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Cinética de crescimento de levedura em mosto de cagaita para producéo de bebida
fermentada

Kinetics of growth of yeast in wort of cagaita for production of fermented beverage
Ana C. A. Lopes’. Ismael de O. Pinto?. Clévis M. de Souza®. Alex S. R. Cangussu®. Mara E. S. de Oliveira®

Resumo: Objetivo deste trabalho foi realizar o estudo inicial da cinética de crescimento de levedura para servir como base para
futuros estudos visando determinar a potencialidade do mosto de cagaita como fonte de substrato na fermentacéo alcodlica de
S. cerevisiae visando a producdo de bebida fermentada. Os frutos foram coletados na regido sul do estado de Tocantins e ap6s
clarificacdo foi realizado a inoculagdo com concentracao inicial de 1,8 x 103 Células por ml. Os parametros analisados foram,
pH, teor de sdlidos sollveis e densidade dtica a 550nm e taxa de crescimento celular. Como resultados observamos que o TSS
inicial apresenta valor bem acima do encontrado em outras frutas como caja, melancia e caju, os valores de pH inicial do mosto
encontra-se abaixo da maioria dos dados da literatura e abaixo do considerado ideal para o crescimento de leveduras e ainda
que a velocidade de crescimento abaixo da maioria dos dados disponiveis na literatura sdo possivelmente decorrentes de
fatores nutricionais ou em relacéo a cepa utilizada.

Palavras-chaves: Eugenia dysenterica, fermentagdo submersa, bebida.

Abstract: The objective this work was the initial study of growth kinetics of yeast to serve as a basis for future studies to
determine the potential of the wort cagaita as a source of substrate in the fermentation of Saccharomyces cerevisiae aimed at
producing of fermented drink. Fruits were collected in the southern state of Tocantins and after clarification was conducted
inoculation with initial concentration of 1.8 x 103 cells per ml. The analyzed parameters were pH, soluble solids, and optical
density at 550nm and cell growth rate. As a result we observe that the initial TSS presented value well above that found in
other fruits like caja, watermelon and cashew, the values of initial pH of the wort is below the majority of the literature data
and below the considered ideal for the growth of yeasts and although the growth rate was lower than most of the data available
in the literature is possibly arising from nutritional factors or relative to the strain used.
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INTRODUCAO

Devido a grande diversidade de frutas tropicais existente
no pais, podemos observar o surgimento de diversos trabalhos
com o enfoque na producédo de bebidas fermentadas de varias
frutas, tais como: caja, figo da india, jaca e melancia.
(TORRES NOTO ET. AL., 2006; CHAGAS, 2008; ASSIS
NETO, 2010; FONTAN, 2011). Tais trabalhos surgem da
necessidade de melhorar o aproveitamento destas frutas bem
como para agregacdo de valor as mesmas, possibilitando
assim o surgimento de novas fontes de obtencéo de renda.

Entre as leveduras mais utilizadas na fermentagdo
alcodlica, Saccharomyces cerevisiae merece destaque
principalmente por seu vasto uso em diversos processos
dentre os quais panificacdo, cervejaria, destilaria, entre outros
e seu uso foi possivel desde entdo, devido a sua capacidade de
converter rapidamente aclcares em etanol, acidos organicos e
gas carbonico (NEVES, 2006).

O processo de fermentagdo alcoodlica realizado por S.
cerevisiae é resultado da transformacdo dos aglcares
redutores presentes no mosto em alcool, didxido de carbono
(CO2) e em menor escala glicerdis, &lcoois superiores,
aldeidos, ésteres e acetatos. Tais compostos minoritarios
conferem coloracdo e sabor caracteristicos da bebida
fermentada (GAVA, 1984; FONTAN, 2011; JANZANTTI,
2004).

Segundo a legislacéo brasileira, fermentados de fruta s&o
bebidas com graduacgdo alcodlica que varia de 4 a 14% v/v a
20°C, obtidos a partir da fermentacdo de mosto de fruta s,
fresca e madura de uma Unica espécie, do respectivo suco
integral ou concentrado, ou polpa, que podera nestes casos,
ser adicionado de agua. (BRASIL, 2009).

A cagaita (Eugenia dysenterica) é uma arvore frutifera
que ocorre no cerrado ou cerradao e frutifica entre outubro e
dezembro. Com até 10 m de altura e com frutos globoso,
amarelo-claro e levemente acidos sdo muito apreciados e seu
uso alimentar é amplo. De acordo com Calbo (1990), pode ser
utilizado na fabricacdo de vinagre, alcool, geleias e sorvetes
sendo consumido principalmente na forma in natura.
(RIZZINI, 1971)

Desta forma, o objetivo deste trabalho é realizar o
estudo inicial da cinética de crescimento de levedura para
servir como base para futuros estudos visando determinar a
potencialidade do mosto de cagaita como fonte de substrato
na fermentacdo alcodlica de S. cerevisiae visando a producéo
de bebida fermentada.

MATERIAL E METODOS

O experimento de producdo da bebida fermentada de
cagaita foi conduzido no Laboratério de Processamento de
Produtos Agropecuarios e de Biotecnologia ambos da
Universidade Federal do Tocantins, Campus Universitario de
Gurupi.

A coleta dos frutos foi realizada na regido sul do
estado de Tocantins, no municipio de Figueiropolis. Os frutos
maduros, de caducidade espontanea, foram coletados no chéo,
manualmente.

Para o preparo do mosto e realizacdo do experimento
foram selecionados somente frutos maduros de bom aspecto
(sem injuria fisica, podriddo ou contaminagao visivel).

Apos a selecdo, os frutos foram lavados em agua
clorada, para eliminacdo dos possiveis microrganismos
existentes, e enxaguados em agua corrente.

A polpa foi obtida por meio do despolpamento
manual, seguida de passagem em peneira, para a remocao das
sementes, e coada para a separacdo do bagaco. A polpa foi
embalada em sacos plasticos e congelada a -10°C sem aditivo
quimico até seu uso nos experimentos.

Para a preparacdo do mosto a polpa foi descongelada,
por 12 horas, a temperatura ambiente (28°C).

Devido a turbidez da polpa, e com objetivo de facilitar
a quantificacdo direta e indireta do crescimento microbiano
através da medida da densidade Otica e quantificacdo de
células, ap6s o descongelamento da polpa, foi realizado sua
clarificacdo por centrifugacdo a 2.500 rpm por 7-8 minutos.

Apo6s a centrifugacdo a polpa foi sulfitada com a
adicdo de metabissulfito de potassio na proporc¢do de 0,1g.L-
1. O metabissulfito foi adicionado uma Unica vez antes da
adicédo do inéculo.

O microrganismo utilizado neste experimento foi
obtido através de fermento biolégico comercial liofilizado
para panificagdo (marca Fleischmann®) proveniente do
comercio local da cidade de Gurupi — TO.

A fracgdo inicial do mosto foi preparada com 10% v/v
com adi¢do de 0,75 g.L-1 de fermento biol6gico com a qual
se obteve uma concentracdo inicial de 1,8 x 103 Células por
ml. O mesmo foi mantido a 28°C por 12 h em reator dotado
de bodoque para minimizar a entrada de oxigénio e evitar
contaminagdes sob agitacdo constante em placa agitadora de
bancada a 160 rpm até a inoculagéo.

O indculo foi transferido ao fermentador principal
constituido por um erlenmeyer de 500mL contendo 300mL de
volume de trabalho, o cultivo foi realizado a baixa
concentracdo de oxigénio em placa agitadora a 160 rpm a
28°C.

Durante o processo fermentativo foram coletadas
aliquotas em intervalos constantes a cada hora durante a
observacdo da fase lag — 8 primeiras horas — e com inicio da
fase log as aliquotas passaram a ser retiradas a cada trinta
minutos — entre a 82 e a 202 hora.

Os parametros analisados foram, pH obtido por
medicdo direta com uso de pHmétro de bancada, teor de
solidos solUveis totais expresso em °Brix medido com
refratometro de bancada e densidade Otica a 550nm me em
espectrofotdmetro.

Durante a fase exponencial de crescimento celular no
processo fermentativo, a taxa de crescimento é proporcional a
concentracdo celular. Admitindo-se que nessa fase a
velocidade especifica de crescimento celular é constante, ela
pode ser determinada a partir da Eq. 1 (STROPPA et al.,
2009):

Eg. ldx/dt=pX=InX=InX_0+u.t

Onde p ¢é a Velocidade Especifica de Crescimento (h-1).

A quantificacdo de células foi determinada por
contagem em cémara de Neubauer. As amostras foram
retiradas do fermentador e procedeu-se diluicdo seriada em
agua peptonada com posterior homogeneizacdo dos tubos em
agitador do tipo vdrtex. Azul de metileno (0,1%) foi
adicionado para a coloracdo de células inviaveis e a contagem
foi realizada em microscépio 6tico.
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RESULTADOS e DISCUSSAO

A Figura 1 apresenta a curva de crescimento de
levedura avaliado pela densidade 6tica — método indireto — e
contagem de células por mL — método direto. Observa-se que
a quantificacdo por ambos os métodos apresenta um perfil
cinético semelhante demonstrando sua equiparidade.

Analisado o perfil cinético podemos observar que
houve a presenca da fase de laténcia (lag) entre o periodo de
inicio do processo até a 5% hora. Estre intervalo é
caracterizado pela sintese de enzimas necessarias ao
metabolismo e pela adaptagéo da levedura ao meio sendo néo
apresentando um crescimento celular significativo torando-se
indesejavel e mostrando que o procedimento de inoculagdo
adotado ndo foi bem sucedido. Tal fato pode ser caracterizado
principalmente pela baixa concentracdo de células viaveis
presentes no inoculo (SCHMIDELL et al., 2001).

A segunda fase caracterizada pela transicdo e inicio do
crescimento celular, situa-se entre a 5% e a 122 hora onde
podemos observar um crescimento gradual do nimero de

células bem como elevagdo da densidade ética do meio, fato
ocasionado devido a adaptacédo da levedura ao meio.

A fase exponencial (log) situada entre a 122 hora é o
fim da andlise dos dados, é caracterizada pela méaxima
velocidade de crescimento celular, periodo onde as células se
reproduzem intensamente com taxa especifica de crescimento
maxima devido a alta disponibilidade de nutrientes.

A fase de declinio, que indica a perda irreversivel da
capacidade de divisdo celular levando a uma elevada taxa de
morte da levedura ndo chegou a ser registrado neste trabalho.

O mosto de cagaita clarificado utilizado apresentou
TSS (Teor de Sdlidos Soluveis Totais) inicial de
7,6°Brix.Valor bem acima do encontrado em frutas como
caja, melancia e caju que possuem TSS inicial de 4,00, 6,00 e
0,00 respectivamente (TORRES NETO et al., 2006;
CHAGAS, 2008; ASSIS NETO, 2010; FONTAN, 2011).

Ainda vale ressaltar que o pH inicial do mosto (3,12)
encontra-se abaixo da maioria dos dados da literatura e abaixo
do pH considerado ideal para o crescimento de leveduras que
segundo Lopes et al.(2005) que se situa entre 4 a 4,5.

Figura 1. Curva de Crescimento de Levedura: relacdo entre densidade 6tica a 550nm e Biomassa (Cel/ml).
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Analisando os resultados da Figura 2 verifica-se que
durante o processo fermentativo houve um constante declinio
do teor de solidos solGveis em decorréncia do consumo do
substrato pelo microrganismo para producdo de biomassa,
cidos orgénicos e etanol até atingir niveis proximos de 5,9°

Brix apés 19 horas de fermentacdo. Apesar de a coleta ser
realizada até a 20% hora, ainda observa-se uma tendéncia de
continuidade do crescimento celular evidenciado pela curva
de crescimento e ao ndo esgotamento de substrato no mosto.

Figura 2. Consumo de Sacarose e Aumento da Densidade Optica 550nm em funcéo do tempo de fermentacéo.
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A Figura 3 mostra as varia¢fes do pH e da densidade 6tica
550nm durante o processo fermentativo. Pode-se observar
que o pH decresceu de 3,17 para 2,89, e em contrapartida, o
crescimento celular evidenciado pela leitura realizada ainda

continua exponencialmente crescente até o final do periodo.
Esta reducéo no pH é resultado principalmente do aumento da
acidez total ao longo do processo fermentativo e sdo
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decorrentes da producdo de acidos organicos, como acido
latico e succinico pelas leveduras (BORZANI et al.,1983).

Podemos observar que mesmo a faixa de pH do ensaio
estando fora do considerado ideal para o crescimento da
levedura — 4 a 4,5 — (LOPES et al., 2005), ndo ouve inibicdo
do crescimento. Ha duas possibilidades para explicar tal fato,
a primeira se refere a tolerancia da cepa inoculada a baixos
valores de pH e elevadas concentragdes de 4&cidos no
substrato e a segunda estaria associada a presenca de
leveduras selvagens ja presentes no mosto antes da inoculagéo
também com tal tolerancia.

Esta resisténcia influéncia diretamente na acidez do
produto final e esta relacionado com a estabilidade e
coloracdo da bebida fermentada favorecendo assim a
qualidade e aceitacdo comercial do produto e diminuicdo da
probabilidade de contaminacao consequentemente
aumentando a durabilidade do produto (RIZZON et al.,
1994).

Com base na cinética de crescimento realizada pela
levedura no mosto de cagaita foi possivel calcular a
velocidade de crescimento celular pma. Sendo essa obtida
pelo coeficiente de inclinagdo da reta encontrado na Figura 04
a qual é de 0,1801 h™. O coeficiente de correlacdo (R?) da
regressdo linear pode ser considerado elevado (0,9898),
mostrando bom juste aos dados experimentais.

Em comparagdo a revisdo sobre parametros cinéticos
elaborada por Alves (1996) em que ele relata valores de pmax
entre 0,19 e 0,64 h™ este trabalho apresenta um [y, baixo
(0,1801). A velocidade especifica de crescimento pode ter
sido influenciada por fatores nutricionais inerentes do mosto
bem como as condicfes de cultivo tais como aeragdo, pH, e
temperatura. Também devido a mesma ser oriunda de cepas
utilizadas na panificacdo, pois essas sdo especializadas
principalmente na producdo de gas carbbnico ao contrario de
leveduras utilizadas para a producdo de etanol na vinificacéo.
(SCHMIDELL et al., 2001).

Figura 3.Variacio do pH e da Densidade Otica , em funcéo do tempo de fermentacéo.
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Figura 4.Dados de log Natural do valor de Biomassa versus Tempo para determinagdo de pmax.

Tempo (Horas)

2 —_
L y=0,1801x-1,76
1+ R?=0,9898
;5; T
= 0
1+
2 L
CONCLUSOES
O TSS inicial apresenta valor bem acima do

encontrado em frutas como caja, melancia e caju,
demostrando a potencialidade da polpa de cagaita para sua
utilizagdo como substrato na producédo de bebida fermentada;

O pH inicial do mosto encontra-se abaixo da maioria
dos dados da literatura e abaixo do pH considerado ideal para
0 crescimento de leveduras;

A velocidade de crescimento celular baixa
possivelmente é decorrente de fatores nutricionais ou em
relagdo a cepa utilizada;
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