Estudo cinético da fermentacao alcodlica de solug¢des diluidas de mel por
células de Saccharomyces cerevisiae

Kinetic study of alcoholic fermentation of diluted honey solutions by

Saccharomyces cerevisiae cells

Cassio Marques Resmim, Ledieli Belmonte Soares, Ricardo Cancian, Marcelo

Marques Tusi"
Universidade Regional Integrada do Alto Uruguai e das Missfes e URI, Av. Batista
Bonoto Sobrinho, 733, Séao Vicente, 97700-000

Santiago, RS, Brasil

‘mmtusi@gmail.com

Resumo

O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia da cepa de levedura e do teor de
sélidos soluveis totais (teor de acucar) na cinética de fermentacdo alcodlica de
solucdes diluidas de mel. O acompanhamento da cinética da reacéo foi realizado por
meio da medicdo da massa de diéxido de carbono liberada. Foram estudadas seis
cepas de levedura, sendo trés da Lalvin (K1-V1116, 71B-1122 e 1C-1118) e trés da
Red Star (Premier Cuvée, Cote des Blancs e Premier Blanc) utilizando mostos com
24 e 34 °Brix. As leveduras Premier Cuvée e Cote des Blancs apresentaram os
melhores desempenhos e a maior sensibilidade ao aumento da concentracdo de
acucar comparadas as demais leveduras estudadas.
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Abstract

The aim of this work was to evaluate the influence of strain of yeast and the total soluble
solids content (sugar content) in the kinetics of alcoholic fermentation of diluted honey
solutions. The accomplishment of the reaction kinetics was performed by weighing of

carbon dioxide weight released. They were studied six strains of yeasts, three from
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Lalvin (K1-V1116, 71B-1122 and IC-1118) and three of Red Star (Premier Cuvée, Céte
des Blancs and Premier Blanc) using honey-must of 24 and 34 °Brix. The yeasts
Premier Cuvée and Coéte des Blancs showed the best performances and the greater
sensibility to the increase of sugar content compared to other yeasts studied.
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INTRODUCAO

O hidromel é definido como uma bebida com graduacéo alcodlica de 4 a 14%
em volume, a 20 °C, obtida pela fermentacéo alcoodlica de solucédo de mel de abelha,
sais nutrientes e agua potavel (BRASIL, 2009). Seu consumo era popular no norte
Europeu, local este que néo oferecia condi¢des propicias para o desenvolvimento da
producgéo de vinho. A partir da importagéo do vinho ser importado a baixo custo de
regides do sul europeu a popularidade do hidromel foi reduzida. Atualmente, o
hidromel ainda € consumido na Inglaterra, Pol6énia, Alemanha, Eslovénia e em paises
africanos como a Etidpia e Africa do Sul (EMBRAPA, 2003).

A falta de avancos cientificos, decorrente dos poucos estudos existentes sobre
a producéo de hidromel, tem feito paises produtores, como a Pol6nia, diminuir a sua
producdo (PEREIRA, 2008). Problemas associados a fermentacdo do mosto e a
maturacdo do hidromel fazem com que a sua producdo se torne economicamente
invidvel. Devido ao elevado teor em aclcares, 0 processo fermentativo € bastante
lento, sendo a variedade do mel, a cepa da levedura, os nutrientes disponiveis e o pH
do meio, variaveis importantes que afetam a producéo e qualidade do produto final
(NAVRATIL, STURDIK, GEMEINER, 2001).

A taxa de fermentacdo pode ser influenciada pelo pH baixo e por uma
combinacao de &cidos que tem origem no mel definidos como caracteristica do mosto
do hidromel, a qual depende, sobretudo da variedade do mel, da cepa de levedura da
composicdo do meio de cultura e do pH extracelular. Os fatores de crescimento, pH,
a temperatura, a cepa de levedura devem ser os mais adequados devido ao elevado
conteado em acucares, sendo o processo fermentativo muito lento (SROKA e
TUSZYNSKI, 2007). Outro problema associado a producdo de hidromel ¢ o stress da

levedura, sendo esse responsavel por sabores indesejados. Essa situacdo €



associada ao meio fermentativo causando efeitos indesejados no crescimento celular
(IVORRA, PEREZ-ORTIN, DEL OLMO; 1999).

Na maioria das fermentag¢Ges alcodlicas, usa-se cepas de Saccharomyces
cerevisiae, individuos eucariontes heterotréficos (ou seja, necessitam de compostos
organicos pré-formados para realizar seu metabolismo), mesofilas com temperatura
Otima de atuacdo na faixa de 25 a 40 °C (BATT e TORTORELLO, 2014). Tais
leveduras possuem a enzima piruvato descarboxilase que auxilia na fermentacdo da
glicose em etanol e dioxido de carbono (CO2) (CAMPBELL, 2007; NELSON e COX,
2011). Dentre as espécies de leveduras alcéolicas, as cepas de Saccharomyces
cerevisiae sdo definidas como mais aptas em referéncia ao consumo acucares
fermentesciveis, conferindo seguranca ao processo fermentativo (CATALUNA, 1984;
JOSHI & PANDEY, 1999). Os individuos dessa espécie apresentam singularidades
gue enaltecem sua preferéncia nos processos fermentativos, como, por exemplo: o
crescimento rapido, utilizacao eficiente da glicose, tolerancias a niveis altos de etanol
e baixos de oxigénio (PISKUR, 2006).

As leveduras tém sido, por muitos anos, objeto de pesquisa e selecdo de forma
a melhorarem a qualidade das bebidas delas derivadas ou, em alguns casos, para
que resultem em produtos com tipicidade regional e/ou com pouca variabilidade entre
safras (LEPE e LEAL, 2004). Tais microrganismos afetam a qualidade da bebida, pois
durante a fermentacdo, metabolizam os acglcares e outros componentes em etanol,
diéxido de carbono e centenas de produtos secundarios que para conferir
singularidades no produto final (FLEET, 2003).

Neste trabalho, os efeitos da cepa de Saccharomyces cerevisiae utilizada e da
concentracdo de aglcar no mosto na cinética de fermentacao de solucées diluidas de
mel foram avaliadas por meio do acompanhamento da massa de CO: liberada,
visando otimizar as condi¢cfes para producdo de hidromel. Trata-se de um trabalho
original, uma vez que ndo existem estudos analisando a influéncia da cepa de

levedura na cinética de fermentacéo.
MATERIAIS E METODOS
Cepas de leveduras analisadas

Foram avaliadas seis cepas de levedura: trés da Lalvin (K1-V1116, 71B-1122

e alC-1118) e trés da Red Star (Premier Cuvée, Coéte des Blancs e Premier Blanc).



Preparag&o dos mostos

O mosto A foi constituido por mel com teor de solidos sollveis totais de 24 °Brix,
engquanto o mosto B foi constituido por mel com teor de sélidos soluveis totais de 34
°Brix. Em ambos os meios, foram adicionados 0s seguintes componentes no mosto:
diidrogeno-fosfato de aménio - (NH4)H2PO4 (0,4 g/L); sulfato de magnésio
heptaidratado - MgS0a4.7H20 (0,08 g/L); tartarato duplo de sodio e potassio -
C4H4KNaOs.4H20 (3,8 g/L), acido tartarico - C4HsOs (1,0 g/L) e hidroxido de célcio —
Ca(OH)2 (1,258 g/L). O pH dos meios foi ajustado em, aproximadamente, 4,3 com

solucédo 5,0 mol/L de acido cloridrico.

Determinacao do pH
A determinacédo do pH dos mostos foi realizada antes da fermentacao utilizando

um pHmetro Digimed modelo DM-22.

Determinacao do teor de sélidos soluveis totais
O teor de solidos soltveis do mosto foi medido antes da fermentagao utilizando

um refratdmetro portatil.

Ensaios de fermentacéo

Cinco gramas (5 g) de levedura liofilizada foram suspensos em 40 mL de agua
destilada a 40 °C. Ap6s um periodo de 15 minutos com agitacdo periddica, a
suspensao de levedura foi transferida para um bal&o volumétrico de 50 mL e o volume
completado com agua destilada a 40 °C.

Os experimentos de fermentacdo seguiram a metodologia descrita por Chagas
et al. (2006). Os ensaios em batelada foram executados em frascos de Erlenmeyer de
125 mL, contendo, aproximadamente, 40 mL de mosto. Os frascos de Erlenmeyer
foram previamente limpos com detergente, agua destilada e alcool iodado e
armazenados em estufa a 100 °C para minimizar os riscos de contaminagao. As
fermentacdes ocorreram nas temperaturas de 20 °C sem agitacdo. O inicio da
fermentacao ocorreu com a adicdo de 4 mL de suspensao de levedura em todos 0s
frascos. Apos inoculacdo da levedura os frascos foram imediatamente pesados e
acondicionados no banho-maria, conforme ilustra as Figura | a e b. Antes da pesagem,

cada frasco teve sua parte externa cuidadosamente seca com papel.
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Figura I. Montagem experimental dos experimentos de fermentacéo. (a) Pesagem
dos frascos apOs incubacdo da levedura e (b) Banho-maria com 0s mostos na
temperatura de 20 °C.

Obtencéao do parametro cinético

Para obtencdo do parametro cinético das fermentacdes, a velocidade de
formacao do CO2 foi acompanhada por meio da pesagem dos frascos em balanca
analitica em fung&o do tempo.

Apos, o logaritmo natural (In) dos valores da massa de CO:2 evoluida na fase
exponencial versus o tempo de fermentacdo foram plotados. A constante de
velocidade da fase exponencial (expressa em h') foi determinada por meio da

inclinacdo da reta que melhor se ajustou aos dados experimentais.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O processo fermentativo pode ser dividido em fase Lag, fase de aceleracao,
fase “log” ou exponencial, fase de declinio e a fase de metabolismo endégeno ou fase
diauxica. A fase Lag é o periodo da fermentagdo em que nenhum crescimento é
observado, pois nesta fase as células de levedura estdo ocupadas em estabelecer o
estado enzimatico necessario para o catabolismo. Na fase de aceleracdo, ocorre
crescimento dos microorganismos sem obedecer uma lei exponencial, sendo que a
producéo de etanol nesta fase é exponencialmente dependente do tempo. Durante a
fase exponencial ou “log” a produgao de etanol é exponencialmente dependente do
tempo. Quando o tempo de exaustao é atingido, a concentracédo da fonte de carbono
esta baixa e o teor de etanol alto, fatores que limitam a velocidade de crescimento.



ApOs o tempo de exaustéo, da-se inicio a fase de declinio onde o numero de células
gue morrem torna-se progressivamente superior ao das que surgem. Finalmente, a
fase de metabolismo endogeno ou fase didauxica reflete basicamente o metabolismo

endogeno das células remanescentes (VOLPE, 1997).

Efeito da cepa de levedura

Foi verificada diferenca na quantidade de CO: evoluida ap6s 12 horas de
fermentacdo com cada uma das cepas estudadas, ou seja, grande diferenca na
velocidade média de formacdo de CO: (velocidade de fermentacdo). A ordem
decrescente de desempenhos observada foi: Premier Cuvée >> Cote des Blancs >>
Premier Blanc = EC-1118 = 71B-1122 > K1V-1112.

A Figura Il apresenta o desempenho de cada levedura na fermentacdo do
mosto de 24 °Brix, a 20 °C, durante 12 horas.
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Figura Il. Desempenho de fermentacgé&o, no periodo de 12 horas, das diferentes
cepas de levedura estudadas.
A Figura lll apresenta as curvas do logaritmo natural da massa de CO2 formada
pelo tempo, evidenciando apenas a porgao linear da curva, ou seja, a fase exponencial

da fermentacéo.
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Figura lll. Fase exponencial das fermentacdes utilizando (a) 71B-1122, (b) EC-1118,
(c) K1V-1116, (d) Céte des Blancs, (e) Premier Blanc e (f) Premier Cuvée.



Pode-se observar que as leveduras, nas condi¢cdes estudadas, alcangcam a fase
exponencial em diferentes periodos. Os periodos da fase exponencial juntamente com

as constantes de velocidade da fase exponencial (k) sdo apresentados na Tabela 1.

Tabela |. Periodos da fase exponencial e constantes de velocidade da fase

exponencial de cada experimento.

Levedura Fase k massa de CO2
exponencial (hh) (9)

71B-1122 de2,5a5,5h 0,172 0,101
EC-1118 de4,0a8,0h 0,122 0,120
K1V-1116 de3,5a75h 0,095 0,069
Coéte des Blancs de 6,0a10,0h 0,163 0,310
Premier Blanc de 7,5a10,5h 0,102 0,118
Premier Cuvée de 7,5a10,5h 0,156 0,554

Entretanto, o fato de uma levedura alcancar a fase exponencial antes ou de possuir
uma maior constante de velocidade da fase exponencial ndo implica em um
desempenho de fermentacao superior, ou seja, nao significa uma maior velocidade de
formacéo de CO2. A ordem decrescente das velocidades da fase exponencial foi: 71B-
1122 > Coéte des Blancs > Premier Cuvée > EC-1118 > Premier Blanc > K1V-1118.

Efeito do teor de sdélidos soluveis totais

A Figura IV apresenta o desempenho de cada levedura na fermentagéo dos
mostos de 24 e 34 °Brix, a 20 °C, durante 12 horas. Pode-se observar que as
leveduras Premier Cuvée e Cote des Blancs apresentaram os melhores desempenhos
e a maior sensibilidade ao aumento do teor de soélidos solUveis totais (ou seja,

concentracéo de agucar) comparadas as demais leveduras (Figura 1V).



0,65

0.60 1 © Mosto A (71B-1122)
©°”7 @ Mosto B (71B-1122)
0,554 A Mosto A (EC-1118) v
050] 4 MostoB (EC-1118) o v
771 o Mosto A (K1V-1116) .
0454 m Mosto B (K1V-1116) v
D 040 * MostoA (Cdte des Blancs) \Y v
~— ] * Mosto B (Céte des Blancs) \Y v
8 0,354 < Mosto A (Premier Blanc) v v v
© 030 @ MostoB (Premier Blanc) v v *
'g "] v Mosto A (Premier Cuvée) - v v v % =
@ 0254 w Mosto B (Premier Cuvée) - v % x
£ 020 v v o *
] v \ A x * X
0,15 - v Y % X * X
; Vo g ¥ L & *
cxfsasibbectein
0,05 %%8$§§g§§§§§
0,00 'j UL T 1 T T T T T T

012é'4'ée7'8'9'10'11'12'
tempo (h)

Figura IV. Desempenho de fermentacéo, no periodo de 12 horas, das diferentes

cepas de levedura estudadas.

A Figura V apresenta dados da fermentacdo dos mostos de 24 e 34 °Brix
utilizando a levedura da Lalvin, 71B-1122. Pode-se perceber que, ao final das 12 horas
de fermentacdo, a massa de CO:z evoluida foi maior para o0 mosto com menor
guantidade de acucar, evidenciando uma maior velocidade média de fermentacdo. A
fase exponencial da fermentacédo para o mosto de 24 °Brix (Mosto A) foi entre 2,0 e
5,0 horas, enquanto a fase exponencial da fermentacédo do mosto de 34 °Brix (Mosto
B) deu-se entre 2,5 e 5,5 horas. A velocidade da fase exponencial da fermentacéo do
mosto B foi ligeiramente maior (k = 0,18224 h1) comparada a fermentagcdo do mosto
A (k=0,17229 h'1).
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Figura V. Graficos da fermentacao utilizando a levedura 71B-1122.

A Figura VI apresenta dados da fermentacdo dos mostos de 24 e 34 °Brix
utilizando a levedura da Lalvin, EC-1118. Ao final das 12 horas de fermentacéo, a
massa de CO: evoluida foi ligeiramente maior para o mosto com maior quantidade de
acucar. A fase exponencial da fermentacao para o mosto de 24 °Brix (Mosto A) foi
entre 4,0 e 8,0 horas, enquanto a fase exponencial da fermentacdo do mosto de 34
°Brix (Mosto B) deu-se entre 4,0 e 7,5 horas. A velocidade da fase exponencial da
fermentacdo do mosto A (k=0,12179 ht) foi quase duas vezes maior que a velocidade
da fase exponencial da fermentagéo do mosto A (k = 0,0724 h1).
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Figura VI. Graficos da fermentacéo utilizando a levedura EC-1118.

A Figura VIl apresenta dados da fermentacdo utilizando a levedura da Lalvin,
K1V-1112. Pode-se perceber que, ao final das 12 horas de fermentagcdo, a massa de
CO:2 evoluida foi praticamente a mesma para os dois mostos. A fase exponencial da
fermentacao para o mosto de 24 °Brix (Mosto A) foi entre 4,0 e 7,5 horas, enquanto a
fase exponencial da fermentacdo do mosto de 34 °Brix (Mosto B) deu-se entre 3,0 e
7,5 horas. A velocidade da fase exponencial da fermentagcdo do mosto A foi
ligeiramente superior (k = 0,0947 h') comparada a fermentagcdo do mosto B
(k = 0,08464 h1).
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Figura VII. Gréaficos da fermentacéo utilizando a levedura K1V-1112.

A Figura VIl apresenta dados da fermentacao dos mostos utilizando a levedura
da Red Star, Cote des Blancs. Pode-se perceber que, ao final das 12 horas de
fermentacado, a massa de CO2 evoluida foi maior para o0 mosto com menor quantidade
de acucar, evidenciando uma maior velocidade média de fermentacdo. Neste caso,
nota-se uma maior influéncia da concentragcdo de acucar no desempenho da levedura.
A fase exponencial da fermentacéo para ambos os mostos foi entre 6,0 e 10,0 horas.
A velocidade da fase exponencial da fermentacdo do mosto A foi ligeiramente maior
(k =0,16301 h'') comparada a fermentacéo do mosto B (k = 0,15455 h1).
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Figura VIII. Gréficos da fermentacéo utilizando a levedura Cote des Blancs

A Figura VI apresenta dados da fermentacdo dos mostos utilizando a levedura
da Red Star, Premier Blanc. Pode-se perceber que, ao final das 12 horas de
fermentacado, a massa de CO:2 evoluida foi maior para 0 mosto com menor quantidade
de acucar, evidenciando uma maior velocidade média de fermentacdo. Neste caso,
nota-se uma maior influéncia da concentragdo de acucar no desempenho da levedura,
comparada as leveduras da Lalvin. A fase exponencial da fermentacdo para ambos
os mostos foi entre 6,0 e 10,0 horas. A velocidade da fase exponencial da fermentacao
do mosto A foi ligeiramente maior (k = 0,10249 h'') comparada a fermentagéo do
mosto B (k = 0,08998 h1).
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Figura VI. Graficos da fermentacéao utilizando a levedura Premier Blanc

A Figura X apresenta dados da fermentacado dos mostos utilizando a levedura
da Red Star, Premier Cuvée. Pode-se perceber que, ao final das 12 horas de
fermentacado, a massa de CO2 evoluida foi maior para o0 mosto com menor quantidade
de acucar, evidenciando uma maior velocidade média de fermentacdo. Novamente,
observa-se uma maior influéncia da concentracdo de acucar no desempenho da
levedura comparado as leveduras estudadas da Lalvin. A fase exponencial da
fermentacao para ambos os mostos foi entre 7,5 e 10,5 horas. A velocidade da fase
exponencial da fermentacdo do mosto B foi ligeiramente maior (k = 0,17923 h?)

comparada a fermentagdo do mosto A (k = 0,15653 h'1).
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Figura X. Graficos da fermentacéo utilizando a levedura Premier Cuvée

Em um estudo similar, Chagas et al. (2008) avaliaram a influéncia de diferentes
condicOes de esterilizacdo e composi¢cdes de mosto para a fermentacéo de solugcbes
diluidas de mel por Saccharomyces cerevisiae, encontrando valores de constante de
velocidade da fase exponencial na faixa de 0,16 a 0,20 h'! indicando valores

comparaveis aos alcancados com as leveduras do presente estudo.

CONCLUSAO



Foi possivel observar que diferentes cepas de levedura apresentam diferentes
cinéticas de fermentacao, sendo tal fato evidenciado pelos diferentes periodos em que
o periodo exponencial foi alcancado e diferentes constantes de velocidade da fase
exponencial. As leveduras Premier Cuvée e Cote des Blancs apresentaram 0s
melhores desempenhos e a maior sensibilidade ao aumento da concentragéo de
acucar comparadas as demais leveduras. Estudos futuros fazem-se necessérios para
avaliar quantitativamente a influéncia de cada parametro bem como o perfil de ésteres
formados e outras caracteristicas pos-fermentacdo para avaliar se alguma das

leveduras se destaca.
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