concentracdo de levedura que corresponde ao valor
maximo de cada variavel. No entanto, ao invés de trabalharmos com um ponto
isolado, podemos escolher uma faixa 6tima para a fermentagdo. Nesse caso,
pode-se dizer que os valores entre 0,6 e 0,9 g.L”" para a concentragdo de
leveduras, juntamente com um °Brix entre 20 e 22 s&o valores 6timos para a

fermentacao.
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7. Conclusao

O vinho de abacaxi pode ser um produto para o consumidor com um
paladar diferenciado e que esta sempre buscando novidades. Além disso,
mostrou ser uma alternativa para evitar o desperdicio de uma fruta que é muito
cultivada no Brasil.

O planejamento experimental foi adequado para estudar, de forma eficiente
e econOmica, o efeito conjunto de varios fatores sobre uma variavel resposta
de interesse. Foi possivel analisar o efeito de cada variavel de forma isolada e
também a interacdo entre delas.

Apesar da Tabela dos Efeitos ilustrar que nenhuma das variaveis
influenciaram estatisticamente no teor alcodlico, foi possivel obter por meio da
curva de nivel, um ponto no qual a fermentagdo é otimizada: 0,9 g.L™" de
concentragao de levedura e 22°Brix. No entanto, deixa-se como sugestdo néo
apenas um ponto 6timo, mas sim uma faixa na qual as variaveis sdo 6timas
para a producao do vinho. Esta faixa corresponde aos valores entre 0,6 e 0,9
g.L™" para a concentracéo de leveduras e entre 20° e 22°Brix.

Este experimento pode ser considerado como um ponto de partida para
futuros experimentos nos quais se possa explorar mais as variaveis estudadas
e incrementar outras, como por exemplo, a temperatura. Assim, essa fica como
sugestdo para novos trabalhos que venham a otimizar ainda mais este
experimento. De modo geral, pode-se concluir que o planejamento
experimental é uma ferramenta valiosa para planejar e otimizar um

determinado processo.
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