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RESUMO

Na Europa o processo de fermentacdo do suco de macgad para obtencdo da sidra
compreende 3 fases distintas, fase oxidativa e fermentativa (sintese de aromas e
producéo de etanol) e fase malolatica (reducdo da acidez). No Brasil o processo ocorre
em temperaturas de 25-35°C, presenca de sulfito e com adicdo de leveduras
fermentativas, caracterizando um processo rapido e com predominancia de aroma do
fermento. A fim de aumentar o consumo e retomar a identidade da bebida torna-se
necessario melhorar a qualidade avaliando a tecnologia. Este trabalho teve como
objetivo avaliar o processo fermentativo da sidra, verificando a influéncia dos diferentes
microrganismos, naturais ou comerciais, na sua qualidade. Os experimentos foram
conduzidos em microfermentadores. Foram utilizadas duas cepas comerciais
Saccharomyces cerevisiae e Oenococcus oeni. Dentre 0s microrganismos de interesse
na fermentacdo, as leveduras apiculadas apresentaram as maiores populacdes
presentes nos mostos (10° ufc.mL™). Na fermentacdo natural as leveduras apiculadas
apresentaram um rapido crescimento, mas foram suplantadas pelas fermentativas apés
3 dias. As leveduras fermentativas inibiram o crescimento das bactérias laticas, porém
com a autdlise, apds 10 dias, as bactérias retomaram o crescimento. Com o indculo da
levedura e/ou da bactéria o comportamento dos microrganismos foram semelhantes ao
processo natural. Porém com indculo de bactérias laticas no mosto as populacdes
foram superiores (10’ ufc.mL?), o que pode tornar o processo de fermentacdo
malolética mais eficiente.

Palavras-chaves: Saccharomyces cerevisiae, Oenococcus oeni, leveduras apiculadas,
tecnologia.



ABSTRACT

In the Europe the fermentation process of apple juice for cider obtention comprehend 3
phases distinct, oxidative and alcoholic fermentation phase (synthesis of aromas and
ethanol release respectively) and the malolatic phase (reduction of the acid). In the
Brazil the process occurs in temperatures of 25-35°C, presence of sulfite and with
addition of yeast, resulting a fast process with predominance of aroma of yeast. In order
to increase its consumption and to retake the identity of the beverage is necessary
improve the quality and evaluate the processing technology. This work has as objective
to evaluate the fermentation process of the cider, verified the interaction between the
different microorganisms that influence in the quality. The experiments were lead with
microfermentors. Were used two commercial strain Saccharomyces cerevisiae and
Oenococcus oeni. The population of apiculate yeast of the apple must were superior
(10° ufc.mL™). In the natural fermentation the apiculate yeast had presented a fast
growth, but they were supplanted by Saccharomyces sp in 3 days of fermentation, this
microorganisms inhibited too the growth of the lactic bacteria. After 10 days of
fermentation, the yeast starts a mortality phase that induced the bacterial growth.
Inoculate of the yeast and/or the bacteria the behavior and developments of the
microorganisms were similar at the natural fermentation. However with addition of lactic
bacteria in the apple must, after 10 days of fermentation the populations were highest
(107 ufc.mL™) that can become the malolactic fermentation more efficient.

Keywords: Saccharomyces cerevisiae, Oenococcus oeni, apiculate yeast, technology.
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1. INTRODUGCAO

A fermentacido de suco da maga para obtencdo da sidra € um bioprocesso
tdo nobre e antigo quanto o do vinho e da cerveja. A sidra é tradicionalmente
produzida em paises europeus que apresentam regides de clima temperado
definido, como a Inglaterra e a Franga, a Bélgica e a Espanha, aonde se torna
possivel o desenvolvimento pleno de macieiras. A cultura sidricola & especialmente
dominante em regides francesas da Bretagne e Normandie, mas pouco desenvolvida
em paises de influéncia alema, onde s&o preferidos os vinhos de uva.

No Brasil o processamento iniciou antes da década de 60 no estado de Sao
Paulo. Os imigrantes europeus cultivavam magas para o processamento de geléias
bem como fermentados, auxiliados pelo Instituto Agronémico de Campinas, pois as
macas ali produzidas eram de ma qualidade. Desde entdo pouco foi estudado com
relacdo a tecnologia, microbiologia e qualidade da sidra nas condi¢bes de
processamento brasileira.

A elaboracado do fermentado de maca e da sidra, que tem como diferenca
apenas o gas carbbnico dissolvido, pode compreender duas etapas, [1] a
fermentacdo alcodlica, que compreende a oxidativa, por leveduras nao-
convencionais ou apiculadas, responsaveis por aromas classificados como frutados
e florais, e a fermentativa, pelas leveduras do género Saccharomyces cerevisiae,
que transformam o acgucar em etanol; e a [2] fermentacdo malolatica que
descarboxila o acido L-malico transformando-o em acido L-latico, atenuando o sabor
acido e melhorando o corpo da bebida.

Na industria sidricola brasileira, em decorréncia da temperatura média de

25°C, é comum a adigao de sulfito no inicio do processo fermentativo seguido do
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in6culo da levedura, ocasionando a perda de viabilidade das leveduras oxidativas e
das bactérias laticas naturais do mosto, além disso, a elevada temperatura,
proporcionar uma fermentacao rapida, muitas vezes com aromas caracteristicos de
fermento. As leveduras oxidativas podem influenciar a qualidade do fermentado
conferindo melhores propriedades aromaticas, mas para que isso ocorra, estes
microrganismos devem ser favorecidos durante o processamento.

A fermentacdo malolatica pode ser tanto positiva quanto negativa, pois as
macas brasileiras apresentam baixa acidez o que nao justificaria a fermentacao
malolatica, porém esta transformacao pode melhorar o corpo da bebida, quando o
processo for conduzido até uma bebida seca (menos e 20 g.L™" de aclcares), além
de o produtor poder adicionar menores quantidades de agucares no produto final.

No Brasil, face a falta de informacdes cientificas sobre o comportamento de
microrganismos envolvidos na fermentacdo do suco de maca e sua participacéo na
obtencao de um produto de melhor qualidade, € oportuno um estudo comparando os
processos conduzidos com a microbiota natural e com cepas de leveduras e de
bactérias laticas sob condigdes programadas e controladas. Dessa forma busca-se
desenvolver um produto capaz de atender a exigéncia do consumidor € a0 mesmo
tempo resgatar a identidade da bebida.

Diante da realidade do processamento sidricola brasileiro e da necessidade
de uma sidra de melhor qualidade, este trabalho teve como objetivo avaliar os
microrganismos de interesse sidricola, por meio de suas populagdes durante as

fermentagdes.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

o Avaliar o comportamento das leveduras oxidativas, fermentativas e
malolaticas, da microbiota natural ou inoculada no processamento da sidra em

condicdes brasileiras.

2.2 Objetivos especificos

o Analisar as leveduras e as bactérias laticas presentes na microbiota
natural de mostos de macgas comerciais e industriais no contexto
brasileiro;

o Avaliar o perfil de fermentacao da sidra pela microbiota natural;

o Avaliar o perfil fermentativo do mosto de magas com inéculo de
Saccharomyces cerevisiae em presenga de bactérias laticas naturais;

o Avaliar o perfil fermentativo do mosto de magas com inéculo de
Saccharomyces cerevisiae e redugdo de biomassa em presencga de
bactérias laticas naturais;

o Avaliar a capacidade de crescimento da bactéria Oenococcus oeni em
mosto de macas;

o Avaliar o crescimento da bactéria Oenococcus oeni em mosto de maca
clarificado e pasteurizado na presenca de sulfito;

o Avaliar o perfil fermentativo do mosto de magas com indculo simultaneo

de Saccharomyces cerevisiae e Oenococcus oeni;
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Avaliar o perfil fermentativo do mosto de magas com inéculo sequencial
de Saccharomyces cerevisiae e Oenococcus oeni;

Avaliar o perfil fermentativo do mosto de magas com indculo de
Saccharomyces cerevisiae e Oenococcus oeni em mosto pasteurizado;
Avaliar o perfil fermentativo do mosto de magas com indculo de
Saccharomyces cerevisiae, Oenococcus oeni e reducado de biomassa;
Avaliar o efeito da fermentacdo malolatica na aceitagao do fermentado

de macga.
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3. REVISAO DE LITERATURA

Este item apresenta uma descricdo do cenario da fabricagdo da sidra, com

abordagem dos processos fermentativos.

3.1 A sidra: historico e definicao

O processo de fermentagdo de suco de macéa visando a obtengdo de uma
bebida alcodlica ja era praticado no Mediterraneo Oriental ha mais de 2000 anos
(JARVIS et al., 1995, citado por LAPLACE et al., 2001). Em documentos antigos,
podem ser encontrados termos como Sikéra (grego) e Sicera (latim), descritos por
Plinio no século | (Histoire Naturelle) e por Hipdcrates, patrono da Medicina, no
século V a.C., relacionados a bebidas fermentadas a base de macas e péras
(ROBIN; DE LA TORRE, 1988).

No Brasil a sidra & definida legalmente como bebida com graduacgao
alcodlica de quatro a oito por cento em volume, a vinte graus Celsius, obtida pela
fermentacdo alcoodlica do mosto da macé, podendo ser adicionada de suco de péra,
em propor¢do maxima de trinta por cento, e sacarose nao superior aos agucares da
fruta (BRASIL, 2000).

A sidra francesa caracteriza-se como um produto suave, adstringente
(ténico), com aroma frutado. Na Alemanha e Suiga as principais caracteristicas da
sidra € o sabor tipicamente seco e acido, enquanto que na Espanha apresenta
aroma pungente, predominante de acido acético. Ja no Brasil, esta bebida é
considerada pouco aromatica e de baixa acidez, produzida essencialmente de

macas de mesa (NOGUEIRA, 2003).
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A sidra brasileira encontra-se disponivel no mercado consumidor o ano todo,
mas é comprada apenas em festas e, particularmente, nas de fim de ano. Toda
producao € voltada para o mercado interno, n&o existindo processos de exportagao
e nem de importagdo (WOSIACKI; CHERUBIN; SANTOS, 1997).

O desenvolvimento de uma sidra com um perfil definido mediante a
aceitacdo do consumidor brasileiro pode estender seu consumo durante todo o ano,
e mesmo, almejar a comercializagao internacional. A quantidade de matéria-prima
disponibilizada ao setor industrial €& significativa, torna-se necessario o
desenvolvimento de pesquisas que favorecam a melhoria do produto e que a

qualidade atenda a exigéncia do consumidor (NOGUEIRA et al., 2003).

3.2 A matéria-prima

A maca (Malus domestica), dentre as frutas de clima temperado, cultivadas
no Brasil, apresentou a maior expansdo em area plantada e em volume de
producao, passando de 931 ha em 1972 a 37.413 ha em 1980 (EPAGRI, 2002). Em
2005 o Brasil ocupou o décimo quarto lugar na produgdo mundial, com 870.000
toneladas ou 1,33% da produgao global (ALMEIDA; ALVES, 2006). De acordo com o
IBGE em 2007 a producao nacional foi de 1.093.843 toneladas em uma area
plantada de 37.562 hectares e com um rendimento médio de 29.121 quilogramas
por hectare (IBGE, 2008).

No Brasil, as frutas destinadas a industria sidricola sdo as magas sem valor
comercial para 0 consumo in natura, que apresentam defeitos fisioldgicos e
morfolégicos, com destaque para tamanho pequeno, ma distribuicao de cor, formas
inadequadas, marcas de cicatrizes e injurias mecanicas. As macas de descarte

industrial compreendem as infectadas por microorganismos. Ao contrario de outros
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paises, na Franca utiliza-se como matéria-prima macas cultivadas exclusivamente
para a elaboracao de Sidra (NOGUEIRA; WOSIACKI, 2005).

A matéria-prima para produgao de sidra constitui-se em uma mistura de
magas de cultivares comercial. No Brasil, ndo existem ainda atitudes concretas no
sentido de procurar magas mais adequadas para o processamento, uma vez que a
maioria disponibilizada ao setor industrial € das variedades Gala e Fuiji, as quais séo
variedades selecionadas para consumo in natura (NOGUEIRA; WOSIACKI, 2005).

A composicao fisico-quimica das frutas de descarte é praticamente a mesma
das macas comercializadas e, dessa forma, podem ser utilizadas pelas industrias
processadoras de suco, possibilitando a oferta de um produto nobre ao longo de
todo o ano. Ha possibilidade de valorizar economicamente essa fragao da produgao
comercial, até entdo, sem muitas perspectivas (WOSIACKI et al., 1992).

O mosto de maca industrial brasileiro difere quantitativamente pouco do
mosto de maca industrial europeu. Os acgucares constituem a maior por¢cao dos
carboidratos e os maiores constituintes dos sélidos soluveis da macga, sendo os
principais a frutose, a glucose e a sacarose, 0s quais sao distribuidos uniformemente
por todas as partes da fruta (NOGUEIRA; WOSIAKI, 2005). Pode ser encontrado no
mosto teores de aglicares entre 100 a 150 g.L™", a relagdo entre aglicares e acidez
permite a classificacdo das variedades de maga em sabor amarga, doce-amarga,
doce, acida e azeda (DRILLEAU, 1995).

O principal acido organico presente na fruta € o malico (NOGUEIRA,;
WOSIAKI, 2005), em uma concentragdo que varia de 4 a 6 g.L™. Tipicamente estdo
presentes no mosto compostos nitrogenados com baixa concentragdo de prolina e
compostos fendlicos, no entanto, antocianinas geralmente ndo sdo encontradas

(DRILLEAU, 1995).
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3.3 Operacoes pré-fermentagao

Quando as frutas chegam a industria sdo armazenadas em silos ou
pequenas pilhas, as quais sao transportadas até o local de processamento por
canais, através de flotagdo, em um processo de pré-lavagem. Posteriormente sao
limpas em agua corrente e trituradas em ralador ou moinho, obtendo uma polpa com
textura fina e solida (NOGUEIRA; WOSIACKI, 2005).

Apos a trituragcdo a massa ralada € acondicionada em telas plasticas, as
quais sao superpostas e levadas a prensa. O suco é extraido empregando-se uma
determinada pressdao em funcdo do tempo. Para aumentar o rendimento,
coadjuvantes como celulose ou cascas de arroz podem ser misturados a massa
ralada, facilitando o escoamento do suco. (NOGUEIRA; WOSIACKI, 2005).

Ao sair da prensa o mosto ainda contém substancias pécticas, hidrocoloides,
que elevam a viscosidade do liquido e adsorvem pigmentos coloridos derivados da
acao enzimatica sobre compostos fendlicos. Para reduzir o tamanho das moléculas
e a descaracterizagao dos polissacarideos, € feito uma despectinizacdo enzimatica
por hidrolise ou beta-eliminagdo, com o auxilio de enzimas comerciais contendo
pectinases e celulases, apos, a clarificacao é feita por flotagcdo ou colagem. O
diéxido de enxofre empregado na forma gasosa ou liquida, processo chamado
sulfitagem, tem efeito antiséptico, antioxidante e antioxidasico (NOGUEIRA,;

WOSIACKI, 2005).
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3.4 Fermentacgao

O processo de fermentacdo da sidra pode compreender duas etapas: a
fermentacgao alcodlica e a malolatica. A fermentagéo alcodlica abrange a oxidativa e
a fermentativa e corresponde a formacao de aromas e a transformacgao de acucares
em alcool, respectivamente. A fermentacdo malolatica, conduzida por bactérias, tem
por finalidade reduzir a acidez do fermentato por conversdo do acido malico em

acido latico, melhorando o sabor da bebida (DRILLEAU, 1995).

3.4.1 Fermentacgao oxidativa

A fermentacao oxidativa é feita por leveduras de baixa atividade enzimatica
(LEQUERE; DRILLEAU, 1998). Estagios prévios a produgdo de alcool, em
fermentagdes naturais, sdo caracterizados geralmente pela atividade de leveduras
do género Kloeckera spp e Hanseniespora valbyensis (MARTINEZ; MILLAN;
ORTEGA, 1989). Estas leveduras, em especial a Metschnikowia pulcherrima e a
Hanseniespora valbyensis, participam do processo de clarificagdo por flotagcédo
mediante a liberagao de gas carbdnico (CO;) (NOGUEIRA, 2003).

A viabilidade das células pode durar de 5 a 15 dias apés a preparagao do
mosto, o que corresponde ao consumo de cerca de 10 g.L'1 de agucares e 30 a 40
mg.L™" de nitrogénio (LEQUERE; DRILLEAU, 1998).

As leveduras apiculadas ou ndo Saccharomyces, presente nas frutas e
materiais de processamento, podem alcancar populacdes ao redor de 10° ufc.mL™

durante a fermentagao do mosto (COTON et al., 2006).
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Em vinhos tintos a presenca de leveduras apiculadas durante a fermentacao
pode alterar a composigdo aromatica. Elas produzem concentragdes elevadas de
alguns compostos como glicerol, acetato de etila e acetoina (CIANI; FATICHENTI,
1998).

Interagdes metabdlicas entre leveduras ndo Saccharomyces e S. cerevisiae
durante a fermentagao do vinho, podem interferir no crescimento e fermentagao dos
microrganismos, especialmente da S. cerevisiae. (CIANI; FATICHENTI, 1998). As
leveduras oxidativas dao lugar a cepas mais tolerantes as condigées do meio como
Saccharomyces cerevisiae (MARTINEZ; MILLAN; ORTEGA, 1989).

O progressivo desaparecimento de espécies de leveduras nao
Saccharomyces durante a fermentagao, geralmente é atribuido a sua ineficiéncia em
sobreviver em ambientes com altas concentracbes de etanol, o qual é produzido
durante a fermentacdo alcodlica. O acumulo de etanol no meio representa uma
forma de estresse quimico e estudos demonstram que a membrana plasmatica é o
primeiro alvo de agao do etanol (PINA et al., 2004).

O tempo de agao das cepas oxidativas varia em fungdo do microrganismo,
sua populagao inicial e disponibilidade de oxigénio durante a fase de crescimento
(NOGUEIRA; WOSIACKI, 2005). Temperatura, pH, concentragcao de sulfito e etanol
também influenciam o crescimento (CIANI; FATICHENTI, 1998). Estes
microrganismos podem ser inibidos pela adigdo de anidrido sulfuroso (NOGUEIRA;

WOSIACKI, 2005).
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3.4.2 Fermentacgao alcodlica

A fermentacdo alcodlica, na maioria dos casos, acontece sob acdo da
microbiota selvagem presente na fruta e material de processamento, no entanto, é
possivel seu desenvolvimento pela adi¢ao de levedura seca-ativa disponivel ao setor
agroindustrial (NOGUEIRA; WOSIACKI, 2005).

As leveduras naturais do género Saccharomyces estao presentes no mosto
em uma populagdo de aproximadamente 6,0x10* ufc.mL™', apresentam crescimento
e atingem a populagdo maxima de cerca de 1,0 a 4,0x10" ufc.mL™, situagdo na qual,
a velocidade de fermentagdo atinge seu valor maximo. A populacédo estabiliza o
crescimento apos o consumo de 10 a 15 g.L'1 de agucares (LEQUERE; DRILLEAU,
1998). No entanto, quando células viaveis de Saccharomyces cerevisiae sao
inoculadas no mosto em uma populacdo em torno de 10° ufc.mL™, atingem a fase
estacionaria com uma populacéo ao redor de 107 ufc.mL™ (HERRERO et al., 1999).

As leveduras utilizam prontamente os agucares simples, glicose e frutose, os
quais penetram na célula por difusdo facilitada. Apresentam atividade invertasica,
hidrolisando sacarose em glicose e frutose, porém n&o sao capazes de metabolizar
agucares mais complexos (BELIN, 1995). Durante a fermentagdo alcoodlica as
leveduras esgotam os nutrientes do meio como aménio, hexoses, aminoacidos e
vitaminas, pela facil assimilacdo (REMIZE et al., 2006).

Esta deficiéncia do meio, em vitaminas ou aminoacidos, pode torna-lo
menos favoravel para o desenvolvimento das bactérias nas primeiras semanas de
fermentacdo (DRILLEAU, 1995). No entanto, como Oenococcus oeni é autotrofico

apenas para alguns aminoacidos, necessita adquirir outros do meio para poder se
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desenvolver, podendo desta forma, o crescimento das bactérias ser prejudicado pelo
metabolismo das leveduras (GUILLOUX-BENATIER et al., 2006).

O primeiro mecanismo de inibicdo das bactérias durante a fermentagcao
alcodlica estudado foi a producéao de sulfito (SO,) pelas leveduras (HENICK-KLING;
PARK, 1994). Estudos demonstraram que as leveduras produziam altas
concentragcdes de sulfito durante a fermentagcdo, sob concentracdes elevadas de
nitrogénio. Contudo, a producao de SO, por leveduras nao foi sempre considerada o
fator de inibicdo de Oenococcus oeni, sugerindo a presenga de outros mecanismos
inibitérios (OSBORNE; EDWARD, 2006).

Pesquisas recentes verificaram que mesmo leveduras que produziam
quantidades similares de sulfito, ndo inibiam igualmente a bactéria latica
Oenococcus oeni, durante a fermentagao alcodlica. A inibicdo bacteriana diminuia
quando o vinho era tratado com proteases, mas nao através da adicao de nutrientes.
A fracdo do vinho responsavel pelo efeito inibitério apresentava compostos com
peso molecular abaixo de 3kDa e a habilidade deste peptidio demonstrou ser
dependente da presencga de sulfito (OSBORNE; EDWARDS, 2007). O mecanismo
pelo qual o peptideo inibiu Oenococcus oeni nao foi determinado, porém, o tamanho
pequeno deste peptideo sugere que a acgao inibitéria pode ser similar a agéo das
bacteriocinas, formando poros ou canais nas membranas, permitindo a entrada de
SO, mais facilmente (OSBORNE; EDWARDS, 2007). De acordo com Oscariz e
Pisabarro, (2001) bacteriocinas sao substancias proteinaceas, antibacterianas,
produzidas por bactérias Gram positivas que apresentam um espectro de atividade
contra as espécies relatadas e possuem tamanho normalmente menor que 10 kDa.

Durante o metabolismo as leveduras secretam aminoacidos (acido

glutdmico, valina) essenciais para o desenvolvimento das bactérias. Portanto, a
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composicdo em aminoacidos sofre modificagdo qualitativa (DRILLEAU, 1995). Os
nutrientes liberados durante a autdlise das leveduras sao responsaveis pelo efeito
estimulatério no crescimento bacteriano (PATYNOWSKI; JIRANEK; MARKIDES,
2002).

A autdlise da levedura durante o envelhecimento de vinhos pode afetar
extremamente as concentragbes dos compostos nitrogenados, incluindo
aminoacidos, peptideos e proteinas. A liberagdao de nitrogénio € devida a atividade
proteolitica das leveduras. Em condi¢des acidas e usando inibidores de proteinase,
a atividade da proteinase A da levedura foi responsavel por 80% da liberagdo do
nitrogénio durante a autdlise. A liberacdo de nitrogénio durante a fermentagao
alcodlica ou durante a autdlise poderia explicar a estimulagdo do crescimento da
bactéria acido latica (LURTON; SEGAIN; FEUILLAR, 1989).

A fermentacgao alcodlica de um meio de composicao definida foi estudada
usando Saccharomyces cerevisiae e uma cepa mutante Apep4, na qual foi suprido o
gene da proteinase A. A fermentacdo com a cepa mutante, Apep4, resultou em
niveis de aminoacidos livres inferiores a 61% e concentragao de peptideos inferiores
a 62%, no final da fermentagao alcodlica, quando comparado ao controle. Diferengas
qualitativas na concentracdo dos aminoacidos foram observadas. Depois da
fermentagdo alcodlica cada meio foi inoculado com Oenococcus oeni e a
fermentagao malolatica com a cepa na qual o gene da proteinase A foi suprido levou
10 dias a mais que o controle para completar a fermentacdo malolatica, o que pode
ser devido a diferenga na composigao de nitrogénio dos dois meios, além do que, os
aminoacidos livres e os peptideos foram menos consumidos por Oenococcus oeni.

Portanto, o aspecto qualitativo da composi¢ao de nitrogénio, o qual depende em
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parte do metabolismo da levedura pode ser um determinante para o crescimento

6timo de Oenococcus oeni em vinhos (GUILLOUX-BENATIER et al., 2006).

3.4.3 Fermentacao malolatica

Nos anos 70 e 80 pesquisadores britanicos descobriram a presenca de
bactérias acido-tolerantes, bactérias lacticas e acéticas onde comprovaram que nas
frutas existiam espécies do género Oenococcus e Lactobacillus (SALIH et al., 1988).

A fermentagao malolatica usualmente ocorre em vinhos apds a fermentagao
alcodlica, sendo desejavel por trés fatores: diminuicdo da acidez, melhoramento
geral das caracteristicas sensoriais e da estabilidade microbiolégica. Contudo, nédo é
favoravel para todos os tipos de vinhos, pois em areas quentes as uvas tendem a
ser menos acidas e isto somado a diminuicdo da acidez promovida pela fermentacao
malolatica pode ser prejudicial as propriedades sensoriais e a estabilidade dos
vinhos (VERSARI; PARPINELLO; CATTANEO, 1999).

Fermentagdo malolatica € um processo microbiolégico que permite a
desacidificagdo da sidra por meio da descarboxilagdo do &acido L-malico (di-
carboxilico) em &cido L-latico (mono-carboxilico) (LIU, 2002). E catalisada pela
enzima malolatica (L-malate: NAD+ carboxilase) na presenca de NAD* e Mn?* e
como um préton é consumido na reagao de descarboxilacdo o pH interno diminui
(VERSARI; PARPINELLO; CATTANEO, 1999).

Segundo Lequéré e Drilleau (1998) em condi¢bes francesas a fermentagao
malolatica (ou maturacédo) tem duragdo de 3 a 6 meses, apresenta um consumo

limitado de aclcares (ndo ultrapassando de 2 a 4 g.L”' ao més) em um meio que
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contém 30 a 50 g.L™' (leveduras eliminadas por filtragdo), teor alcodlico de 2 a 3%
(v/v), pH relativamente elevado (3,8 a 4,2) e presenca de uma microbiota complexa.

A populacédo de bactérias laticas aumenta de 1000 a 10000 vezes do seu
valor inicial (SALIH et al., 1988), sendo que, o inicio da fermentagdo malolatica pode
ser influenciado pela taxa de inéculo em bactérias laticas. Uma taxa superior a 10°
ufc.mL™ diminui o tempo de caréncia para o inicio da biotransformagao e impede a
formacgao da (piglre lactique) na sidra, com uma alta velocidade de degradacao do
acido malico (SALIH et al.,, 1987). A fermentacdo malolatica inicia quando a
populacdo de bactérias encontra-se em aproximadamente 10° ufc.mL™” (VERSARI;
PARPINELLO; CATTANEI, 1999), sendo inibida ou retardada se a bactéria nao
alcancar esta populacao critica (REMIZE et al., 2006).

Altas concentracbes de compostos fendlicos apresentam um efeito
desfavoravel ao inicio do processo, podendo apresentar como consequiéncia a
inibicdo do crescimento de bactérias laticas ou de suas fungdes enzimaticas. No
entanto, a velocidade de conversao de acido L-malico é pouco afetada (SALIH et al.,
1987).

A fermentacdo malolatica contribui para o aumento de flavours complexos na
sidra. Atributos sensoriais como corpo sao melhorados em vinhos submetidos a
fermentagao malolatica (CABRANES; BLANCOB; MANGASA, 1998).

Leuconostoc oenos, mais recentemente reclassificado como Oenococcus
oeni, € reconhecida como a bactéria mais tolerante para as condi¢des do vinho
(baixo pH, alto nivel de SO, e presenga de alcool) (VERSARI; PARPINELLO;
CATTANEO, 1999). Além de baixa temperatura e interagdes antagbnicas entre as

leveduras do vinho (Saccharomyces cerevisiae) e as bactérias malolaticas
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(Oenococcus oeni). Este antagonismo é devido a compostos inibitorios produzidos
pelas leveduras do vinho (BELLMAN; KEEN, 1982).

O pH do vinho é baixo, entre 3,0 e 3,8 e o conteudo alcodlico é 10% para
climas frios e aumenta para 15% em climas quentes. Vinhos podem conter uma
série de outros inibidores para o crescimento bacteriano como acidos graxos livres
(acido decandico e dodecandico), alguns acidos fendlicos e taninos (LONVAUD-
FUNEL, 1999).

O etanol induz mudangas na composi¢ao de lipidios das membranas das
bactérias acido laticas, do mesmo modo, as distribui¢des de acidos graxos celulares
variam de acordo com a fase de crescimento, o meio fermentativo, a temperatura e o
pH. A composicdo de acidos graxos em cepas de Oenococcus oeni envolve o0s
acidos miristico, palmitico, palminoléico e acido estearico (GARBAY; ROZES;
LONVAUD-FUNEL, 1995).

A fermentacdo malolatica permanece até hoje como um processo
imperfeitamente controlado. Fatores nutricionais e fatores fisicos quimicos afetam o
crescimento e metabolismo das bactérias laticas. A cepa de levedura usada
promove a formacao de diferentes aminoacidos, peptideos e vitaminas disponiveis
como fatores de crescimento para as bactérias laticas. A presenca de produtos do
metabolismo da levedura, como acidos graxos e etanol, atuam como inibidores.
Podem ocorrer interacées entre leveduras e bactérias laticas (HERRERO et al.,
1999). Contudo, um melhor conhecimento da fermentagdo malolatica € essencial
para o controle (estimulo ou interrupgdo) deste importante processo (VERSARI;

PARPINELLO; CATTANEO 1999).
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3.4.3.1 As bactérias laticas

As bactérias laticas caracterizam-se por apresentar producao de acido latico.
Este grupo compreende os géneros Lactobacillus, Streptococcus, Oenococcus e
Pediococcus. Podem incluir os géneros Eubacterium e Butyribacterium (LARPENT,
1995). Na sidra s&o encontradas espécies representativas de Pediococcus sp.,
Leuconostoc mesenteroides, Oenoccocus oeni, Lactobacillus brevis e cepas de
Lactobacillus hetero e homofementativos (DRILLEAU, 1995). Oenococcus oeni € um
coco gram-positivo, heterofermentativo, presente em pares ou cadeias,
caracterizando a bactéria latica responsavel pela fermentacdo malolatica, apos a
fermentagdo alcodlica na moderna industria de vinho de frutas (HERRERO et al.,
1999).

Esta bactéria possui necessidade de fatores complexos para seu
crescimento, como a presenca de vitamina B, aminoacidos, peptideos, bases puricas
e pirimidicas. E capaz de tolerar pHs &cidos (5,0 ou menos) (BELIN, 1995).
Metaboliza muitos constituintes do meio no qual se desenvolve e modifica flavours.
Seus principais metabdlitos sdo: acido latico, acido acético, etanol, diacetil e
acetaldeido (DRILLEAU, 1995).

Relativas adaptacdes dos aminoacidos requeridos dependem da presenca
de acidos organicos, tais como acido L-malico e acido citrico, estes acidos
provavelmente fornecem energia adicional e constituem substratos para a sintese de
aminoacidos (SAGUIR; MANCA DE NADRA, 2002).

As bactérias laticas ndo podem crescer tendo o acido L-malico como unica
fonte de energia, consequentemente estes microrganismos necessitam de uma fonte

adicional de energia, agucar residual da fermentagdo como a glicose ou frutose, ou
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aminoacidos como a arginina, permitindo desta forma o crescimento celular (LIU;
DAVIS; BROOKS, 1995).

Os acidos organicos sao metabolizados em uma ordem definida. Primeiro é
metabolizado o piruvato. Os lactobacilos heterofermentativos o transformam em
acido latico e acético, os homofermentativos o transformam em acido latico, ja os
Oenococcus combinam ambos os efeitos. O diacetil é igualmente produzido a partir
do acido malico ou citrico e a partir de agucares. Determinadas cepas laticas
proporcionam a presenga de quantidades expressivas de acido succinico, um
componente prejudicial ao flavour da sidra devido ao sabor que apresenta
(DRILLEAU, 1995). O acido malico e acido citrico podem ser metabolizados com a
formacgao de acido acético. O acido quinico e seus ésteres, os acidos clorogénico e
paracumarico, sao degradados por uma seérie de reagbes de oOxido-redugcdo, em
condigdes de anaerobiose (DRILLEAU, 1995).

Saguir e Manca de Nadra (2002) avaliaram o crescimento de culturas de
bactérias (Oenococcus oeni) em meio sintético com condi¢des nutricionais
deficientes e na presenga dos acidos malico e citrico. A taxa de crescimento de
bactérias foi reduzida ou anulada quando um aminoacido era omitido do meio,
especialmente para membros da familia aspartato, exceto lisina. No entanto, os
acidos organicos aumentavam ou restauravam as taxas de crescimento para os
respectivos valores de referéncia. Em cada meio deficiente de um aminoacido
essencial, a utilizagdo do acido L-malico foi acompanhada de um aumento da
concentragdo do acido L-latico, quase 100% do acido malico foi consumido. A
producao de etanol e acetato nao foi modificada.

Carr et al. (1956) verificaram que durante o crescimento das células o acido

quinico é totalmente metabolizado e aparece no meio o acido dihidroxiquinico.
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A influéncia da fermentacdo malolatica, nas propriedades quimicas e

sensoriais, ainda ndo foi completamente elucidada (POZO-BAYON et al., 2005).

A. Fermentagcdao homofermentativa

No metabolismo homofermentativo o produto final formado € o acido latico
(Figura 1). Por esta via s&o liberadas duas moléculas de ATP por mol de glicose

(LARPENT, 1995).

Glicose -6-fosfato

|

Frutose-6-fosfato

l< ATP

ADP
Frutose-1,6-difosfato

| Gliceraldeido 3-fosfato |<—>| Dihidroxi-acetona-fosfato
2 NAD*
2 NADH>12 g

Acido 1,3 difosfoglicérico
K 2ADP
2ATP
Acido 3 fosfoglicérico

£—> 2H,0

Acido fosfoenolpirtvico

2ADP
2ATP
Acido piravico

2 NADP
2 NAD*

Acido latico

FIGURA 1. Via metabdlica de bactérias laticas homofermentativa
(DRILLEAU, 1995).
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B. Fermentagao heterofermentativa

Na fermentagdo heterofermentativa, além do acido latico s&o formados
etanol, acetatos e gas carbdnico (CO,) (Figura 2). As bactérias heterofermentativas
nao possuem frutose-difosfato-aldolase e degradam a glicose pela via pentose
fosfato e hexose fosfato, promovendo a liberacdo de uma molécula de ATP por mol
de glicose. As bactérias do género Oenococcus sdo exemplos heterofermentativos

(LARPENT, 1995).

7

Entre os acucares, a frutose ¢é fermentada pelas bactérias
heterofementativas produzindo hexitol, manitol, acompanhado da producdo de

lactato, acetona e agua (DRILLEAU, 1995).

ATP
ADP

Glicose -6-fosfato
l< NAD*
NADH

Acido-6- fosfoglucdnico

NAD*
NADH
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2 NAD* ~——| P \
2NADH 4 l P Acetil fosfato
. NAD*
Acido 1,3 difosfoglicérico P l< NADH
l< ADP Acetaldeido
ATP
NAD*
Acido 3 fosfoglicérico NADH

o =
Acido fosfoenolpiravico
ADP
l< ATP
Acido pirtvico
NADH

NAD*

Acido latico

FIGURA 2. Via metabdlica de bactérias laticas heterofermentativa
(DRILLEAU, 1995).



3.4.3.2 Fermentacdo malolatica natural

Bactérias laticas como Pediococcus sp., Leuconostoc mesenteroides,
Oenococcus oeni, Lactobacillus brevis, cepas de Lactobacilus homo e
heterofermentativo estdo presentes na flora latica da sidra. A populagdo destas
bactérias varia e depende das condi¢des de trabalho. A populagdo natural presente
no mosto em torno de 10* ufc.mL™ pode chegar a uma populagdo em torno de 10’
ufc.mL™” ao final da fermentacdo malolatica em condi¢des francesas (em torno de
100 dias), sendo que, ao final da fermentacdo apenas Oenococcus oeni esta
presente. A microbiota latica pode ser controlada utilizando anidrido sulfuroso

(DRILLEAU, 1995).

3.4.3.3 Fermentagao malolatica por inéculo

O uso de culturas iniciais na fermentagao da sidra, tanto leveduras quanto
bactérias, permite manter um produto final uniforme. Varias culturas liofilizadas para
bioconversdo malolatica estdo disponiveis no mercado, selecionadas apenas para
fermentacdo de vinho. Segundo Herrero et al. (1999) estudos demonstraram que
bactérias malolaticas naturais sdao mais adaptadas ao mosto e resultam em maior
degradacgao do acido malico.

As bactérias malolaticas podem ser inoculadas simultaneamente com o
in6culo da levedura ou no término da fermentagao alcodlica. No primeiro caso ocorre
vantagem no desenvolvimento bacteriano devido ao baixo nivel de etanol e alto nivel
de acgucares, mas pode ocorrer uma demora no crescimento bacteriano e

degradacdo do acido malico. Ja no segundo caso, a presenga de nutrientes
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essenciais resultantes da excrecdo e autolises de leveduras esta disponivel para
serem utilizados pelas bactérias (HERRERO et al., 1999).

A inducao da fermentagcdo malolatica por inoculagao de uma cepa comercial
de Oenococcus oeni nao é sempre bem sucedida. Induzir a fermentacdao malolatica
em vinhos € dificil porque o vinho apresenta um ambiente muito desfavoravel, a
selecdo de cepas para a inoculagdo em vinhos é conduzida por testes classicos
baseados essencialmente na composicdo de acido L-malico (HENICK-KLING;

SANDINE; HEATHERBELL, 1989).

3.4.3.4 Condi¢bes do meio

As propriedades fisico-quimicas como pH, acidez, concentracdo de etanol,
concentracdo de sulfito e temperatura, influenciam o crescimento microbiano

(VERSARI; PARPINELLO; CATTANEO 1999).

A. Temperatura

As fermentacdes, alcodlica e malolatica, podem acontecer a temperatura
ambiente ou a frio (DRILLEAU, 1995).

A temperatura influencia a atividade das leveduras e o seu aumento afeta a
velocidade da fermentacao. Entre 15 e 35°C a duracdo da fase latente é curta e o
consumo de nitrogénio pelas leveduras aumenta (D’AMATO et al., 2006).

Em baixas temperaturas (7 a 15°C) as fermentagbes sdo mais longas. O

metabolismo das leveduras frequentemente depende de uma absorcao de nutrientes
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conduzido por permeases. Essas enzimas s&o altamente dependentes de
temperatura e mudancgas podem causar alteragdes conformacionais na sua estrutura
(BELTRAN et al., 2007).

A fermentacdo malolatica apresenta sua atividade maxima entre 20°C e
25°C. Em temperaturas superiores a 30°C e inferiores a 15°C a fermentacédo pode
parar, mas reinicia quando a temperatura é aumentada. Portanto, a fermentacao
malolatica deve ser conduzida a temperatura média maxima de 18°C, para evitar
que as bactérias laticas ataquem outros compostos distintos do acido malico e
aumentem desta forma a acidez volatil (MESAS, ALEGRE, 1999).

Faia (1999) avaliou o efeito da temperatura (18, 25 e 35°C) no crescimento
e metabolismo dos acidos, durante a produ¢do de vinho Cabernet Souvignon. Na
menor temperatura de incubacdo avaliada (18°C), as taxas especificas de
crescimento e a producdo de biomassa foram menores. A velocidade de
descarboxilagédo do acido malico foi maior a 25°C do que a 32°C e 18°C; o acido
malico foi completamente metabolizado ao fim de 96, 192 e 264 horas,
respectivamente. Nesta pesquisa verificou-se que com a maior temperatura de
incubacéo avaliada (32°C), maior foi a degradacéo de frutose e consequentemente,

maior a concentragao final de manitol, exceto quando se adicionou citrato.

B. pH

O pH tem um efeito importante no crescimento das bactérias acido laticas. A
acidificacdo do meio durante o crescimento produz uma queda do pH, a qual
finalmente inibe o seu crescimento (CHAMPAGNE; GARDNER, 2002).

Herrero; Garcia e Diaz (2003) determinaram a alteragdo do pH em culturas

de bactérias malolaticas usando suco de macad reconstituido e suco de maca
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suplementado com YE comercial (0,5%, Biokar, France) e extrato de células
liofilizadas (0,5 a 1%). Determinaram que o pH aumenta até 48 horas e esta fase
corresponde ao consumo de acido malico e a produgao de acido latico. A partir de
48 horas os valores de pH do meio diminuem com a extensao do crescimento das
bactérias malolaticas. A velocidade de degradagcdo do acido malico pela
Oenococcus oeni € maxima em pH menor que 4,5. No entanto, o catabolismo de
glicose e frutose sao inibidos nesta faixa de pH, sendo o pH 6timo para catabolismo

dos agucares e crescimentos bacteriano observado a 5.5.

C. Metabissulfito

Na elaboracao da sidra brasileira o diéxido de enxofre é indispensavel face
as temperaturas durante o processamento, proximas de 25°C, o que facilita a
proliferacdo de microrganismos contaminantes (NOGUEIRA; WOSIACKI, 2005). O
metabissulfito de potassio € adicionado no fermentado ao final da maturagcdo como
agente de conservacgdo a uma concentracdo correspondente de 30 a 50 mg.L™" de
dioxido de enxofre livre (WOSIACKI; CHERUBIM; SANTOS, 1997).

As bactérias malolaticas podem ser controladas pelo anidrido sulfuroso e a
resisténcia destes microrganismos ao anti-séptico depende da concentragdo do
anidrido sulfuroso livre e varia segundo o pH do mosto (NOGUEIRA; WOSIACKI,
2005).

Liu e Gallander (1983) avaliaram as velocidades da fermentagao malolatica
em trés amostras de vinho com o pH ajustado a 3,3; 3,5 e 3,7. As amostras para
cada pH foram tratadas com 25, 50 e 75 mg.L'1 de dioxido de enxofre,

respectivamente. Inocularam em seguida Saccharomyces cerevisiae e quando o
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fermentado apresentou 5° Brix inocularam Oenococcus oeni. Os autores verificaram
que para os niveis de dioxido de enxofre utilizados, as taxas de fermentagao
malolatica eram quase as mesmas, em valores de pH de 3.5 e 3.7, mas a
fermentacao foi muito mais lenta em pH 3.3. Para cada valor de pH, a fermentacao
malolatica foi mais rapida frente a niveis mais baixos de didxido de enxofre. Depois
da inoculagédo a populagédo bacteriana diminuiu e a menor contagem bacteriana foi
observada na presenca do menor valor de pH e na presenca de alta concentracao

de SO..

D. Compostos nitrogenados

O nitrogénio aminado livre no mosto representa aproximadamente 50% do
nitrogénio total da maca, mesmo apdés um periodo de maturagcdo. Entre os
aminoacidos apenas aspargina, glutamina, acido aspartico, acido glutdmico e serina
representam 86 a 95% dos aminoacidos totais do mosto. Estes aminoacidos séo os
primeiros a serem utilizados pelas leveduras (DRILLEAU, 1995).

A quantidade de nitrogénio nos mostos de magas pode ser muito baixa (<50
mg.L™") ou excessiva (>150 mg.L™"), em fungao principalmente da idade dos pomares
e das adubacbes, respectivamente, o que torna os compostos nitrogenados ora
limitantes do crescimento das leveduras, causando lentiddo e/ou paradas de
fermentagao, ora causadores de instabilidades microbiolégicas, como explosdes de
garrafas no caso da sidra gaseificada naturalmente (NOGUEIRA; WOSIACKI, 2005).

Na fermentagdo, os compostos nitrogenados sao utilizados pela
Saccharomyces sp. durante a fase de crescimento, exercendo importantes fungoes
na biossintese de proteinas e nas fungdes enzimaticas. Estes compostos

influenciam o crescimento e o metabolismo das leveduras, chegando a constituir
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10% da sua matéria seca. Fatores como composi¢cdo do mosto e o tipo de cepa de
levedura podem afetar a sua assimilacao (JULIEN et al., 2000). O metabolismo das
leveduras pode conduzir a eficiéncia da fermentagao alcodlica e afetar a qualidade
do produto final (SALMON; BARRE, 1998).

O consumo de aminoacidos pelas leveduras deixa o meio menos favoravel
para o desenvolvimento de bactérias nas primeiras semanas de fermentacéao.
Posteriormente as leveduras secretam aminoacidos (acido glutdmico e valina),
essenciais para o desenvolvimento das bactérias laticas. Portanto a composi¢céo dos
aminoacidos no mosto € modificada qualitativamente (DRILLEAU, 1995). Durante a
autdlise a concentracdo de aminoacidos e peptideos aumentam até valores maximos
de 20 e 40 mg.L™", respectivamente (ALEXANDRE et al., 2001).

Remize et al. (2006) verificaram que Oenococcus Oeni consumiu um nivel
significante de nitrogénio somente em meio contendo aminoacidos livres. A
concentracdo de nitrogénio do meio, ao redor de 5 mg.L”, foi suficiente para
assegurar a formagdo de biomassa e o crescimento bacteriano foi maior na

presenca de nitrogénio de peptidios na forma de aminoacidos livres.

3.4.3.5 Efeito na qualidade da sidra

A producdo de vinhos com qualidade depende da qualidade das uvas, dos
microrganismos envolvidos na fermentagdo e do processamento na fabricacdo do
vinho. A redugado da acidez em mosto de uvas com alto teor de acidez & essencial
para a producao de vinhos bem equilibrados (BEELMAN; GALLANDER, 1979).

Na fabricagdo da sidra, macas acidas ajudam a evitar contaminacdes

bacterianas e participam significativamente no corpo da bebida. Porém é necessaria
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a fermentacdo malolatica para melhorar o sabor e a qualidade sensorial da sidra,
além, de estabilizar microbiologicamente o produto pelo consumo de nutrientes

residuais de carbono (LIU, 2002).

A. Acidez

A acidez do mosto e do vinho pode ser avaliada através do pH, o qual
representa a concentragdo de hidrogénio i6nico do vinho. A acidez titulavel e a
determinagao da concentragdo dos acidos organicos sao outras duas maneiras. O
pH do vinho depende do tipo e da concentracdo dos acidos organicos e da
concentracdo de cations, especialmente do potassio. Os fatores relacionados a
acidez do vinho tém participacdo importante nas caracteristicas sensoriais, na
estabilidade fisico-quimica e biolégica do vinho. A acidez do vinho esta diretamente
relacionada a composicdo do mosto, especialmente a sua concentragao de potassio
e a predominancia do acido tartarico em relagdo ao malico (RIZZON; MIELE, 2002).

Ha varios métodos para diminuir a acidez do vinho, mas a desacidificacado
biolégica é a mais usada. A desacidificagao bioldgica pode ser feita através da
fermentacdo malolatica ou fermentagdo maloetandlica, sendo esta Ultima
desenvolvida geralmente pelas espécies de leveduras Schizosaccharomyces pombe
e Saccharomyces que convertem o acido malico a piruvato por meio de uma enzima
malica intracelular (REDZEPOVIC et al., 2003).

Uma importante via de acidificagdo biolégica € a seleg¢do e utilizagdo de
leveduras produtoras de acidos organicos, durante a fermentacgao alcodlica, as quais
pertencem ao género Saccharomyces. A hipotese mais difundida postula a formagéao
por fixagdo de CO, sobre o piruvato, produto final da glicélise, para formar

oxaloacetato que é reduzido a acido malico (YERAMIAN et al., 2005).
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A fermentagcdo malolatica produz na sidra uma diminuicdo da acidez, pela
conversao do acido malico (monoacido) em acido latico (diacido). Esta diminuicdo da
acidez causa alteragdes nas propriedades sensoriais do vinho, tanto na cor quanto
no sabor e aroma (MESAS; ALEGRE, 1999).

A fermentagdo malolatica no vinho produz alteragbes como o aumento da
acidez volatil, a qual se deve basicamente a transformacgéo do acido citrico em acido
acético pelas mesmas bactérias laticas (MESAS; ALEGRE, 1999).

Outros métodos usados pela industria para reduzir a acidez de vinhos ou
mosto de uvas incluem mistura, adicdo de carbonato, precipitagdo, maceragao

carbénica e diluicdo (HUSNIK et al., 2006).

B. Aromas

Inicialmente a sidra resultava de uma fermentagao lenta, estabilizada pela
caréncia de nutrientes (vitaminas e nitrogénio). Era obtida através de uma
clarificacdo prévia a fermentacdao, sendo a fermentacdo lenta responsavel pelo
flavour frutado e aromatico da sidra (DRILLEAU, 1995).

Como resultado do metabolismo fermentativo das leveduras, compostos
sensoriais sao formados. Estes tém um efeito na qualidade do produto, tal como a
concentracao de etanol, ésteres e outros volateis. O aroma da sidra € desenvolvido
nao somente por leveduras do género Saccharomyces, mas por leveduras
apiculadas. Leveduras selvagens como Hanseniaspora uvarum e Kloechera
apiculata sao potentes produtoras de ésteres (CABRANES; BLANCOB; MANGASA,
1998).

Na fermentagcdo malolatica a Oenococcus influencia as caracteristicas

aromaticas no produto final ou modificando os aromas da fruta, ou produzindo novos
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compostos de aroma. Em especifico, a Oenococcus metaboliza acido L-malico em
acido citrico (Figura 3) determinando a formacao de acetoina e diacetil (NIELSEN;

RICHELIEU, 1999).

Acido malico

l

Acido citrico

[\> Acido acético

Acido oxalacético
I\ co,
Acido piravico
l co,

Acido a-acetolatico 4;' Diacetil
co, /1

Acetoina <«

l

2,3 butanodiol

FIGURA 3. Metabolismo do acido citrico pela bactéria Oenococcus oeni

(NIELSEN; RICHELIEU, 1999).

O acido acetolatico € um composto instavel que, além da descarboxilagcéo
enzimatica, pode ser originado por descarboxilacdo espontanea, formando a
acetoina e em condicbes de oxidagao, o diacetil. O diacetil € entdo reduzido pela
Oenococcus oeni a acetoina e a 2,3-butanodiol, que em concentragdes normais (1,3
g.L™") nao apresentam influéncia sobre o aroma na maioria dos vinhos (NIELSEN;
RICHELIEU, 1999).

O acetaldeido no vinho é formado por leveduras, bactérias acéticas e por

auto-oxidacao do etanol e compostos fendlicos. Pode-se ligar ao didxido de enxofre



diminuindo assim a atividade antimicrobiana e o efeito antioxidante do mesmo. O
crescimento microbiano pode ser estimulado ou inibido, dependendo da
concentracdo do acetaldeido, o que tem implicagcbes diretas nas fermentacdes
alcodlica e malolatica. Por outro lado, o catabolismo do acetaldeido pode gerar
compostos de flavours que influenciam as propriedades sensoriais do vinho (LIU;
PILONE, 2000).

Diferentes estudos tém focado a biossintese de compostos de aroma
durante a fementacdo malolatica e a concomitante conseqiéncia sensorial. Maicas
et al. (1999) demonstrou que a fermentagdo malolatica favorece a formacado de
compostos volateis que sao benéficos ao flavour do vinho. Em contraste, Sauvageot
e Vivier (1997) conduziram analise sensorial em vinhos Chardonnay e Pinot Noir
com e sem fermentagdo malolatica e concluiram que os provadores nao perceberam
diferengas sensoriais entre os dois tipos de vinhos. Em outro estudo, conduzido por
Sauvageot e Vivier (1997) a influéncia da cepa da bactéria acido latica usada para a
fermentagao malolatica ndo apresentou interferéncia na composi¢cao e complexidade

dos aromas do vinho.

3.4.4 Operagoes pos-fermentagao

Os produtores de sidra fazem misturas dos fermentados para obter o
equilibrio gustativo e o teor de agucares residuais. A fermentacéo € interrompida por
varios tipos de filtragcdo: sobre placas, com diatomaceas e em mddulos de
membranas para filtragdo tangencial, ambos tém a finalidade de eliminar as

leveduras e as bactérias. A densidade na qual se efetua a filtracdo depende da



categoria da sidra desejada, que pode ser seca, semi-seca ou doce (NOGUEIRA,;
WOSIACKI, 2005).

Existem na literatura muitos estudos sobre o processamento do vinho e os
fatores que afetam a qualidade. Do mesmo modo o processamento da sidra
francesa ja foi muito estudado e o comportamento dos microrganismos responsaveis
pela transformacdo do mosto de maga em sidra elucidado, no entanto, ndo esta
disponivel na literatura dados sobre o comportamento dos microrganismos
responsaveis pela fermentagdo do mosto de magad nas condi¢cdes brasileiras, que
diferem significativamente da européia, o que afeta de maneira direta os
processamentos industriais, resultando em um produto nacional atualmente de baixa

qualidade.



4. MATERIAL E METODOS

4.1 Material

4.1.1 Microorganismos

A levedura fermentativa utilizada foi a Saccharomyces cerevisiae (FERMOL
AROME PLUS, da Pascal Biotech, Paris).

A bactéria latica utilizada foi a Oenococcus oeni (ENOLAT DIR*01, Véneto
Mercantil), resistente ao sulfito, comercializada. Ambas foram utilizadas na forma

seca ativa e conservadas a 7°C até utilizagao nesta pesquisa.

4.1.2 Frutas

Amostras de macas (Malus domestica) das cultivares Gala e Fuji,
2006/2007, fornecidas pela Empresa Agropecuaria Boutin Ltda, localizada em Porto
Amazonas, Parana e adquiridas no comércio local, da cidade de Ponta Grossa. A
cultivar Fuji somente foi utilizada no experimento de fermentacdo do mosto
pasteurizado com indéculo de Oenococcus oeni (item 4.2.5.6). Nos demais

experimentos utilizou-se a cultivar Gala.
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4.2 Métodos

4.2.1 Processo

4.2.1.1 Mosto de magas

As macgas devidamente classificadas em comerciais e industriais, foram
pesadas em balanga analitica (Gehaka) e em seguida fragmentadas em processador
com facas (Processador Metvisa, tipo MPA) sendo, as massas raladas, transferidas
para telas plasticas, superpostas, que foram submetidas a duas prensagens (Prensa
hidraulica Eureka, Hoppe Ind. Ltda, Brasil). Sob presséo de 1,0 kgf.cm'2 por 2
minutos e seguida de 4,0 kgf.cm™ por 5 minutos. O volume do suco bruto foi usado
para o calculo do rendimento e elaboracdo dos experimentos. O suco foi
despectinizado com enzima Pectinex-Batch 1201371L a concentragao 3,0 mL.hL™,
em temperatura ambiente (23+3°C) durante 4 horas. Em seguida, o suco foi

trasfegado, filtrado em papel filtro qualitativo e distribuido nos fermentadores.

4.2.1.2 Processamento do fermentado de maca

As microfermentagdes foram realizadas em frascos de Erlenmeyer de 2000,
500 e 200 mL, lavados com agua destilada e em seguida com etanol (99%). Estes
erlenmeyers foram munidos de batoques e o volume util utilizado foi de 1800, 450 e
150 mL, respectivamente, que corresponde entre 75 a 90% do volume total. Os

sucos de macgas clarificados adicionados foram mantidos em anaerobiose. Para
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simulagdo de anaerobiose utilizou-se rolha de silicone na qual foi acoplada uma
agulha conectada a uma mangueira de latex, que permitiu a liberagcdo do gas
carbbnico (CO,). A extremidade da mangueira de latex foi colocada dentro de um
recipiente plastico contendo agua destiladas com 200 mg.L™”" de metabissulfito de
potassio (Labsynth). Os niumeros nos ensaios designados como Py, P3, P10, P20, P30,
P35 e P45 correspondema ao tempo em dias da fermentacgao.

A maioria dos experimentos foi realizada num total de 45 dias de
fermentagao, com excegao, aos experimentos com suco de macga pasteurizado com
inéculo da Oenococcus Oeni. Neste ultimo, para verificar a capacidade de
crescimento da bactéria utilizou-se um periodo de 1 a 3 dias, para verificar a
capacidade de fermentagao, 20 dias e para verificar a resisténcia ao sulfito, 5 a 25

dias.

4.2.2 Analises microbiolégicas

4.2.2.1 Leveduras totais em placa

A determinagao de leveduras fermentativas totais foi feita pela contagem de
colénias em meio seletivo preparado com 39 g de meio BDA (Batata Dextrose Agar,
Difco, 213400) diluido em 1000 mL de &gua destilada e aquecido em forno
microondas para dissolucdo. As esterilizacdes do meio e da vidraria foram feitas em
autoclave vertical (AV 13811, Phoenix) por 15 minutos (121°C a 1,01 Kgf.cm™). Apds
a esterilizagdo do meio foi adicionado o acido tartarico (ACS-189, Ecibra), diluidos
1:10 (v/v), na concentracdo de 1,8%. Desse meio, 10 mL foram transferidos para

placas de 90mm de didmetro descartaveis (J. Prolab) e apds solidificagao, 100uL de



amostra foram inoculados na placa com o auxilio de um alga de Drigalski. Apds
incubacdo em estufa a 28°C durante 48 horas as colbnias foram contadas

manualmente e o resultado expresso em ufc.mL” (NOGUEIRA, 2003).

4.2.2.2 Leveduras oxidativas

A determinagdo de leveduras apiculadas foi feita em meio seletivo
preparado em duas etapas, na primeira, 11,75 g de extrato de levedura (Biobras,
cdd. 155-1) foram diluidos em 500 mL de agua destilada, posteriormente esterilizado
em autoclave (AV 13811, Phoenix) por 15 minutos (121°C a 1,01 Kgf.cm™). Na
segunda etapa, o meio foi preparado com 2,3 g de lisina, 20 g de agar-agar (Rea-
Tech), diluidos em 500 mL de agua destilada, aquecidos até completa dissolugdo em
forno microondas e esterilizado em autoclave. Apds esterilizacdo as duas etapas
foram misturadas e 10 mL introduzidos em placas de 90mm de diametro
descartaveis (J. Prolab). Apos a solidificagdo do meio, 100uL de amostra foram
inoculados em placas com o auxilio de um al¢ca de Drigalski. Apds incubagdo em
estufa a 28°C durante 72 horas as colbnias foram contadas manualmente e o

resultado expresso em ufc.mL” (NOGUEIRA, 2003).

4.2.2.3 Bactérias laticas

A determinagao de bactérias laticas foi feita em meio seletivo, utilizando 50g
de MRS (Lactobacilli MRS, Broth), diluido em 950 mL de agua destilada, o pH foi
ajustado a 4,8 com 4&acido fosforico (Biotec) concentrado. Em seguida, foram

adicionados 20 g de agar-agar (Rea-Tech) e o volume foi completado com agua



49

bidestilada até 1000 mL. O meio foi aquecido até completa dissolugdo em forno
microondas. A esterilizagao foi realizada em autoclave (AV 13811, Phoenix) por 15
minutos (121°C a 1,01 Kgf.cm®). Foi preparada uma solucdo de antibidticos
utilizando 20 mg de Actidione (Cycloheximide Sigma C1988-5G) e 5,0 mg de oxine
(8-quinolinol Sigma H6878-25G) em 10,0 mL de agua bidestilada e esterilizada por
filtracdo em membrana estéril de 0,45 microns. Para a analise, foram introduzidos na
placa 1,0 mL da amostra, 0,5 mL da solugdo de antibiotico e 10,0 mL do meio de
cultura com a forma de cultivo Pour Plate. As placas foram dispostas em jarras de
anaerobiose (Permution) com pastilhas de consumo de oxigénio por reacdo de
oxidagdo do ferro em meio acido (Anaerobac, da Probac do Brasil Produtos
Bacteriolégicos Ltda). Apds a incubacado por 8 dias a 28°C as col6nias foram

contadas manualmente e o resultado expresso em ufc.mL™ (NOGUEIRA, 2003).

4.2.3 Analises fisico-quimicas

4.2.3.1 Acgucares

Acucares redutores (AR) foram analisados pelo método colorimétrico de
Somogyi-Nelson, assim como os acucares redutores totais (ART) apos a hidrélise
da sacarose com HCI| 1N (50°C/5 min.). A glucose (GLC) foi quantificada pelo
método enzimatico da glucose oxidase (Glicose pp, 434E, Analisa), sendo que a
sacarose (SAC) foi determinada pela diferenga entre os agucares redutores totais e
soluveis e a frutose (FRU) pela diferenga entre os agucares redutores soluveis e a

glucose. Todos os carboidratos foram expressos como monossacarideos em g.L™
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(IAL, 1976) (TANNER; BRUNNER, 1985). Os resultados das analises de glucose e

frutose foram confirmados por Kit enzimatico (c6d. 0139106, Roche).

4.2.3.2 Acidez titulavel

A acidez titulavel total foi determinada por neutralizagdo com NaOH 0,1 N

até pH 8,3 com fenolftaleina, sendo expresso em g.L” (IAL, 1976).

4.2.3.3 Acidez volatil

Na determinacao da acidez volatil 10,0 mL da amostra foram transferidos
para o aparelho de Casenave-Ferré acoplado a um frasco Erlenmeyer de 500 mL.
Em seguida foram adicionados 200 mL de agua destilada. O Erlenmeyer foi
acoplado a um refrigerador de Liebig e aquecido em bico de Blinsen com chama
baixa até destilar o volume de 100 mL, o destilado foi transferido para um
Erlenmeyer de 250 mL, contendo 20 mL de agua destilada. Em seguida 2,0 mL de
indicador de Fenolftaleina foram adicionados para a titulacgdo com solugcdo de

hidroxido de sédio (0,1N) até coloragao rosea (IAL, 1976).

4.2.3.4 Acidos organicos

Foram determinados os acidos L-malico, D-latico e L-latico por Kits
enzimaticos (L-Malic acid, céd. 10139068035 e D-Lactic, L-lactic, cod. 11112821035,

Roche) de acordo com Herrero et al,. (1999).
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4235 pH

Foi determinado por imersao direta na amostra utilizando um Phmetro digital

(pH digital microprocessado Tecnal, modelo TEC3-MP) (IAL, 1976).

4.2.3.6 Nitrogénio

O nitrogénio total foi quantificado por neutralizagdo com HCI 0,02N, com
solucdo de acido bdrico (2% e indicadores), apods ter sido destilado em destilador de
nittogénio com NaOH 50%, sendo expresso em mg.L" (BARON; BOHUON;

DRILLEAU, 1977).

4.2.3.7 Dioxido de enxofre total

Foram transferidos 50 mL da amostra em Erlenmeyer de 250 mL, com
tampa esmirilhada. Adicionou-se 25 mL da solugao de hidroxido de potassio 0,02N.
O Erlenmeyer foi fechado, agitado e deixado repousar por 15 minutos. Foi
adicionado 15 mL de acido sulfurico a 20% (Biotec) e de solu¢do de amido a 1%.

Titulou-se com iodo e o resultado foi expresso em mg.L™ (IAL, 1976).

4.2.3.8 Alcool

A determinacdo da concentracdo de etanol (% de etanol em volume, a

20°C) no fermentado foi feita utilizando-se o equipamento ebulidmetro (Ebulidmetro
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3300, Metalurgica Leonardo). O ebulibmetro é composto de uma caldeira, onde fica
a amostra a ser analisada, um condensador que é acoplado a caldeira onde sao
condensados vapores provenientes do liquido contido na caldeira e uma lamparina
que fornece aquecimento a caldeira do ebulidmetro. Foram transferidos 50 mL da
amostra para a caldeira do ebulibmetro e, logo apds, o condensador foi preenchido
com agua fria e a lamparina acesa. Com um termémetro acoplado a caldeira, péde-
se medir a temperatura de ebulicdo da amostra, aguardando-se que a temperatura
se estabilizasse, por um tempo de aproximadamente 5 minutos. Com o auxilio de
uma régua graduada é feita a conversdao da temperatura de ebulicdo para a

concentragao de etanol. O resultado é expresso em % (v/v).

4.2.4 Cinéticas de fermentacgao

A cinética de fermentacdo foi avaliada pela perda de peso dos
fermentadores (Figura 4) causada pela liberagdo de gas carbdnico (BELY;
SABLAYROLLES; BARRE, 1990, NOGUEIRA et al.,, 2007). As pesagens foram
feitas a cada duas horas, no periodo diurno, em balanca analitica (Gehaka) com
sensibilidade de 0,001 g durante 45 dias (tempo de fermentagc&o), em temperatura

ambiente (22 a 30°C).
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FIGURA 4. Esquema de um fermentador e da determinagdo de perda de
gas carblnico para obtengao da cinética da fermentagao (NOGUEIRA et al.,
2007).

ApOs as pesagens foi feita uma curva de tendéncia ou regresséo de ordem 4
como R? e utilizada para corrigir os pontos de perda de peso. Apos esta corregao, foi
calculada a derivada da perda de peso em fungao do tempo que consiste na

velocidade de fermentacéo.

4.2.5 Experimentos

4.2.5.1 Microbiota natural de mostos de macas

Os microrganismos naturais de interesse neste trabalho foram os
microrganismos responsaveis pela [1] fermentacdo alcodlica, os [2] potenciais
produtores de aromas frutados e as [3] bactérias da bioconversao malolatica. Para
avaliar a quantidade de microrganismos provenientes das frutas, as macgas foram

classificadas em fungao das caracteristicas morfoldgicas e fitossanitarias. As frutas



foram trituradas e prensadas segundo o método descrito anteriormente no item
4.2.1.1, retirada uma amostra do mosto para analise quantitativa de leveduras

fermentativas totais, leveduras apiculadas totais e bactérias laticas totais (Figura 5).

Macas

* Selegao
* Limpeza
*Trituracao

* Prensagem
A 4

Suco bruto

» contagem de coldnias

FIGURA 5. Fluxograma representativo do experimento da microbiota natural
de mostos de magas.

4.2.5.2 Monitoramento da microbiota em fermentag¢des naturais

O suco despectinizado foi distribuido em 6 fermentadores: Pg, P3, P10, P2o,
P30 e P45, e estes foram colocados em anaerobiose como descrito no item 4.2.1.2. A
fermentagdo ocorreu com a microbiota natural (Figura 6). O experimento foi
realizado em duplicata. A microbiota natural foi monitorada pela contagem de
leveduras totais, oxidativas e de bactérias laticas em meios seletivos em placas de

Petri descartaveis (J. Prolab).
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FIGURA 6. Fluxograma representativo do experimento de monitoramento da
microbiota em fermentag¢des naturais.

4.2.5.3 Efeito do indculo de S. cerevisiae nas bactérias laticas naturais

Para avaliar o crescimento das bactérias laticas em fermentagbes com
inéculo de Saccharomyces cerevisiae, 0 suco despectinizado foi distribuido em 6
fermentadores com volume util de 450 mL: Po, P3, P10, P20, P30 € Ps4s. Em cada
fermentador foram introduzidos 135 mg da levedura, que corresponde ao inéculo de
aproximadamente 6,00x10° células.mL™ (Figura 7). O experimento foi realizado em

duplicata.
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FIGURA 7. Fluxograma representativo do experimento para avaliar o efeito
do indculo de S. cerevisiae nas bactérias laticas naturais.

4.2.5.4 Efeito do inéculo de S. cerevisiae e reducado de biomassa

Para avaliar a microbiota com a reducdo de biomassa foi introduzido um
inéculo de 675 mg de Saccharomyces cerevisiae em 2250 mL de suco de maga
despectinizado, que corresponde ao indculo de aproximadamente 6,00x10°
células.mL™". Este foi fermentado por 12 horas, centrifugado por 20 min a 1500 rpm,
com o objetivo de retirar parte da biomassa de S. cerevisiae. O sobrenadante foi
retirado e distribuido em 6 fermentadores: Py, P3, P10, P20, P30 € P45 (Figura 8). Para

controle, foi realizado o experimento como descrito no item anterior (4.2.2.3).
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FIGURA 8. Fluxograma representativo do experimento para avaliar o efeito
do in6culo de levedura e redugao de biomassa.

4.2.5.5 Crescimento da Oenococcus oeni em suco de maca clarificado

Para avaliar o crescimento da cepa comercial Oenococcus oeni, 0 suco de
maca foi processado, acondicionado em garrafas hermeticamente fechadas e
pasteurizado (80°C/25 minutos). A fim de verificar o seu crescimento, o suco foi
diluido 1:1 (v/v) com agua destilada e autoclavado em autoclave vertical (AV 13811,
Phoenix) por 15 min (121°C a 1,01 Kgf.cm™®) e foi distribuido em 4 fermentadores
com volume util de 450 mL cada: P1a, P1s, P2s € P3g (0S numeros correspondem aos
dias de fermentacédo). Em seguida, ao fermentador “A” foram adicionados 10 mg da
bactéria latica Oenococcus oeni e aos fermentadores “B” (P1g, P2s € P3g) 50 mg, que
corresponde a populagédo de aproximadamente 1,00x10° e 5,00x10° células.mL™,

respectivamente (Figura 9).
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FIGURA 9. Fluxograma representativo do experimento para avaliar o
crescimento de Oenococcus oeni em suco de maga clarificado.

4.2.5.6 Fermentacdo malolatica em suco de maca pasteurizado

Ao suco de magas das cultivares Fuji e Gala despectinizado e pasteurizado
(80°C/25 minutos), foi inoculado a populagdo de aproximadamente 1,00x10°
células.mL™ de bactéria latica O. oeni em fermentadores (Po, Ps, P1o, P2o, P3o € Pas

gias) com 150 mL de volume util (Figura 10).
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FIGURA 10. Fluxograma representativo do experimento para avaliar a
fermentacao malolatica em suco de macga pasteurizado.

4.2.5.7 Efeito do sulfito no crescimento de O. oeni em suco de maca

O suco de macga despectinizado foi pasteurizado (80°C/25 minutos) e em
seguida o suco foi distribuido em 8 fermentadores com volume util de 150 mL. Em 4
fermentadores Oenococcus oeni foi inoculado & populacdo de 1,00x10° células.mL™,
os tratamentos consistiram em: fermentador 1 (F1) ndo foi adicionado sulfito e os
fermentadores 2 (F2); 3 (Fs) e 4 (F4) foram adicionados 50,0; 100,0; 150,0 mg.L™ de
sulftito (metabissulfito de potassio, Labsynth), respectivamente. Apos 5 dias de
fermentagao foi feita a contagem das colénias em placas com meio seletivo.

Nos 4 fermentadores restantes foram inoculados 135 mg de Saccharomyces
cerevisiae, que corresponde a populacdo de aproximadamente 6,00x10° células.mL"
', Os tratamentos consistiram em: fermentador 5 (Fs) sem sulfito; fermentadores 6
(Fe); 7 (F7) e 8 (Fs) 50,0; 100,0 e 150,0 mg.L'1 de sulfito. Apos 20 dias de

fermentagao alcodlica foi feito o inéculo de 10 mg de Oenococcus oeni a populagao
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aproximada de 1,00x10° células.mL™ (Figura 11) e apés 5 dias foi feita a contagem

das bactérias em placas contendo meio de cultura seletivos.

Macas

« Selecao

e Limpeza
elrituracao

« Prensagem

« Despectinizagéao
. Trasfega

Apenas indculo de
O. oeni

Suco clarificado

« Pasteurizacao
« Adigao de sulfito 0, 50 , 100 e 150 mg:L
« Fermentagdo com LSA
| . Inéculo de bactéria

Inéculo de S. cerevisiae e apos

Fermentado 20 dias indculo de O. oeni

varietal

FIGURA 11. Fluxograma representativo do experimento para avaliar o efeito
do sulfito no crescimento de Oenococcus oeni em suco de maga.

4.2.5.8 Efeito do in6culo simultdneo de S. cerevisiae e O. oeni

O suco despectinizado foi distribuido em 6 fermentadores: Po, P3, P1o, P20,
Psy e Pss em cada fermentador foi adicionado Saccharomyces cerevisiae na
populacdo de aproximadamente 6,00x10° células.mL™ e O. oeni ao redor de

1,00x10° células.mL™. O experimento foi realizado em duplicata.
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4.2.5.9 Efeito do indculo sequiencial de S. cerevisiae e O. oeni

O suco despectinizado foi transferido para um fermentador com volume (util
de 1800 mL. Em seguida foi feito o in6culo de Saccharomyces cerevisiae na
populacdo de aproximadamente 6,00x10° células.mL” e apos 10 dias de
fermentacdo em temperatura ambiente (média de 27°C) o fermentado de magas foi
distribuido em 4 fermentadores: P1g, P29, P30 € Pas gias. Nesses fermentadores foram
adicionados 10 mg de Oenococcus. Oeni, que correspondem a populagdo de
aproximadamente 1,00x10° células.mL™. As bactérias, bem como a fermentacéo

malolatica foram monitoradas por 35 dias.

L w/ALLLF
g! W& | Com indculo da levedurano.masto
E X! ==e da bactériaino fermentada

Com inéculo ~=mmss—

dalevedura Com in66UlG da levedurd® 1-
e da bactéria no mosto \

I,... " pe -

) mkm A,

(B)
FIGURA 12. Fotos do experimento de fermentagao no inicio (A) e apds 48
horas (B)
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4.2.5.10 Efeito do indculo de S. cerevisiae e O. oeni em suco pasteurizado

O suco pasteurizado foi distribuido em 6 fermentadores: Py, P3, P10, P20, P30
e P45 e cada fermentador recebeu o inéculo de Saccharomyces cerevisiae na
populacdo de aproximadamente 6,00x10° células.mL” e de Oenococcus oeni ao

redor de 1,00x10° células.mL™" (Figura 13).

Macas
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e Limpeza
eTrituracao / —
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« Trasfega
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O. oeni no fermentado

Fermentado
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S. cerevisiae e O. oeni no mosto
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o

FIGURA 13. Fluxograma representativo das fermentagées com indculo
S. cerevisiae e O. oeni em diferentes condigdes de inoculacdo da bactéria
latica.

4.2.5.11 Efeito do indculo de S. cerevisiae e O. oeni com reducio de biomassa

No suco despectinizado foi feito o inéculo de 810 mg de Saccharomyces
cerevisiae e 60 mg deOenococcus oeni, que correspondem aproximadamente a

6,00x10° e 1,00x10° células.mL™", respectivamente. Apds 12 horas de fermentacao,
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o fermentado foi centrifugado por 20 minutos a 1500 rpm, o sobrenadante foi
separado e a populacdo de microrganismos foi reduzida para préoximo ao valor do
inéculo. Em seguida, o sobrenadande foi distribuido em 5 fermentadores (P3, P1o,
P20, P3o € P45) em anaerobiose, para que ocorresse um novo crescimento das

leveduras. Para controle, foi feito o experimento como descrito no item 4.2.2.10.

== m |n6culo da levedurasesda
i bactéria

= Apdlise
‘sepsorial -~

FIGURA 14. Fotos do experimento de fermentagdo no inicio (A) e apos
reducdo de biomassa (B).



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Microbiota natural de mostos de macgas

As macgas comerciais e industriais (descarte) (Figura 15) foram processadas
separadamente. Nestes dois sucos foram avaliadas as populagbes totais de
leveduras fermentativas e oxidativas, denominadas apiculadas e de bactérias laticas
(Tabela 1). Este processo foi repetido dez (10) vezes, com diferentes lotes de frutas
para as leveduras fermentativas e oxidativas e oito (8) vezes para as bactérias
laticas. Estes microrganismos sao os responsaveis pela transformagéo do mosto em

fermentado de maca (MICHEL; BIZEAU, 1988).

Magds comerciais

FIGURA 15. Amostras de macgas comerciais e industriais (descarte)
contendo defeitos, injurias e/ou podriddes.

As leveduras fermentativas, tipo Saccharomyces sp., variaram de 1,00x10?
a 2,02x10* ufc.mL™ nas magas comerciais, enquanto que nas macés industriais de
7,80x10" a 4,27x10* ufc.mL™, ou seja, valores semelhantes (Tabela 1). Os valores
médios de 4,3x10° e 9,14x10° ufc.mL™” para os mostos comerciais e industriais,
foram menores do que os valores encontrados por Nogueira et al. (2007) de

3,00x10* e 6,50x10* ufc.mL™" em macas comerciais e industriais, respectivamente.
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As populacdes de leveduras oxidativas variaram de 2,60x10° a 2,40x10*
ufc.mL” nos mostos de macds comerciais, enquanto que nos mostos de macas
industriais os valores foram superiores, compreendidos entre 1,03x104 a 1,24x106
ufc.mL™”. Nogueira et al. (2007) encontraram uma populacdo média de leveduras
apiculadas de 5,50 x10° ufc.mL™ em macas industriais da variedade Gala.

As bactérias laticas variaram de 0 a 1,17x102 ufc.mL” nos mostos das
macas comerciais. Nas macas industriais as populagdes foram semelhantes,

variando de 0 a 1,41x10% ufc.mL™.

TABELA 1. Microrganismos naturais em mostos de magas.

Microrganismos Contagem (ufc.mL™)

N  Minimo  Média  Maximo DP CV(%)

Magds comerciais

Leveduras fermentativas 10 1,00x10°  4,31x10°  2,02x10°  6,64x10° 153,84
Leveduras oxidativas 10  2,60x10°  1,13x10*  2,40x10*  6,71x10° 59,50
Bactérias laticas 8  Ausente  148x10'  117x10®> 4,13x10' 280,11

Magcas industriais

Leveduras fermentativas 10  7,80x10"  9,14x10°  4,27x10° 1,38x10° 150,84
Leveduras oxidativas 10 1,03x10*  3,20x10° 1,24x10°  4,90x10° 152,91
Bactérias laticas 8 Ausente 2,53x10" 1,41x10°  4,96x10" 196,44

NOTA: (DP) Desvio padrao; (CV) coeficiente de variagéo.

5.2 Monitoramento da microbiota em fermentagdes naturais

Para monitorar o processo fermentativo natural, magas da cultivar Gala
foram processadas e o mosto foi despectinizado. Em seguida foi transferido para
fermentadores em anaerobiose para que a fermentagdo ocorresse. Durante o
experimento a temperatura no interior do fermentador variou de 24,9 a 30,7°C

(Figura 16).
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FIGURA 16. Variagao de temperatura no interior do fermentador.

A composicao inicial do mosto pode ser observada na Tabela 2, no tempo
zero. A concentragcao de acgucares redutores totais e os redutores foram de 111,83 e
80,75 g.L”, respectivamente, o que atesta o estagio de maturidade das frutas. A
frutose foi 0 agticar em maior concentragdo (64,61g.L™"), a sacarose esteve presente
em concentragdo de aproximadamente 50% do teor de frutose (31,08 g.L™)
enquanto que glicose foi o agucar fermentescivel de menor concentragdo (15,15
g.L"). Estes dados estdo de acordo com os valores encontrados por Paganini et al.
(2004); Wosiacki; Pholman e Nogueira (2004) e Nogueira et al. (2006).

A concentracdo de nitrogénio total de 150,00 mg.L™" corresponde a uma
concentragdo considerada o limite maximo do valor normal (75-150 mg.L™")
(NOGUEIRA, 2003).

Os valores de pH (4,03), acidez total (2,35 g de acido malico e/ou latico.L™)
e acidez volatil (0,72 g de acido acético.L™"), sdo considerados normais para sucos

de macés de mesa (OLIVEIRA et al., 2006) (NOGUEIRA et al., 2006).
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A concentragdo de acido malico, principal acido encontrado em macas
(WOSIACKI; NOGUEIRA, 2005), foi de 2,60 g.L™", valor menor do que o encontrado
por Drilleau (1995) de 4,0 a 6,0 g.L”'. Uma pequena quantidade de &cido L-latico foi

detectada (0,16 mg.L™") e auséncia de acido D-latico.

TABELA 2. Composicdo do mosto de magds e monitoramento durante a
fermentagao natural.

Periodo de fermentagéo (dias)

Analises 0 3 10 30 25
Aglcar redutor total, g.L”" 11 1,83+0,04 108,82+0,21 22,02+0,01 4,61+ 0,01 2,89+0,00
Aglcar redutor, g.L™ 80,75+0,20 79,74+0,20 10,09+0,02 2,82+0,00 2,72+0,01
Frutose, g.L”" 64,61+0,19 63,89+0,21 9,22+0,02 2,81+0,01 2,70+0,03
Sacarose, g.L” 31,08+0,16 29,08+0,22 11,94+0,01 1,79+0,00 0,18+0,03
Glucose, g.L™ 16,15+0,01 15,85+0,01 0,87+0,00 0,02+0,00 0,01+0,00
Etanol, % (v/v) 0,00 0,20 4,90 5,60 5,60
Nitrogénio, mg.L™ 150+0,00 150+0,00 50+0,00 3040,00 90+0,00
pH 4,03 4,29 3,53 3,48 3,42
Acidez total, g.L" 2,35+0,01 2,05+0,00 4,05+0,01 5,08+0,01 6,25+0,00
Acido malico, g.L” 2,60 2,17 0,43 0,01 0,005
Acidez volatil, g.L” 0,72+0,00 0,74+0,00 0,56+0,00 0,82+0,00 1,27+0,01
Acido L-latico, g.L” 0,16 0,20 3,06 4,25 4,97
Acido D-latico, g.L™" ek - Hx - oxx
Anidrido sulfuroso g.L™ 0,00 2,56 5,12 3,84 3,84

Nota: (--) Nao analisada; (***) Tragos.

Durante o experimento de fermentacdo natural do mosto de maca, as
leveduras fermentativas inicialmente presentes em uma populacdo de 4,25x10*
ufc.mL” apresentaram um rapido crescimento e apés 3 dias de fermentacdo a
populgdo encontrada foi de 1,94x10° ufc.mL™". Esta populagdo permaneceu estavel
com 7,10x10° e 2,27 x10° ufc.mL” apds 10 e 20 dias, respectivamente. Na
fermentac&o alcodlica (20 dias) as leveduras consumiram 120 mg.L™" de nitrogénio
para formagdo de biomassa. Com o término dos acucares fermentesciveis as
leveduras comecaram a perder a viabilidade, passando a populacdes de 1,95x10° e

3,15x10° ufc.mL™”" em 30 e 45 dias de fermentacao, respectivamente.
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A producdo de anidrido sulfuroso pelas leveduras variou de 2,56 a 5,12
g.L", fator que ndo influenciou a inibicdo das bactérias laticas (OSBORNE;
EDWARDS, 2006).

As leveduras utilizaram em 3 dias de fermentacdo 2,69% dos agucares
redutores totais na producdo de 0,20% (v/v) de etanol. Este consumo aumentou
gradativamente e 95,88% dos agucares redutores totais foram fermentados em 30

dias com producgao de 5,60% (v/v) de etanol (Figura 17).
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FIGURA 17. Consumo dos acucares redutores totais e produgao de etanol
durante a fermentacao natural.

As leveduras apiculadas presentes no suco em uma populagao superior as
leveduras fermentativas, apresentaram um rapido crescimento, passando de
2,00x10° a 3,78x10° ufc.mL' em 3 dias de fermentagdo. Este mesmo
comportamento foi observado por Nogueira (2003), que constatou neste periodo
uma populagdo de leveduras apiculadas superior as leveduras fermentativas em

mosto de macga da cultivar Gala.
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Durante o crescimento das leveduras fermentativas ocorreu a inibicdo das
leveduras apiculadas, fato que foi observado por Martinez et al. (1989). Apés 10 dias
de fermentacdo a populacdo de células vivas foi de 7,60x10? ufc.mL™. Com a perda
de viabilidade e a autdlise das leveduras fermentativas (final da fermentagcao
alcodlica), as leveduras apiculadas iniciaram um novo crescimento, apresentando
apos 30 dias de fermentacéo 3,65x10° ufc.mL™". Este crescimento foi momentaneo e
a populacao voltou a diminuir, mantendo-se estavel até o término do experimento
(Figura 18).

A baixa populagdo de bactérias laticas provenientes das macas (1,14x10°
ufc.mL”), diminuiu ainda mais devido a competicdo e compostos inibitorios,
conforme descrito por Osborne e Edwards (2007). Estes compostos sao secretados
pelas leveduras durante seu crescimento e em 10 dias de fermentagcao a populacéo
observada foi de 8,50 ufc.mL™". Ao final da fermentacao alcodlica com a morte das
leveduras fermentativas e liberacdo de compostos que estimulam o crescimento
(PATYNOWSKI; JIRANEK; MARKIDES, 2002) a populagdo passou a 4,13x10*. Esta

populagcdo manteve-se até o término do experimento (Figura 18).
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FIGURA 18. Desenvolvimento dos microrganismos durante a fermentagao
natural.

O pH inicial do mosto de 4,03 passou a 3,42 em 45 dias de fermentacéo e a
acidez total de 2,35 g.L”' aumentou para 6,25 g.L”", devido a transformacéo de
monossacarideos em acidos organicos pelas bactérias laticas, com destaque para o
acido latico (Tabela 2).

Os microrganismos metabolizaram o acido malico proveniente das macas
que de 2,60 g.L" passou para 0,43 e 0,005 g.L”' em 10 e 45 dias de fermentacao,
respectivamente. A concentracdo de acido L-latico passou de 0,16 para 3,06 e 4,97
g.L"em 10 e 45 dias, respectivamente (Figura 19). O acido D-latico foi encontrado
em uma quantidade muito pequena, demonstrando que o acido malico foi convertido

pelas bactérias laticas em acido L-latico (LONVAUD-FUNEL, 1999).
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FIGURA 19. Evolugao dos acidos organicos durante a fermentacéo natural.

Durante a fermentacéo natural foram liberados 23,54 g.L™" de gas carbénico.
A velocidade maxima da fermentacdo foi de 2,57 g.L™".d" em 3 dias de processo.
Apos 24 dias, o peso do fermentador permaneceu constante, indicando o término

dos agucares fermentesciveis (Figura 20).
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FIGURA 20. Cinética da fermentagao natural em funcdo da perda de peso
dos fermentadores decorrente da liberagdo de gas carbénico.
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5.3 Efeito do in6culo de S. cerevisiae nas bactérias laticas naturais

O mosto de macga utilizado na fermentagdo com inéculo de levedura
Saccharomyces cerevisiae foi 0 mesmo descrito no primeiro experimento do item 5.2
e os resultados foram demosntrados na da Tabela 3. Durante a fermentacdo a
temperatura média do interior do fermentador foi de 27,29+3,41 °C, ideal para o
crescimento das bactérias laticas, o que esta de acordo com o que foi descrito por

Britz e Tracey (1990).

TABELA 3 Parametros fisico-quimicos durante a fermentacdo com indculo de
leveduras S. cerevisiae.

Periodo de fermentacao (dias)

- 1
Analises, g.L 0 3 10 20 30 45

Agucar redutor total, g.L”" 111 ,83+0,04 47,53+0,06 1,53+0,00 0,76+0,00 0,39+0,00 0,33+0,00
Agucar redutor, g.L™ 80,75+0,20 43,33+0,20 1,52+0,00 0,60+0,00 0,18+0,00 0,11+0,00
Frutose, g.L™ 64,61+0,19 36,89+0,18 1,51+0,00 0,59+0,00 0,17+0,00 0,10+0,00
Sacarose, g.L” 31,08+0,16 4,19+0,14 0,00+0,00 0,16+0,00 0,21+0,00 0,22+0,00
Glucose, g.L" 16,15+0,01 6,44+0,01 0,01+0,00 0,01+0,00 0,01+0,00 0,01+0,00
Etanol, °GL 0,00 3,75 6,50 6,20 6,50 6,35
pH 4,03 3,96 4,22 4,14 4,06 3,82
Acidez volatil, g.L” 0,72+0,00 0,64+0,00 0,64+0,00 0,83+0,00 0,97+0,00 0,91+0,00
Acidez total, g.L™” 2,35+0,01 2,66+0,00 1,99+0,00 2,20+0,00 2,30+0,00 3,20+0,00
Nitrogénio, mg.L" 150+0,00 60+0,00 50+0,00 110+0,00 110+0,00 100+0,00
Acido malico, g.L™” 2,60 1,80 0,36 0,05 0,001 0,0005
Acido L-latico, g.L’ 0,16 0,22 0,99 1,37 1,33 2,29
Acido D-latico, g.L™ ok - Hx - -- il
Anidrido sulfuroso, g.L’ 0,00 3,84 4,48 6,40 3,84 3,85

Nota: (--)Nao analisada; (***) Tragos.

As leveduras inoculadas em uma populagdo de 6,02x10° ufc.mL™" passaram
para 2,43x10" ufc.mL” em 3 dias de fermentagdo. Esta populacdo permaneceu
estavel até o décimo dia de fermentacao. Nesse periodo, foram metabolizados 97,66
e 99,94% de glicose e frutose, respectivamente.

A autdlise das leveduras afetou extremamente as concentragbes dos

compostos nitrogenados que passaram de 50 mg.L™' no décimo dia de fermentacéo
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para 110 mg.L™" no vigésimo dia. Lurton; Segain e Feuillat (1989) verificaram
aumentos na concentragdo de nitrogénio durante a autdlise das leveduras em
vinhos. A partir do vigésimo dia de fermentacdo as células viaveis diminuiram
gradativamente apresentando em 45 dias 6,40x10? ufc.mL™, conforme Figura 22.

A producdo de anidrido sulfuroso pelas leveduras variou de 3,84 a 6,30g.L™",
porém nao influenciou a inibicdo das bactérias laticas isoladamente, o que foi
observado no trabalho de Osborne e Edwards (2006).

As leveduras inoculadas fermentaram 57,50% dos agucares redutores totais
para a producao de 3,75% de etanol (v/v) em 3 dias de fermentacéo (Figura 21). A
sacarose foi rapidamente hidrolisada (86,51%), resultados que concordam com os
de Herrero et al (1999). As analises realizadas no décimo dia demonstraram que
foram fermentados 98,63% de agucares redutores totais para a producao de 6,5%

de etanol (v/v) e 100 mg.L™" de nitrogénio foram utilizados na produgdo de biomassa.
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FIGURA 21. Consumo dos agucares redutores totais e producado de etanol
durante a fermentacdo com indculo da levedura S. cerevisiae.

As leveduras apiculadas provenientes das macgas (2,00x10° ufc.mL™)

aumentaram para 5,60x10° ufc.mL™" até serem inibidas, o que ocorreu no terceiro dia



74

de fermentagdo (Figura 22). Comportamento similar foi observado por Martinez;
Millan e Ortega (1989) na fermentagao de vinho.

A populagdo de bactérias laticas provenientes das magas foi de 1,14x10°
ufc.mL™, este valor esta de acordo com Drilleau (1995).

A populacdo de bactérias laticas manteve-se baixa até a perda de
viabilidade das leveduras fermentativas. A partir do décimo dia de fermentagao a
populacdo aumentou gradativamente até atingir 1,14x10° ufc.mL™ em 20 dias e
4,59x10° ufc.mL™" em 45 dias (Figura 22).

O consumo de nitrogénio para formagdo de biomassa e crescimento
microbiano foi em torno de 10 mg.L", valores similares foram observados por

Remize et al. (2006) em condigdes vinicolas.
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FIGURA 22. Desenvolvimento dos microrganismos durante a fermentacgao
com in6culo de S. cerevisiae.

As bactérias laticas metabolizaram o acido malico proveniente das macgas, o
qual passou de 2,60 do primeiro dia para 0,36 g.L'1 e 0,001 g.L'1 no décimo e

trigésimo dia de fermentagédo, respectivamente. Concomitantemente, os valores de
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acido L-latico aumentaram nesse periodo, passando de 0,16 para 0,99 e 1,33 g.L'1
(Figura 23). Ainda neste periodo o pH diminuiu de 4,03 para 3,82 e a acidez total

apresentou uma pequena varicdo, sendo observada 2,30 g.L™" no trigésimo dia de

fermentacgao.
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FIGURA 23. Evolugéo da acidez total e volatil e dos teores de acidos malico
e latico durante a fermentagao com indculo de S. cerevisiae.

Durante a fermentagdao com indculo de S. cerevisiae foram liberados 25,89
g.L™" de gas carbodnico, valor menor que encontrado por Nogueira et al. (2007) de
29,23 g.L" para fermentacdo de mosto de maca Gala. A velocidade maxima da
fermentacdo foi de 6,11 g.L™".d" em 1 dia de processo. Apds 9 dias o peso do

fermentador permaneceu constante indicando o fim dos acucares fermentesciveis

(Figura 24).
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FIGURA 24. Cinética da fermentagdo com inb6culo de leveduras
S. cerevisiae.

5.4 Efeito do indculo de S. cerevisiae e redugao de biomassa

Para monitorar o efeito do inéculo de leveduras fermentativas S. cerevisiae
e a reducao de biomassa na populagao de bactérias laticas provenientes das macgas,
o mosto de maca despectinizado foi transferido a fermentadores em anaerobiose.
Para monitoramento da fermentagdo, a variacdo de temperatura dentro do

fermentador foi avaliada e apresentada na Figura 25.
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Figura 25. Variagéo de temperatura durante o experimento.

A composigéao inicial do mosto estad demonstrada na Tabela 4. Os agucares
redutores totais e os redutores foram 114,83 e 88,83 g.L'1 respectivamente, o que
atesta o estagio de maturidade das frutas. A frutose foi o agucar em maior
concentragdo (66,25 g.L "), seguida da sacarose (26,00 g.L™") e da glicose (22,58
g.L"), ambas com concentragdes proximas. Estes resultados estdo de acordo com
os valores encontrados por Paganini et al. (2004); Wosiacki; Pholman e Nogueira
(2004) e Nogueira et al. (2006), que trabalharam sobre produtos derivados da macé

(suco, sidra, etc.).
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TABELA 4. Parametros fisico-quimicos durante a fermentac&o da sidra com in6culo
de S. cerevisiae, com centrigugac¢ao do fermentado apds 12 horas de fermentacéo.

Periodo de fermentacéo (dias)

Andlises 0 10 20 30 45
Aglcar redutor total, g.L " 114,83+0,76 2245+0,02  2,06£0,01  119+0,01  1,12+0,00
Acticar redutor, g.L” 88,83+0,08 21,35+0,02  1,02+0,00  1,0940,00  0,95+0,01
Frutose, g.L"' 66,2500,01  20,63+0,00  1,00+0,00  1,07+0,00  0,94+0,00
Sacarose, g.L” 26+0,69 1,1140,00  1,04+0,01  0,03+0,01  0,24+0,01
Glucose, gL' 22584001  0,72+0,00  0,02+0,00  0,01+0,00  0,01+0,00
Etanol, °GL 0,00 513 6,26 6,31 6,32
oH 3.88 3.79 - 4,16 4,08
Acidez volatil, g.L"" 07140,00 0524000  0,44+0,00  0,55+0,00  0,57+0,00
Acidez total, g.L"' 2194000  3,12+0,01  1,26+0,00  1,81+0,00  2,12+0,00
Nitrogénio, mg.L"" 200+0,00 - 80+0,00 80+0,00 80+0,00

Nota: (--) Nao analisada.

O nitrogénio total dosado em 200 mg.L™" corresponde a uma concentragdo
considerada acima do valor limite maximo (75-150 mg.L™"), significando que a
levedura nao utilizara todo o nitrogénio assimilavel (NOGUEIRA, 2003).

Foi observado o pH de 3,88, acidez total de 2,19 g.L'1 e a acidez volatil de
0,71 g.L" (demonstrados na Tabela 5) no suco de macd, os quais estavam dentro

dos padrdes legais vigentes (BRASIL, 2000).

TABELA 5. Parametros fisico-quimicos durante a fermentagdo com inéculo de
S. cerevisiae.

Periodo de fermentacéo (dias)

Analises
0 3 10 20 30 45
Agucar redutor total, g.L” 114,8310,76 34,11+0,06 2,38+0,02 1,09+0,01 1,24+0,00 0,54+0,00
Agucar redutor, g.L™ 88,83+0,08 32,71+0,10 2,35+0,00 1,05+0,00 1,10+0,00 0,46+0,00
Frutose, g.L” 66,25+0,08 30,11+0,10 2,34+0,00 1,03+0,00 1,07+0,00 0,45+0,00
Sacarose, g.L” 26+0,69 1,4+0,10 0,03+0,02 0,04+0,00 0,13+0,00 0,08+0,00
Glucose, g.L™ 22,58+0,01 2,60+0,00 0,01+0,00 0,02+0,00 0,04+0,00 0,01+0,00
Etanol, °GL 0,00 4,48 6,25 6,32 6,31 6,35
pH 3,88 3,72 4,10 -- 4,27 418
Acidez volatil, g.L™” 0,71+0,00 0,77+0,01 0,50+0,00 0,61+0,01 0,38+0,00 0,71+0,00
Acidez total, g.L" 2,14+0,00 3,21+0,01 1,66+0,00 1,61+0,00 1,70+0,00 1,70+0,00
Nitrogénio, mg.L™ 200+0,00 70+0,00 -- 90+0,00 150+0,00 160+0,00

Nota: (--) Nao analisada.
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Durante o experimento de fermentacdo com reducdo de biomassa, as
leveduras fermentativas inoculadas em uma populagdo de 6,60x10° ufc.mL
diminuiram para 4,58x10° ufc.mL™" apds a centrifugacdo em 13 horas, demonstrando
desta forma, que o objetivo de reduzir a populagao para valores préximos ao inéculo
foi alcancado.

Em 10 dias de fermentacdo a populacdo de leveduras aumentou para
2,66x10" ufc.mL”, permanecendo estavel até o término do experimento.
Diferentemente na fermentagao controle (sem reducao de biomassa) a populacéo de
leveduras aumentou de 4,25x10° para 5,78x10* ufc.mL”, do vigésimo ao

quadragésimo quinto dia de fermentacéao (Figura 26).

1,00E+09 -

-1

Populagao de leveduras, ufc.mL

1,00E+08 -

1,00E+07 ¢
1,00E+06 -

1,00E+05 -

—o— Com redugao de biomassa
1,00E+04 - —e— Sem redugéo de biomassa

1,00E+03 ‘ ‘ ‘ ‘
0 10 20 30 40
Tempo, d

FIGURA 26. Efeito da reducdo de biomassa no crescimento das leveduras
fermentativas.

Durante a fermentagdo com reducdo de biomassa, em 10 dias de
fermentacgao, as leveduras fermentativas utilizaram 80,45% dos agucares redutores
totais na producado de 5,13% de etanol (v/v). Em 30 dias utilizaram 98,96% dos

agucares redutores totais e produziram 6,31% de etanol (v/v). A fermentagcado dos
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acgucares foi lenta, quando comparado a fermentagdo controle sem reducédo de
biomassa, a qual utilizou 97,93% dos agucares redutores totais na produgédo de

6,25% de etanol (v/v) em 10 dias de fermentacéao (Figura 27).
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Figura 27. Consumo dos acgucares redutores totais e produgao de etanol
durante a fermentacdo com inoculo da levedura e com reducdo de
biomassa.

As bactérias laticas provenientes das macas (8,30x10" ufc.mL™1), durante a
fermentagdo com reducdo de biomassa, aumentaram gradativamente sua
populacdo, passando para 4,00x10° ufc.mL™" em 20 dias e para 1,92x10” ufc.mL™ em
45 dias (Figura 28). As bactérias laticas durante a fermentagdo controle (sem
reducdo de biomassa) passaram de 8,30x10" para 3,60x10? ufc.mL” em 3 dias e
atingiram 5,36x10” ufc.mL™ em 20 dias de fermentagdo. Os resultados denotaram

que a populacao de bactérias durante a fermentagao controle foi maior.
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FIGURA 28. Efeito da reducdo de biomassa no crescimento das bactérias
laticas naturais.

Durante a fermentagdo com reducdo de biomassa a acidez total aumentou
de 2,19 g.L'1 no tempo zero para 2,12 g.L'1 em 45 dias de fermentacéo. O pH evoluiu
de 3,88 para 4,08 (Figura 29). Valores semelhantes foram observados durante a

fermentacgao controle.

4,0
—e—Acidez total
—@— Acidez volatil
—o— Acidez total com redugdo de biomassa
30 - —8— Acidez wolati com reducdo de biomassal
J
o
N 4
N 2,0 - e
o » ° 2 4 .
o S ¥
B \7
1,0 1
0,0 ‘ ‘ ‘ ‘
0 10 20 30 40
Tempo, d

FIGURA 29. Evolucao da acidez total e volatil e dos teores de acidos malico
e latico durante a fermentacdo com inéculo da levedura e com redugao de
biomassa.
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Durante a fermentagao controle sem redugao de biomassa foram liberados
30,45 g.L'de gas carbonico, com velocidade maxima da fermentacdo de 4,42 g.L’
'd™" nas primeiras 24 horas do processo. Apdés 13 dias o peso do fermentador
permaneceu constante (Figura 30), indicando o término dos acgucares

fermentesciveis.
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FIGURA 30. Cinética da fermentacdo com indculo de S. cerevisiae e sem
reducédo de biomassa.

Durante a fermentacdo com reducdo de biomassa foram liberados 21,54
g.L'1 de gas carbbnico, sendo que o peso do fermentador permaneceu constante
apdés 26 dias. A velocidade maxima da fermentagao foi de 2,33 g.L'1.d'1 nas
primeiras 48 horas do processo (Figura 31). Indicando que a redugao de biomassa

resulta em uma fermentacéo lenta.
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FIGURA 31. Cinética da fermentagdo com inéculo da levedura e redugao
de biomassa.

5.5 Crescimento de Oenococcus oeni em suco de macga clarificado

As bactérias laticas inoculadas no mosto em uma populagdo de 1,00x10°
ufc.mL” resultaram em uma populagdo de 5,83x10° ufc.mL” apds 24 horas.
Contudo, quando inoculadas em uma populagdo de 5,00x10° ufc.mL™ resultaram em
populacdes de 1,00x107, 1,48x10” e 9,10x10° ufc.mL™ apos 24, 48 e 72 horas de
fermentacao, respectivamente. Notou-se desta forma, que esta cepa de bactéria tem

a capacidade de crescer no mosto de maga.

5.6 Fermentagao malolatica em suco de maga pasteurizado

As bactérias laticas Oenococcus oeni inoculadas no mosto de maca

pasteurizado da cultivar Gala em uma populacdo inicial de 1,81x10° ufc.mL™,



aumentaram para 1,15x10" e 2,11x10° ufc.mL™ no terceiro e vigésimo dia de
fermentacgao, respectivamente.

Quando inoculadas no mosto pasteurizado da cultivar Fuji aumentaram de
3,50x10° ufc.mL™" para 1,20x10” e 8,61x10” ufc.mL™ do terceiro para o vigésimo dia
de fermentacao, respectivamente (Figura 32), populagao superior a apresentada na

fermentagao do mosto da cultivar Gala.
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FIGURA 32. Desenvolvimento da bactéria latica O. oeni durante a
fermentacao do mosto de macgas da cultivar Gala e Fuji pasteurizado.

Durante a fermentagao do mosto da cultivar Gala a acidez total passou de
2,32 g.L™" no inicio da fermentac&o para 1,39 g.L™" em 20 dias. Para a cultivar Fuji foi
observado um aumento de 0,59 g.L" na acidez total durante os 20 dias de

fermentacgao (Tabela 6).
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Tabela 6. Parametros fisico-quimicos durante a fermentacdo com indculo de
S. cerevisiae.

Periodo de fermentacéo (dias)

Analises 0 3 10 20
Cultivar Gala
Acidez total, g.L'1 2,32+0,01 1,86+0,01 1,37+0,00 1,39+0,01
Acidez volatil, g.L'1 0,34+0,01 0,46+0,01 0,48+0,01 0,52+0,01
Cultivar Fuiji
Acidez total, g.L™ 1,53+0,01 1,72+0,01 1,15+0,01 2,12+0,00
Acidez volatil, g.L™ 0,57+0,01 0,12+0,01 0,08+0,00 0,16+0,01
pH 3,96 4,21 4,52 4,20

5.7 Efeito do sulfito no crescimento de O. oeni em suco de macga

Nas fermentagées com indculo de Oenococcus oeni, apos 5 dias a contagem
das populacdes de bactérias foram de 3,25x10’, 4,02x10’, 2,88x10" e 3,39x10’
ufc.mL” para os experimentos com auséncia, 50, 100 e 150 mg.L'1 de sulfito,
respectivamente. Nas fermentagdes com inoculo de S. cerevisiae e O. Oeni, as
populacdes de microrganismos encontradas foram de 2,37x10’, 3,28x107, 2,27x10’
e 1,29x10" ufc.mL™" para os experimentos em auséncia de sulfito, adigdo de 50, 100
e 150 mg.L™" de sulfito, respectivamente (Figura 33). A maior populacéo observada
foi para a adicédo de 50 mg.L'1 de sulfito na fermentagdo com inéculo de O. Oeni e na
fermentacdo com in6culo de S. cerevisiae e O. oeni . A menor populacido foi
observada para adicdo de 150 mg.L'1 de sulfito. Sendo assim, esta bactéria

demonstrou resisténcia ao sulfito.
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FIGURA 33. Crescimento da bactéria O. Oeni, adicionado ou ndo de
S. cerevisiae, em suco de maca pasteurizado, apds 5 dias de fermentacéo.

A acidez total do mosto (1,99+0,00 g.L™") diminuiu ao final do experimento e
o pH aumentou, tanto na fermentagdo com indéculo de bactéria, quanto na

fermentagao com indculo de levedura e bactéria (Tabela 7).

Tabela 7. Monitoramento da acidez total e volatil durante a fermentacido do mosto de
maca com indculo de O. oeni e sulfito.

Concentragao de sulfito (mg.L™")

Andlises Mosto auséncia 50 100 150
Oenococcus oeni (5 dias de fermentacgéo)
Acidez total, g.L™ 1,99+0,00 1,70+0,01 1,61+0,01 1,37+0,00 1,37+0,00
Acidez volatil, g.L™ 0,68+0,00 0,57+0,01 0,57+0,00 0,63+0,00 0,57+0,00
pH 3,76 4,06 4,08 4,07 4,10
Saccharomyces cerevisiae e Oenococcus oeni. (25 dias de fermentacéo)
Acidez total, g.L™ 1,99+0,00 1,61+0,00 1,79+0,01 1,68+0,00 1,57+0,00
Acidez volatil, g.L™ 0,68+0,00 0,44+0,01 0,55+0,01 0,36+0,00 0,30+0,01

pH 3,76 3,90 3,89 3,89 3,92
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5.8 Efeito do in6culo simultaneo de S. cerevisiae e O. oeni

A fermentagdo com indculo de Saccharomyces cerevisiae e Oenococcus
oeni foi realizada com o mesmo mosto descrito no primeiro experimento do item 5.2.
e apresentado na Tabela 8. Durante a fermentacao a temperatura média do interior

do fermentador foi de 27,29+3,41 °C.

TABELA 8. Parametros fisico-quimicos durante a fermentacdo com indculo de
S. cerevisiae e de O. oeni no mosto.

Periodo de fermentacéo, d

Andlises 0 3 10 20 30 45
Aglcar redutor total, g.L" 111 ,83+0,04 46,34+0,15 1,47+0,00 0,68+0,00 0,58+0,00 0,59+0,00
Agucar redutor, g.L™ 80,75+0,20 40,70+0,27 1,43+0,00 0,64+0,00 0,35+0,00 0,19+0,00
Frutose, g.L”" 64,61+0,19 33,47+0,15 1,42+0,00 0,63+0,00 0,34+0,00 0,18+0,00
Sacarose, g.L” 31,08+0,16  5,65+0,44 0,03+0,00 0,04+0,01 0,23+0,00 0,40+0,00
Glucose, g.L™ 16,15+0,01 7,23+0,00 0,01+0,00 0,01+0,00 0,01+0,00 0,01+0,00
Etanol, °GL 0,00 3,90 6,55 6,30 6,20 6,50
pH 4,03 3,89 4,04 4,02 4,10 3,80
Acidez volatil, g.L™” 0,72+0,00 0,52+0,00 0,66+0,00 1,17+0,01 1,06%0,00 0,91+0,01
Acidez total, g.L" 2,35+0,01 2,54+0,01 2,12+0,00 2,58+0,00 2,36+0,01 2,98+0,01
Nitrogénio, mg.L™ 150+0,00 80+0,00 60+0,00 120+0,00 130+0,00 120+0,00
Acido malico, g.L™” 2,60 2,40 0,02 0,01 0,001 0,0001
Acido L-latico, g.L 0,16 0,18 1,44 2,05 2,06 2,07
Acido D-latico, g.L”" - - e xx 0,00
Nota: (--) Nao analisada; (***) Tragos.

A S. cerevisiae inoculada em uma populagdo correspondente a 6,02x10°
ufc.mL™ cresceu rapidamente e em 3 dias de fermentagdo a populacdo encontrada
foi de 1,96x10” ufc.mL™. Essa populacdo iniciou a fase de perda de viabilidade das
células apresentando em 20 dias a populacdo de 6,20x10* ufc.mL™. Herrero et al.
(1999) observaram que as leveduras, no processamento da sidra, iniciavam a fase
de perda de viabilidade em aproximadamente 10 dias, a temperatura de 22°C. A
populagdo permaneceu estavel a partir do vigésimo dia até o término do

experimento.
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A S. cerevisiae fermentou 58,56 e 98,68% dos acucares redutores com
producéo de 3,90 e 6,55% de etanol (v/v) em 3 dias e 10 dias de fermentacéo,

respectivamente (Figura 34).
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FIGURA 34. Consumo dos agucares redutores totais e producido de etanol
durante a fermentacdo com indculo de S. cerevisiae e O. oeni.

As leveduras apiculadas presentes no suco em uma populacdo de 2,00x10°
ufc.mL” cresceram ligeiramente apresentando em 3 dias de fermentacdo a
populacdo de 6,88x10° ufc.mL™. Durante o crescimento das leveduras fermentativas
ocorreu a inibicdo do desenvolvimento das leveduras apiculadas. Em 10 dias de
fermentac&o a populacdo observada foi de 1,09x10* ufc.mL™", permanecendo estavel

até o término do experimento (Figura 35).
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FIGURA 35. Desenvolvimento dos microrganismos durante a fermentacao
com inoculo simultaneo de S. cerevisiae e O. oeni.

A populacdo de bactérias laticas inoculadas no suco (1,00x106 ufc.mL'1)
diminuiu, permanecendo baixa até o término da fermentagdo alcodlica. Com a
autdlise das leveduras, comprovado pelo aumento do nitrogénio que passou de 60
mg.L'1 em 10 dias de fermentagdo para 120 mg.L'1 em 20 dias, as bactérias
iniciaram o aumento populacional. Em 20 dias de fermentacdo a populagao
observada foi de 6,70x10° ufc.mL™" e ao final do experimento 3,04x10” ufc.mL"™".

O acido malico proveniente das macas (2,60 g.L™") teve sua concentragdo
drasticamente diminuida para 0,02 gL' em 10 dias de fermentacdo, segundo
Herrero et al (1999) isso ocorre devido a reagao de descarboxilagédo do acido malico
durante a fermentacgao alcodlica. A concentragao de acido L-latico dosado passou de
0,16, para 1,44 e 2,07 g.L'1 no décimo e quadagésimo quinto dia de fermetnacgéo,

respectivamente (Figura 36).
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FIGURA 36. Evolucéo da acidez total e volatil e dos teores de acidos malico
e latico durante a fermentacéo com inéculo de S. cerevisiae e O. oeni.

Durante a fermentagdo foram liberados 26,87 g.L™' de gas carbonico e a
velocidade maxima da fermentacao foi de 5,61 g.L'1.d'1 nas primeiras 24 horas do
processo. Apos 10 dias, o peso do fermentador permaneceu constante, indicando a

capacidade fermentativa da S. cerevisiae inoculada (Figura 37).
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FIGURA 37. Cinética da fermentagdo com indculo simultdneo de
S. cerevisiae e O. oeni.
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5.9 Efeito do inéculo sequencial de S. cerevisiae e O. oeni

A fermentacdo com inéculo sequencial de S. cerevisiae e de O. oeni foi
realizada utilizando o mesmo mosto descrito no primeiro experimento do item 5.2
(Tabela 9). A temperatura do interior do fermentador foi monitorada e a média

observada foi de 27,29+3,41 °C.

TABELA 9. Parametros fisico-quimicos durante a fermentacdo com indculo
sequencial de S. cerevisiae e O. oeni.

Periodo de fermentagao (dias)

™ -1

Analises, g.L 0 10 20 30 25
Acucar redutor total, g.L"  111,83+0,04 1,35+0,00 0,77+0,00 0,34+0,00 0,32+0,00
Agucar redutor, g.L 80,75+0,20 1,24+0,00 0,74+0,00 0,10+0,00 0,08+0,00
Frutose, g.L” 64,61+0,19 1,24+0,00 0,73+0,00 0,09+0,00 0,07+0,00
Sacarose, g.L” 31,08+0,16 0,11+0,00 0,03+0,00 0,24+0,00 0,24+0,00
Glucose, g.L 16,15+0,01 0,01+0,00 0,01+0,00 0,01+0,00 0,01+0,00
Etanol, °GL 0,00 5,60 5,75 6,10 5,75
pH 4,03 4,20 4,10 4,10 4,00
Acidez volatil, g.L™ 0,72+0,00 0,79+0,01 1,21+0,00 1,07+0,00 1,07+0,01
Acidez total, g.L™ 2,35+0,01 1,93+0,00 2,28+0,00 2,66+0,00 2,84+0,00
Nitrogénio, mg.L"™ 130+0,00 150+0,00 80+0,00 110+0,00 120+0,00
Acido malico, g.L 2,60 0,066 0,06 0,01 0,0066
Acido L-latico, g.L 0,16 1,07 1,74 1,75 1,76
Acido D-latico, g.L” - -
Nota: (--) Nao analisada; (***) Tragos.

A Saccharomyces cerevisiae inoculada em uma populacédo correspondente
a 6,02x10° ufc.mL™, apresentou apds o décimo dia de fermentacdo a populagdo de
1,16x10” ufc.mL™”. Com o término dos aglicares fermentesciveis, iniciou a fase de
perda de viabilidade e no vigésimo dia a populacdo observada foi de 1,00x10*
ufc.mL™, a qual permaneceu estavel até o quadragésimo quinto dia de fermentacéo.

Foram fermentados 98,79% dos agucares redutores totais para a producéo

de 5,6% de etanol (v/v) em 10 dias de fermentacéao (Figura 38).
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FIGURA 38. Consumo dos acgucares redutores totais e producdo de etanol
durante a fermentacdo com indculo sequencial de S. cerevisiae e O. oeni.

As leveduras apiculadas presentes no suco inicialmente em uma populagao
de 2,00x10° ufc.mL™, passaram para 1,00x10* ufc.mL” no décimo dia e 5,50x10°
ufc.mL™” no quadragésimo quinto dia de fermentacao (Figura 39).

As bactérias laticas, que estavam presentes inicialmente no suco em uma
populacdo de 1,14x10? ufc.mL™", passaram para 7,24x10% ufc.mL™" apds 10 dias de
fermentagdo. No décimo segundo dia de fermentagado foi feito o in6culo de uma
populacdo correspondente a 1,00x10° ufc.mL™" de Oenococcus oeni. Essa populacéo
diminuiu para 2,52x10° ufc.mL™ em 20 dias e permaneceu estavel até o término do

experimento (45 dias), demonstrado na Figura 39.
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FIGURA 39. Desenvolvimento dos microrganismos durante a fermentagéo
com indculo sequiencial de S. cerevisiae e O. oeni.

A concentracao de acido malico no mosto de maga Gala diminuiu de 2,60
para 0,006 g.L'1, enquanto que a concentragao de acido L-latico passou de 0,16 para
1,75 g.L”" durante o tempo do experimento (45 dias). A acidez total aumentou de
1,93 g.L™" no décimo dia para 2,84 g.L™' no quadragésimo quinto dia de fermentacéo

(Figura 40).
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FIGURA 40. Evolugéo da acidez total e volatil e dos teores de acidos malico
e latico durante a fermentacdo com indculo seqliencial de S. cerevisiae e
O. oeni.

O inéculo de O. oeni no inicio do processo fermentativo diminuiu
rapidamente, permanecendo apenas algumas células viaveis. Apos o término dos
acgucares fermentesciveis e da perda da viabilidade das células leveduriformes, o
crescimento das bactérias foi rapido. Estas bactérias tornaram-se mais adaptadas ao
meio do que as bactérias inoculadas apos o 12° dia de fermentacgao, apresentando
populagdes maiores (Figura 41). Sendo assim, um indculo inicial de O. oeni pode

tornar o processo de fermentagao malolatica mais eficiente.
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FIGURA 41. Curva de crescimento de O. Oeni com in6culo simultaneo e
sequencial.

5.10 Efeito do indculo de S. cerevisiae e O. oeni em suco pasteurizado

A fermentagao com indculo de S. cerevisiae e de O. Oeni foi realizada com
o mosto utilizado no experimento descrito no item 5.2 (Tabela 10). O mosto foi
pasteurizado e distribuido em microfermentadores para que a fermentacéo
ocorresse. Durante a fermentacao, a temperatura média do interior do fermentador

foi de 27,29£3,41 °C.
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TABELA 10. Parametros fisico-quimicos durante a fermentacdo do mosto de maca
pasteurizado com inoculo de S. cerevisiae e O. oeni.

Periodo de fermentacéo (dias)

Andlises 0 3 10 20 35
Actcar redutor total, g.L"  111,83+0,04 48,55+0,02  1,27+0,00  0,58+0,00  0,57+0,00
Acticar redutor, g.L” 80,75:020  26,18+0,19  0,61+0,00  0,11+0,00  0,43+0,00
Frutose, g.L"' 64,614019  1854+021  059+0,00  0,09+0,00  0,42+0,00
Sacarose, g.L” 31,08+0,16 22,37+021  0,66+0,00  047+0,00  0,14+0,00
Glucose, gL' 16,15+0,01  7,65+0,02  0,01+0,00  0,02+0,00  0,01+0,00
Etanol, °GL 0,00 3,40 5,60 6,10 5,50
oH 4.03 3.89 4,22 412 413
Acidez volatil, g.L"" 0724000  046+0,00  0,87+0,00  1,05+0,00  1,01+0,00
Acidez total, g.L"' 2354001 2524000  1,69+0,00  2,22+0,00  2,16+0,00
Nitrogénio, mg.L"" 150+0,00 60+0,00 60+0,00 110+0,00  110+0,00

A Saccharomyces cerevisiae inoculada (6,02x10° ufc.mL™") cresceu nos 10
primeiros dias de fermentacdo. Com a diminuicdo dos acucares fermentesciveis
iniciaram a fase de perda de viabilidade celular. A populagdao observada em 45 dias
de fermentacao foi de 3,00x10? ufc.mL™.

A Saccharomyces cerevisiae em 10 dias de fermentagdo utilizou 98,86%

dos agucares redutores totais para produgao de 5,60% de etanol (v/v) (Figura 42).
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—e— Acgucares totais —a— Etanol

FIGURA 42. Consumo dos acucares redutores totais e produgao de etanol
durante a fermentacdo do mosto de maca pasteurizado e com inéculo de
S. cerevisiae e O. oeni.
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A Oenococcus oeni inoculada no suco em uma populacdo de 1,00x10°
ufc.mL” diminuiu para 2,80x10* ufc.mL™ em 10 dias de fermentagdo, devido a
competicdo com as leveduras que, nesta etapa, dominam o meio rapidamente. Com
a perda de viabilidade e autolise das células, as bactérias laticas encontraram um
meio favoravel para iniciar o crescimento. Neste crescimento, a populagdo maxima

de bactérias laticas foi 4,50x10° ufc.mL™" em 35 dias de fermentacao (Figura 43).
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FIGURA 43. Desenvolvimento dos microrganismos durante a fermentagéo
do mosto de maca pasteurizado e com inéculo de S. cerevisiae e O. oeni.

Durante a fermentacéo foram liberados 26,60 g.L™" de gas carbénico com a
velocidade maxima de fermentacéo de 5,94 g.L™'.d™" em 2 dias de processo. Apds 24
dias o peso do fermentador permaneceu constante, indicando o término dos

acgucares fermentesciveis (Figura 44).
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FIGURA 44. Cinética da fermentagcdao em funcdo da perda de peso dos
fermentadores decorrente da liberagdo de gas carbOnico durante a
fermentagao do mosto de maca pasteurizado e com indculo de S. cerevisiae
e O. oeni.

5.11 Efeito do indculo de S. cerevisiae e O. oeni com redugao de biomassa

A fermentacdo com inéculo de S. cerevisiae e O. oeni com redugao de
biomassa foi realizada com o mesmo mosto descrito no item 5.4 e nas Tabelas 11 e

12 (ponto zero). A temperatura média durante o experimento foi de 24,24+2,3 °C.

TABELA 11. Parametros fisico-quimicos durante a fermentacdo com inéculo de S.
cerevisiae e O. oeni, com redug¢do de biomassa.

Periodo de fermentacéo (dias)

Analises 0 10 20 30 45

Agucar redutor total, g.L"  114,83+0,76  19,71+0,10 1,73+0,01 1,18+ 0,01 1,16+0,00
Acucar redutor, g.L'1 88,83+0,08 19,33+0,02 1,63+0,00 1,09+0,00 0,86+0,01
Frutose, g.L'1 66,25+0,08 18,51+0,02 1,61+£0,00 1,08+0,00 0.85+0,01
Sacarose, g.L'1 26+0,69 0,39+0,12 0,10+0,00 0,09+0,00 0,3+0,01
Glucose, g.L‘1 22,58+0,01 0,82+0,00 0,02+0,00 0,01+0,00 0,01+0,00
Etanol, °GL 0,00 5,28 6,28 6,31 6,32
pH 3,88 4,01 -- 4,06 4,05
Acidez volatil, g.L'1 0,71+0,00 0,55+0,00 0,57+0,00 0,57+0,00 0,61+0,00
Acidez total, g.L'1 2,19+0,00 1,92+0,01 1,79+0,00 2,03+0,00 2,28+0,00
Nitrogénio, mg.L'1 200+0,00 - 110+0,00 80+0,00 80+0,00

Nota: (--) Ndo analisada.
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As leveduras fermentativas inoculadas inicialmente em uma populacédo de

5,20x10° ufc.mL™" diminuiram para 2,07x10° ufc.mL™ ap6és a centrifugagdo em 12

horas de fermentagcdo, demonstrando desta forma, que o objetivo de reduzir a

populagao para valores proximos ao inéculo foi alcangado.

TABELA 12. Parametros fisico-quimicos durante a fermentagdo com indculo de

S. cerevisiae e O. oeni.

Periodo de fermentacéo (dias)

Analises 0 3 10 20 30 45
Agucar redutor total, gL' 114.83+0,76 28,6500,09 2,88+0,01 1.19+0,01 112+0,01  1,03+0,00
Agucar redutor, g.L” 88.83+0,08 28,54+017 270+0,04 1.10+0,00 1,10£0,00  0.46+0,03
Frutose, g.L” 66,25:0,08 25,06+017 2,69+0,04 1,08+0,00 1,06+0,00 045+0,03
Sacarose, g.L 26+0,69 0014010 0184004 0,09+0,01 0,02+0,01  0,57+0,04
Glucose, g L™ 22581001 349+000 0,01+0,00 0,02+000 004000  0,01+0,00
Etanol, °GL 0,00 4,79 6.22 6.31 6,32 6,32
pH 388 3.87 4.09 - 419 419
Acidez volatil, g.L” 071+0,00  0,55+0,00 0,52+0,00 0,61+0,00 0,59+0,00  0,74+0,00
Acidez total, g.L” 214+0,00 2,61+000 1,66+0,00 1,77+0,00 1,99+0,00 1,72+0,00+0,
Nitrogénio, mg.L” 20040,00  130+0,00 — 14040,00 1504000 800,00

Nota: (--) Nao analisada.

Na fermentacdo com reducdo de biomassa a populacdo de leveduras

fermentativas aumentou para 3,14x10” ufc.mL” em 10 dias de fermentacdo e

permaneceu estavel até 30 dias devido a presenca de agucares residuais. Durante a

fermentacao controle, sem redugao de biomassa, as leveduras demonstraram perda

de viabilidade celular depois de 3 dias de fermentagéo (Figura 45).
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FIGURA 45. Efeito da reducdo de biomassa no crescimento das leveduras
fermentativas.

Durante a fermentacdo com redugcdao de biomassa as leveduras
fermentaram 82,84 e 98,48% dos agucares redutores totais e redutores para
producado de 5,28 e 6,28% de etanol (v/v) em 10 e 20 dias de fermentacgao,
respectivamente. As leveduras da fermentagcdo controle utilizaram 97,49% dos
agucares redutores totais para producao de 6,22% de etanol (v/v) em 10 dias de

fermentacgao (Figura 46).
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FIGURA 46. Consumo dos acgucares redutores totais e producédo de etanol
durante a fermentacdao com indculo de S. cerevisiae e O. oeni, com reducao de
biomassa.

A O. oeni inoculada passou de 6,56x10° para 3,36x10° ufc.mL" apds a
reducdo de biomassa. No entanto, com o crescimento lento das leveduras
fermentativas e menor liberacdo de compostos inibitérios, as bactérias aumentaram
sua populacéo para 5,79x10” ufe.mL™ em 20 dias e 6,62x10” ufc.mL™ em 45 dias de
fermentacao (Figura 47).

Durante a fermentacado controle, sem reducdo de biomassa, a populagao de
bactérias inoculadas passou de 6,56x10° para 4,80x10° ufc.mL™” em 10 e 2,23x10’
ufc.mL” em 20 dias de fermentagdo. No final do experimento a populagdo

observada foi de 6,00x10° ufc.mL™".
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FIGURA 47. Efeito da redugdo de biomassa no crescimento das bactérias
laticas.

A acidez total diminuiu durante o crescimento das leveduras fermentativas
na fermentacdo com redugdo de biomassa, posteriormente passou de 1,79 g.L™' no
vigésimo dia para 2,28 g.L”' no quadragésimo quinto dia de fermentagdo. Na
fermentacdo controle, nesse mesmo periodo, a acidez total passou de 2,14 g.L™
para 1,72 g.L™" (Figura 48). A evolugcdo da acidez volatil durante as fermentagdes

com e sem redugao de biomassa foi semelhante.
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FIGURA 48. Evolugao da acidez total e volatil e dos teores de acidos malico e
latico durante a fermentagdo com inéculo de S. cerevisiae e O. oeni, com
reducao de biomassa.

Durante a fermentacg&o controle (sem redugédo de biomassa) foram liberados
29,14 g.L™" de gas carbdnico e a velocidade maxima da fermentagéo foi de 6,56
g.L'1.d'1 nas primeiras 24 horas de processo. Apds o décimo terceiro dia, o peso do
fermentador permaneceu constante indicando o término dos agucares

fermentesciveis (Figura 49).
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FIGURA 49. Cinética da fermentacdo com indculo de S. cerevisiae e
O. oeni.

Na fermentacdo com reducdo de biomassa foram liberados 22,42 g.L" de
gas carbdnico e a velocidade maxima da fermentacdo foi de 2,94 g.L".d”" nas
primeiras 48 horas do processo. Apos o décimo oitvo dia, o peso do fermentador
permaneceu constante (Figura 50). Menor velocidade de fermentagao foi observada
em comparagcdo a fermentagdo controle, o que demonstra que a reducado de

biomassa proporciona uma fermentagao mais lenta.
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FIGURA 50. Cinética da fermentagcao com inéculo de S. cerevisiae, O. oeni
e reducao de biomassa.
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6. CONCLUSOES

Entre os trés microrganismos de interesse no processamento de
fermentados de maga e de sidra, a populacdo natural de leveduras apiculadas
presentes nas macgas e consequentemente nos mostos, foi superior.

As leveduras apiculadas naturais do mosto de macad cresceram mais
rapidamente no inicio da fermentacao, apresentando crescimento durante a fase de
desenvolvimento das Saccharomyces, sendo supridas apdés o terceiro dia de
fermentagdo. Durante o crescimento das leveduras na fermentagao alcodlica, as
bactérias laticas tiveram seu crescimento inibido. Posteriormente durante a perda de
viabilidade das leveduras, as bactérias foram estimuladas ao desenvolvimento.

Comportamento semelhante do crescimento das leveduras apiculadas,
fermentativas e bactéria latica durante a fermentacédo natural foi observado pelos
microrganismos durante a fermentagcdo com inéculo de Saccharomyces cerevisiae.

Nas fermentagdes com inéculo de levedura e redugdo de biomassa, a
operacao diminuiu a velocidade de fermentacao, resultando em populagdes de
leveduras fermentativas menores no inicio do experimento € maiores no término,
quando comparado a fermentagdo controle. As bactérias laticas naturais
apresentaram populagdes maiores que o controle ao final do experimento.

A Oenococcus oeni apresentou crescimento no suco de maga,
demonstrando capacidade fermentativa. Quando inoculada em mosto com adigéo de
sulfito, apresentou crescimento em todas as concentragdes de sulfito (50 a 150
g.L™"), mostrando-se resistente.

As bactérias inoculadas com as leveduras apresentaram uma rapida
mortalidade, porém voltaram a crescer apds o décimo dia de fermentagao, momento

em que houve diminuigdo da populacdo de leveduras e término dos agucares



107

fermenteciveis. Nesse novo crescimento, a populacdo foi superior a fermentacao
inoculada por O. oeni apds 10 dias de fermentagao, indicando uma melhor condigao
para o crescimento das bactérias laticas. O mesmo comportamento foi observado na
fermentagao com o in6culo de S. cerevisiae e O. oeni no mosto pasteurizado.

Nas fermentagbes com inéculo de S. cerevisiae, O. oeni e reducdo de
biomassa, houve uma diminui¢do velocidade, resultando em populagbes menores
durante o experimento, quando comparado a fermentagdo controle. As bactérias
laticas inoculadas apresentaram populagdes maiores durante todo o periodo de

fermentagao, quando comparadas ao controle.
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