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RESUMO

No Brasil, eventos climaticos afetam uma quantidade da producéo de
macas que, juntamente com o processo de selecdo, contabiliza cerca de
30 % da produgdo ndo aproveitada para consumo in natura. O baixo
valor desse descarte evoca por alternativas para sua valorizagdo como a
elaboracéo de sidra. Nesse contexto, este trabalho visou a utilizagdo de
suco de magd concentrado a fim de avaliar sua viabilidade para
producdo de sidras com perfil aromatico caracteristico aproveitando as
vantagens de um material de facil estocagem, manutencéo e utilizag&o.
Sidras foram elaboradas a partir de 2 diferentes cepas de Saccharomyces
cerevisiae em fermentadores de 50 L de capacidade sob presséo de 1
kgf.cm'2 durante 30 dias, filtradas, envasadas, estabilizadas
qguimicamente ou termicamente. A encapsulagdo de leveduras foi
estudada como alternativa a fermentacdo em tanques pressurizados. Séo
apresentados resultados para caracteristicas fisico-quimicas e perfil de
compostos volateis relacionados com o aroma caracteristico de sidras e
para o material encapsulado produzido a partir de metodologia de
gotejamento. Os resultados demonstraram a possibilidade do uso de
suco de maca concentrado para a producdo de sidra com compostos
aromaticos caracteristicos. A cepa de levedura influenciou no perfil de
compostos volateis bem como o método de conservacdo. A conservagdo
por processamento térmico reduziu compostos de off-flavor e aumentou
compostos de aroma frutados. Material encapsulado apresentou células

livres no meio ap6s o fim do processo fermentativo.

Palavras-chave: Saccharomyces cerevisiae, compostos volateis, suco de maga

concentrado, processamento térmico, encapsulagao.






ABSTRACT

In Brazil, climatic events pledge an amount of the production that added
to the selection of the fruits accounts for about 30 % of the production
that is not used for in natura consumption. The low value of this discard
evocate for alternatives to enhance its value as the production of cider.
In this context, this work aimed the use of concentrate apple juice to
evaluate the feasibility of the production of characteristic aromatic
profile ciders using the advantages of a raw material that is easy to store,
keep and utilize. Ciders were produced using 2 different Saccharomyces
cerevisiae strains in 50 L fermenter under 1 kgf.cm™ pressure during 30
days, filtered, bottled, chemically or thermically stabilized. The
encapsulation of yeasts was studied as an alternative to pressurized tank
methods. Results are shown for the physicochemical characteristics and
volatile compounds profile related to the characteristic cider aroma and
results for the encapsulated material produced by the dripping method.
The results showed the possibility of the usage of concentrate apple
juice for the production of cider with characteristic aromatic
compounds. Yeast strain influenced in the volatile profile as well as
conservation method. The conservation by thermal process reduced off-
flavor and enhanced fruity flavor compounds. Encapsulated material

showed free cells in the medium at the end of the fermentative process.

Keywords: Saccharomyces cerevisiae, volatile compounds, concentrate apple
juice, thermal processing, encapsulation.
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1 INTRODUCAO

A macd, originaria da Europa, pertence a familia das Rosaceas, é
uma fruta nobre, apresentando maior concentragdo de plantio nas zonas
subtropical e subpolar. Sua cultura é uma atividade relativamente
recente no Brasil apresentando-se, porém, como componente da renda
agricola nos Estados do Sul, principalmente Santa Catarina e Rio
Grande do Sul. As principais regifes produtoras em Santa Catarina sdo
Fraiburgo, no Meio-Oeste, e Sdo Joaquim, no Planalto Serrano. A
producdo de magds no Brasil atingiu na safra 2011/12,
aproximadamente 1,3 milhfes de toneladas, sendo que Santa Catarina
foi responsavel por 46,3 % da producao.

No Brasil ndo h& producdo especifica para a indUstria de
processamento. A fragdo que ndo pode ser aproveitada para consumo in
natura esta entre 20 % até 35 % da producdo brasileira e cerca de 70 %
dos frutos rejeitados para consumo in natura ainda sdo adequados para o
processamento, recebendo a denominacdo de magds industriais. As
frutas descartadas apresentam composicao fisico-quimica praticamente
idéntica a das macds comercializadas. A maior parte das frutas tem
como destino a producdo de suco concentrado, uma parte menor, para
sidra e desidratados.

Sidra é a bebida alcoolica, de 4 a 8 °GL, obtida pela fermentacéo
alcodlica do mosto de maca fresca, sd e madura, do suco concentrado de
maca ou ambos, com ou sem a adi¢do de dgua, podendo ser gaseificada
artificialmente. Apresenta caracteristicas de bebidas suaves, com baixo
teor alcoolico, ndo apresenta aromas frutados e lembra aromas de
produto fermentado sendo que o consumidor brasileiro tende a preferir
uma sidra de tonalidade mais escura e doce, além de gaseificada. O
mercado da Sidra brasileira gira em torno dos 10 milhdes de litros
anuais com uma participacao de 3,5 % do mercado de bebidas.

A producdo de bebidas fermentadas apresenta-se como um
processo industrial influenciado por um complexo conjunto de fatores
abidticos e fatores bidticos. Dentre os fatores bidticos, as leveduras s&o
importantes pelo fato de serem os microrganismos responsaveis pelo
processo de fermentacdo que contribuem enormemente para as
propriedades sensoriais dos produtos. A fermentagdo alcodlica é uma
combinacdo de interagcbes complexas envolvendo a variedade de mosto,
microbiota e tecnologia de fermentacdo. Uma fermentacdo lenta e
controlada é considerada como necesséaria a obtencdo de uma sidra de
qualidade. Nos produtos de fermentacdo rapida, a presenca de aroma
“de fermento” mascara ou substitui o aroma “frutado” considerado
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como favoravel a qualidade do produto. Baixas temperaturas (10-15 °C)
podem ser usadas em fermentacéo alcodlica para aumentar a producgéo e
retengdo dos constituintes do aroma.

No projeto de biorreatores, integragdo de principios biolégicos e
de engenharia torna-se essencial. O biorreator deve ser projetado de tal
forma que as demandas biolégicas e tecnoldgicas especificas sejam
atingidas. O tipo de reator mais difundido é baseado no modelo de
tanque cilindrico vertical provido de sistema de aquecimento e
resfriamento e demais controles necessarios (pH, pressao, temperatura).

A implementacdo de sistemas com leveduras imobilizadas tem
sido de especial interesse para a &rea de vinhos espumantes. A
tecnologia de leveduras imobilizadas apresenta varias vantagens
relacionadas a custo, possibilidade de controle da fermentacéo e redugéo
do tempo de processo, aléem de menor necessidade de espago para
estocagem nas vinicolas.

A linha de pesquisa sobre fermentagcdes do Laboratério de
Bioprocessos teve seu inicio em 2010 e conta com 2 fermentadores
projetados e construidos especificamente com essa finalidade dotados de
sistema de filtracdo e envase isobarico, colegdo de leveduras nativas
isoladas no estado de Santa Catarina e processo para imobilizacio de
leveduras.

Este estudo foi realizado no Laboratério de Bioprocessos, em
parceria com o Grupo de Trabalho sobre Macd (GTM) da Universidade
Estadual de Ponta Grossa (UEPG), com o objetivo de desenvolver
tecnologia para a elaboracdo de sidras com perfil diferenciado dos
produtos existentes no mercado nacional.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Desenvolver tecnologias para estudos da producdo de sidras com

perfil aromatico caracteristico a partir de suco concentrado de maca.

2.2 Especificos

1.

2.

IS

Projetar e construir dois fermentadores de 50 L de capacidade
com sistema de controle de temperatura e pressao;

Desenvolver um sistema para filtragdo e engarrafamento
isobéarico em escala laboratorial;

Caracterizar os limites de utilizacdo dos equipamentos
desenvolvidos;

Produzir sidras a partir de suco de maga concentrado;

Avaliar o perfil fisico-quimico e aroméatico do suco de maca
reconstituido;

Awvaliar o perfil fisico-quimico e aromatico de sidras elaboradas
e conservadas por método térmico e quimico;

Desenvolver, estabelecer metodologia e processo para producao
de levedura encapsulada.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Cultura da maga

A macd, fruta nobre originaria da Europa, pertencente a familia
das Rosaceas, apresenta maior concentracdo de plantio nas zonas
subtropical e subpolar.

O ciclo anual da magé compreende duas fases distintas: repouso e
crescimento vegetativo. Durante o periodo de repouso, caracteristico da
fisiologia da planta, ocorre producdo de hormdnios localizados nas
gemas, que apds a “quebra de dorméncia” promove o desenvolvimento
de ramos vegetativos ou produtivos.

Como a producédo é uma funcdo do nimero de flores e do indice
de &rea foliar, evidencia-se a importancia do frio no processo de quebra
da dorméncia e adota-se o numero de horas em que a temperatura
permanece abaixo de 7,2 °C (BRAGA et al., 2001).

A cultura da maca é uma atividade relativamente recente no pais
apresentando-se, porém, como importante componente da renda agricola
nos estados do Sul (BRAGA et al., 2001), principalmente Santa
Catarina e Rio Grande do Sul.

3.2 Regides produtoras em Santa Catarina

As principais regides produtoras em Santa Catarina sdo
Fraiburgo, no Meio-Oeste, e Sdo Joaquim, no Planalto Serrano. Esta
Gltima a apenas aproximadamente 200 km da capital do estado. A
distribuicdo da producdo de acordo com os principais municipios
produtores de ma¢d em Santa Catarina aponta o municipio de Fraiburgo
como responsavel por cerca de 39 % da producdo de macds em Santa
Catarina, 0 que caracteriza a regido (apenas trés municipios) como a
maior produtora, com 53% da producdo do estado. Na regido de S&o
Joaquim, encontra-se o segundo polo produtor, representando cerca de
34 % da producéo estadual. Na primeira regido, a produgdo de macés
esta geograficamente mais concentrada no municipio de Fraiburgo, na
segunda, a producdo é mais dispersa, envolvendo um nimero maior de
municipios. Quanto as variedades utilizadas nos sistemas produtivos, na
regido de Fraiburgo a mais cultivada é a Gala, enquanto que em S&o
Joaquim, predomina a Fuji (PEREIRA et al., 2006).

3.3 Producéo brasileira de magas

A producdo de macas no Brasil atingiu na safra 2011/12, segundo
dados do IBGE, aproximadamente 1,3 milhdes de toneladas, com area
colhida de 38 mil hectares e rendimento médio de 33 toneladas por
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hectare. Nesta safra o estado de Santa Catarina teve uma queda de 12 %
em sua producdo, fazendo com que perdesse a lideranca da producéo
nacional. Santa Catarina foi responsavel por 46,3 % da producdo, com
592 mil toneladas enquanto o Rio Grande do Sul responsavel por 49,6 %
da producdo, com 634 mil toneladas.

3.4 Magcd industrial

No Brasil, ao contrario de paises como Franca e Espanha, 100 %
das macas sdo produzidas com objetivo de atingir o0 mercado in natura
(ABPM, 2011; SILVA, 2004). Assim, ndo ha producdo especifica para a
indUstria de processamento. O que vai para processamento ¢ a fragdo da
producdo que ndo pode ser aproveitada para consumo in natura, ou seja,
aquilo que por padrdo de classificagcdo (coloracdo, tamanho e formato
adequados e boa aparéncia) ndo é possivel ser aproveitado para o
mercado de fruta fresca (ABPM, 2011).

A fragdo ndo aproveitada esta entre 20 % até 35 % da producéao
brasileira, dependendo do ano, especialmente em funcdo da extenséo e
época em que ocorrem as chuvas de granizo (ABPM, 2011). Cerca de
66 % dos frutos rejeitados como frutas para consumo in natura ainda
sdo adequados para o processamento e recebem a denominagdo de
magcas industriais (SILVA, 2004). A maior parte dessa frutas vai para a
producdo de suco concentrado, uma parte menor vai para sidra e
desidratados. No entanto, ndo hd um levantamento em relagdo ao
destino da fruta (ABPM, 2011).

A composicdo fisico-quimica das frutas descartadas nas etapas de
selecdo e classificacdo e que apresentam deformidades, tamanhos
improprios, cicatrizes ou manchas, é praticamente a mesma das macas
comercializadas e, dessa forma, essas frutas podem ser utilizadas pelas
indUstrias processadoras de suco. Em virtude disso, ha possibilidade de
valorizar economicamente essa fracdo da producdo comercial até entdo
sem muitas perspectivas (SILVA, 2004).

O tempo de estocagem e ambiente das macés anteriormente ao
processamento em suco tem um impacto significante no flavor do suco.
A manutencdo em cdmaras de atmosfera controlada tem o objetivo de
reduzir a respiragdo da fruta, retardando o amadurecimento e
aumentando o tempo de estocagem. Entretanto, ambiente com reducéo
da concentracdo de oxigénio altera a producdo de compostos de flavor
da fruta resultando em decréscimo no contetdo de butil e hexil ésteres,
aldeidos e cetonas e aumento de etanol, acetaldeido e etil ésteres
(BOYLSTON, 2007). Suco de mag¢d concentrado pode ser utilizado
como matéria-prima padrdo por ser econémica, disponibilidade durante
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0 ano todo para sucos de frutas e por ndo sofrer alteragcBes em sua
composicdo e flavor ao longo do ano.

3.5 Legislacéo brasileira

Segundo a legislacéo brasileira, decreto n® 6871, de 4 de junho de
2009, sidra é a bebida com graduacdo alcodlica de quatro a oito por
cento em volume, a vinte graus Celsius, obtida pela fermentacéo
alcoolica do mosto de macd fresca, s@ e madura, do suco concentrado de
maca ou ambos, com ou sem a adicdo de agua. A sidra podera ser
gaseificada, sendo proibida a denominacdo sidra-champanha, espumante
ou expressdo semelhante. A sidra poderd ser desalcoolizada por meio de
processo tecnolégico adequado e, nesse caso, devera ser denominada de
Sidra sem alcool, desde que o teor alcodlico seja menor ou igual a meio
por cento em volume. A sidra pode ser adicionada de agUcares, somente
para adocamento, e de outros aditivos permitidos pelo Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, Portaria N° 64, de 23 de abril de
2008.

A acidez total, expressa em &cido maélico, deverd possuir um
valor minimo de trés gramas por litro e um valor maximo de oito gramas
por litro. A acidez volatil, expressa em &cido acético, devera possuir um
valor méximo de um grama e meio por litro. O extrato seco reduzido
deverd possuir um valor minimo de quinze gramas por litro. O teor de
cinzas ndo devera ser inferior a um grama e meio por litro (BRASIL,
2008).

3.6 Mercado da Sidra no Brasil

As sidras produzidas no Brasil sdo gaseificadas pela incorporacédo
de anidrido carb6nico artificial ou naturalmente, pela manutencdo de
parte do gas carbdnico formado naturalmente durante a fermentacédo
alcodlica. Quando a gaseificacdo é feita durante a primeira fermentacéo
do mosto, 0 método se denomina Asti, porém, quando é proveniente da
refermentacdo, tanto pode ser conduzida num tanque pressurizado, pelo
processo Charmat, quanto na propria garrafa de envase, pelo método
Champenoise (CARVALHO, 2009).

O mercado da sidra brasileira gira em torno dos 10 milhdes de
litros anuais enquanto o mercado de vinhos e espumantes estd em
constante crescimento desde o inicio do novo milénio, com mercado de
aproximadamente 300 milhdes de litros e 4,5 milhGes de litros,
respectivamente. A sidra possui uma participacdo de 3,5 % do mercado
de bebidas, excluindo-se a cerveja e a cachaga, engquanto vinhos e
espumantes participam com 23,1 % desse mercado (ABRABE, 2011).
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3.7 Fatores de influéncia nas caracteristicas organolépticas da sidra

A aceitacdo e consolidacdo de bebida alcodlica fermentada estéo
diretamente relacionadas ao seu sabor. O sabor, por sua vez, é a resposta
integrada ao gosto (doce, salgado, amargo, &cido) e ao aroma, dada pela
presenca de numerosos compostos volateis. Em bebidas alcodlicas
alguns desses compostos tem origem no préprio fruto enquanto outros,
no decorrer do processo fermentativo e de reacBes quimicas durante o
envelhecimento (CARRUTI, 2001). Os compostos volateis formados
durante a fermentacdo, principalmente pelo metabolismo da levedura,
afetam as caracteristicas organolépticas da sidra (HERRERO et al.,
2006). Acetatos e ésteres etilicos, alcoois superiores, acidos graxos,
cetonas e aldeidos formam a principal por¢do dos compostos aromaticos
produzidos durante a fermentacdo (MALLOUCHQOS et al., 2003).

A producdo industrial de bebidas fermentadas sofre influencias de
um complexo conjunto de fatores abiGticos (pressdo osmotica, pH,
etanol, temperatura, etc.) e fatores bi6ticos (espécie de microrganismo,
fatores killer, variedade de mosto, etc).

3.7.1 Microrganismo

Dentre os fatores bidticos, as leveduras séo responsaveis pelo
processo de fermentacdo, durante o qual produzem diversos metabodlitos
secundarios (glicerol, acetato, succinato, piruvato, alcodis superiores e
ésteres) que contribuem para as propriedades sensoriais dos produtos
(SALVADO et al., 2011).

O uso de culturas iniciadoras selecionadas permite um maior
controle do processo fermentativo permitindo uma producéo uniforme,
com alta qualidade mesmo em processos sucessivos e diferentes safras.
A selecdo de cepas ocorre em funcdo de sua influéncia nas
caracteristicas organolépticas do produto final e em sua habilidade de
conduzir a fermentacdo (DURIEUX et al., 2005). No mercado ha
disponibilidade de uma variedade de culturas iniciais que grandes
empresas produtoras de sidra ao redor do mundo utilizam. Entretanto,
mesmo que o uso de culturas selecionadas seja unanime na inddstria, 0s
isolados utilizados, os equipamentos e as etapas de processo diferem
entre produtores, resultando em produtos diferenciados.

3.7.2 Processo fermentativo

A fermentacdo alcodlica é uma combinacdo de interacbes
complexas envolvendo a variedade de mosto, microbiota e tecnologia de
fermentacdo. Alguns fatores afetam a fermentacdo alcodlica e, como
consequéncia, a qualidade do produto. Os mais importantes sdo a
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clarificagdo e composicdo do mosto, temperatura de fermentagéo, nivel
de dioxido de enxofre, a inoculacdo com leveduras selecionadas, a
interacdo com microrganismos indigenas e suplementagdo com
nutrientes (RIBEREAU-GAYON et al.,, 2000; TORIJA et al., 2003;
CORTES et al, 2010). Um desses fatores, a temperatura de
fermentagdo, afeta diretamente a ecologia microbiana do mosto, as
reacOes bioquimicas e o metabolismo das leveduras (TORIJA et al.,
2003; CORTES et al., 2010) e, como resultado, a formacdo de
metabdlitos secundarios como o glicerol, &cido acético, acido succinico,
determinando assim as qualidades quimicas e organolépticas do
fermentado (CORTES et al., 2010). Fermentacdes a temperaturas abaixo
de 15 °C levam a produtos mais aromaticos (LLARAUDO et al., 2005;
CORTES et al., 2010).

De acordo com Llaraud6 et al. (2002), fermentacfes a baixa
temperatura sdo factiveis em mostos com contetdo de aglicar menores
que 200 g.L™, onde ocorre uma reducéo na velocidade de fermentacéo e,
por consequéncia, maior tempo de fermentacdo. Uma fermentacéo lenta
e controlada € considerada como necesséaria a obtencédo de uma sidra de
qualidade. Nos produtos de fermentagdo rdpida, a presenca de aroma
“de fermento” mascara ou substitui o aroma “frutado” considerado
como favoravel a qualidade do produto. Esse aroma indesejavel (de
fermento) diminui na fase de maturacdo, mas se for desenvolvido na
fermentacdo, permanecerd no produto final (NOGUEIRA e
WOSIACKI, 2012).

As chamadas “fermentaces frias”, em temperaturas de 6 a 10 °C,
que sdo conduzidas por leveduras adaptadas ao frio, resultam em
processos lentos e regulares sendo que os vinhos resultantes sdo secos,
finos e aromaticos. Baixas temperaturas (10-15 °C) podem ser usadas
em fermentagdo alcodlica para aumentar a producdo e retencdo dos
constituintes do aroma (TORIJA et al., 2003; SALVADO et al., 2011).

Nos processos fermentativos ocorridos durante a gaseificacdo
natural as leveduras se encontram em estado de estresse em razdo da alta
pressdo, baixa temperatura e presenga de alcool no meio. Assim, além
do etanol e do gas carbonico, outros produtos como &cidos graxos e
glicerol sdo metabolizados em baixas concentracdes para atuarem como
compostos de defesa da levedura, os quais, individual ou coletivamente,
desempenham um papel nas caracteristicas sensoriais do produto final
(CARVALHO, 2009). Quantitativamente os componentes volateis
presentes na sidra sdo alcodis superiores, ésteres, acidos graxos de
cadeia curta (HERRERO et al., 2006; SATORA et al., 2008) formados
durante a fermentacdo e derivados da matéria-prima, bem como de
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processos metabdlicos das leveduras sob condicdo anaerdbia. A
caracterizacdo qualitativa e quantitativa de compostos aromaticos na
sidra e sua producdo durante a fermentacdo sdo desejadas para promover
o controle de qualidade do produto (SATORA et al., 2008).

Compostos fendlicos sdo o segundo grupo em importancia dentre
0s constituintes da sidra devido a sua grande contribuicdo para suas
propriedades sensoriais e outros atributos. Apresentam associagdo com
amargor, adstringéncia, e estabilidade de cor, e alguns tem sido
utilizados para deteccdo de adulteragdes em produtos a base de macé e
podem ser inibidores de crescimento microbiano, evitando perdas no
processo. Do ponto de vista quantitativo, existem 5 grandes grupos de
polifendis encontrados em sidras: flavan-3-dis, procianidinas, flavonois,
diidrocalconas e &cidos hidroxicindmicos e derivados (SATORA et al.,
2008).

Segundo Nogueira et al. (2003), a sidra brasileira apresenta
caracteristicas de bebidas suaves, com baixo teor alcodlico, nédo
apresenta aromas frutados e lembra aromas de produto fermentado.
Ainda segundo o mesmo estudo, o consumidor brasileiro tende a preferir
uma sidra de tonalidade mais escura e doce, além de bem gaseificada.

A caracteristica fundamental que distingue o processo de
fermentacdo Asti dos demais é ele ndo ser derivado da segunda
fermentacgdo alcodlica de um fermentado base adicionado de sacarose,
mas sim da fermentacdo alcodlica primaria incompleta, interrompida por
refrigeracdo quando a pressdao do didxido de carbono (CO,) e a
quantidade de acUcar residual do fermentado se apresenta nos limites
desejados, podendo ser considerado um mosto semi-fermentado. Por
este processo, desenvolvido por Giovan Batista Crose na regido de
Piemont, Italia, os aromas frescos sdo mantidos intactos no produto
naturalmente gaseificado (CARVALHO, 2009).

Espumante produzido pelo método champenoise é caracterizado
pela segunda fermentacdo dentro da garrafa, a qual é adicionada
acucares, levedura e outros aditivos. As garrafas assim preparadas séo
estocadas horizontalmente em locais termorregulados onde a segunda
fermentagdo ocorre. Uma vez que a fermentacdo tenha terminado e o
produto esteja em contato com a levedura por pelo menos um ano, as
garrafas sdo giradas frequentemente e inclinadas, para que a levedura
deslize em direcdo ao gargalo da garrafa, onde sedimentam e sdo
eliminadas pelo dégorgement. Esse processo, chamado remuage, €
longo e &rduo, pois requer grande trabalho por um longo periodo de
tempo (1 a 4 meses) e por ocupar bastante espaco nas cavas (FUMI et
al., 1987).
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Ap0s o término da fermentacdo, métodos de conservagao e tempo
de estocagem impactam e modificam o perfil. Dentre esses métodos,
adicdo de didxido de enxofre (SO,), utilizado por empresas a fim de
promover estabilidade microbiolégica por prevenir a oxidagdo
enzimatica do produto e inibir o crescimento de microrganismos
indesejaveis pode também influenciar na salde humana por sua
concentragcdo no organismo é cumulativo, o que pode levar a efeitos
alérgicos como asma (GARDE-CERDAN e ANCIN-AZPILICUETA,
2007). Os mesmos pesquisadores encontraram que a concentracdo de
SO, influenciou na evolugdo de alcodis, ésteres e acidos durante o
envelhecimento de vinhos dentro da garrafa, apresentando aumento
nesses compostos. Francis et al. (1994) reportaram que tratamento
térmico de vinhos a 90 °C por aproximadamente 2 minutos produziu
vinhos que ndo eram significantemente diferentes dos tratamentos
controle. Esse resultado pode indicar o uso do tratamento térmico como
uma alternativa na preservacao de bebidas fermentadas.

3.8 Biotecnologia

Segundo Riet e Tramper (1991), biotecnologia ndo é apenas a
soma de microbiologia, genética, bioquimica, engenharia, é a integracéo
dessas disciplinas (Figura 1), e isso envolve um pouco mais que simples
adicdo. Integracdo e aplicacdo sdo as palavras-chave que podem ser
encontradas em grande parte das definicbes de biotecnologia.
Especialmente no projeto de biorreatores, integracdo de principios
bioldgicos e de engenharia é essencial. O biorreator deve ser projetado
de tal forma que as demandas bioldgicas e tecnoldgicas especificas sdo
atingidas.

Segundo a definicdo do Livro de Ouro do Compéndio de Quimica
Tecnoldgica , IUPAC (2012), define-se biorreator como um aparato
utilizado para realizar qualquer tipo de bioprocesso; os exemplos
incluem fermentador ou reator enzimatico, enquanto fermentador é um
biorreator que permite que as condi¢Bes Gtimas para a fermentagdo
sejam mantidas, permitindo adi¢do de nutrientes, remogéo de produtos e
a insercdo de sondas de mensuragdo e/ou controle bem como qualquer
outro equipamento necessario (por exemplo: aquecimento, resfriamento,
aeracdo, agitacdo, esterilizacdo) sob condicBes estéreis. Pela mesma
fonte, define-se fermentacdo, em termos de microbiologia, como o
processo no qual ocorre o cultivo de células (microrganismos, células de
plantas ou animais) em biorreator em meio liquido ou sélido para
converter substancias organicas em biomassa (crescimento) ou em
produtos.
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Figura 1 Biotecnologia: integracdo entre biodisciplinas e engenharia. Fonte:
RIET e TRAMPER, 1991.
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3.9 Construgéo de fermentador

As fermentagdes descontinuas classicas, ou simplesmente,
fermentagdes descontinuas, conhecidas por fermentacdes por batelada,
vem sendo utilizadas pelo homem desde a Antiguidade e, ainda sdo as
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mais empregadas para a obtencdo de varios produtos fermentados
(CARVALHO e SATO, 2007).

Seu modo de operagdo pode ser descrito da seguinte forma: no
instante inicial a solucdo nutriente esterilizada no fermentador é
inoculada com microrganismos e incubada, de modo a permitir que a
fermentacdo ocorra sob condi¢Bes Otimas. No decorrer do processo
fermentativo nada é adicionado, exceto oxigénio, no caso de processos
aerdbicos, antiespumante, e acido ou base para controle do pH.
Terminada a fermentagdo, descarrega-se a dorna, e o meio fermentado
segue para os tratamentos finais. Entdo, deve-se lavar a dorna, esteriliza-
la e recarrega-la com mosto e indculo. Conclui-se, pela descricéo, que se
ndo houver adi¢do de solucdes para controle do processo, nem perda de
liguido por evaporacdo, o volume no decorrer da fermentagdo
permanece constante, 0 que pode ser considerado mais uma das
caracteristicas do processo descontinuo de fermentagdo (CARVALHO e
SATO, 2007).

A fermentagcdo descontinua apresenta menores riscos de
contaminagcdo (se comparados com processos continuos de
fermentagéo), grande flexibilidade de operagdo, devido ao fato de poder
utilizar os fermentadores para a fabricacdo de diferentes produtos, a
possibilidade de realizar fases sucessivas no mesmo recipiente, condi¢do
de controle mais estreito da estabilidade genética do microrganismo,
assim como a capacidade de identificar todos os materiais relacionados
quando se estd desenvolvendo um determinado lote de produto.
Ademais, é o mais utilizado na industria de alimentos. Alguns dos
alimentos e bebidas produzidos por esse processo fermentativo sdo
iogurte, chucrute, picles, cerveja, vinho (CARVALHO e SATO, 2007).

O desenvolvimento dos equipamentos de fermentacdo foi lento e
em grande parte empirico. Os primeiros produtos obtidos por
fermentagéo, como por exemplo, a producdo de vinho, cerveja, queijos,
iogurte, vinagre, chucrute se processavam satisfatoriamente, mesmo sob
condicdes precarias de assepsia. A natureza especifica do substrato
empregado, 0 crescimento vigoroso do microrganismo utilizado, ou
ainda a acdo inibidora do produto final, contribuiram, separadamente ou
em conjunto, para 0 bom andamento dos processos fermentativos. A
passagem desses processos artesanais de fermentacdo a escalas
comerciais mais evoluidas aportou poucos melhoramentos ao
desenvolvimento dos equipamentos utilizados (THIEMANN, 2007).

Segundo Thiemann (2007), um primeiro passo no melhoramento
e na maior sofisticacdo dos processos fermentativos ocorreu com a
introducdo de culturas puras na producdo de cerveja. Contudo, foi
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apenas durante os anos de 1914-1918 que o conceito e condicGes de
fermentacdo controlada se afirmaram, sendo o marco inicial da
fermentacgéo industrial sob condicdo de total assepsia.

Para satisfazer a funcdo priméaria de um reator de fermentacéo,
que € a de fornecer condi¢cdes ambientais adequadas ao crescimento dos
microrganismos, uma série de parametros deve ser considerada e
incorporada ao mesmo, durante sua fase de projeto e construgdo
(THIEMANN, 2007).

Um grande namero de diferentes concepgdes de reatores tém sido
descritos na literatura, contudo somente algumas tém se mostrado
satisfatorias e encontraram aplicagdo industrial. O tipo de reator mais
difundido, baseado no modelo de tanque cilindrico vertical, agitado
mecanicamente ou ndo, provido de sistema de aquecimento e
resfriamento e demais controles necessarios ao processo (THIEMANN,
2007).

Segundo Thiemann (2007), para a elaboracdo de um projeto de
fermentador, diversas etapas devem ser cumpridas. A etapa primaria
representa a coleta de todos os dados relativos ao projeto, englobando
dados referentes ao processo bioldgico a ser desenvolvido, como a
planta a ser construida. Dados do processo englobam informagdes sobre
a cinética do processo, balangos térmicos das reacdes, condicdes de
assepsia necessérias, propriedades fisiologicas do(s) microrganismo(s),
necessidade de matérias-primas e suas caracteristicas. A etapa seguinte é
a elaboracdo de um fluxograma detalhado do processo, baseado nos
dados acumulados e estabelecido na primeira etapa. Com os dados e
informacOes disponiveis através dos levantamentos das duas etapas
anteriores, o desenho mecanico vai detalhar as especificacdes de todo o
projeto.

A escolha dos materiais de construgdo dos equipamentos de
fermentacdo é de vital importancia, e deve ser feita levando em
consideracdo as condi¢bes particulares as quais 0s metais serdo
expostos. Ao contrario das condi¢Bes encontradas na indUstria quimica,
nas industrias de fermentacdo as variagdes de temperatura e pressdo
utilizadas sdo limitadas e o pH € mantido geralmente proximo ao neutro.
Contudo, ao contrario da industria quimica, as exigéncias de operagdes
assépticas sdo fundamentais e condicionam profundamente a escolha
dos materiais de construcdo. Para reatores de volume limitado (1-20 L)
(reatores de bancada) € perfeitamente possivel o emprego de vidro. A
utilizacdo de vidro apresenta uma série de vantagens: superficies lisas,
facilidade de limpeza, ndo toxico, resistente a corrosdo e facilidade de
inspecdo visual. Reatores pilotos e industriais, onde os volumes podem
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variar de 50 L a 500 m® ou mais, sdo construidos em aco inoxidavel. Na
construcdo desses reatores os materiais utilizados devem ser avaliados
em funcdo de sua capacidade de resistir as pressdes de esterilizacao,
resisténcia a corrosdo, toxicidade dos produtos resultantes de uma
eventual corrosdo e custo do material (THIEMANN, 2007).

Os vaérios processos fermentativos foram desenvolvidos tendo em
vista mais a prevencdo da contaminacdo dos processos pelo meio
ambiente do que vice-versa. Para garantir a manutencdo da esterilidade e
das condi¢Bes de contencdo ambiental, atencdo especial deve ser dada a
construcdo e ao tipo de material de vedacdo empregado na juncéo entre
as diversas partes, que pode ser entre vidro/vidro, vidro/metal ou
metal/metal. As especificagdes do material utilizado nas juntas de
vedacdo sdo importantes, pois os selos estaticos (guarni¢fes) formam
frequentemente a Unica barreira de que se dispde para evitar a perde do
produto em processamento e, por consequéncia, a quebra das condigdes
de contencdo ambiental. Para vedagGes metal com metal, a utilizagdo de
anéis de vedagdo (O-ring) é sempre a mais indicada, podendo estes ser
simples ou duplos, e neste caso ainda providos de um selo interno de
vapor (THIEMANN, 2007).

A espessura do material de construgdo do corpo do reator varia de
acordo com o seu dimensionamento. Para reatores de 30-40 m® de
capacidade, normalmente chapas de 7 mm de espessura sdo utilizadas
para o corpo cilindrico e de 10 mm para as calotas hemisféricas superior
e inferior (THIEMANN, 2007).

Nas temperaturas elevadas que ocorrem nos pontos de solda, o
cromo presente no aco inoxidavel combina com o carbono formando
precipitados, reduzindo assim a resisténcia a corrosdo nestes pontos. O
problema pode ser evitado, utilizando aco inoxidavel estabilizado pela
adicdo de titanio, que se combina preferencialmente com o carbono. O
emprego do argdnio nas soldas impede uma oxidacao excessiva nestes
pontos e garante a integridade das soldas, reduzindo o perigo de
corrosdo (THIEMANN, 2007).

Tanto as camisas como as serpentinas, que podem ser internas
como externas, neste caso sob a forma de semitubos, tém a finalidade de
fornecer calor durante a esterilizagdo como retirar calor durante a fase
de resfriamento e manutencdo da temperatura de fermentagdo. As
camisas sdo cada vez menos utilizadas na construcdo de reatores, pela
sua reduzida eficiéncia na transferéncia de calor pela circulacdo
irregular do vapor ou da agua de refrigeragdo nas mesmas. A eficiéncia
das trocas térmicas, tanto para esterilizacdo como refrigeracéo, pode ser
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aumentada significativamente, equipando chicanas com circulagéo
interna de vapor e/ou solucéo refrigerante (THIEMANN, 2007).

Difusores de ar em fermentadores sem agitacdo mecanica tém
sido empregados em alguns casos na producdo de levedura, e mais
largamente em fermentadores airlift (THIEMANN, 2007).

Para que um processo fermentativo possa operar sob as condigdes
de assepsia e seguranca bioldgica exigida, ndo basta que a atencdo seja
dirigida exclusivamente ao projeto de construgdo do reator e seu sistema
de aeracdo e agitacdo. Um processo fermentativo, para ser completo,
necessita uma série de equipamentos adicionais tanto a montante como a
jusante, tais como: valvulas, linhas de transferéncia de indculo,
nutrientes, antiespuma, amostragem, sondas diversas, que devem ser
projetados e construidos de tal modo que oferecam as condicdes de
seguranca e esterilidade necessarias ao processo e aos operadores. O
projeto construtivo do fermentador deve ser tal que permita a
esterilizacdo do mesmo por admissdo direta de vapor, sob pressdo por
um tempo suficientemente longo. A esterilizagdo pode ser feita
juntamente com o meio, ou este pode ser esterilizado em separado por
filtracdo e adicionado assepticamente ao fermentador esterilizado vazio,
com vapor (THIEMANN, 2007).

3.10 Tecnologia de encapsulacéo para producgdo de sidras

O uso da imobilizagdo de microrganismos vem crescendo ao
longo dos anos, pois apresenta varias vantagens quando comparada com
cultura em suspensdo, incluindo maior velocidade de crescimento e
maior biomassa em biorreatores, maior taxa de diluicdo sem ocorréncia
de lavagem (wash-out) em processos continuos e mais facil coleta e
purificacdo de produtos. Apresenta melhor estabilidade de
biocatalisadores bem como tolerdncia a altas concentragfes de
compostos toxicos (WEN-TAO et al., 2005). Dentre os métodos de
imobilizacdo, a encapsulacdo é o processo de confinagdo de compostos
ativos dentro de uma matriz na forma particulada para atingir efeitos
desejados, como imobilizagdo ou isolamento, protecdo ou estabilizacdo,
liberacdo controlada, alteracdo de propriedades fisicas (CHAN et al.,
2011).

O conceito de encapsulacdo é fundamentado na incorporacdo de
uma matriz polimérica, a qual forma um ambiente capaz de controlar
sua interacdo com o exterior. A técnica de microencapsulagdo é descrita
como um processo no qual pequenas particulas ou gotas sdo rodeadas
por um recobrimento homogéneo ou heterogéneo integrado as capsulas
com variadas aplicacdes. As microcapsulas podem ter forma esférica ou
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irregular, podem ser constituidas por uma membrana simples, multiplas
membranas ou multiplos nucleos cuja matriz pode ser do mesmo
material ou uma combinacédo de varios (PASIN et al., 2012).

As matrizes mais adequadas sdo polimeros naturais como o
alginato, a carragena e o agar, que polimerizam sob condi¢cdes mais
suaves e cumprem requisitos como ser de grau alimenticio (conforme o
caso), baixo custo, disponibilidade, ndo degradaveis e aptos para
condi¢des de pH e temperaturas baixas (FAJARDO-OCHOA et al.,
2011), além de miscibilidade da suspensdo celular com a solugdo
polimérica. A formacao do gel deve ocorrer sob condi¢des brandas sem
0 uso de produtos quimicos toxicos, a fim de manter a viabilidade das
células. O gel deve possuir boa estabilidade mecénica sob as condi¢des
de operacdo, o tamanho do poro da matriz de gel deve ser
suficientemente grande para permitir a difusdo de substratos e produtos,
mas deve ser pequeno o suficiente para reter as células dentro da matriz.
Finalmente, o custo total do procedimento de encapsulagdo deve ser
baixo (MARGARITIS e KILONZO, 2005). Os hidrocoléides tem sido
empregados como matriz devido a sua capacidade para reter agua, facil
manipulacdo e inocuidade. O alginato é um hidrocoléide que possui
tanto essas caracteristicas como propriedades geleificantes,
estabilizantes e espessantes (PASIN et al., 2012).

O alginato é descrito como um polisssacarideo linear poliénico e
hidrofilico proveniente de algas marinhas composto por dois
mondmeros em sua estrutura, acido a-L-gulurénico (G) e o &cido R-D-
manurénico (M) que se distribuem em secBes, constituindo
homopolimeros tipo blocos G (-GGG-), blocos M (-MMM-) ou
heteropolimeros onde os blocos M e G se alternam (-MGMG-). Tanto a
distribuicAo de seus mondmeros na cadeia polimérica como a carga e
volume dos grupos carboxilicos conferem ao gel formado caracteristicas
de flexibilidade ou rigidez dependendo do conteldo em G. Se em sua
estrutura polimérica se tem maior quantidade de blocos G, geralmente o
gel é forte e fragil, enquanto que com a presenca majoritaria de blocos
M o gel formado se apresenta fraco e elastico. O processo de
geleificacdo ocorre em presenga de cations multivalentes (exceto o
magnésio), onde o ion célcio é o mais utilizado pela indlstria de
alimentos. A geleificagdo ocorre ao produzir uma zona de unido entre
um bloco G de uma molécula de alginato que se liga a outro bloco G de
outra molécula de alginato através do ion de célcio, como pode ser
observado na figura 2. Entre os sais de alginato mais empregados esta o
sal de sodio devido a sua alta solubilidade em agua fria e caracteristica
de transicdo solucdo-gel de forma instantanea e irreversivel ante o ion
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calcio. Ao contrario da maioria dos polissacarideos, o alginato forma gel
praticamente independente da temperatura. Além disso, a condicdo de
polieletrélito confere a capacidade de interagir com outras moléculas
permitindo formar sistemas mistos que demonstram melhoras nas
propriedades estruturais do gel de alginato (PASIN et al., 2012).

O processo de formagdo do gel se inicia a partir de uma solucédo
de sal de alginato e uma fonte de célcio externa ou interna de onde o
calcio se difunde até alcancar a cadeia polimérica, como consequéncia
desta unido se produz um reordenamento estrutural resultando em um
material s6lido com as caracteristicas de um gel. O grau de geleificacdo
depende da hidratacdo do alginato, da concentracdo de ion célcio e a
quantidade de blocos G (PASIN et al., 2012).

Figura 2 Reagdo entre o alginato e fons célcio. Fonte: PASIN et al., 2012

Q@ Ca° o2 Monomeros: acidos fi-D-manuronico e a-L-guluronico

Os mecanismos de geleificagdo idnica se ddo fundamentalmente
por dois processos: a geleificacdo externa e a geleificagdo interna. O
processo de geleificacdo externa ocorre com a difusdo do ion de célcio
desde uma fonte que envolve o hidrocol6ide numa solugdo de alginato.
A formacdo do gel se inicia na interface e avanca para o interior a
medida que a superficie se encontra saturada de ions calcio, de maneira
que o ion sddio proveniente do sal de alginato é substituido pelo cation
divalente solubilizado em &gua. Este, por sua vez, interage com 0s
blocos G de diferentes moléculas de polimero, enlagando entre si. A
fonte de célcio mais utilizada é o cloreto de célcio (CaCl,) devido a sua
maior porcentagem de calcio disponivel. O processo de geleificagdo
interna consiste na liberagdo controlada do fon célcio de uma fonte
interna de sal de calcio insollvel ou parcialmente sollvel dispersa na
solucdo de alginato de sodio. A liberacdo de ion de célcio pode ocorrer
por solubilizacdo &cida ou por adicdo de agente sequestrante, no caso de
sal de célcio parcialmente sollvel. A principal diferenca entre o
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mecanismo de geleificacdo externa e interna é a cinética do processo. Se
0 que se pretende € o controle da transicdo solucdo-gel, no processo de
geleificacdo externa os fatores a manipular sdo a concentracdo de calcio
e composicdo do polimero. Enquanto que, para 0 processo de
geleificacdo interna deve-se considerar a solubilidade e concentracdo do
sal de célcio, concentracdo do agente sequestrante e de acido empregado
(PASIN et al., 2012).

Hidrogéis de alginato tém sido amplamente utilizados na
industria de alimentos como espessante e agente geleificante. A
capacidade do alginato de reter agua tem encontrado varias aplicagdes
na indastria biomédica (QIN, 2008). Como agente encapsulante, o
alginato de célcio tem sido utilizado para imobilizar células animais,
células  microbianas, mitocondrias, cloroplastos, protoplastos,
hemoglobina (PARK e CHANG, 2000).

A microencapsulacdo de pequenas moléculas, células e
microrganismos pode se dar por diferentes técnicas. A selecdo da
técnica de encapsulacdo adequada € determinada pelas propriedades
fisico-quimicas do material suporte e a aplicacéo final desejada com o
objetivo de assegurar a biodisponibilidade dos compostos, sua
funcionalidade e também sua facil utilizacdo em alimentos sem a
alteracdo de suas propriedades sensoriais. Ao empregar o alginato como
matriz polimérica, dentre as técnicas de microencapsulacdo estid a
extrusdo.

A técnica de extrusdo consiste na formacdo de gotas da solucédo
de alginato que contém o componente a encapsular ao passar a solucéo
por um dispositivo extrusor de tamanho e velocidade de gotejamento
controlado. Estas gotas caem sobre um banho que contém a fonte de ion
divalente, que induz a geleificacdo pelo mecanismo de geleificacdo
externa. A principal limitacdo desta técnica é o grande tamanho das
microcapsulas, o qual depende do didmetro da saida do dispositivo
extrusor. Entre outras desvantagens, a dificuldade de producdo em
grande escala devido ao fato que a formacdo das microcapsulas ocorre
uma a uma, 0 que traz como consequéncia longos tempos de
geleificacdo. Além disso, devem-se considerar aspectos que influenciam
sua forma esférica e tamanho, como a distancia que separa a saida com
0 banho, o efeito da gravidade e da tensdo superficial da solugdo que
induz a geleificagdo. Apesar de todos esses fatores, esta técnica de
microencapsulacdo tem sido tradicionalmente utilizada por permitir a
producdo de microcdpsulas com tamanhos uniformes (PASIN et al.,
2012).
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Apesar de o alginato ser adequado para a encapsulagdo, o gel
apresenta sensibilidade a pH extremos e matrizes porosas que
condicionam tanto a liberacdo como a protecdo dos compostos. Esta
caracteristica pode ser compensada ao modificar a estrutura do gel, ao
usar sistemas poliméricos mistos para a formacdo da matriz ou com o
revestimento das microparticulas. Segundo o0s autores, estudos
mostraram melhora nas propriedades fisico-quimicas do alginato ao
preparar matrizes mistas com quitosana e poli-lisina aplicando
diferentes técnicas de encapsulacdo (PASIN et al., 2012).

A metodologia cléssica e mais popular de producdo de capsulas
de alginato de calcio mono-dispersas e esféricas € pelo uso da técnica de
gotejamento (extrusdo). Embora esse método seja usado por varios anos,
formagdo de cépsulas com tamanho desejado e formato esférico
geralmente requer testes da formulacéo e planejamento experimental. Se
as condicbes ndo sdo Otimas, capsulas deformadas ou com
prolongamento podem ser produzidas (CHAN et al., 2009).

A implementacdo de sistemas com leveduras imobilizadas tem
sido de especial interesse para a area de vinhos espumantes (FAJARDO-
OCHOA et al., 2011). A tecnologia de leveduras imobilizadas
comparada com o tradicional método Champenoise, apresenta varias
vantagens relacionadas a custo, possibilidade de controle da
fermentacdo e redugdo do tempo de processo como resultado da
eliminacdo das etapas de remuage e dégorgement e menor necessidade
de espago para estocagem nas vinicolas (FUMI et al., 1988;
TATARIDIS et al., 2005), reduzindo os custos de produgdo em 80 % se
comparado com o método tradicional sem alteracdo das caracteristicas
fisico-quimicas ou organolépticas do produto (FUMI et al., 1988).
Devido a mudancas na composi¢cdo das células por interagdo com o
suporte de alginato, tornam-se mais ativas e observa-se que a
fermentagéo ocorre a uma maior velocidade se comparada com 0s casos
onde se € utilizada a levedura livre. Outra vantagem importante de
sistemas imobilizados é que o suporte protege a levedura da agdo de
inibidores, metais pesados, fendis e temperaturas extremas. Além disso,
diferentemente dos flocos de biomassa, estes solidos sdo de manejo mais
simples, permitindo um melhor controle da atividade catalitica em
reatores do tipo batelada e continuo (FAJARDO-OCHOA et al., 2011).
Ela também facilita a fermentagdo sob pressdo de CO, pelas leveduras
estarem parcialmente protegidas da toxicidade do etanol. O fator critico
do uso de leveduras imobilizadas na producdo de espumantes é a
liberacdo de células das esferas de gel dentro da garrafa, que deixa o
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vinho com células livres, negando suas vantagens (TATARIDIS et al.,
2005).

Microencapsulagcdo em cépsulas de alginato de célcio tem a
vantagem de ser um processo bastante brando e por manter a atividade
de moléculas bioldgicas ou mesmo células. Entretanto, capsulas de
alginato de célcio sdo bastante porosas e apresentam baixa capacidade
de retencdo das moléculas encapsuladas. Para limitar a perda de material
encapsulado, as microcapsulas sdo, as vezes, cobertas com polimeros
policatidnicos que formam uma membrana na superficie da capsula
(HUGUET e DELLACHERIE, 1996). Dentre os materiais utilizados
para a elaboracdo da membrana externa estdo o alginato de calcio
(GODIA et al., 1991; YAMAGIWA et al., 1992; TARTARIDIS et al.,
2005) e a quitosana (HUGUET et al, 1995, HUGUET e
DELLACHERIE, 1996; GASER@D et al., 1998; WEN-TAO et al.,
2005).

Durante a utilizagdo de células ou enzimas imobilizadas,
geralmente ocorre o problema de saida do biocatalizador do suporte para
0 meio. No caso das esferas de géis de alginato de célcio preparadas
pelo método convencional de imobilizacdo, as células aderidas na
superficie das esferas ou préximas dessa, podem facilmente sair das
esferas e crescer rapidamente no meio de cultura, podendo interferir na
cinética do catalisador imobilizado. Além disso, a facil separagdo do
biocatalizador do meio, que é considerado um dos importantes méritos
da imobilizacdo, ndo é totalmente alcancado devido ao escape das
células (YAMAGIWA et al., 1992). A taxa de escape de células da
matriz polimérica é dependente das propriedades fisicas da matriz como
a resisténcia mecénica e tamanho de poro, bem como do tipo de célula,
concentracao inicial e condicdes de cultivo (TANAKA et al., 1989).

A proliferacdo celular dentro da capsula quebra parcialmente a
superficie da mesma e células séo liberadas para 0 meio de cultivo.
Quando uma segunda camada € utilizada, o crescimento celular ainda
pode ocorrer, pois as células liberadas ficam retidas na camada externa
(GODIA et al., 1991). Segundo esses autores, 0 método de produgéo de
capsulas de alginato de calcio com uma segunda camada do mesmo
material, além de reduzir o nimero de céapsulas necesséarias a segunda
fermentagdo, ainda pode reduzir efeitos decorrentes de acidentes que
possam reduzir a concentracdo celular ou viabilidade celular durante o
preparo das capsulas. A razdo € que a camada externa impde uma
barreira fisica a liberacdo de células. Apenas um crescimento celular
anormal pode ultrapassar a capacidade das capsulas com camada externa
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e ocorrer a liberacdo de células no meio. A mesma seguranga ndo se
consegue em capsulas sem o revestimento.

Cépsulas de alginato-quitosana podem ser produzidas por
diferentes métodos. Um deles é um procedimento de dois estagios no
qual cépsulas de alginato de calcio sdo produzidas por gotejamento de
uma solugdo de alginato em um banho contendo ions de célcio. As
capsulas sdo entdo transferidas para uma solugdo de quitosana para
formar uma membrana na superficie das capsulas (GASER@D et al.,
1998). Cépsulas produzidas a partir de alginato com maior porcdo de
blocos G se ligam mais rapidamente & quitosana que aquelas com maior
porcdo de blocos M, porém formam géis com maior coeficiente de
difusdo, indicando a presenca de poros com didmetros maiores. O uso de
fons de sddio ndo geleificantes tem efeito positivo na ligacdo com a
quitosana, porém eles s6 podem ser utilizados com restri¢cdo. Sodio ndo
pode substituir totalmente ions de célcio pois eles competem por
posicdo nos grupos carboxilicos, levando a géis mais fracos
(GASER@D et al., 1998).
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4 JUSTIFICATIVA

Considerando a quantidade de matéria-prima disponivel no
Estado de Santa Catarina, sua facil e barata aquisi¢do, por agregar valor
as macas industriais e, principalmente, pela falta de uma cultura de
producdo sidras com qualidade, a proposta do presente trabalho é o de
iniciar e estabelecer uma linha de pesquisa na UFSC com o objetivo de
desenvolver processos e equipamentos direcionados a processos
fermentativos que pequenos e médios empresarios possam utilizar, além
de elaborar e caracterizar sidras produzidas a partir de suco concentrado
de maca.
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5 MATERIAL E METODOS
5.1 Material

Duas cepas comerciais de Saccharomyces cerevisiae foram
utilizadas como inéculo de levedura fermentativa: Fermol® Cryoaromae
(var. uvarum) e Fermol® Charmat (var. bayanus) (AEB BIOQUIMICA
LATINO AMERICANA), ambas fornecidas na forma seca ativa.

Para 0s ensaios de encapsulacdo foi utilizada a levedura
Saccharomyces cerevisiae com fator killer Perlage BB (AEB Group),
fornecida na forma seca ativa.

Suco de magé concentrado (Gala:Fuji 70:30, BRIX >70,1°, com
acidez de 1,0 a 2,0 g % acido madlico, cor 440 > 50,0 % e turbidez < 3,0
NTU) (FISCHER S.A) foi utilizado para a realizacdo dos experimentos.

Alginato de sddio de alta viscosidade (Préquimios), cloreto de
calcio (NUCLEAR), cloreto de sodio (VETEC) e quitosana comercial
(grau de desacetilacdo 85,9 %, Polymar) foram utilizados nos ensaios de
producdo das capsulas.

5.2 Métodos

5.2.1 Obtencédo do suco de maca fermentado pasteurizado (CP), ndo
pasteurizado (CNP), com estabilizante (CWS) e sem estabilizante
(CWoS)

Suco de magd reconstituido a 13 °BRIX (MM) suplementado
com nutriente para vinificacdo Fermoplus® Blanc, fornecida pela AEB
BIOQUIMICA LATINO AMERICANA, na dose recomendada pelo
fabricante de 0,3 g.L™ e adicionado de aroma de maca (Alcool < 10,0
°GL, aldeidos totais > 700 ppm, trans-2-hexenal > 200 ppm) (FISCHER
S.A) na concentragdo de 0,05 % foi utilizado como mosto de maca
(MMN).

Para os ensaios de fermentacdo foi desenvolvido sistema de
fermentagdo composto de fermentador com capacidade para 50 L de
volume (til dotado de sensor de temperatura (pt100) juntamente com
controlador de temperatura N480D (Novus ltda.), medigdo, controle e
transmissdo de pressdo através de sensor NP430D (Novus Ltda.),
mandmetro analégico e vélvula de controle de pressdo e controle de
dados através de datalogger (MyPCLab, Novus Ltda.)

As amostras de sidra foram obtidas a partir da fermentacdo do
mosto de maca reconstituido. O mosto foi inoculado com leveduras
Fermol® Cryoaromae ou com leveduras Fermol® Charmat, reidratadas e
dosadas de acordo com a recomendacdo do fabricante de 0,2 g.L?,
gerando uma populacéo inicial de aproximadamente 2.10° UFC.mL™.
As fermentacGes foram conduzidas em fermentadores de 50 L pelo
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método Asti, sob pressdo constante de 1 kgf.cm™ a partir da producéo de
gas carbonico pelas leveduras durante 30 dias a 14 °C, conforme
encontrado por Llaraud6 et al. (2002) para fermentagdes de vinhos
brancos a temperaturas similares. ApOs decorrido o tempo, a
fermentagdo foi parada por abaixamento da temperatura até 3 °C e 0
produto foi filtrado em elemento filtrante com porosidade média de 5-15
Km e envasadas em cdmara isobarica com capacidade para uma garrafa
de 750 mL, equipada com entrada/saida de gas para aumento da pressdo
da camara proxima da pressdo do fermentador, manémetro, visor em
policarbonato e iluminagdo para acompanhamento do processo de
enchimento. Em alguns tratamentos foi adicionado estabilizante
microbioldgico (Microcid, AEB LATINO AMERICANA), na dosagem
recomendada de 0,5 g.L™, em outro, elas foram também pasteurizadas a
70 °C por 20 minutos, como pode ser observado na Figura 3.
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Figura 3 Fluxograma de desenvolvimento das bebidas fermentadas. CWoS -
produzido em fermentador de 50 L sem adicdo de estabilizante microbiol6gico;
CWS - produzido em fermentador de 50 L com adicdo de estabilizante
microbiolégico; CNP — produzido em fermentador de 50 L com adicdo de
estabilizante microbioldgico; CP — produzido em fermentador de 50 L com
adicdo de estabilizante microbiolégico e submetido a pasteurizacdo a 70 °C/20
min.

=Suco de magh concentrade

= Diluigo para 13 "Brix
= Aroma natural de magi0,05 %
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—

= FermentadorS0 L

» Fermentago 14 °C por 30 dias
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= Levedura Cryoaromae

= Fermentador 50 L
= Fermentagdold °C por 30 dias
= Pressiol lgf.an®
= Levedura Charmat

= Erwase isoharico
= Erwvase isobarico = Estabilizante

microbioldgico

= Estabilizante microbiolégico * Pasteurizacio 70°C por 20 min
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5.2.2 Analises fisico-quimicas

As andlises seguintes foram realizadas no Departamento de
Engenharia de Alimentos da Universidade Estadual de Ponta Grossa,
Campus de Uvaranas, Ponta Grossa, Parana.

O teor de acucares redutores (AR) foi determinado pelo método
classico de Somogyi-Nelson, conforme descrito por Tanner e Brunner
(1985), com leitura da absorbancia em espectrofotdmetro (Shimadzu
UVmini-1240) a 520 nm. A acidez total (AT) foi determinada por
titulagdo das amostras com hidroxido de sodio de normalidade
conhecida (NaOH 0,1 N) e indicador fenolftaleina 1 % até viragem de
cor. O resultado é apresentado em equivalente-grama de &cido
malico.100 mL™ (1AL, 2008). A acidez volatil (AV) foi analisada pelo
arraste de vapor e titulagdo com NaOH de normalidade conhecida (0,05
N) na presenca de fenolftaleina 1 % como indicador, usando-se no
calculo o fator do &cido acético (CHAVARRIA et al., 2008). O teor de
nitrogénio total (NT) foi determinado pelo método de Kjedahl em
destilador de nitrogénio (Marconi MAQ036-plus). A graduagdo alcodlica
foi determinada por ebuliometria. A quantificacdo de fenodis totais (FT)
foi determinada por analise colorimétrica de Folin-Ciocalteau (Cromato
F2002920500) descrita por Singleton e Rossi (1965). As leituras foram
realizadas em espectrofotémetro a 720 nm, com resultado expresso em
mg.L?, utilizando catequina (SIGMA, C-1251) como padrdo (200
pg.mL™). A atividade antioxidante (AA) foi determinada pelo método
descrito por Benzie e Strain (1996) e Pulido et al. (2000), utilizando
reagente reducdo de ferro/poder antioxidante (FRAP) como branco (L1).
A leitura da absorbancia foi realizada em espectrofotdmetro a 593 nm,
monitorada durante 6 minutos (L6). Para determinacdo da atividade
antioxidante, foi calculada a variacdo de absorbancia entre L6 e L1
calculada para cada amostra, sendo traduzida em um valor de FRAP por
proporcionalidade com uma solucdo de &cido 6-hidréxi-2,5,7,8-
tetrametilcroman-2-carboxilico (TROLOX) de concentracdo conhecida,
1000 pM, medida em paralelo. O resultado foi expresso em pmol de
reducdo de ferro.mL de amostra™.

Os dados das caracteristicas fisico-quimicas dos fermentados
foram submetidos a analise estatistica de ANOVA (p<0,05), seguida de
teste de Tukey para a deteccdo de diferenca significativa entre as
amostras em software Excel® 2007.

5.2.3 Analise de compostos volateis
A andlise de compostos volateis foi realizada na Universidade
Tecnoldgica Federal do Parana, Campus de Ponta Grossa, Parana.
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O perfil de volateis foi determinado através da técnica de
extracdo por headspace, conforme descrito por Pietrowski et al. (2012).
Em frasco vial foram adicionados 6 mL do suco reconstituido ou
fermentado, e apés agitagdo a 60 °C por 10 minutos em um
autoamostrador de headspace (hta HT280T) os volateis foram coletados
utilizando  seringa para cromatografia gasosa (SERINGA
MICROLITER DE 1500 pL — HAMILTON). Para identificacdo e
quantificacdo dos compostos volateis de sucos e fermentados de maca
foi utilizado um cromatografo gasoso (Young Lin Instrument — YL 6100
GC), equipado com detector de ionizacdo de chama - FID, coluna
capilar (Phenomenex) de 30 m de comprimento, com didmetro interno
de 25 mm e filme de ZB-WAX com 0,25 pum de espessura. A
temperatura de operagdo do injetor foi de 220 °C, do detector, 230 °C, o
gas de arraste foi o nitrogénio com fluxo de 2,5 mL.min™ e a técnica de
injecdo foi split 1:1,2. As condicBes de analise foram: programacéo de
isoterma de 40 °C por 5 minutos, elevacio de 10 °C.min™ até 150 °C,
permanecendo nesta temperatura por 10 minutos. A seguir uma elevagéo
de 10 °C.min™ até 200 °C, permanecendo por 5 minutos e nova elevacéo
de 10 °C.min™ até 220 °C, onde permaneceu por 10 minutos.

Os compostos foram identificados segundo metodologia descrita
por Pietrowski et al. (2012), comparando-se o tempo de retencdo com 0s
picos obtidos dos padrfes e quantificacdo pelo método de padrdo
interno, conforme a equacéo 1 abaixo:

C=AMhHY 1)

Onde:

C = concentragdo do componente (mg.L™)

A = concentracdo da substancia na solucéo de referéncia (mg.L™)
h = &rea do pico da substancia na amostra

H = &rea do pico da substancia na referéncia

| = &rea do pico do padrdo interno na referéncia

i = &rea do pico do padrdo interno na amostra

Os padrdes utilizados foram: acetaldeido (00070; 99,5 %;
Flucka), etanol (1009711000; 96 %; Merck), laurato de etila (61630;
98,0 %; Aldrich), alcool isoamilico (1009791000; P.A.; Merck), acetato
de etila (codigo 34972; 99,7 %; Fluka), acetato de isopropila (45960;
99.5%; Sigma), acetato de propila (46050; 96.0%; Flucka), 2-metil-1-
butanol (65990; 98.0%; Flucka), etil-isobutirato (246085; 99.0%;
Aldrich), acetato de isobutila (537470; 99.0%; Sigma), hexanona
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(103004; 98.0%; Sigma), etil-butirato (19230; 69 98.0%; Flucka), 2-
hexanol (52847; 98.5%; Flucka), lactato de etila (W244007; 98 %;
Aldrich), acetato de butila (73285; 99,7 %; Flucka), &cido butirico
(19215; 99,5 %,; Flucka), 1-hexanol (73117; 99,9 %; Flucka), acetato de
isoamila (W205532; 97 %; Aldrich), propionato de isobutila (307580;
98.0%; Aldrich), 2-heptanona (537683; 99.0%; Sigma), etilpropionato
(112305; 99.0%; Aldrich), 2-octanona (047009; 98.0%; Aldrich), 2-
octanol (74858; 99.5%; Aldrich), etil-3-hexanoato (148962; 99.0%;
Aldrich), acetato de hexila (25539; 99,7 %; Flucka), 2-fenil-etanol
(77861; 99,0 % Aldrich), &cido caprilico (21639; 99,5 %; Flucka),
succinato de dietila (07429; 99,5 %; Flucka), octanoato de etila
(W244910; 98 %; Aldrich) e decanoato de etila (148970; 99,0 %;
Aldrich), conforme descrito por Pietrowski et al. (2012).

A composicao da solugdo estoque pode ser observada na Tabela 1.

Tabela 1 Composi¢do da solucdo estoque de referéncia para andlise dos
compostos volateis de fermentado de maga

Componentes
Concentragdo

Nomenclatura [IUPAC Nomenclatura Usual
Etanal Acetaldeido 260,0
Etanoato de etila Acetato de etila 133,8
Etanol Alcool etilico 15860,0
Propanoato de etila Etil propionato 41,5
3-metil butanoato de etila Etil-isobutirato 34,2
Etanoato de propila Acetato de propila 45,6
Etanoato de isobutila Acetato de isobutila 35,1
Butanoato de etila Etil butirato 8,1
Etanoato de butila Acetato de butila 53
Hexanona Hexanona 30,5
Acetato de isopentila Acetato de isoamila 31,8
2-heptanona 2-heptanona 30,1
3-metil-1-butanol Alcool isoamilico 2416
2-metil-1-butanol Alcool amilico 32,3

continua




MATERIAL E METODOS 51

Tabela 1 Composi¢do da solucdo estoque de referéncia para andlise dos

compostos volateis de fermentado de maca . .
continuagédo

Componentes y
Nomenclatura IUPAC Nomenclatura Usual Concentragao

Etanoato de hexila Acetato de hexila 9,0

2-octanona 2-octanona 30,6
3-hexanoato de etila Etil-3-hexanoato 42,7
2-hidroxi propanoato de etila Lactato de etila 130,9
1-hexanol Alcool hexilico 76

Octanoato de etila Caprilato de etila 16,5
Decanoato de etila Caprato de etila 8,7

Acido butanoico Acido butirico 18,1
1,4-butanoato de etila Succinato de dietila 10,2
2-fenil etanol Alcool fenetilico 390,5
Dodecanoato de etila Laurato de etila 8,1

Acido octanéico Acido caprilico 75,2

Nota: Concentracdo em mg.100 mL™

Os dados da andlise de volateis dos fermentados foram
submetidos a andlise estatistica de ANOVA (p<0,05), seguida de teste
de Tukey para a deteccdo de diferenca significativa entre as amostras em
software Excel® 2007.

5.2.4 Encapsulacdo de leveduras em alginato de calcio

Diversas metodologias para producdo de capsulas por
gotejamento foram testadas, dentre elas estdo as de Woodward (1988),
Godia et al. (1991), Yamagiwa et al. (1992), Huguet et al. (1995),
Huguet e Dellacherie (1996), Gaserad et al. (1998), Tataridis et al.
(2005), Wen-tao et al. (2005), Rakin et al. (2009), Chan et al. (2011),
Shuzhi et al. (2011), Zain et al. (2011), além da metodologia descrita
por Rossi (2006) para encapsulacdo de biomassa flungica.
Independentemente da metodologia, adotou-se dosagem de levedura
final na capsula em torno de 3,5.10° UFC.mL™ de cépsula, conforme
resultado obtido por Wen-tao et al. (2005), considerando uma redugdo
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de volume de 30 % durante o processo de cura (TATARIDIS et al.,
2005).

O sistema de producéo das capsulas pode ser observado na Figura
4 e é composto de um recipiente com saida na base, onde sao
adicionadas a solucdo de alginato e a levedura hidratada, em igual
volume, homogeneizada por agitacdo magnética. Pela saida na base do
frasco ocorre o fluxo da solugdo que, através de tubulacdo flexivel,
passa por uma bomba peristaltica (opcional) e ao final da tubulacdo a
solucdo goteja em um recipiente contendo solucdo de cloreto de célcio
(CaCl,), também sob agitagéo. A producédo das capsulas foi realizada de
forma asséptica em camara de fluxo unidirecional horizontal VariFlux
180 (Filtracom S/A). As solugdes geleificantes testadas estdo
apresentadas no Quadro 1. Os tempos de cura testados foram 0, 8 e 20
horas.

Figura 4 Fluxograma de producédo das capsulas de alginato de calcio, adaptado
de Chan et al. (1996). *- nédo foi realizada em todos 0s ensaios.
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Quadro 1 Solucgdes de geleificagdo utilizadas.

Solucgéo Concentracao(g.L™ ou % v/v)
CaCl, 20

CaCl, + NaCl 555+ 11,7

CaCl, 5,55

CaCl, + HCI + Quitosana 555+1+4
CaCl,—Quitosana— Alginato de s6dio 20—5—1,5
CaCl,—Alginato de s6dio 20—5

Nota: — uso em etapa subsequente; + uso concomitante

Como solucdo de estocagem foi utilizada solucdo aquosa de
cloreto de sédio 8,5 g.L™, solucdo aquosa de cloreto de sédio 5 g.L ™,
agua destilada. A solucdo utilizada variou de acordo com a metodologia,
caso nao especificado foi utilizada solucdo aquosa de cloreto de sddio
8,5 g.L ™ descrita por Rossi (2006).

A medicdo das dimensdes das saidas de gotejamento: erlenmeyer
com saida para gotejamento, ponteiras para micropipetas de 1000 pL
(P1000), 200 pL (P200), 10 pL (P10) foi realizada em estéreo
microscopio (Zeiss Stemi DV4). A medicdo da massa das cépsulas foi
realizada em balanca analitica (Shimadzu AY?220) e suas dimensdes em
estéreo microscopio, com aumento até 32 vezes, usando o valor da
média aritmética simples entre 0 maior e 0 menor didmetro.

Apdbs a elaboracdo, as capsulas foram adicionadas a tubos de
ensaio contendo 15 mL de suco de maca reconstituido autoclavados e a
concentragGes de 13,0 °Brix e 2,9 °Brix, a fim de simular as condigdes
encontradas no suco de macd natural e na fermentacdo na prépria
garrafa (método Champenoise), em quantidade proporcional de 1 g de
cépsula.garrafa®, recomendados pela empresa fabricante da levedura
encapsulada Proelif (Proenol). Os tubos foram incubados em estufa a 27
°C por 15 dias. Posteriormente as capsulas foram retiradas, o liquido
homogeneizado e realizada a contagem de leveduras (totais e viaveis)
presentes no liquido em camara de Neubauer com auxilio de
microscépio (Zeiss Primo Star), conforme metodologia descrita por
Fugelsang e Edwards (2007).

A verificagdo da viabilidade das leveduras encapsuladas foi
realizada de forma qualitativa através de adi¢do de capsulas produzidas
em tubos de ensaio contendo meio YEPD sélido (Agar 20,0 g.L?,
glicose 20,0 g.L™, peptona 20,0 g.L™", extrato de levedura 10,0 g.L™) e
observacdo de crescimento microbiano em estéreo microscopio ou no
proprio liquido fermentado através de contagem em camara de
Neubauer.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Sistema de Fermentacdo, Filtragdo e Envase

O sistema de fermentacdo desenvolvido possui capacidade para
50 L de volume atil, sendo composto por uma camara cilindrica em aco
inoxidavel AISI 304 com parede de 3 mm de espessura dotada de 2
visores de policarbonato para acompanhamento do processo
fermentativo, além de duas valvulas laterais para pressurizacdo, aeracao
ou saida de produto e de uma saida inferior onde é possivel a retirada de
material. O equipamento possui uma tampa em aco inoxidavel AlSI 304
com 5 mm de espessura dotada de mandmetro, valvula de
alivio/controle da pressdo, filtro de saida superior com
quebrador/separador de espuma e uma valvula. O corpo do fermentador
¢ dotado de 6 travas para lacrar e vedar a tampa do fermentador no
mesmo, com o auxilio de O-ring. A regido cilindrica do corpo é ainda
dotada de sistema de refrigeracdo por circulacdo de géas refrigerante em
serpentina envolto em isolamento térmico de 14 de vidro. Na parte
inferior, o corpo possui sensor de temperatura, ligado a um sistema de
refrigeracdo e controlador de temperatura, e sensor de pressdo. O
controlador de temperatura e sensor de pressdo estdo ambos ligados a
um datalogger para registro dos dados, sendo alocados em um invélucro
de aco inoxidavel, acoplado ao corpo do fermentador juntamente com o
sistema de refrigeracdo. O equipamento é sustentado por 4 suportes com
25 mm de didmetro em aco dotado de rodas com travas. Em qualquer
uma das saidas (laterais e inferiores) é possivel acoplar o sistema de
filtragem, composto de uma carcaga externa transparente de
polipropileno e acrilico, uma entrada, uma saida, além de um cartucho
de filtragem. A cémara isobarica para enchimento de garrafas é
construida em aco inoxidavel AlISI 304 com paredes e tampa com 5 mm
de espessura, possui capacidade de enchimento de 1 garrafa por vez. A
tampa é dotada de uma valvula que possui um duto em a¢o com 6 mm
de diametro e 3 mm de espessura que se prolonga até préximo ao fundo
do recipiente para evitar a formacdo excessiva de espuma, além de
mandmetro. O corpo possui 1 valvula para entrada/saida, 1 entrada para
duto de gas equalizador de pressdo e visor em policarbonato, além de 4
travas para lacrar e vedar a tampa da camara no mesmo, com o auxilio
de O-ring. O fermentador pode operar com pressao interna até 4 kgf.cm’
2 e temperaturas de 0 °C & temperatura ambiente, o sistema de filtracdo
opera com pressdo até 4 kgf.cm? e a camara de enchimento isobérica
com pressido até 6 kgf.cm? Detalhes do projeto e imagens do
equipamento sdo apresentados nas Figuras 5a 9.
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Figura 5 Projeto e descricOes das partes do fermentador piloto de 50 L.

7] @ @

@

Nota: (1) corpo do fermentador em aco; (2) sistema de controle e refrigeracéo; (3) sistema de
filtragem; (4) camara isobarica para enchimento; (5) vista superior da tampa do fermentador;
(6) mandmetro analdgico; (7) valvula de alivio/controle de pressdo; (8) filtro de saida com
quebrador de espuma; (9) valvula (¥") para entrada/saida; (10) trava tampa fermentador; (11)
visor — policarbonato; (12) isolamento térmico - 14 de vidro; (13) sensor de temperatura; (14)
sensor de pressdo; (15) serpentina - ago inoxidavel; (16) valvula (¥4”) para entrada/saida; (17)
valvula (¥2”) para entrada/saida; (18) valvula (%2") para saida; (19) datalogger; (20) controlador
temperatura; (21) sistema de refrigeracéo; (22) suporte do fermentador em ago inox; (23) rodas
com travas; (24) entrada do sistema de filtragem; (25) saida do sistema de filtragem; (26)
cartucho de filtragem; (27) vélvula (") para entrada de produto; (28) valvula (%") para
entrada/saida; (29) entrada de gas para equalizacdo de pressdo.



RESULTADOS E DISCUSSAO 57

Figura 6 Imagem externa do equipamento construido com 50 L de capacidade,
composto de cAmara de fermentagéo, tampa e compartimento para controle de
temperatura.

Figura 7 Vista superior da tampa do fermentador
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Figura 8 Carcaca do sistema de filtracdo
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6.2 Analises fisico-quimicas

Na Tabela 2 pode ser observado o valor médio e o desvio padrdo
para as analises fisico-quimicas do mosto de maca e para as diferentes
sidras.

O teor de agucares redutores para mosto de macd (MM) e mosto
de maca com nutriente (MMN) foi similar aos valores encontrados por
Nogueira e Wosiacki (2012) para suco de macgd despectinizado. A
acidez total foi similar aos valores encontrados por Nogueira e Wosiacki
(2012) para mosto despectinizado de maca. A acidez total do mosto de
macd com adicdo de nutriente também foi de acordo com o resultado
desses autores mas cerca de 46 % maior que 0 mosto de maca sem
adicdo de nutriente. O nitrogénio total estava de acordo com os valores
encontrados para mosto despectinizado de macd (NOGUEIRA e
WOSIACKI, 2012). A adicdo de nutriente aumentou o teor de
nitrogénio em aproximadamente 20 %, mas ainda assim classificado
como normal (75-150 mg.L™"), de acordo com Nogueira e Wosiacki
(2010).

O teor de fendis totais obtido para mosto de maca foi em acordo
com o obtido por Nogueira e Wosiacki (2012) para mosto
despectinizado de macd. A adigdo de nutrientes elevou os fendis totais
para 413,19 mg.L™, porém ainda dentro dos valores obtidos por esses
autores. Do aumento de aproximadamente 100 mg.L™, cerca de 25 %
desse aumento foi devido aos fendis presentes no nutriente, indicando a
presencga de compostos que possuem reacdo frente ao reagente de Folin-
Ciocalteu.

O valor de atividade antioxidante do mosto de macgé, com e sem
nutriente, foi menor que o obtido por Carvalho et al. (2010) para mosto
despectinizado de mac¢d Gala. Esse menor valor pode ser consequéncia
do processo de concentracdo do suco, que pode envolver, dentre outros
processos, a clarificacdo com gelatina, como previamente reportado por
Carvalho et al. (2011).

De acordo com a classificacdo apresentada por Wosiacki et al.
(2008), o0 mosto de maca é classificado como bitter-sweet em relagéo
aos teores de acidez total e fendis totais e como comercial em relagdo a
razdo agucar-acidez e teor de fendis totais.

Deste modo, o suco concentrado de macd, quando diluido a
concentracdo de solidos sollveis proxima ao do suco de maca &, em
todos os aspectos fisico-quimicos, um suco de maga e pode ser utilizado
como um mosto padrdo quando se é desejado estudos e trabalhos ao
longo do ano com a mesma matéria-prima bem como de empresas
produtoras de sidras localizadas em regiGes ndo produtoras de macas
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pelo fato de ndo poderem ser conservadas por longos periodos de tempo
sob refrigeracéo.

Com relacdo as bebidas fermentadas, a analise de agUlcares
redutores mostrou que houve o0 esgotamento total dos acgucares
fermentesciveis (< 1 g.100 mL™). A acidez total das amostras estava de
acordo com os valores encontrados por Nogueira et al. (2003) para
sidras comerciais produzidas no Brasil com exce¢do da amostra CWoS
que apresentou AT de 2,1 g.L™, préxima & obtida por Carvalho et al.
(2010), porém ambos abaixo ao estabelecido pela legislacdo brasileira
(min. 3 g.L™") (BRASIL, 2008). O teor de acidez volatil ficou dentro do
valor estabelecido pela lei brasileira (méax. 1,5 g.L™") e abaixo do
observado para sidras comerciais (NOGUEIRA et al., 2003). Trés
amostras (CNP, CP e CWoS) apresentaram teor de alcool superior ao
obtido por Nogueira et al. (2010) e Nogueira et al. (2003) mas abaixo do
méaximo permitido pela legislacdo vigente, que € 8 °GL (BRASIL,
2008). A amostra CWS apresentou elevado teor de alcool, com 10,0
°GL, acima do estabelecido na legislacéo vigente.

Os fenois totais de 4 amostras de sidra apresentaram reducdo
guando comparadas as amostras MM e MMN, variando de 14 a 37 %. O
teor de FT de duas amostras (CP e CWS) foi maior que o encontrado
por Carvalho et al. (2010) para sidras produzidas a partir de macas Gala,
uma amostra (CNP) mostrou valores similares e outra amostra (CWoS)
apresentou valores menores mas todas as quarto amostras apresentaram
valores dentro da faixa encontrada por Nogueira et al. (2003) para sidras
comerciais brasileiras.

6.3 Analise de compostos volateis

Na Tabela 3 podem ser observados os compostos aromaticos
extraidos do headspace para mosto e fermentados de maga. A andlise
cromatografica dos compostos volateis capturados pelo método do
headspace identificou no mosto de maca e nos fermentados a presenca
de &cidos, ésteres, cetonas, aldeidos e alcoois.

Comparando os resultados das analises de compostos volateis
com o trabalho de Santos et al. (2012) para suco pasteurizado de mac4, a
quantidade total de compostos volateis foi similar, porém o mosto
concentrado de maca apresentou maiores quantidades de compostos de
off-flavor (etanal, acidos butanoico e octanoico) e superiores ao limiar
de deteccdo (LEFFINGWELL e ASSOCIATES, 2012) mas também
apresentou maiores teores de compostos de aromas frutados e acima do
limiar de deteccdo (MOLINA et al, 2009; LEFFINGWELL e
ASSOCIATES, 2012). Esse diferente perfil de compostos volateis é
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provavelmente devido aos processos de produgdo do suco, como
reportado por Franco et al. (2003). Trabalhando com frutas citricas, Bell
(2004) reportou que temperaturas de 100 °C por 10 minutos produziu
mudancas no flavor que foram significativamente diferentes do suco néo
aquecido reconstituido de toranja e que o tratamento térmico produziu
off-flavors de aquecido, cozido, abacaxi e metal. I1sso pode explicar o
aumento desses compostos de flavor no suco de maca concentrado em
comparagdo com o suco pasteurizado utilizado por Santos et al. (2012).

A soma das concentragbes totais dos volateis diferiu
significantemente entre as linhagens e tratamentos. Apds 30 dias de
fermentacdo o tratamento CNP produziu a maior quantidade de
compostos volateis (467,21 mg.L™), sendo a maior parte desse total de
aldeidos (253, 73 mg.L™) e ésteres (76,62 mg.L™). Todos os grupos de
compostos volateis apresentaram aumento ap6s os 30 dias de
fermentacdo, ndo sendo visto 0 aumento nos compostos acido butanoico,
ndo detectado em CWS, enquanto 1,4 — butanoato de etila e
dodecanoato de etila reduziram na amostra CP.

Comparando com o estudo de Yu et al. (2006) onde as diferencas
nos compostos volateis dos fermentados de acordo com a matéria-prima
(suco fresco de magé ou suco concentrado de maca) foram analisadas, as
amostras do presente trabalho apresentaram valores similares aos do
suco concentrado, o que esta de acordo com o que foi utilizado como
matéria-prima. Fan et al. (2011) quantificaram um total de 54
compostos volateis em sidras chinesas e 0s 3 presentes em maior
quantidade foram 3-metil butanol, 2-fenil etanol e &cido hexandico.
Santos et al. (2012) também encontraram 3-metil butanol como o
composto presente em maior concentracdo seguido por 2-fenil etanol e
2-hidroxi propanoato de etila em amostras de fermentado enquanto que
no presente estudo variou conforme a cepa de levedura. CWS e CWoS
produziram altas quantidades de etanal, 3-metil butanol e etanoato de
etila, na amostra CNP os maiores foram etanal, acido butanoico e 3-
metil butanol e na amostra CP foram etanal, 3-metil butanol e octanoato
de etila. Fan et al. (2011) reportaram que ésteres foram encontrados em
maior quantidade, para Santos et al. (2012) os compostos foram alcodis
e no presente estudo foram aldeidos, principalmente pela presenca de
alta quantidade de etanal encontrada em nossos produtos. O grupo de
compostos volateis presente na segunda maior quantidade variou de
acordo com a cepa da levedura, S. bayanus (CN e CNP) com ésteres e S.
uvarum (CWS e CWoS) com alcodis. Todas essas variagfes no perfil de
compostos volateis, de acordo com Loscos et al. (2007), séo



62 MATERIAL E METODOS

dependentes da cepa da levedura. Outro fator de influéncia é o processo
a jusante aplicado nos produtos que influenciaram no perfil de volateis.

Dentre ésteres, etanoato de etila e decanoato de etila foram os
ésteres mais comuns em sidras que, de acordo com Pietrowski (2011),
sdo responsaveis pelo aroma de abacaxi e de frutado (uva). Garden-
Cerdan e Ancin-Azpilicueta (2005) encontraram octanoato de etila e
decanoato de etila em quantidades apreciaveis em amostras com inéculo
puro e esses compostos demonstraram atividade odorifica em vinhos
produzidos em fermentacbes com inoculacdo de leveduras. Esse
resultado estd de acordo com os resultados do presente estudo onde
decanoato de etila aparece como o éster com a segunda maior
concentracdo em trés tratamentos e como o primeiro em um tratamento
(CP). De acordo com 0 mesmo estudo de Fan et al. (2011), 2-fenil
etanol € o composto aromatico de maior importancia, responsavel pelas
caracteristicas frutadas e floral em sidras enquanto 3-metil butanol é
considerado o alcool mais importante quantitativamente e ambos
compostos foram encontrados em todos os quatro tratamentos
realizados, com maior quantidade no tratamento CWS. O conteudo de 2-
fenil etanol foi similar ao encontrado por Garden-Cerdan e Ancin-
Azpilicueta (2005) para indculos puros e mistos para vinhos.

Para Liu e Pilone (2000), acetaldeido é um dos compostos
carbonilicos mais significativos formados durante a fermentacdo com
valor médio de 80 mg.L™ para vinho branco e 50 mg.L™ para sidra e
para Gil et al (2006), concentracdo acima de 200 mg.L™ tem efeito
negativo no aroma de vinhos. O estudo de Liu e Pilone (2000) afirma
gue a temperatura afeta a producdo de acetaldeido pelas leveduras
citando um estudo onde foi observado uma maior producdo de
acetaldeido a 12 °C que a temperaturas mais elevadas em sidras, o0 que
pode explicar essa maior concentracdo desse composto no presente
trabalho.

De acordo com Santos et al. (2012), o composto encontrado em
maior concentracdo em sidras Norte-americanas foi o etanoato de
hexila, em sidras Espanholas foi 3-metil butanoato de etila e em sidras
Chinesas e no estudo de Santos et al. (2012) foi 3-metil-1-butanol
enquanto que no presente estudo 0 composto encontrado em maior
concentracdo foi o acetaldeido para todos os tratamentos. Santos et al.
(2012) concluem que essas diferencas no perfil de volateis pode ser
devido as diferentes cepas de leveduras utilizadas, diferentes cultivares
de magés, condicdes e tecnologia de processos e caracteristicas quimicas
do mosto.
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Comparando os tratamentos CWS e CWo0S, a amostra sem
estabilizante apresentou maior teor de etanal e uma menor concentracdo
de alcodis, o que esta em acordo com os resultados obtidos por Garden-
Cerdan e Ancin-Azpilicueta (2007) para vinhos armazenados por 6
meses, com e sem adicdo de SO,. Os pesquisadores atribuem esse
resultado a oxidagdo quimica do etanol em etanal. Para &cidos e ésteres,
especialmente para etanoato de etila, o presente trabalho apresentou
perfil distinto, houve aumento de acidos e diminuigdo de ésteres.

Entre amostras com mesmo tratamento de conservagdo mas com
diferente cepa de levedura o comportamento foi distinto. Mateos et al.
(2006) analisaram véarias composicGes de mosto e cepas de leveduras na
composicdo de compostos volateis em vinhos e concluiram que a
producdo desses compostos durante a fermentagdo depende
principalmente da composicdo do mosto e condi¢fes de fermentago,
mas pode depender da cepa de levedura utilizada. A influéncia da
levedura na composicdo dos volateis foi estudada por Antonelli et al.
(1999) que encontraram grandes variagGes no conteldo de acetaldeido
indiferente a cepa de levedura, com uma cepa de S. bayanus produzindo
a maior quantidade, préxima ao encontrado no presente trabalho.

Analisando amostras termicamente tratadas e ndo termicamente
tratadas, houveram grandes diferencas no perfil de compostos volateis
no que diz respeito a quantidade de volateis com a amostra
termicamente tratada apresentando uma reducdo de 23 % no total em
relacdlo & amostra ndo termicamente tratada. Gao et al. (2010)
reportaram que o tratamento térmico causou grande deterioracdo de
aromas em molho de soja porém, em nosso estudo ocorreu,
principalmente, a deterioracdo de compostos de off-flavor como &cidos
butanoico e octandico e etanal e até mesmo aumento de compostos de
aroma frutado como o 3-metil butanol, etanoato de etila, decanoato de
etila.
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Tabela 2 Analise Fisico-quimica do mosto de maga e de diferentes tratamentos de sidras. Resultados sdo apresentados por valor
médio * desvio padrao para triplicatas. Médias com mesma letra ndo sao significativamente diferentes (p>0,05).

Parimetro MM MMN CNP CP CWS CWoS
AR 9.77=0.67 9.77=0.67 0,75° = 0,09 0.44% £ 0,02 0,81°=0,14 0,43 = 0,02
AT 0.26 = 0,00 0.38=0,01 0,40° = 0,00 0,37% = 0,02 0.49° = 0,00 0,21° = 0,00
AV 0,06 = 0,00 0.06 = 0,00 0,07 = 0.01 0.06* = 0.01 0,07 £ 0,01 0,06 = 0,00
NT 11433 =000 136.87=1.05 91742148 06,92 =314 83.00% = 1,80 71,02+ 4.19

Etanol 0.30=0.00 0.30=0,00 7.80% = 0,00 8.05°= 0,07 10,00° = 0,00 6.90° = 0,00

FT 311,59 =42.20 413,19=3.88 37536021023 352,54°=1305 338 70°=16,21 261,96% =070
AA - 2344.80 = 220,36 232069 = 48.37 2320 607 = 48 37 2181.47% = 85,00 2424 70° = 128 99 2135 87 = 32,25

Notas: AR — aglcar redutor; AT — acidez total; AV — acidez volatil; FT — fenois totais; AA — atividade antioxidante.

AR, AT, AV em ¢.100 mL*; NT em mg.L™; Etanol em °GL; FT em mg.L™"; AA em umol mL™

MM — mosto de magd; MMN — mosto de magd com nutriente; CNP — Charmat néo pasteurizado; CP — Charmat pasteurizado; CWoS — Cryoaromae sem
estabilizante; CWS — Cryoaromae com estabilizante
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Tabela 3 Analise cromatogréafica de mosto de macé e de diferentes tratamentos de sidras. Resultados sao apresentados por valor
médio * desvio padrao para duplicatas. Médias com mesma letra ndo sdo significativamente diferentes (p>0,05).

Composto

CWS

Limiar
OdorFlavor

Acidos
Butanoico

Qctandico
Total

Concentragio

ND

11,62 = 10,15

e

1.62

Alcodis
3-metil-1-butanol
2-hexanol

80,01 = 0,76

4,65 =014

1-hexanol
2-fenil etanol
Total

ND

20,08% =390

114.64

Aldeidos
Etanal
Total

123,67 = 11,71

107,45

107.47% = 3,26 130.96% = 7.30 0.015-0.12

Cetonas
Hexanona
2-heptanona

2-pctanona
Total

ND

0.02° = 0,03

0.06° = 0,00
0.08

1
0.15-1.00

Continua
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Continuacado

Amostra Litniar
Composto TR MM CINP CP CWS CWos Odor/Flavor
Concentracio
Esteres
Etanoato de etila 2107 1.68=038 2754°2190 37342352 4142°:058 2332°2132 3.00-6.60
Butanoato de etila 3,853 0,16 =018 0,22°= 0,06 031°=0,05 013¥=000 0,38 =020 045
3-metil butanoato
de etila 5923 0332007 1.03°=0.10 0,50°=0,10 220°=0,10 0390°=0.24 0,002
Ftanoato de hexila 9,147 0,03 =002 0.07=001 0.09% = 0,01 0,090,001 0,05 =000 0,002
Hexanoato de etila 9,767 0,01 =0,01 ND ND ND 0,01% = 0,00 0,001
2-hidroxi
propanoato de etila 10,38 ND 04421202 1284 =1376 154=217 2354°=3.60 -
Octanoato de eila 11,713 0,03 =002 3583 =121 788166 6,67°=084 334070 -
Decanoato de etila 14,337 0,33 20,26 23.69°=3,51 56,84°=851 18,78°+197 15,38°=0,29 -
1.4-butanoato de
efila 15,147 331 =0,17 442°=0.19 10832053 384 =165 307=024 -
Dwodecanoato de
efila 2042 261 =052 438 =127 1.66°=030 5262012 4432023 -
Total 8.49 76.62 119,44 79.93 5291
Compostos
Volateis Totais 26,78 467,21 350,50 313,72 273,02

Nota: TR — Tempo de Retengdo (min); Concentragdo (mg.L™); ND — Néo detectado

MM — mosto de magd; MMN — mosto de magd com nutriente; CNP — Charmat néo pasteurizado; CP — Charmat pasteurizado; CWoS — Cryoaromae sem

estabilizante; CWS —Cryoaromae com estabilizante
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6.4 Encapsulacéo de leveduras em alginato de calcio

Na Tabela 4 pode ser observado o didmetro médio das saidas de
gotejamento testadas, na Tabela 5 sdo apresentados valores de algumas
caracteristicas de capsulas obtidas a partir das saidas apresentadas na
Tabela 4.

Como pode ser observado na Tabela 5, o didametro das capsulas
variou de acordo com o diametro da saida de gotejamento, o que esta de
acordo com a lei de Tate modificada, a qual descreve que o didmetro da
capsula é proporcional a raiz cubica do didmetro externo da saida de
gotejamento (CHAN et al., 2009).

Tabela 4 Valores das dimensdes das saidas de gotejamento utilizadas nos
ensaios de encapsulagdo. Sdo apresentados os valores médios + desvio padrdo
para cinco repetigdes.

Saida de Diametro (mm)
gotejamento Externo Interno
Gotejador 5,8006 £ 0,0703 2,7619 £ 0,2234
P1000 1,5688 + 0,0140 0,8063 £ 0,0261
P200 1,0625 + 0,0856 0,4500 £ 0,0171
P10 0,6563 + 0,0221 0,3844 + 0,0261

Tabela 5 Caracteristica de capsulas produzidas por gotejamento por gravidade
em solugdo de cloreto de célcio 20 g.L" de acordo com as saidas de
gotejamento. Resultados sdo apresentados por valor médio + desvio padrdo para
cinco repeticoes.

Saidas de

. Massa (g) Diametro médio (mm)  Volume (mm?)
gotejamento
Erlenmeyer 0,0426 + 0,0057 45000 +0,1214 47,80 + 3,81
P1000 0,0111 + 0,0025 3,0188 + 0,0648 14,42 + 0,92
P200 0,0064 + 0,0010 2,5094 +0,0212 8,28+0,21
P10 0,0044 + 0,0008 2,2813 +0,0644 6,23+ 0,60

Vérios autores utilizando o método de gotejamento por gravidade
obtiveram cépsulas com didmetro entre 2 e 4,3 mm, com grande parte
dos trabalhos com didmetro préximo a 3 mm (FUMI et al., 1987; FUMI
et al., 1988; YAMAGIWA et al., 1992; CHANG et al., 1996;
YOKOTSUKA et al., 1997; CHANG et al., 1998; TATARIDIS et al.,
2005; CHAN et al., 2011; LEE et al., 2011; CHA et al., 2012). No
presente trabalho foi possivel obter capsulas com diferentes tamanhos,
variando de 2,28 a 4,50 mm de didmetro para capsulas produzidas por
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gotejamento por gravidade e entre 2,96 e 3,86 mm de didmetro para as
produzidas com auxilio de bomba peristaltica. Capsulas P10 e P200
gotejadas por gravidade apresentaram didmetro médio de 2,28 mm e
2,51 mm, respectivamente, enquanto capsulas produzidas com as
mesmas saidas de gotejamento, porém com auxilio de bomba
peristaltica o didmetro médio foi de 2,96 mm para a saida P10 e 3,82
mm para a saida P200 mesmo com maior tempo de cura e consequente
reducdo do didmetro. Essa diferenca no didmetro final das capsulas
produzidas com auxilio de bomba peristaltica pode ser devido ao fato de
haver um maior fluxo de massa a somar a forca gravitacional, formando
esferas de maiores didametros antes de ocorrer a igualdade das forcas e
desprendimento da gota, como pode ser observado na Figura 6. Além
desse fato, no ensaio experimental com a utilizagdo de bomba
peristaltica a ponta do tubo capilar foi posicionada de forma paralela ao
plano da solugdo de cloreto ao invés de modo perpendicular,
aumentando a area de contato da gota com a superficie do gotejador e,
consequentemente, aumentando a tensdo superficial, como pode ser
observado na Figura 7.

Figura 10 Balanco de forga na ponta de gotejamento baseada na lei de Tate.
Fonte: LEE et al. (2008)

Tensdo

P onta Tubo
1 Superficial, Capllar
2nry
Fnrt;a
Grawtaclonal Liquido

Figura 11 Posicionamento paralelo a solucao de cloreto de célcio da ponta de
gotejamento.
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Na Tabela 6 podem ser visualizadas as dimensdes de cépsulas
produzidas com duas saidas de gotejamento, P10 e P200, e dois
diferentes tempos de cura, 8 e 20 horas.

Para cépsulas de menor didmetro produzidas pela saida P10
houve diferenca significativa entre os tratamentos, porém o resultado foi
0 inverso do esperado, capsulas com maior tempo de cura apresentaram
maior didmetro e massa apesar de ambos tratamentos terem sido
realizados a partir do mesmo ensaio com retirada de aliquotas nos
tempos estabelecidos. Capsulas produzidas por uma saida de
gotejamento maior (P200) também apresentaram 0 mesmo
comportamento, porém os valores ndo foram significativamente
diferentes, levando a concluséo que para capsulas produzidas com saida
de gotejamento P200, a partir de 8 horas de cura ndo houve alteragédo
das caracteristicas das capsulas produzidas.

Tabela 6 Caracteristica de capsulas produzidas por gotejamento com auxilio de
bomba peristaltica e curadas por diferentes tempos em solugdo de cloreto de
calcio 20 g.L". Resultados sdo apresentados por valor médio + desvio padrdo
para vinte repeticbes. Médias com mesma letra para a mesma saida de
gotejamento ndo sdo significativamente diferentes (p>0,05).

Saidas de Tempo de Massa (g) Diametro médio Volume (mm®)
gotejamento cura (h) (mm)
P-10 8 0,0117% +0,0025 2,9603% +0,2131 13,779 + 2,776
P-10 20 0,0141% + 0,0025 3,1256% + 0,1847 16,148%2 + 2,823
P-200 8 0,0244°+0,0013  3,8250°+0,0913  29,350°+ 2,132
P-200 20 0,0250° + 0,0022 3,8583°+0,1118 30,146° + 2,524

Em ensaios onde foi feita a camada externa com biopolimero,
capsulas com didmetros maiores, saidas de gotejamento erlenmeyer e
P1000, apresentaram rompimento da pelicula, como pode ser observado
na Figura 8. O estudo de Wen-tao et al. (2005) relata que capsulas com
nicleo sélido com didmetros superiores a 1Q0f recobertas com
membranas de biopolimero apresentaram rompimento devido a
expansdo da microcapsula e consequente liberacdo de células.

Figura 12 Rompimento de camada externa de alginato em cépsula com 3 mm de
diametro e liberagdo de células (depdsito presente no fundo do tubo)
b
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Acompanhamento da viabilidade de leveduras encapsuladas
mantidas sob refrigeracdo foi realizado por 8 meses, apresentando
leveduras vidveis no meio de cultura, como pode ser observado nas
Figuras 9 e 10. Estudo realizado por Rossi (2006) sobre viabilidade de
encapsulados de fungos ectomicorrizicos em alginato de calcio
apresentaram 100 % de viabilidade ap6s 6 meses conservados sob
refrigeracao.

Figura 13 Cépsula de alginato de calcio de cerca de 4,5 mm apés 15 dias de
fermentacéo

Figura 14 Imagem de lamina do meio de cultura corado com azul de metileno
para contagem de leveduras presentes totais e viaveis

Figura 15 Imagem do crescimento de leveduras fora da cépsula em meio de
cultura YEPD sélido para verificagdo da viabilidade dos microrganismos
(tratamento P200 20h).
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A liberagdo de células ocorreu em todos os ensaios realizados,
como pode ser observado nas Tabelas 7 e 8. No caso das amostras P200*
e P200° apresentadas na Tabela 7 houve liberacdo de células para o
liquido, porém o total de células viaveis foi nulo. Apesar de o resultado
ter sido melhor que o restante onde pelo menos 5.10° UFC.mL™ viaveis
foram liberados no meio, ainda houve formacdo de residuo de células
provenientes de leveduras. Nesse estudo ndo foi possivel o estudo
comparativo com o encapsulado comercial pois ocorreu contaminacao
com bactérias, uma vez que o produto comercial ndo se encontra estéril.
Apesar de ndo ter sido possivel compara¢do com produto comercial, as
duas amostras citadas apresentaram resultados interessantes para
possiveis aplicacbes em ensaios de fermentacdo alcodlica em mostos
com alta concentragdo de solidos sollveis totais.

Tabela 7 Contagem de leveduras viaveis em suco 13 °Brix

Amostra UFC.mL?  Amostra UFC.mL*
P10* 1,10.10° P200* 0

P10? 5,50.10° P200° 0

P10° 2,40.10° P200 8h 1,20.10°
P10 Oh 5,00.10° P10 20h 1,86.10°

Erlenmeyer  2,10.10°
Nota: * - CaCl, 5,55 g.L'%; 2— CaCl, 5,55 g.L™* + NaCl 11,7 g.L'"; * - CaCl, 5,55 g.L* + HCI 1
% + quitosana 4 g.L™; * - CaCl, 20 g.L™ 8h—Quitosana 5 g.L'—Alginato de sédio 1,5 g.L™; ® -
CaCl,20 g.L™ 8h— Alginato de sédio 5 g.L™*

Tabela 8 Contagem de leveduras viaveis em suco 2,9 °Brix

Amostra UFC.mL*  Amostra UFC.mL™
P10* 1,49.10° P200* 1,75.10°
P10? 1,32.10° P200° 3,75.10°
P10° 2,06.107 P10 20h 2,38.10°
P10 Oh 1,98.107 Proelif 1,31.10°

Erlenmeyer  1,47.10
Nota: * - CaCl, 5,55 g.L'%; - CaCl, 5,55 g.L™* + NaCl 11,7 g.L'"; * - CaCl, 5,55 g.L* + HCI 1
% + quitosana 4 g.L™; * - CaCl, 20 g.L™ 8h—Quitosana 5 g.L'—Alginato de sédio 1,5 g.L™; ® -
CaCl,20 g.L™* 8h—Alginato de s6dio 5 g.L*

No estudo onde foi simulado uma concentracdo de sélidos
soluveis proxima ao encontrado pelo microrganismo quando realizada a
fermentac&o na propria garrafa, como é o caso do método Champenoise,
todos os ensaios apresentaram alta concentracéo de leveduras vidveis no
meio liquido, com as amostras P200* P200° e P10 20h apresentando os
melhores resultados com 1,75.10°, 3,75.10° e 2,38.10° UFC.mL™,
respectivamente, com contagens de leveduras menores que o produto
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comercial “Proelif”. Os demais tratamentos apresentaram contagens na
mesma ordem de grandeza da capsula comercial, em torno de 1.10’
UFC.mL™,

Em ensaios com diferentes tempos de cura, para P10 Oh e P10
20h, o primeiro tratamento apresentou resultado cerca 97 % melhor
quando inoculado em suco de macd 13 °Brix e o segundo, quando
inoculado em suco de macé 2,9 °Brix, cerca de 88 %.

Comparando os ensaios P10' e P10? onde foi avaliada a
influéncia de cloreto de sodio na capacidade de retencdo celular, foi
notada uma menor liberagdo celular, 50 % menor, em céapsulas com a
presenca de NaCl inoculadas em suco de maca 13 °Brix, enquanto no
ensaio com suco de maca 2,9 °Brix os valores ficaram na mesma ordem
de grandeza, porém menor para capsulas com presenca do sal de sédio,
cerca de 12 % menor. Indicando efeito positivo dos ions de sddio
presentes na solucdo geleificante na formacéo das capsulas, que Gasergd
et al. (1998) atribuem a formacao de cépsulas homogéneas, apesar de o
sal competir por sitios de ligacdo com o célcio pelos grupos carboxilicos
das moléculas de alginato (GASER@D et al., 1998).

No presente estudo a adi¢do de quitosana na solucdo geleificante
teve efeito negativo na retencdo de células quando comparada com
capsulas que continham a substancia em sua formulacéo. Gasergd et al.
(1998) justificam esse resultado pelo fato de, no caso de quitosana na
solucdo de geleificagdo, a membrana de quitosana é formada
instantaneamente na interface das duas solucgdes de polimeros levando a
membranas mais finas enquanto que realizando primeiramente a
elaboracdo da capsula e posterior formacdo da membrana de quitosana a
rede de gel é mantida durante a reagdo da quitosana com o calcio,
permitindo uma difusdo das moléculas de quitosana para dentro do gel.

Utilizando 4.10° UFC.mL de gel™, Yokotsuka et al. (1997)
obtiveram aproximadamente 1.10* UFC vidveismL de vinho,
enquanto que ao utilizar 4,6.10° UFC.mL de gel™ obtiveram apenas
cerca de 100 UFC viaveis.mL de vinho™. Godia et al. (1991) mostraram
que apenas ao se utilizar capsulas simples, a partir de 10° células.g de
gel, utilizando uma dosagem de 10-12 g de capsulas.garrafa™ foi
possivel obter espumante final livre de células. Enquanto que ao se
utilizar capsulas com camada externa, uma dosagem de 6 g.garrafa™ ou
mais foi possivel obter 0 mesmo resultado. Tataridis et al. (2005)
alcancaram dosagem de 2,2 g.garrafa® com capsulas com
aproximadamente 2.10° células.g de gel™. Segundo Tataridis et al.
(2005) duas das principais razbes de escape de células sdo baixa
concentracdo celular e elevado teor de agUcares, que permitem a
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reproducdo de leveduras e em alguns casos danos a estrutura e
integridade da céapsula. Fumi et al. (1987) encontrou resultados
contrarios a Tataridis et al. (2005), com a liberacdo de células ao meio
sendo diretamente proporcional a densidade celular utilizada,
inversamente proporcional a concentracdo da solucdo de alginato e
dependente da cepa de levedura. Wen-tao et al. (2005), da mesma forma
que Fumi et al. (1987) obtiveram melhores resultados ao utilizar
densidade celular de 3.10° UFC.mL de capsulas™ justamente por
permitir melhor proliferacdo de células, metabolismo e formacdo de
produto.

Em face as contradi¢fes apresentadas por diferentes trabalhos, 0s
resultados preliminares do presente estudo permitiram as seguintes
conclusdes: foi possivel obter leveduras vidveis ap6s 8 meses de
armazenamento sob refrigeracdo; melhores resultados foram obtidos em
ensaios em substrato com maior concentracdo de aclcar para capsulas
produzidas com as saidas de gotejamento P200 e P10 e resultado inverso
para capsulas produzidas com erlenmeyer com saida de gotejamento;
capsulas revestidas com camada externa de biopolimero apresentaram
menor liberacio de células em ambos ensaios, atingindo zero UFC.mL™
viaveis e capacidade de retencdo de leveduras superior ao produto
comercial Proelif no ensaio simulando o método Champenoise. A
adicdo de cloreto de sédio na concentracdo de 11,7 g.L™ apresentou
efeito positivo na retencdo celular. A formacdo de membrana de
quitosana na capsula deve ser realizada em uma etapa posterior.
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7 Conclusbes

1

2.

10.

11.

Sistema compreendido por fermentador, sistema de filtracdo e
envase isobarico construido, configurado e funcional.

Limites de temperatura e pressdo do fermentador estabelecidos,
-2 °C a temperatura ambiente e até 4 kgf.cm? Limite de
pressdo do sistema de filtracdo e envase isobarico estabelecidos
em 4 kgf.cm™ e 6 kgf.cm™, respectivamente.

Suco concentrado de macd se apresenta como uma matéria
prima utilizavel para producdo de sidra visto que apresentou
caracteristicas fisico-quimicas similares ao suco de maca fresco
despectinizado.

Cepa de levedura e método de conservacdo influencia o perfil
volatil de sidra. Essas varidveis podem aumentar a producédo de
compostos de off-flavor.

Processamento térmico (70 °C por 20 min.) reduziu a
concentracdo compostos de off-flavor como acidos butanoico e
octandico e etanal e aumentou a concentragdo de compostos de
aroma frutado como o 3-metil butanol, etanoato de etila,
decanoato de etila de sidra fermentada a baixa temperatura e
estocados por 6 meses.

Leveduras viaveis em cépsulas de 4,5 mm de didametro de
alginato de célcio estocadas por 8 meses sob refrigeracao.

Para saidas de gotejamento P200, maior tempo de cura, superior
a 8 horas, ndo apresentou diferenca significativa nas
caracteristicas fisicas da capsula.

Adicao de cloreto de sédio 11,7 g.L™ melhorou a capacidade de
retencdo celular de capsulas produzidas a partir da saida de
gotejamento P10.

Formacdo de membrana de quitosana deve ser realizada em
etapa posterior a elaboracéo das capsulas.

Melhores resultados foram obtidos em ensaios em substrato
com maior concentracdo de aguUcar para capsulas produzidas
com safdas de gotejamento P200 e P10, com zero UFC.mL™ de
leveduras viaveis no liquido para cédpsulas recobertas com
biopolimero.

Cépsulas produzidas com saidas de gotejamento P200 e P10
20h apresentaram menor liberacdo de células que o produto
comercial no experimento simulando o processo Champenoise.
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