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RESUMO

AMARAL, Aramélia Karam. Selegdo de cepas de Saccharomyces cerevisiae
para produgio de bebida fermentada de jabuticaba {Myrciaria jaboticaba).
2004. 128p. Dissertagio (Mestrado em Microbiologia Agricola) ~ Universidade
Federal de Lavras, Lavras, MG."

O estudo para a selegio de cepas de Saccharomyces cerevisiae visando a
produgio da bebida fermentada de jabuticaba (Myrciaria jaboticaba), foi
dividido em duas fases. Primeiramente selecionou-se o0 meio de cultivo ideal
para o crescimento das cepas, o crescimento de cada cepa individualmente no
meio previamente escolhido e a confecgio das curvas de crescimento para os
isolados que apresentaram melhores rendimentos (UFC/mg agucar redutor). A
segunda fase foi avaliar a capacidade fermentativa das cepas de S. cerevisiae,
com posterior andlise quimica e sensorial das bebidas produzidas. O
experimento foi realizado no Depantamento de Biologia, no setor de
Microbiologia, da Universidade Federal de Lavras (UFLA). Os isolados de S.
cerevisiae utilizados, codificados como CA116, CA1174, CA1183 e CAl162,
eram pertencentes & colegdo do Laboratorio de Fisiologia de Microrganismos.
Os frutos de jabuticaba sabarid foram coletadas na Fazenda Bocaina, no
municipio de Brumadinho, MG. Para a avaliagdo de crescimento celular foi feito
o plagueamento das amostras em meio sintético YW. O consumo de agicares
redutores foi avaliado pelo método de DNS e a aferigio do °Brix (teor de solidos
sohiveis) foi feita com auxilio de refratémetro digital. Para a fermentagéo
vtilizou-se polpa de jabuticaba diluida a 10 °Brix e autoclavada. Resultados
obtidos indicaram que a polpa de jabuticaba diluida a 5° Brix e autoclavada por
15 min a 121°C, quando comparada com os meios sintéticos testados (YW e
YEPG), apresentou os methores resultados sendo indicada para a produgio do
inoculo. Os isolados CA1174, CA1183 e CA1162, obtiveram os maiores
rendimentos (UFC/mg de agicar redutor), sendo avaliados posteriormente
quanto 3 capacidade fermentativa. O tempo de fermentagdo foi de 5 dias para os
isolados CA1183 e CA1174 e 9 dias para o isolado CA1162. A bebida
produzida apresentou baixo teor alcodlico, teor de agicar e acidez. Por
cromatografia gasosa (CG), foi detectado concentragbes de alcool isoamilico e
tragos de metanol nas bebidas. A anilise sensorial indicou ser a bebida
produzida pelo isolado CA1174 a de melhor aceitagdo, sendo este, portanto,
indicado para a fabricacdo da bebida fermentada de jabuticaba.

* Comité orientador: Rosane Freitas Schwan - UFLA (Orientadora), Disney
Ribeiro Dias - UNILAVRAS



ABSTRACT

AMARAL, Aramalia Karam. Selection of sirains of Saccharomyces cerevisiae
for the production of fermented jaboticaba beverage (Myrciaria jaboticaba).
2004, 128 p. Dissertation (Master in Agricultural Microbiology) — Federal
University of Lavras, Lavras, MG*

The study for the sclection of Saccharamiyces cerevisiae strains aiming at the
production of the fermented jaboticaba beverage (Myrciaria jaboticaba) was
divided into two phases. First, it was selected the optimum culture medium for
strains growth and them evaluated the growth of each strain in the previously
chosen medium and the of growth curves of the isolates which presented the best
yields (CFU/mg of reducing sugar). The second phase was to evaluate the
fermentative capacity of the Saccharomyces cerevisiae strains with posterior
chemical and sensorial analysis of the beverages produced. All the experiments
were undertaken in the Biology Department in the Microbiology sector of the
Federal University of Lavras (UFLA). The isolates of S. cerevisiae, codified as
CA 116, CA 1174, CA 1183 and CA 1162, belonged to the collection of the
Microbial Physiology Laboratory (UFLA). The Sabard jaboticaba fruits were
collected at the Bocaina Farm in the town of Brumadinho, MG. it was evaluated
the cellular growth by plating of the samples in the YW synthetic medium.
Consumption of reducing sugars was assessed through the DNS method (Miller,
1959), gauging of o °Brix (soluble solids' content) was done with the aid of
digital refractometer. For fermentation process, jaboticaba pulp diluted at 10
°Brix and autoclaved was utilized. In the final beverage, alcohol content, total
and volatile acidity, tannin and pectin content were cvaluated. Results obtained
indicated that the jaboticaba diluted at 5° Brix and autoclaved for 15 minutes at
121 °C as compared with the synthetic media tested (YW and YEPG) presented
the best results, so it was indicated for the production of the inoculum. The
isolates CA1174, CA1183 and CA1162 reached the highest yields (CFU/mg of
reducing sugar), and they were cvaluated afierwards in relation to their
fermentative ability. The fermentation time was of 5 days for the isolates
CA1183 and CAl174 and 9 days for the isolate CA1162. The beverage
produced presented a low alcohol content, sugar content and acidity. The Gas
Chromatography analysis indicated high concentrations of isoamilic alcohol and
traces clements of methanol in the final beverages. The sensorial analysis
indicated the isolate CA1174 produced beverage with high score of acceptance,
and therefore, indicated for the manufacture of the fermented jaboticaba
beverage.

* Guidance Committee: Rosane Freitas Schwan — UFLA (Adviser), Disney Ribeiro Dias
— UNILAVRAS .
7]




1 INTRODUCAO GERAL

O vinho é uma bebida alcodlica, resultante da fermentagdo de uvas
frescas, sis e maduras, por intermédio de microrganismos chamados de
leveduras, as quais transformam o agicar em dlcool ¢ numa série de elementos
secundarios em quantidades variadas, de modo que o produto adquira
caracteristicas proprias que o identificam como uma das bebidas mais
requisitadas (Rosier, 1995).

A histéria da produgdo de vinho acompanha a histéria da civilizagdo.
Acredita-se que o vinho ji era fabricado, no Caucaso e na Mesopotimia, hd 8
mil anos e ha cerca de 4 mil anos na Grécia. Os conquistadores romanos
aprovaram a bebida e aprenderam a receita. Por volta de 3 mil anos atras, o
vinho ji era consumido na Itdlia, Franga, Espanha, em Portugal ¢ Norte da
Afica (Panek, 2003).

O Brasil é um grande produtor de frutas para consumo “in natura”,
entretanto, devido a problemas de processamento pos-colheita, a maior parte
destas frutas ¢é desperdigada gerando prejuizos para o produtor. Uma das
maneiras vidveis de diminuir o desperdicio e acrescentar renda para o produtor ¢
a comercializagio das frutas transformadas em produtos industrializados como
geléias, sucos e vinhos. Com estas possibilidades, aumenta o interesse pcla
elaboragio de projetos de pesquisa que visem testar a eficiéncia de
microrganismos na fermentagdo da bebida, usando diferentes polpas de frutas
como substrato, bem como a sua andlise final para posterior langamento no
mercado. Frutas que ndo possuem qualidade para serem comercializadas in
natura € que, na maioria das vezes, sdo descartadas, poderiam ser aproveitadas
para a fabricagio de bebidas fermentadas.

As jabuticabeiras sdo originarias do Brasil e apreseniam dispersdes

naturais, sendo comumente encontradas nos quintais de casas, sitios ¢ fazendas,



apresentando tipos diferentes de plantas e de frutos em muitas regides. Seu fruto
¢ do tipo baga, redonda ou amedondada, com polpa esbranquigada, doce,
envolvendo de 1 a 4 sementes. As jabuticabeiras frutificam uma duas vezes por
ano, sendo quc a jabuticaba sabara pode produzir até trés colheitas anuais. A
produgdo ¢ altamente variavel, podendo oscilar de 50 a 200 kg/planta (Soares et
al,, 2001).

O vinho de jabuticaba tem sido fabricagdio de modo extremamente
caseiro e empirico. O processo fermentativo € oriundo da fermentagdo
espontinea com microrganismos contaminantes, por meio de adaptagdes do
processo de fabricagdo de vinhos de uva. Até o presente ainda ndo se tem
conhecimento do registro de vinhos de jabuticaba que tenham controle durante a
sua elaboragdio. Uma definigdio tanto de cepas de leveduras apropriadas para a
fermentagdio quanto do processo seria de extrema importincia para evitar
desperdicios da fruta, gerar lucros e valorizar a fruticultura do nosso pais, além
de preservar a espécie.

O estudo cm questdo tcve como objetivo a sclegdo de cepas de
Saccharomiyces cerevisiae para a obtengio da bebida fermentada de jabuticaba,
com base nas caracteristicas fisiolégicas e capacidade fermentativa em polpa de

jabuticaba, bem como a anélisc quimica ¢ sensorial da bebida obuda.



REFERENCIAL TEORICO

2.1 Jabuticabeira

A jabuticaba é conhecida pelos povos civilizados hi4 mais de quatro
séculos. Fruta nativa, foi chamada pelos Tupis de lapoti’kaba, que quer dizer
“fruta em botdo”, numa referéncia a4 sua forma arredondada. Os indigenas
saboreavam-na in natura, além de preparar uma bebida fermentada. Segundo
Soares et al. (2001), a sua floragdo e, conseqiientemente, sua frutifica¢io, muitas
vezes, saem da raiz, continuando pelo tronco, galhos e ramos, o que lhe confere
beleza e utilidade.

A jabuticabeira é uma espécie originada do centro sul do Brasil,
apresentando tipos diferentes de plantas e de frutos em muitas regides. Ela ¢
cultivada do extremo sul ao extremo norte do Brasil, praticamente em todos os
estados, havendo plantas em produgio desde o estado do Rio Grande do Sul até
o estado do Amapa (Manica, 2000).

Pertencente a familia Myrtaceae e género Myrciaria, sio conhecidas
apenas cinco espécies de jabuticabeira: Myrciaria peruviana var trunciflora
(Berg) Mattos (jabuticaba de cabinho), Myrciaria cauliflora (DC.) Berg.
(jabuticaba paulista), Myrciaria jaboticaba (Vell) Berg. (jabuticaba sabara),
Myrciaria spirito-santensis Mattos e Myrciaria aureana Mattos (jabuticaba
branca) (Soares et al., 2001). A arvore é de porte médio, com um belo formato e
muito vistosa, apresentando grande tendéncia em formar galhos. Estes iniciam a
formagdo no tronco da planta, chegando, em certas variedades, a constituir uma
copa densa e fechada, o que pode dificultar muito a colheita (Figura 1) (Manica,
2000).

Os frutos, que sdo produzidos em pequenos cachos, ao longo do tronco,
possuem didmetro de 1 a 4 cm, casca grossa, que se torna fina e de coloragdo

negra quando os frutos estdo maduros (Figura 2). A polpa € branca, de sabor



subacido e cada fruto possui de uma a quatro sementes (Andersen & Andersen,
1988). As tabelas 1 e 2 apresentam a composigdo da polpa de 100g de Myrciaria
cauliflora (Vell) Berg e de Myrciaria jaboticaba, conhecida populanmente como
jabuticaba sabara; e Myrciaria cauliflora (Mart) Berg., denominada Jjabuticaba

acu ou paulista (Mattos, 1983).

TABELA 1 Composigéio da polpa de 100g de frutos de Myrciaria cauliflora

Caracteristicas Quantidade
Proteina 1,0g
Calcio 13mg
Fosforo 14 mg
Ferro 1,9 mg
Vitamina B, 0,06 mg
Vitamina B, 0,16 mg
Vitamina C 12 mg
Calonias 43 Kcal

Fonte: Jabuticaba (1990)

TABELA 2 Composigdo da polpa de 100g de frutos de Myrciaria jaboticaba

Caracteristicas Quantidade
Sélidos soliveis g
Acidez total (como #cidos citrico) 1,241 g
Relago solidos soliveis/acidez 11,28 g
Aclcares totais 10,87 g
Agucares redutores 9,40 g
Acucares nio redutores 147g
Vitamina C 117,50 mg

Fonte: Manica, 2000



O fruto da jabuticabeira apresenta potencial de mercado tanto para
consumo in hatura como para industrializagio, sendo sua comercializagio
prejudicada por sua perecibilidade (Mendon¢a, 2000). Segundo Manica (2000),
tudo que se pode fazer com a uva, pode-se da mesma forma fazer com a
jabuticaba, que fornece ao consumidor produtos de qualidade, como: aguardente,
compota, geléia, jeripoga (espécie de vinho artificial, de mais facil preparo),
licor, suco, xaropes (para preparo de sorvetes ou refrescos), vinagre e vinhos. A
jabuticaba também ¢ utilizada na fabricagéio de um extrato que serve como
corante de vinho ¢ vinagres, substituindo flores de sabugueiro, malva e papoulas,

que sdo importadas.



FIGURA |  Arvores de Myrciaria cauliflora (jabuticaba Sabaré), na Fazenda
Bocaina, Brumadinho, MG. A- Area de coleta das frutas; B-
Detalhe das arvores de Myrciaria cauliflora



FIGURA 2 Detalhes do desenvolvimento de frutos de jabuticaba Myrciaria
cauliflora (jabuticaba Sabard) desde o botdo floral até a
maturacao.



2.2 Processo de vinificaciio

O processo de vinificagio tem sua origem na antiguidade. Os estudos
cientificos sobre o processo comegaram com Louis Pauster, que demonstrou que
os vinhos eram produzidos pela fermentagdo alcodlica do suco de uva pelas
leveduras (Fleet, 1997). Por vinificagfio entende-se aplicagio de um conjunto de
técnicas e operagdes conhecidas com o objetivo de se obter o vinho por meio da

fermentagdo controlada do mosto de uva (Rosier, 1995).

As principais operagdes envolvidas no processo de vinificagdo (em

branco e tinto) estdo listadas a seguir.

Pisa ou esmagamento:

O esmagamento tem por finalidade dilacerar as bagas para melhor
extragdo do suco, sem, no entanto, provocar o esmagamento de sementes €
engagos também objetiva permitir uma boa dissolugéo de matérias corantes € de
taninos contidas na casca dilacerada (vinificagdo em tinto) e provocar intensa
aeragiio do mosto antes do inicio da fermentagéio, para formar o meio bastante

favoravel 2o desenvolvimento de leveduras (Hashizume, 2001).

Desengace

O desengace proporciona a obtengdo de vinhos mais sadios e aromaticos
¢ saborosos e consiste na separagio do engago das bagas (Pato, 1982). O engago
pode conferir caracteristicas indesejdveis ao vinho (Hashizume, 2001), visto que
a grande maioria das substdncias adstringentes, que ddo aspereza ao vinho, se
concentra nestes (Pato, 1982). O ideal € que primeiro separe a engace e depois
esmague as bagas, de modo que seja retirado o minimo de tanino, o qual é
principalmente fornecido pela matéria verde e facilita o processo oxidativo

indesejavel (Rosier, 1995).



Prensagem das uvas

E uma operagio realizada em bagago niio fermentado (vinhos brancos)
ou fermentado (vinhos tintos), mas sempre necessaria, a fim de efetuar a melhor
extragdo dos componentes da casca, como também para aumentar o rendimento
do mosto e do vinho. Com a prensagem moderada obtém-se o vinho de lagrima,
de melhor qualidade, rico em aroma e tanino nobre. Com a prensagem mais
energética obtém-se o vinho de prensa, que é concentrado em todos os

nutrientes, menos em élcool (Hashizume, 2001).

Obtengdo do mosto

Mosto é o resultado do esfacelamento da polpa, tendo inicialmente a
constitui¢io semelhante 8 mesma (Pato, 1982).

O mosto de fiutas, em geral, é um produto rico em substéncias, sendo
assim um meio nutritivo para o desenvolvimento de microrganismos, como
fungos e bactérias indesejaveis. Para a produgio de vinho de boa qualidade
deve-se, portanto, evitar que estes microrganismos invadam o mosto (Pederson,
1971).

O rendimento em mosto ¢ extremamente varidvel de uma cultivar a
outra € para uma mesma cultivar. Aumnentos importantes podem ocorrer durante
a fase de maturagio da uva, principalmente em conseqiiéncia de precipitagdes
pluviométricas intensas (Rizzon et al., 1999).

Os elementos existentes num vinho se agrupam em trés categorias
conforme a sua origem: 0s ji existentes no mosto, os formados durante a
fermentagdio e os dissolvidos durante a fermentagdo. Também ha certos produtos
que aparecem no mosto ou deixam de existir nos vinhos, por motivo de
transformag#o, evaporagéo, coagulagio e precipitagio (Pato, 1982).

O preparo do mosto é operagio de importincia fundamental. Ele ¢

responsavel pelo sucesso da elaboragio do vinho. Quando mal preparado, pode
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carrear substincias e residuos indesejaveis, como bagacilhos, sujeitos a outras
transformagdes ¢ decomposigdes que afetam a qualidade do vinho, perdendo-se
a produgéio (Moretto et al., 1988).

Duas operagdes importantes sio envolvidas no preparo do mosto, as

quais s3o descritas a seguir.

Chapializagao

A adigiio de sacarose pode ser aplicada para aumentar a concentragéo
dos agiicares fermentesciveis do mosto (Hashizume, 2001). Segundo Rizzon et
al. (1986), ndo devem ser utilizados agiicar mascavo, dlcool de cana ou graspa,
pois estas substancias prejudicam a qualidade do vinho.

De acordo com Hashizume (2001), deve-se adicionar 17 g de agicar por
litro de polpa ou suco de fruta, para aumentar 1°GL na produgdo de 4lcool
etilico, quando a vinificagio ¢é efetuada @ baixa temperatura. Como na
vinificagdo em tinto a temperatura de vinificago ¢ mais alta, deve-se adicionar,
na pratica, 18 g/L. A dissolug@io de agicar deve ser efetuada antes da adigdo ao
mosto, pois, se adicionado diretamente no mosto, a sua solubiliza¢do ¢ mais
dificil, favorecendo o depésito de parte no fundo do recipiente (Hashizume,
2001).

Segundo Corraza et al. (2001), 2 graus Brix produzem,
aproximadamente, 1 °GL ap6s a fermentagéo.

Segundo Brasil (1997), a quantidade de agucar adicionada deve ser, no
méaximo, igual ao teor de agiicar da fruta.

O decréscimo do °Brix no sobrenadante da fermentagio ¢ a medida de
conversio de glicose em alcool. Os sélidos dissolvidos contribuem para a
gravidade especifica, sendo que a gravidade decresce quando o agicar €
convertido em alcool e CO, (Narendranath et al., 1997).
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Sulfitagem

A utilizagfio de certas substincias quimicas em enologia proporciona
melhor dominio ao processo de fermentagio e maior seguranga de obtengdo de
bons vinhos. A justificativa para a sulfitagem é que, no mosto, ndo existem
apenas boas leveduras e nem somente leveduras; portanto, existem
microrganismos bons e outros nocivos ao processo direcionado de vinificagdo
(Rosier, 1995).

A sulfitagio tem por objetivo principal inibir o desenvolvimento de
microrganismos  contaminantes oriundos da fruta. Entretanto, esse
microrganismo ndo ¢ destruido, permanecendo s6 em estado latente, o que
possibilita a inoculagio do mosto com Jeveduras selecionadas ou desejadas em
plena atividade, as quais dominam rapidamente as selvagens (Hashizume, 2001).

Segundo Rizzon et al. (1986), a sulfitagem proporciona a selegdio de
leveduras de melhor qualidade e que apresentam uma maior capacidade de
produgdo de dlcool, evitando que sobre agiicar no vinho apés a fermentagdo.
Possui fungdio anti-oxidante, ou seja, é capaz de captar todo o oxigénio do meio
onde se encontra ao transformar sulfitos em sulfatos, protegendo as substéncias
corantes e aromaticas do vinho (Rosier, 1995) e agdo anti-oxidésica, blogueando
a agdo de enzimas da podriddo dos cachos, ndo permitindo com isso uma maior
turvagdo do mosto (Rosier, 1995; Rizzon et al., 1986).

Segundo Hashizume (2001), a dose utilizada de SO, (3 a 10g/hl de
mosto) varia em fungdo da maturagdo da uva, seu estado sanitério, temperatura,

teor de aglcar e acidez.

Remontagem
Remontagem ¢ o ato de fazer o vinho sair de uma posigdo estética pela
retirada da parte inferior do liquido nos recipientes € sua colocagdo na parte

superior do mesmo (Pato, 1982), para evitar, no caso de vinhos tintos, que a
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parte sélida que sobe & superficie pela presséo da fermenta¢@io néio resseque,
facilitando assim o aparecimento de bactérias (Rizzon et al., 1986).

As primeiras remontagens devem ser realizadas durante a fermentagio
na fase tumultuosa e visam favorecer a multiplicagio das leveduras,
homogencizar sua populagdo no meio ¢ quando se tratar de vinhos tintos,
favorecer a extragio de substancias corantes (Pato, 1982), uniformizar o teor de

agucar e a temperatura (Hashizume, 2001).

Trasfega

Trasfega ¢ o ato de deslocar o vinho de um recipiente para outro,
visando separa-lo das precipitagdes que, ao término da fermentagio, devido ao
esgotamento do agiicar e conseqiientemente paralisagdo da liberagdo de CO;,
decantam por agiio da gravidade. O depésito recebe o nome de borra € esta é
composta de vestigios de casca de uva, pequenas sementes, leveduras, pectinas,
mucilagens, terra, 4cidos e outras substéincias solidas que compuseram o mosto
(Rosier, 1995).

Segundo Flett (1997), deixar o vinho em contato com a borra por um
longo periodo ndo é recomendado, pois a autdlise das células das leveduras pode
afetar o “flavor” do vinho e servir de nutrientes para o crescimento de bactérias.

A finalidade da trasfega consiste, pois, em dar ao vinho melhores
condigdes de conservagdo, tanto do ponto de vista sanitdrio como organoléptico
(Pato, 1982),

Segundo Rizzon et al. (1986), a primeira trasfega deve ser realizada
entre 20 a 30 dias apds o esmagamento das uvas, incorporando uma certa
quantidade de ar (oxigénio), o qual possui efeitos benéficos para favorecer a
completa fermenta¢do do agiicar e desprender o excesso de gas carbonico e o

icido sulfirico que estiver presente.
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A segunda trasfega (30 dias apés a primeira trasfega) tem como
finalidade remover os depositos resultantes das colagens. Mesmo que o vinho
ndo tenha sido colado, realiza-se a trasfega para remover depésitos naturais que
ndo haviam se sedimentado por ocasido da primeira trasfega e para que o vinho
permanega limpo no repouso de invemno. Deve-se ter o mesmo cuidado para que
o vinho ndo entre em contato com o ar para evitar alteragles indesejéveis
(Rosier, 1995).

A terceira trasfega deve ser executada apds a estabilizagdo do vinho,
apds os primeiros frios de inverno. Deve ser realizada sem incorporar oxigénio
(Rizzon et al., 1986).

Colagem

A colagem consiste na adigdo ao vinho de produtos clarificantes,
capazes de coagular e formar flocos. Esses, ao sedimentarem, arrasiam as
particulas da turbidez e clarificam o vinho. Os produtos sdo denominados colas,
que sdo de natureza protéica. Essas inicialmente reagem com os polifenéis do
vinho, as lencoantocianinas ou taninos, coagulando-os € insolubilizando-os,
levando & formagdo dos flocos, os quais, a0 sedimentarem, arrastam as
impurezas (Hashizume, 2001).

As colas, segundo Pato (1982), podem ser substincias albumindides
(albuminas secas de ovos e de sangue, claras de ovo, 0 proprio sangue fresco,
caseina e o leite puro), substancias gelatinosas (osteocolas ou colas de ossos, as
colas de pele, colas de peixe e o agar-dgar) e substancias minerais (barro
espanhol, bentonite, areia € gesso).

A bentonite é um mineral da familia da argila, de silicato de aluminio
hidratado, cuja composigdo principal ¢ montmorilonita (AlO; SiO, x H0)
(Hashizume, 2001); possui grande capacidade de expansiio e poder de adsorgdo

(Rosier, 1995) e absorve até dez vezes seu peso, aumentando de volume, o que
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permite preparar pastas gelatinosas (Rizzon et al, 1986). Possui caracteristica
coloidal e de carga cletronegativa, conferindo-lhe um poder de absorgao
(Hashizume, 2001). A bentonite age sobre as proteinas, arrasta com ela
aprecidveis quantidades de ferro e cobre, elementos que com ela sdo
complexados (Pato, 1982). Sob baixo pH, a absorgfo das proteinas torna-se mais
eficiente, pois as cargas positivas dessas aumentam € reagem com as cargas
negativas da bentonite (Ough, 1996).

Para a adi¢do da bentonite o vinho ja deve estar fermentado, podendo
ficar em contato com o vinho por semanas sem causar prejuizos na qualidade

sensorial do mesmo (Ough, 1996).

Filtrag¢do
O filtro limpa os vinhos das impurezas, deixando-os brilhantes e

cristalinos (Pato, 1982).

Buscando uma boa qualidade do vinho ¢é conveniente separd-lo o mais
rapidamente possivel das particulas e do deposito que originam apos a colagem e
trasfega, os quais podem ceder gostos e aromas indesejaveis ao vinho (Rosier,
1995).

Atesto
Atesto € a pratica de se encher completamente os recipientes vinarios em
periodos freqgiientes e regulares. Essa operagdo visa evitar o contato do vinho

com o ar (Rosier, 1995).

O vinho ¢ normalmente conservado em recipientes de madeira. Pela
agdo da evaporagdo, tende a deixar um espago vazio, que se¢ tormna foco de

desenvolvimento de microrganismos aerobios indesejaveis (Hashizume, 2001).



2.3 Obtengéo dos vinhos brancos

Denomina-se vinificagdo em branco o processo de fermentagéo alcoolica
realizada na auséncia da casca ou sem a maceragdo (técnica geralmente
empregada na obtengdo do vinho tinto). Por esse processo pode-se obter vinho
branco com uvas tintas, pois as matérias corantes estando nas cascas e sendo

separadas antes da fermentagdo, produzem o vinho incolor (Hashizume, 2001).

Vinhos brancos sdo geralmente fermentados a 10 °C a 18 °C, por 14 dias
ou mais; temperaturas mais baixas ¢ fermentagbes mais lentas favorecem a
retengdo de compostos agradaveis do “flavour” (Flett, 1997).

Duas operagdes impontantes siio preconizadas na vinificagdo em branco:

debourdagem e desmontagem.

Desmontagem

Desmontagem consiste na separagio das peliculas do restante do mosto
imediatamente apés o esmagamento. O bagago pode ser submetido 4 prensagem
de onde se obtém o vinho de prensa, que é muito bom para consumo e também

utilizado para elaboragdo de destilados (Rosier, 1995).

Debourdagem

Debourdagem consiste na separagdo fisica por decantagio de grande
parte das substancias sélidas do mosto, as quais séo em parte responsaveis pelos
fenomenos oxidativos do vinho € que propiciam a formago de aromas

grosseiros. Deve ser executada apés a desmontagem ¢ a sulfitagem (Rosier,

1995).
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2.4 Obtencio dos vinhos tintos

O vinho tinto fermenta em contato com o bagago por um determinado
periodo. O modo de se efetuar 0 esmagamento da uva, a eliminag3o do engaco €
a duragio do contato do mosto em fermentagdo com o bagago influenciam nas

caracteristicas organolépticas do vinho (Rosier, 1995).

Vinhos tintos sdo fermentados por cerca de 7 dias a 20°C e 30°C, sendo
que as altas temperaturas necessérias para promover uma melhor extragdo dos
pigmentos (Flett, 1997).

Apés a separagio do mosto das cascas, este soffe uma fermentacio
secunddria conhecida como fermentagio maloldtica, realizada por bactérias
lacticas (Ferreira, 1982). E o contato entre o suco das uvas com as cascas que
promove a extragio de compostos voldteis aromiticos e o crescimento das
bacténias lacticas (Dias, 2001).

A vinificagdo em tinto exige algumas operagdes, como a encubagem, a

descuba e a maceragdo.

Encubagem

A encubagem vai desde de o enchimento de uva esmagada e
desengacada em cuba até a descuba. A duragiio da encubagem € que governa a
maceragio; o tempo varia de regido para regifo, do tipo de vinho que se deseja

produzir, bem como a variedade da uva (Hashizume, 2001).

Maceragio

Segundo Rizzon et al. (1999), maceragdio consiste no periodo em que a
parte s6lida da uva - pelicula, scmente e, eventualmente, a raquis - permanece
em contato com 0 mosto € tem como objetivo a extragdo de pigmentos roxos €
vermethos (antocianinas), bem como outras substéncias fenolicas da casca da

uva que oferecem cor, tanino e caracteristica adstringente ao vinho. A extragdio ¢
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favorecida pela produgéio de etanol produzido nas fermentagSes preliminares.
Depois da extragdo suficiente o vinho € drenado e prensado para retirada das
cascas ¢ transferido para outro tanque para completar a fermentagdo (Flett,

1997). A maceragdo ¢ utilizada para fabricagdo de vinhos tintos € rosados

Descuba

Descuba ¢ a operagio na qual se separa o mosto em fermentago das
substéincias sblidas mais grosseiras em suspensdo, chamadas de bagago, o qual é
composto em sua maior parte pela pelicula da baga (Rosier, 1995). E no
momento da descuba que se decidird se o vinho sera tinto ou rosado (Rosier,
1995).

As Figuras 3 e 4 apresentam as estas de produgdo dos vinhos tintos e

brancos.
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FIGURA 3 Organograma das etapas de produgdo de vinhos tintos (Vinificagéo
em tinto). Fonte: modificado a partir de Rosier (1995).
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FIGURA 4 Organograma das etapas de produgdo de vinhos brancos (Vinificagdo
em brancos). Fonte: modificado a partir de Rosier (1995).
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2.5 Processo de fermentacio

A fermentagio ¢ um dos métodos mais antigos de preservagdo de
alimentos. Consiste na degradagdo anaerdbica da glicose, ou outra fonte de
carbono, a varios produtos, caracteristico para cada ser vivo, para obter energia
na forma de ATP. A maioria dos microrganismos metaboliza a fonte de carbono
até piruvato e, deste, sintetiza outros compostos organicos retentores de energia,
como, o 4cido litico (fermentagdo latica), o etanol (fermentagéo alcodlica), o

4cido propidnico e outros (Lehninger et al., 2000).

A fermentagio da glicose a etanol e CO; pelas leveduras tem sido
explorada héa muitos séculos na panificagio ¢ na produgio de vinhos. A via
completa da quebra da glicose (glicolise) foi descrita em 1940, por Gustav
Embden, Otto Meyerhof e Jacob Parnas, tendo sido denominada de via Embden-
Meyerhof-Pamnas em homenagem aos pesquisadores. A glicolise ¢ uma
seqiiéncia de 10 reagdes enzimaticas, nas quais wna molécula de glicose ¢
convertida em duas moléculas de 3 carbonos, o piruvato, com produgdo de 2
ATPs. Ela desempenha uma fungo central no metabolismo energético,
fornecendo uma porgio significativa de energia livre utilizada pela maioria dos
microrganismos e preparando a glicose ¢ outros compostos para posterior
degradacdio oxidativa (Voet et al., 2000).

O piruvato produzido pela glicolise pode seguir trés destinos
metabélicos: em condigbes aerobicas, os carbonos do piruvato sdo oxidados a
CO, pelo ciclo do acido citrico e os elétrons sio transferidos para produzir H,0
na fosforilagio oxidativa; em condigdes anaerobicas pode ser convertido a
lactato (fermentagio homoléctica) ¢ em leveduras é descarboxilado a CO; e
acetaldeido, o qual é reduzido a NADH para produzir NAD" (que ¢ novamente
utilizado na glicélise) e etanol (Fermentagdo alcodlica) (Voet et al., 2000).

A fermentagdo alcodlica ocorre sob agdio de enzimas provenientes de

certos microrganismos, como as leveduras, que transformam os agucares,
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susceptiveis 4 fermentago, presentes no mosto, em etanol, gas carbodnico,
glicerina, acido succinico ¢ outros produtos formados em quantidades menos
relevantes, tais como 4cidos carboxilicos, ésteres, aldeidos e hidrocarbonetos
superiores (Aquarone et al., 2001)

%|Durante a fermentagiio, as leveduras utilizam agiicar e outros
constituintes do suco da uva, convertem em etanol, CO, e outros metabdlicos
(como produtos finais), que contribuem para composi¢do quimica e qualidade
sensorial resultando no vinho (Querol & Ramon, 1996).\

| A velocidade de fermentago depende do nimero de células que, por
sua vez, ¢ influenciado pelos nutrientes do mosto, da concentragdo de agiicar e
alcool, do pH, da temperatura e da agitagiio (Ough, 1996).\

Na produgiio de vinhos, principalmente vinhos tintos, a fermentagdo
alcodlica ndo é um processo isolado, ocorrendo também a fermentagdo
malolatica que trata a suavidade da bebida, methorando-a (Dias, 2001).

A fermentagio malolitica constitui um processo bioldgico de
dasacidificagdio dos vinhos, sendo preconizada em vinhos tintos porque estes sdo
desejados mais redondos e menos picantes ao paladar que os vinhos brancos
(Rosier, 1995). Ela ¢ realizada por bactérias dcido laticas, sendo Leuconositoc
oenos a principal espécie (Flett, 1999).

Segundo Colagrande et al. (1994), fatores como pH, concentragdo de
etanol, concentragio de SO,, temperatura de fermentagfo, competicdo entre
bactérias Jacticas e outros microrganismos e escassez de nutrientes afetam o
crescimento de bactérias acido lacticas, dificuitando a desacidificagdo biologica
espontinea nos vinhos. Portanto, tomna-se freqiiente, entre os vinicultores, a
inoculagfio de bactérias indigenas no mosto. Essa pritica nem sempre oferece
bons resuitados, levando a alteragdes nas caracteristicas dos vinhos produzidos.
Visando diminuir esses problemas, bactérias licticas tolerantes a etanol e SO,,

com capacidade de se desenvolver no pH dos vinhos, de produzir pequenas
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quantidades de acido acético e manter as caracteristicas organolépticas do vinho,
tém sido isoladas dos mostos e de vinhos.

Durante o processo de vinificagdo ocorre na fermentagdo uma fase
tumultuosa em que o liquido aumenta de temperatura e desprende gés carbénico,
dando a impressio de estar em ebuligio. Quando em presenga das cascas, estas
sio empurradas para cima pelo gas carbonico (formagio do chapéu). Ao mesmo
tempo, o aglcar ¢ consumido e novas substincias sdo produzidas, entre elas o
alcool etilico, que aparece em maior quantidade. Na fase lenta da fermentagdo
onde ocorre uma diminuigio da liberagio do gés carbdnico diminuindo assim a
efervescéncia. Os aglicares que restam sdo normalmente pentoses, que nio sio
fermentesciveis (Rosier, 1995).

A fermentagio alcodlica ¢ considerada completa quando agucares
fermentesciveis, glicose e frutose sdo utilizados por completo. Para a obtengdo
do vinho, o processo fermentativo era, no inicio, conduzido em barris de
madeira e ou tanques de concreto. Entretanto, atualmente € mais indicado a
utilizagio de domnas de ago inox, que permitem controle da temperatura
(principalmente o resfriamento) durante o processo (Fleet, 1997).

N liA fermentagdo alcodlica a partir de polpa ou suco de frutas pode ser

natural ou espontdnea ou por meio de inoculagdo de culturas selecionadas. |

2.6 Fermentagio espontinea

A historia da produgdo de bebidas alcoolicas iniciou-se hé centenas de
anos, com a fermentagio espontinea de suco de uvas, as quais, cOmo muitas

outras frutas, tém uma microbiota presente em sua superficie (Dias, 2001).

A fermentagdo do suco de uva para a obtengdo do vinho envolve um
processo microbiologico complexo com interagdes entre leveduras, bacténas e

fungos filamentosos. Entre esses microrganismos, as leveduras desempenham



um papel principal e podem-se originar das uvas e equipamentos vinarios
(Querol & Réamon, 1996).

As peliculas das uvas trazem para 0 mosto as leveduras, que estiio
presentes na camada esbranquigada - a pruina - facilmente arrastada pelo contato
dos dedos, a matéria corante e as substéincias arométicas (Pato, 1982).

BO mosto de frutas é rico em nutrientes, sendo, portanto, um meio de
cultura ideal para a proliferagdo de microrganismos que neles se desenvolvem e
fermentam. Essa populagdo microscdpica é constituida de leveduras chamadas
“selvagens”, que sdo os fermentos naturais desse mosto (Moretto et al., 1988). J

As prncipais leveduras encontradas nas uvas sfo Kloekera e
Hanseniapora (50% a 70%) e, em menor quantidade, Candida, Metschnikowia,
Cryptococcus, Pichia e Hansenula. Saccharomyces cerevisiae encontra-se em
baixas populagdes nas uvas (<50 UFC/mL). Vérios fatores afetam a populagéo
total de leveduras e a proporgio individual das espécies na uva, como as
condigdes climdticas (temperaturas, chuvas, etc), ataque de insetos e
passarinhos, grau de maturagdo e variedade da uva (Flett, 1997).

A presenga de espécies individuais vai depender do curso da
fermentagdo (inicio, meio e fim). Estudos mostram que a principal levedura do
vinho é Saccharomyces cerevisiae. Os 2-4 primeiros dias de fermentagio é
caracterizado  pelo  crescimento de  varias  espécies, como
KloeckeralHanseniaspora, Cdndida, Metschikowia, Pichia e Kluveromyces com
cerca de 107 UFC/mL, que viio morrendo de acordo com a toleréncia ao acimulo
de etanol. As leveduras vido consumindo agicares e aminoacidos do suco e
gerando os produtos finais que dfio caracteristicas ao vinho. Saccharomyces
cerevisiae cresce nesses primeiros estagios, mas, devido 4 sua toleréncia ao

etanol, continua crescendo ¢ predominado no meio até o final do processo de
fermentag3o (Fleet, 1999).
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A fermentagdo espontinea acarreta uma grande variagdo na qualidade
dos vinhos. Embora a sulfitagem iniba grande parte dos microrganismos
prejudiciais, a microbiota que permanece ativa no mosto ¢ bastante heterogénea
(Silva & Silva, 1987). Com o intuito de resolver estes problemas na qualidade
dos vinhos, varios vinicultores usam indculos de culturas puras de
Saccharomyces cerevisiae, isolados da propria regido de origem do vinho. Com
isso, o produto final pode exibir uma reprodutibilidade, em sucessivas vindimas,
das propriedades sensoriais dos vinhos produzidos na sua regido de origem
(Querol & Ramon, 1996).

Querol & Ramon (1996) sugerem que a sucessdo de espécies conduz a
uma maior complexidade no aroma dos vinhos. O uso de leveduras selecionadas
torna-se desvantajoso ao suprimir significativamente o desenvolvimento de
leveduras nativas durante a fermentagdo do vinho. Entretanto, de acordo com
estudos de Querol et al. (1992), Fleet (1997) e Fraile et al. (2000), espécies
inoculadas competem com espécies nativas, mas ndo suprimem completamente
seu crescimento nos primeiros dias apds a inoculagdo. Com isso, os produtos da
fermentagdo podem exibir reprodutibilidade como resultado do controle do

processo e também manter as caracteristicas produzidas pela flora natural.

2.7 Uso de outras frutas como substrato no processo de vinificagio

/0O vinho é uma bebida alcodlica que € obtida genericamente pela
fermentagdo alcodlica de um suco de fruta natural madura, principalmente a uva
(Vitis vinifera). O nome “vinho” ¢ tradicionalmente reservado para a bebida
proveniente de uva. Para bebidas produzidas pela fermentagéo alcodlica, que ndo
sejam obtidas da uva, deve-se indicar o nome da fruta, como, por exemplo,

vinho de laranja (Corazza et al., 2001).

Brasil (1997) define bebida alcodlica fermentada como “sendo a bebida

com graduagdio alcodlica entre 4% a 14% em volume, a 20°C, obtida da
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fermentaciio alcoblica do mosto de frutas sd, fresca e madura, 0 qual pode ser
adicionado de agiicares, 4gua e outras substincias previstas, em ato
administrativo complementar, para cada tipo de fruta”. Vinho gaseificado é
aquele em que se adicionou anidrido carbdnico e o vinho de fruta licoroso, cuja
graduagdo alcodlica vai de 13°GL a 18°GL, podendo ser doce ou seco
(Hashizume, 1991).

Teoricamente, qualquer fruto ou vegetal comestivel que contenha
umidade suficiente, agiicar ¢ outros nutrientes para as leveduras, pode servir
como matéria-prima para a produgdo de bebidas alcodlicas (Prudéncio, 1969),
ou seja, a produgdo de um bom vinho com sabores caracteristicos de cada fruta
(Corazza et al., 2001).

A cidra e o Perry sio as bebidas mais comumente conhecidas e sfio
originérias da fermentag@o dos mostos de mag3s e péras, respectivamente. O teor
alcodlico da cidra ¢ geralmente menor que o do vinho, devido ac menor
contetdo de agucar no suco de magi para ser convertido em élcool (Carlile et al.,
2001).

As frutas sadias, maduras e suculentas constituem a matéria-prima que redne as
qualidades requeridas para a obtengdo de um vinho aprecidvel. Todas as outras )
operagdes subseqiientes visam apenas methor conduzir as fermentagSes e apurar
as caracteristicas proprias introduzidas pelas frutas. A obten¢fio de um vinho
deve, fundamentalmente, basear-se na escolha de boas frutas para a sua
elaboragdo.

As frutas, quando utilizadas completamente amadurecidas, sio mais
ricas em aglcar, economizando parte daquele que vai ser acrescentado para a
corregdo do mosto para o grau alcodlico desejado e, sendo menos 4cidas,
favorecem a qualidade do vinho (Moretto et al., 1988).

| Além da uva, outras frutas tém sido utilizadas para a produgéio de
bebidas alcodlicas fermentadas. Dias (2001), trabalhando com cacau e caj4,
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conseguiu obter, com adaptagbes nos processos comumente empregados na
fabricagdo de bebidas alcodlicas, bons resultados na fabricagdio da bebidas. A
andlise sensorial revelou boa aceitaglio dessas € a tecnologia empregada pode ser

vista como uma alternativa para a utilizagdo do_excedente de safras.

Corazza et al. (2001), na produgéio de vinho de laranja, obtiveram uma
bebida com sabor ¢ qualidade comparével ao vinho de uva, com semelhangas no
grau alcoélico e no teor de °Brix. A produgdo caseira do vinho de laranja pode
ser vantajosa devido ao baixo custo da fruta e a relativa facilidade de
fermentagdo por leveduras selecionadas.

Campos et al. (2002) avaliaram o potencial de polpa de jabuticaba
(Myrciaria cauliflora Berg) para a elaboragio de bebida fermentada utilizando
dois isolados (RL11 e C9) de Saccahromyces cerevisiae pertencentes a0
Labordtorio de Genética de Microrganismos (DBI-UFLA). Resultados obtidos
mostraram que os dois isolados foram capazes de fermentar o mosto de
jabuticaba, o qual também ndo impediu o metabolismo das leveduras,
concluindo que a jabuticaba pode ser usada na elaboragdo de bebida fermentada.

2.8 Uso de leveduras selecionadas

As leveduras sio fungos unicelulares, ndo filamentosos, esféricos ou
ovais, pertencentes & divisio Ascomycota ¢ Basidiomycota, cuja multiplicagéo
ocorre por fissdo bindria, como Schizosaccharontyces ou por brotamento, como,
por exemplo, no caso de Saccharomyces (Tortora, 2000). Podem viver em uma
grande diversidade de ambientes e utilizar como alimentos muitas substincias
(Ough, 1996).

Saccharomyces cerevisiae é uma das leveduras mais utilizadas em
fermentagdes industriais, como panificagdo, produgdo de vinhos, saké, dlcool de
amido ou cereal e produciio de bebidas em geral (Kurtzman & Fell, 1998). Este

microrganismo tolera niveis elevados de etanol (12% a 15%), hidroliza
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oligossacarideos, tais como a maltose ¢ a maltotrealose em glicose para
produgdo e transformagfio em etanol, e tolera altas concentragdes de acicar
(osmotolerante) (Pataro et al., 2002).

lAs leveduras usadas na elaboragiio de vinhos pertencem a um pequeno
grupo éo género Saccharomyces, sendo a espécie Saccharomyces cerevisiae a
mais comum de atuar na fermentag&o do mosto (Ough, 1996).\

O rendimento e a velocidade do processo de fermentagio dependem,
entre outros fatores, da linhagem de levedura empregada (Silva & Silva, 1987).

Nos iltimos 20 anos, a industria de vinhos tem tido um desenvolvimento
notavel, levando & melhoria da qualidade dos vinhos produzidos, no que diz
respeito a fineza, intensidade, originalidade e intensidade do “flavour” e também
3 estabilidade microbiolégica e fisico-quimicas. Algumas técnicas
biotecnologicas 1ém sido de fundamental importéncia, como, por exemplo, o
tratamento do vinho com enzimas, o uso de leveduras e bactérias licticas
selecionadas € o uso de microrganismos imobilizados (Colagrande et al., 1994).

Um dos principais interesses da indistria de vinho s#o as propriedades
da bebida final, que pode variar de ano para ano dependendo da microflora
presente nas uvas (Querol et al., 1990).

A produgiio e o uso de leveduras secas no processo de vinificagdo vém
sendo usados nos Estados Unidos hé algumas décadas. A adigdo de leveduras
selecionadas no mosto, além de garantir um rapido inicio da fermentagio
alcodlica, também favorece uma conclusio normal desta (Esteve-Zarzoso,
2000).

O uso de culturas selecionadas para iniciar a fermentagio nas indistrias
de vinho tem sido usado desde a década de 1950. Os institutos de pesquisa, a
partir de leveduras selvagens, comegaram a isolar culturas com bom rendimento
fermentativo e formar cole¢des proprias (Dias, 2001).
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No Brasil, 0 uso de leveduras selecionadas tem contribuido para a
melhoria na qualidade dos vinhos. No entanto, a inexisténcia de leveduras
nacionais selecionadas para este fim implica a necessidade de importagéo, o que
nem sempre leva o produto ao padrio de qualidade esperado e dificulta a adogio
da tecnologia para pequenos e médios produtores. O uso de leveduras
selecionadas a partir da microbiota nativa tem maiores probabilidades de
apresentar melhores resultados por estarem adaptadas as condigdes climaticas e
praticas culturais especificas da regido (Silva & Silva, 1987).

Atualmente, em cantinas modemas, tém se utilizado leveduras
selecionadas, com propriedades fisiologicas, bioquimicas ¢ enologicas.
conhecidas e padronizadas, para aperfeioamento da fermentagdo alcodlica e
Com isso, sdo obtidos produtos mais uniformes anos a ano, sendo as variagdes
causadas apenas por oscilagdes no mosto devido a condigdes climéticas (Silva &
Silva, 1987).

Para melhor controle da temperatura, grau de oxigenagdo ¢ de
clarificagdo do mosto ¢ fendmeno de antagonismo microbiano na fermentagdo
alcoolica, o uso de leveduras selecionadas (em particular Saccharomyces
cerevisiae) tem sido muito difundido, assegurando um rdpido inicio da
fermentagdo (devido ao uso excessivo de células), e prevengdo do
desenvolvimento da microflora atipica (Colagrande et al., 1994).

De acordo com Dias (2001), vérios fatores devem ser considerados para
a sele¢io de um microrganismo, como, por exemplo, a taxa de crescimento
celular correlacionado 3 biomassa; a viabilidade do microrganismo durante o
processo; a estabilidade durante o processo de fermentagdo e o rendimento de
metabolitos de interesse produzidos a partir do substrato inicial.

“As leveduras sio também responsiveis pela produgio de compostos que
conferem aromas desagradéveis ao vinho, como sulfetos e mercapatanos. Muitos

sdo os fatores que estimulam a produgdo de H>S, entre eles, a linhagem de
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levedura utilizada. Segundo Silva & Silva (1987), o emprego de leveduras
selecionadas adequadas oferece vantagens, como fermentagfio completa e
regular, maior produgio de alcool, produgio controlada de acidez volatil,
possibilidade de uma clarificagio mais répida do vinho e melhoria da sua
estabilidade biologica .

Dias (2001) teston duas estirpes de Saccharomyces cerevisiae que s&o
comercializadas na forma liofilizada, usadas para a produgio de vinhos (S.; e
So) € uma outra levedura sclecionada de cana-de-agucar (Sc), quanto ao
potencial fermentativo, sob diferentes temperaturas a para produgo de vinhos
de frutas tropicais. Com os resultados obtidos, pode-se concluir que nfo houve
diferengas significativas entre as leveduras selecionadas e a levedura selvagem
no rendimento fermentativo durante o experimento

Silva & Silva (1987) realizaram avaliagio endlogica de 89 leveduras
isoladas a partir do mosto de uva em inicio de fermentagdo, com base na
velocidade de consumo de agiicar, produgdo de H,S, fonmagdo de pelicula e
floculagdo. Dos 89 isolados, cinco linhagens de leveduras pertencentes a espécie
Saccharomyces cerevisiae (EMBRAPA-20B, 81B, 82B, 87B e 88B) foram
comparadas com uma levedura importada (Zymasil), de uso comente na .
indiistria vinicola Jocal. Péde-se observar que as leveduras autdctones iniciaram
a fermentagio dentro de 24 horas, enquanto a levedura importada precison de
um periodo de adaptagdo de 72 horas, apresentando um comportamento inferior.
Realizou-se andlise cromatogréfica dos compostos formados (4lcool superior,
acetato de efila, acetaldeido e glicerol) e sensorial da bebida final. Os vinhos
obtidos com as linhagens selvagens testadas, EMBRAPA-20B, 81B ¢ 82B,
mostraram-se de qualidade similar ao obtido com levedura importada. Foram
considerados de qualidade inferior os vinhos obtidos com as linhagens
EMBRAPA-87B e 88B, tendo a altima conferido um forte odor de acetaldeido
no vinho. A linhagem EMBRAPA-20B, durante a fase fermentativa das
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microvinificagdes, destacou-se pelo aroma produzido, sendo entdo testada em
escala industrial. Resultados demonstraram um bom desempenho dessa
linhagem durante a fermentagio e a produgdo de um vinho de qualidade
superior ao elaborado com a levedura importada (Zymasil).

Nurgel et al. (2002) investigaram o efeito da adigio de Saccharomyces
cerevisiae selvagem e Saccharomyces cerevisiae comercial em comparagio com
a fermentagio espontiinea no processo fermentativo ¢ na formagéo de compostos
do “flavor”, em suco de uva pasteurizado. Resultados obtidos mostraram um
aumento na quantidade de compostos volateis com o uso de levedura selvagem
e comercial, em comparagiio com os produtos formados numa fermentagdo
espontinea. A maior concentragdo de etanol foi obtida com leveduras
selecionadas.

Para a selegfo de linhagens de Saccharomyces cerevisiae que afetam o
processo de fabricagdo de vinhos, algumas caracteristicas bioquimicas devem ser
observadas, de acordo com Colagrande et al. (1994) ¢ Doyle et al. (1997)
(Tabela 1).
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TABELA 1 Caracteristicas desejdveis e indesejiveis de leveduras
Saccharomyces cerevisiae que afetam a produgéo de vinhos.

Desejdveis Indesejaveis
Répida iniciagdo da fermentagiio Produgdo de derivados sulfatos e
mercaptanas

Eficiente conversio do agucar do mosto em  Altas produgdes de acetaldeido,

élcool acido acético e alcoois superiores
Manutengdo por toda a fermentagéo Capacidade de formar espuma
Tolerancia a etanol Produgfio de uréia, que pode ser

convertido a carbonato de etila,
que ¢ um agente tOxico.
Habilidade para depositar rapidamente no  Inibi¢éo da fermentagao
final da fermentagdo, facilitando o processo maloldctica.
de clarificagdo. Capacidade de floculag@o.
Fermentar a baixas temperaturas (10-14°C) Produgiio de polifenol oxidase
Resisténcia a SO, (diéxido de enxofre)
Produgdo de compostos aromaticos
responsdveis pelo “flavor” do vinho, em
niveis adequados
N3o formar espuma durante a fermentagéo

Produgdo de um fator killer

2.9 Crescimento de microrganismos
Crescimento microbiano implica no aumento do protoplasma, fonnagéo

de novas estruturas e de novas células. Divisdio celular é, obrigatoriamente,

requerida para o crescimento e vida de microrganismos (Cadwel, 1995).
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As leveduras multiplicam-se por reprodugdo assexuada, fissdo binaria,
como Schizosaccharomyces, ou brotamento, como, por exemplo, no caso de
Saccharomyces e por reprodugio sexuada.

O crescimento dos microrganismos pode ser quantificado por meio de
diferentes métodos. Alguns métodos determinam o nimero de células enquanto
outros analisam a massa total da populagdo, que € diretamente proporcional ao
nimero de células (Tortora, 2000).

A medigdo do crescimento pode ser realizada pela contagem do niimero
de células em microscopio Optico, com auxilio de cdmaras de contagem,
proporcionando resultados imediatos, sem necessidade de incubagdo da cultura.
Para leveduras, com auxilio de corantes especificos, pode-se separar células
mortas de vivas e obter namero de células vidveis e totais (Tortora, 2000).

Outro método muito utilizado é a contagem em placas. A cultura €
inoculada em meio adequado para seu crescimento e, ‘apés o periodo de
incubagdo, ¢ quantificada. A grande vantagem desse método € a determinagdo
apenas do nimero de células viaveis e, como desvantagem, considera-se 0
tempo, em geral,de 24 horas, para o aparecimento das coldnias visiveis na placa.
Considera-se que cada colonia ¢ originada da multiplicagdo de uma célula
(Tortora, 2000).

Existem medidas indiretas que sdo utilizadas quando ndo ha necessidade
da contagem de células microbianas, como a medigdo de massa (peso seco,
proteina € DNA) e turbidimetria, que se baseia no fato de que a medida que as
células crescem, o meio vai ficando turvo e com alta densidade, impedindo a
passagem do feixe de luz (Tortora, 2000).

O crescimento da populagdo de microrganismos, durante intervalos de
tempos, pode ser representada graficamente. Esta representagio grifica ¢
denominada curva de crescimento e pode ser realizada de forma logaritmica ou

aritmética, sendo a primeira mais utilizada por mostrar claramente as diferentes
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fases do crescimento e permitir que um maior nimero de geragdes seja expresso
no grafico (Tortora, 2000).

Segundo Walker (1998), a curva de crescimento de leveduras em cultura
em batelada compreende fases denominadas lag, fase de aceleragio do
crescimento, fase log (logaritmica) ou exponencial, fase de desaceleragdo do
crescimento e fase estacionaria. Este autor ndo representa a fase de morte,
considerando que as leveduras possuem habilidade de sobreviver por um longo
periodo (meses), sem nutrientes (Figura 5). Ele menciona apenas que, depois da
fase estacionaria as leveduras podem morrer ¢ sofrer autélise. Cadwell (1995)
considera para os microorganismos, além das fases mencionadas acima a fase de
morte acelerada da morte e fase de morte (Figura 6).

A fase lag reflete o tempo requerido para que as c€lulas de leveduras
inoculadas se adaptem as novas condigdes fisicas e quimicas do meio,
(temperatura, osmolaridade, agitagdo, etc.), por meio da sintese de enzimas
necessarias para se obter uma alta taxa de crescimento. Se as condigdes do meio
se aproximarem das condigdes anteriores, a fase lag pode passar despercebida
(Walker, 1998; Tortora, 2000, Pelczar, 1996 e Cadwell, 1995).

Como nem todas as células saem da fase lag ao mesmo tempo, o curto
periodo de preparagio para o crescimento maximo, compreendido entre a fase
lag e log, ¢ denominado de fase de crescimento acelerado. Nesta fase, as células
comegaram a se dividir, mas ainda ndo apresentaram um crescimento constante
em fungio do tempo (Walker, 1998; Tortora, 2000; Pelczar, 1996 e Cadwell,
1995).

Na fase log (logaritmica) ou exponencial, ocorre uma multiplicagéo
acelerada que se apresenta sob a forma de crescimento logaritmico (constante
em fungdio do tempo). Os microrganismos podem crescer o tanto quanto possivel
sendo limitados apenas pelo seu potencial genético, considerando que os

?

nutrientes do meio, fatores ambientais e fisicos estiveram adequados. Devido a



intensa capacidade metabélica, as células dessa fase sdo normalmente mais
sensiveis a mudangas fisiologicas (Walker, 1998; Tortora, 2000; Pelczar, 1996 €
Cadwell, 1995).

A fase de desaceleragdo de crescimento inicia quando uma taxa de morte
comega a ocorrer, mais ainda apresenta-se menor que a produgdo de novas
células (Walker, 1998; Tortora, 2000; Pelczar, 1996 e Cadwell, 1995).

A fase estaciondria pode ocomer devido 3 escassez de nutrientes ou
actmulo de produtos toxicos ao crescimento e excessiva floculagdo celular. Os
organismos ainda sdo vidveis € usam a reserva endogena para manutengdo
celular. Nesta fase, as produgdes de novas células e as taxas de morte sdo iguais
(Walker, 1998; Tortora, 2000; Pelczar, 1996 e Cadwell, 1995).

A fase de morte acelerada é conseqiiéncia da lise celular por enzimas
autoliticas ou efeitos de metabdlicos toxicos. A taxa de morte € maior que a
producdo de novas células, mas ainda ndo ¢ logaritmica (Walker, 1998; Tortora,
2000; Pelczar, 1996 e Cadwell, 1995).

A fase de morte ¢ caracterizada pela perda da capacidade de
reprodugio. Nessa fase ocorre uma morte logaritmica (Walker, 1998; Tortora,
2000; Pelczar, 1996 ¢ Cadwell, 1995).

Todas as fases sdio importantes para o processo biotecnolégico. Um
processo fermentativo ideal deve minimizar o periodo da fase lag e maximizar a
taxa e o periodo da fase exponecial (Lee, 1996).
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2.10  Produtos primiries e secundirios oriundos da fermentacio no
processo de vinificacgio

Os microrganismos, na fermentagdo industrial, produzem metabdlitos
primérios e secundérios. Os metabdlitos primérios sdo formados ao mesmo
tempo em que as células e a curva de produgio segue a curva de crescimento
celular, quase em paralelo, com um atraso minimo. Ja4 os metabdlitos
secundarios nio sdo produzidos até que o microrganismo tenha completado toda
sua fase de crescimento logaritimico e tenha iniciado sua fase estacionéria. Estes
podem ser uma conversdo microbiana de um metabélito primério ou um produto
metabdlico do meio original de crescimento que o microrganismo produz
somente depois que um niimero considerdvel de células e metabdlitos primérios
tenha sido acumulado (Tortora, 2000).

A qualidade da bebida esta ligada a ecologia dos tipos microbianos e
suas populagBes durante a fermentagdo e maturagdo, que sio determinantes tanto
do rendimento em etanol como da formagio e proporgdes relativas dos
compostos secundarios (Pataro et al., 2002).

Leveduras ¢ condigdes de fermentagiio (temperatura e nutrientes) so
apontadas como os fatores que mais influenciam o sabor das bebidas alcodlicas
(Olivetra, 2001).

O sabor das bebidas deve-se a infimeros compostos orgénicos volateis e
ndo volteis que podem ser divididos em varios grupos de acordo com sua
natureza quimica. Alcoois superiores, acidos graxos e ésteres formam,
quantitativa e qualitativamente, 0 maior grupo na fragio de aroma volétil das
bebidas alcodlicas, sendo os alcoois superiores os mais abundantes. Compostos
como acetaldeido e diacetil estdo presentes em pequenas concentragbes, mas

podem desempenhar um papel chave no sabor das bebidas (Berry, 1995).
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Segundo Oliveira (2001), as bebidas podem ser distinguidas umas das
outras por suas caracteristicas organolépticas, mas ndo por sua composigio
quimica. A diferenga parece ser no conteiido dos compostos do aroma.

A diferenga entre os vinhos obtidos a partir de um mesmo mosto,
fermentados por distintas leveduras, em condi¢des idénticas, deve ser atribuida
aos produtos, secundarios formados durante a fermentagdo. Entre esses produtos
os dlcoois e ésteres desempenham um papel preponderante (Silva & Silva,
1987).

Segundo Colagrande et al. (1994), compostos primérios seriam o etanol
e CO; e os ompostos secundarios formadores de aroma segundo, Bemry &
Watson (1987), seriam os é&lcoois superiores: 1-propanol, 1-butanol, 2-
metilpropanol  (Isobutanol), 2-metilbutanol (Amilico) e 3-metilbutanol
(Isoamilico); &cidos: acético, propidnico, butirico e lictico; os ésteres: acetato de
etila e butirato de etila; os aldeidos e cetonas: acetaldeido, acetoina e diacetil e
os compostos sulfurados: dimetilsulfito (mercapatana).

O aroma dos vinhos é formado por mais de 800 compostos (Rapp &
Versini, 1991). A formagio dos compostos formadores do aroma varia conforme
o microrganismo fermentador e quanto ao substrato a ser formado, fazendo com
que cada bebida tenha suas caracteristicas proprias (Dias, 2001). A cultivar da
fruta a ser utilizada, o método de vinificagdio, a conservagdo do vinho e o

envethecimento influenciam nas concentragdes e na natureza dos compostos
aromaticos encontrados (Salton et al., 2000).

Parte das substéncias responsaveis pelo aroma dos vinhos origina-se das
uvas (Terpenos); outras se desenvolvem durante a fermentagio (alcoois
superiores, acidos carboxilicos aliféticos, ésteres, etc.) e, finalmente, os que

formam durante o envelhecimento do vinho (fendis voldteis, acetatos, etc.)

(Fraile et al., 2000).
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Na Figura 3 observa-se um esquema simplificado da formagdo de

compostos em processos fermentativos.
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FIGURA 3 Esquema simplificado da formagdo de compostos em processos
fermentativos (Dias, 2002).

39



Etanol
O etanol, ou alcool etilico, € um dos principais metabélitos primarios de

interesse industrial, seja na produgdo de bebida alcoéblica, seja para a produgio
de combustivel (Rose, 1977), produzido na fermentag#o por leveduras (Walker,
1998).

Etanol ¢ um composto formado a partir da classica via de Embden-
Pamas (EMP) ou via glicolitica. Duas reagBes relacionadas a essa via conduzem
a produgdo de etanol, por meio da fermentagio alcodlica. Na primeira reagdo, o
piruvato ¢ descarboxilado (perde diéxido de carbono), produzindo acetaldeido e
liberando CO,, que ¢ responséivel pelas bolhas da cerveja e nos vinhos
espumantes. Em uma segunda reagdo, o acetaldeido ¢é entfio reduzido para
produzir etanol e, ao mesmo tempo, uma molécula de NADH é oxidada a NAD'
para cada molécula de etanol produzida (Campbell, 2001).

Brasil (1997) define que os vinhos sdo divididos, quanto a classe, em:
vinho de mesa, com um teor alcodlico de 10°GL e 13°GL (graus Gay-Lussac);
vinho champanha, contendo de 10°GL a 13°GL; espumante, entre 7°GL e 10°
GL; espumante gaseificado entre 10°GL e 12,5° GL e licoroso, entre 14°GL e
18° GL, podendo ser tintos, rosados ou brancos. A concentragfio final de etanol
depende dos nutrientes e da temperatura de fermentagéio (Ough, 1996).

Segundo Rosier (1995), aconselham-se valores entre 11°GL e 11,5 °GL
para vinhos que serdo prontamente consumidos e até 12°GL para vinhos que
serdo armazenados. Valores abaixo destes podem acarretar em mé conservagéo
dos vinhos.

Aumentos na concentragdo de etanol podem ser inicialmente inibitorios
e, mais tarde, letais para leveduras (Walker, 1998). Portanto, ele influencia na
sucessdo de espécies de leveduras envolvidas na fermentagfio. Inicialmente, héd o
crescimento de espécies sensiveis ao élcool, como Kloekera apiculata,

Hanseniospora guillemondii e Candida pulcherrima, seguidas por algumas
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espécies de Saccharomyces, como S. rosei, S. veronae e S. cerervisiae var.
ellipsoideus. A concentragdio de alcool no mosto em tomo de 10% permite o
predominio de S. cerevisiae var chevalieri e S. italicus (Harrison, 1978), que sio
espécies produtoras de etanol e toleram ate 15% v/v ou mais. Espécies de XK.
apiculata e C. stellata raramente toleram etanol em concentragdes maiores que
5% ou 8% (Doyle et al., 1997).

O etanol, altas concentragdes, ¢ responsével pela diminui¢do da
viabilidade celular refletindo na desorganizagio da membrana citoplasmatica, de
composigdo fosfolipidica, alterando a sua integridade. Como conseqiiéncia,
ocorre a liberagdo de metabélicos importantes para o meio externo, bem como a
entrada de substincias, através da membrana, de forma niio seletiva (Jones,
1988).

As bactérias lacticas isoladas dos vinhos sdo particularmente resistentes
ao 4lcool, o que prolonga o periodo de Jaténcia destas bactérias e a duragio da
fermentagio malolactica. Nos casos de vinhos com teores de alcool acima de
13%, os Lactobacillus sio os responsaveis pela fermentagio malolatica, pois as
outras espécies de bactérias lacticas ndo sobrevivem a valores elevados de etanol
acima de 13% (Pilone, 1975).

O etanal ou aldeido acético ¢ um produto da oxidagdio do etanol; ele
representa cerca de 90% da quantidade total dos aldeidos de um destilado. Sen
teor pode variar de 0,003 a 0,030 g/100mL de élcool anidro, conforme a idade
do destilado; doses mais elevadas sdo o resultado de uma sulfitagem dos mostos

antes da vinifica¢do (Lafon et al., 1973).

Glicerol

Glicerol é o composto formado a partir da reducio da diidroxicetona-
fosfato a glicerol-fosfato, o qual é fosforilado e gera glicerol (Lehninger et al.,
2000). A produgiio de glicerol esta envolvida com a regulagio da producéo de
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etanol. Em condigBes normais de crescimento, a maioria da glicose assimilada
pela levedura é convertida a etanol. Nesse processo, o NAD" ¢é reduzido a
NADH, que seré reoxidado durante a redugdo do acetaldeido para a formagdo de
etanol. Uma pequena porgio do NADH ¢ desviada ¢ usada na redugdio da
diidroxicetona-fosfato, o qual ¢ desfosforilado € gera glicerol. Por um
mecanismo de retroalimentac@o, devido ao excesso de etanol, pode haver um
desvio de rota e o NADH formado ser4 utilizado para formagdo de glicerol em
vez de etanol (Berry & Brown, 1987).

O glicerol, produto da fermentagdo alcodlica, &, apés o alcool etilico, o
constituinte do vinho mais importante, na proporgdo de 5 a 10 g/l. O sabor
adocicado, semelhante ao da glicose, contribui para a maciez do vinho. O teor de
glicerol no vinho depende da espécie da levedura, como também de fatores
durante o processamento, como temperatura de fermentagiio, aeragfio,
sulfitagem, etc. (Hashizume, 2001).

De acordo com Amerine et al. (1972), a maior parte do glicerol
produzido ocorre nos primeiros estigios da fermentagdo ¢ o rendimento final
difere em fungéo a levedura utilizada.

Berg et al. (1955), estabeleceram uma concentragdo minima
(“thereshold™) de 0,38% a 0,44% de glicerol em dgua.

Metanol

O élcool metilico ¢ um componente natural encontrado em todos os
vinhos. Ele se origina das pectinas das uvas, sendo liberado durante o processo
de vinificag#o, portanto, muito comum em vinhos tintos (Rizzon et al., 1986).

O metanol esta presente regularmente nos vinhos e destilados em baixos
teores e, devido & sua toxicidade, ¢ considerado como elemento prejudicial a
saide. O excesso de metanol ingerido pode ocasionar cegueira ou, mesmo, a

morte (Cardoso, 1998). Segundo Crouzet (1986), a quantidade de metanol
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formada depende diretamente do teor de pectina da matéria-prima. O teor pede
variar de 0,038 a 0,113 g/100 mL de alcool anidro. A legislagfio brasileira
estabelece um méximo de 0,5 g de metanol/100mL de &lcool anidro.

Alcoois superiores

Guymon (1978) relatou que a formagio de dlcoois superiores ocorre
paralelamente a produgdo de etanol e que os principais fatores que influenciam
seus niveis sdo a temperatura de fermentagdo, a linhagem de levedura, a
composicdo da matéria-prima, a aeragio € o material em suspensdo. A
quantificagio dos 4lcoois 2-metilpropanol, 2-metilbutanol ¢ 3-metilbutanol
éatualmente utilizada como um dos critérios de qualidade em vinhos e nos
destilados de vinho, sendo o 1wltimo encontrado em maior quantidade.Sdo
geralmente provenientes de reagdes de degradagdio de aminoacidos que ocorrem
durante o processo de fermentagdo ou pelas vias de degradagiio do préprio
agucar, dentro das leveduras (Campos, 2003). |

Condigdes que favorecem alta taxa de crescimento, como temperatura
elevada e aeragio do mosto, tendem a estimular a produgfo de &lcoois superiores
(Berry, 1995) que, em baixas concentragdes, desempenham um papel desejavel
nas qualidades sensoriais das bebidas (Amerine, 1972)

Segundo Hashizume (2001), os alcoois superiores sempre presentes nos
vinhos sdo: 1-propanol, 1-butanol, 2-butanol, 2-metil-propanol, 2-metil-1-
butanol, 1-pentanol e 1-hexanol.

Salo et al. (1972) relataram que a concentragdo minima (“thereshold”)
de isobutanol ¢ de 75mg/L e, para alcool isoamilico, 6,5 mg/L.

Segundo Rapp & Mandery (1986), concentragdes de alcoois superiores
a cerca de 300mg/L contribuem de maneira desejivel para a complexidade do

vinho; acima de 400mg/L agem de maneira negativa para a qualidade do vinho.

43



Esteres

Os ésteres sdo formados durante a fermentagio pelas leveduras, pelas
bactérias laticas e acéticas e durante o envelhecimento. Em baixa concentragio
sio considerados constituintes favordveis ao aroma do vinho (Hashizume, 2001).
Os ésteres sfo formados por meio de esterificagdo entre os dlcoois e Acidos
carboxilicos, durante o processo oxidativo (Maia, 1994).

O principal éster formado durante o processo de fermentagéo € o acetato
de etila (Mateo, 2001).

Segundo Hashizume (2001), além do acetato de etila, outros ésteres sdo
importantes, tais como laurato de etila, butanoato de etila, acetato de amila,
acetato de pentila e acetato de hexila.

Segundo Berry (1984), o isolado de levedura, a qualidade do mosto, a
temperatura de fermentaggo, a quantidade de in6culo, a aeragdo e a agitagdo do
mosto e sélidos em suspensdo influenciam na formagdio dos ésteres.

Durante a fermentagiio, as leveduras produzem ésteres de cadeia longa ¢
curta (ésteres afrutados). Temperaturas mais baixas favorecem a formagdo de
ésteres afrutados; j4 temperaturas mais altas favorecem os ésteres de cadeia
longa (Ough, 1996).

Cada éster possui um aroma peculiar. Acetato de etila ¢ de butila
apresentam aroma frutado; acetato de isoamila e butirato de amila tem aroma de
banana, enquanto que os acetatos de dlcoois maiores 1€m aroma citrico (Maia,
1994).

Aldeidos e cetonas

Aldeidos sdio compostos muito voléteis e de odor penetrante que afetam
o aroma das bebidas alcodlicas. Sdo intermediarios da formagdo dos élcoois,
formados pela descarboxilagio ou oxidagio destes compostos (Campos, 2003) ¢
possuem aromas penetrantes € enjoativos (Maia, 1994).



Os aldeidos sio intermediarios na produgdo de dalcoois superiores.
Ccondigdes que favorecem a formagdo de alcoois superiores também favorecem
a formaggio de pequenas quantidades de aldeidos (Berry, 1995).

Acetaldeido é um dos compostos sensoriais formado durante a
vinificagio e & originario do metabolismo de leveduras durante a fermentagéo
alcodlica. E altamente volatil e, quando em excesso, proporciona uma cor verde
e um aroma de magi que é usualmente mascarado pela adigio de SO». E
responsavel pelo desenvolvimento da cor nos vinho tintos (Osborne et al., 2000).
Ele aparece nos primeiros estagios da fermentagio,mas tende a desaparecer nos
estagios finais, quando aeragdio do mosto ¢ menor (Cleto, 1997) ocorrendo a
oxidagdo a 4cido acético (Maia, 1994).

Osborme et al. (2000) desenvolveram um trabalho para verificar o
potencial de bactérias 4cido lacticas (LAB) do género Lactobacillus, Oenococus
e Pediococus em metabolizar acetaldeido, produzindo etanol, visto que o
acomulo deste pode levar a depreciagiio do vinho. Foi avaliada a degradagdo do
acetaldeido combinado com SO, (usado para mascarar os efeitos negativos do
excesso de acetaldeido) e também a degradagfio por meio da fermentaglo
malolictica ocorrendo simultaneamente com a fermentagdo alcodlica. Os
resultados obtidos mostram que a adi¢io de LAB em vinhos s6 se torna viavel
quando sdo encontrados altos niveis de acetaldeido, visto que a degradagdo deste
foi insignificante. Acetaldeido+SO, foi degradado por Lactobacillus e
Oenococus, embora a taxa de degradagio tenha sido pequena. O acetaldeido
formado por leveduras na fermentagdo alcodlica foi degradado por LAB durante
a F. malolactica.

Esta técnica proporciona a fabricagdo de vinhos sem adigdo de SO, A
importincia na degradagdo do acetaldeido comsiste na produgdo de etanol
quando cessa a produgiio deste por leveduras e também na diminuigo do uso de

S0, que é prejudicial & saide, pois, ndo ocorre seu acimulo.
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Berg et al. (1955) relataram que a concentragfo minima (“threshold™) do
acetaldeido é de 1,3 a 1,5 mg por litro de agua. Mas, em vinho de mesa
Hinreiner et al. (1955) encontraram uma concentragdo minima (“threshold™) de
0,1 a 0,125 mg. O baixo conteado de acetaldeido ¢ freqiientemente associado
com a melhoria na qualidade da bebida.

O diacetil ¢ um dos produtos mais importantes do ponto de vista
organoléptico. O teor de diacetil foi relativamente alto em vinhos em que
ocorrem a fermentagio malolictica, mas sua formagdo ¢ relacionada
indiretamente. Quando sua presenga comega a ser detectdvel pela degustagdo,
ele se tomna indesejavel (Rankine, 1972).

A concentragdio de diacetil nos vinhos pode variar de 0,005 a 4 mg/l e
pode ser formado e reduzido por leveduras e por bactérias dcido lécticas do
vinho em diferentes quantidades. Vinhos tintos, que sofrerdo fermentagdo
maloldtica, possuem maiores concentragSes de diacetil que vinhos brancos
(Henick-Kling et al., 1996). A concentragio final de diacetil pode variar em
fungio da pratica de fabricagdio do vinho (Henick-Kling et al., 1996). O acimulo
de diacetil durante a fermentagdio alcotlica ¢ resultado da descarboxilagio
oxidativa do a-acetolactato (Henick-Kling & Martineau, 1995).

Acetoina pode ser formada durante a fermentagdo, tanto por bactérias
acido lécticas quanto por leveduras, ¢ é muito importante devido o seu
envolvimento com o “bouquet” (aroma) do vinho € a biossintese de 2,3
butanodiol e diacetil. A quantidade de acetoina no vinho varia geralmente em
cerca de 80 mg/l, sendo que vinhos tintos tendem a possuir maiores teores que
vinhos brancos (Romano & Suzzi, 1996).

2.11 Anslise quimica dos vinhos
A caracterizagio quimica das bebidas é necessédria para observar se ha

concordéincia entre os limites estabelecidos por lei e a concentragdo presente dos



metabélitos nos produtos obtidos. Para as bebidas fermentadas a partir de frutas
tropicais nfo ha legislagio especifica, baseando-se assim na legislagdo
estabelecida para o vinho e outras bebidas alcodlicas oriundas da fermentagdo
(Dias, 2001).

Por meio da andlise quimica da bebida é possivel a verificagdo da
sanidade do produto final obtido, bem como a quantidade de etanol produzido
(produto de maior interesse).

Entre os métodos modernos de andlise, a cromatografia ocupa lugar de
destaque devido a sua facilidade de efetuar a separaciio, identificacio e
quantificagéio das espécies quimicas (Jham, 2002). As técnicas cromatograficas
baseiam-se na distribuigiio de um soluto entre duas fases. Uma fase estaciondria
(liquida ou solida) é uma fase mével (gasosa ou liquida). Os solutos em solugio
atravessam a fase estaciondria contida em uma coluna ou placa, deslocando-se
com velocidades diferentes em fungdo da afinidade relativa entre as fases,
resultando em uma separagdo. Quando a fase movel for um gés denomina-se
cromatografia gasosa e cromatografia liquida (CLAE) quando a fase mével for
liquida (Ferraz, 2001).

O Ministério da Agricultura (1988) estabelece limites analiticos
méaximos e minimos de algumas substincias, ou a relago entre elas, que podem

estar presentes, como, por exemplo, para vinhos de mesa (Tabela 2).
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TABELA 2 Limites analiticos estabelecidos para vinho de mesa

fndices Limites
Maximo Minimo
Alcool etilico (g/L) 13,0 10,0
Alcool metilico (g/L) 0,35 -
Acidez total (meq/L) 130,0 55,0
Acidez volitil (meg/L) 20,0 -
Sulfatos totais, em K,SO, (g/L) 1,0 -
Cloretos totais, em NaCL (g/L) 0,2 -
Anidro sulfuroso (SO,) total (g/L) 0,35 -
Cinzas g/L
Vinhos comuns
Tinto - 1,5
Rosado e branco - 1,3
Vinhos finos e especiais
Tinto - 1,5
Rosado e branco - 1,0
Relag3o dlcool em peso/extrato seco
reduzido
Vinhos comuns
Tinto 438 52
Rosado 6,0 6,5
Branco 6,5 6,7
Vinhos finos e especiais
Tinto 52 -
Rosado 6,5 -
Branco 6,7 -
Acucares totais
Vinho seco 5 -
Vinho meio seco 20,0 4,0
Vinho suave ou doce - 20,1

Fonte: Ministério da Agricultura. Portaria n® 229, de 25 de outubro de 1988

Os vinhos tintos geralmente apresentam teores mais baixos de acidez
total, quando comparados aos vinhos brancos ¢ o teor de acidez volétil, o qual

mede o grau de avinagramento do vinho, deve ser o mais baixo possivel.
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Os agicares totais no vinho seco representam o0s residuos da
fermentagdo alcodlica. Os vinhos meio seco e suave brasileiros geralmente sio
elaborados a partir de vinhos secos, pela adigiio de agiicar na fase de pré-
engarrafamento, sendo sua conservagio garantida com a utilizagdo de aditivos

conservantes ou da pasteurizagio (Rizzon et al., 1986).

2.11 Conservaciio do vinho

Numerosas mudan¢as quimicas ocorrem em vinhos durante o
armazenamento. Estas mudangas podem afetar drasticamente as suas
caracteristicas. Novos componentes do “flavor” podem ser formados, enquanto
as concentragdes de outros podem aumentar ou diminuir. Essas mudangas

podem ser benéficas ou ndo para a qualidade do vinho (Rapp & Marais, 1993).

O envelhecimento inicia na madeira, depois na garrafa, onde o aroma, a
cor e o gosto sofrem profundas modificagdes (Rosier, 1995). Muitos vinhos tém
o sabor melhorado se armazenados por alguns anos. Durante este tempo, a
acidez diminui, vérias substfincias pouco soliveis acabam precipitando e vérios
componentes formam complexos, afetando o sabor e o odor. Uma das formas de
envelhecimento classica é feita em barris de carvalho, que sfio porosos e
permitem a entrada de oxigénio e que devem ser renovados a cada safra para
evitar a proliferagio de microrganismos maléficos.

O vinho também extrai componentéé da madeira que influenciam no
aroma final. Um dos principais componentes extraidos durante o envelhecimento
em barris de carvalho ¢ o cis-isdbmero conhecido como “oak lactones” {4S,5S-
Sbutil-4-metil-4,5-dihidroxi-2 (3H)-furanone]. Em vinhos Chardonnay a
concentragdo de cis-isbmero ¢ correlacionada com o aroma de coco € em vinhos
Cabernet Sauvignon com aroma de coco, vanilla, framboesa e chocolate
(Pollnitz et al., 1999).
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O oxigénio exerce sua fun¢do no fendmeno de oxidagio que ocorre
pelos poros da madeira e da porgdo dissolvida no vinho. Nessa fase ocorreuma
pequena oxidagdo benéfica, pois melhora a cor, devido a oxidagio dos taninos e
polimerizagiio das antocianinas. O tempo de envelhecimento depende das
propriedades de cada vinho a ser envelhecido. Os vinhos brancos, quando
envelhecidos, tendem a perder a qualidade e adquirem caracteristicas que ndo
sdo desejdveis (Rosier, 1995).

O envelhecimento na garrafa s6 acrescenta qualidades em vinhos que
tenham potencial para isso. E na garrafa que ocorre o fendmeno de esterificagéo,
no qual se verifica a transformagdo do aroma em “bouquet” e mudangas na cor
devido a polimerizagdo parcial das antocianinas que em ambiente redutor
modifica a coloragdo dos vinhos de tons avermelhados para tons amarronzados.
Para que o envelhecimento na garrafa oferega ao vinho caracteristicas
desejaveis, deve-se tomar cuidados como, por exemplo, manter a garrafa numa
posigdo horizontal durante a armazenagem para que a rolha de cortiga esteja
umedecida, e, portanto, inchada, evitando assim as trocas com 0 meio externo
(Rosier, 1995).

Segundo Rizzon et al. (1999), as antocianinas sio compostos fenolicos
encontrados nas peliculas das uvas tintas e nos mostos de algumas cultivares
tintérias, responsaveis pela cor vermelha dos vinhos tintos jovens. Os vinhos
tintos envelhecidos ndo possuem antocianinas livres, uma vez que essas

substancias se degradam ou se complexam com os taninos
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CAPITULO 2

AVALIACAO DO CRESCIMENTO DE CEPAS DE
Saccharomyces cerevisise EM POLPA DE JABUTICABA SABARA
(Myrciaria jaboticaba)
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1 RESUMO

AMARAL, Aramdlia Karam. Avaliagio do crescimento de cepas
Saccharomyces cerevisize em polpa de jabuticaba sabard (Myrciaria
jaboticaba). 2004. 128 p. Dissertagio (Mestrado em Microbiologia Agricola)
Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.

O Brasil é um grande produtor de frutas tropicais, mas grande parte da produgdo
¢ perdida na fase de pos-colheita, o que acarreta em prejuizos para o produtor. A
jabuticabeira, uma ecspécie originada do centro-sul do Brasil, ¢ um exemplo
dessas frutas. A maior parte das jabuticabas é consumida in natura e grande parte
¢ descartada devido, principalmente, ao desconhecimento do seu potencial para a
produgdo de geléias, doces ¢ fabricagio de bebidas fermentadas. O objetivo do
trabalho foi avaliar o crescimento de quatro isolados de Saccharomyces
cerevisiae em polpa de jabuticaba sabara (Myrciaria jaboticaba). Primeiramente
selecionou-se o meio de cultivo ideal para o crescimento dos isolados. Apés esta
etapa, avaliou-se o crescimento destes no meio previamente escolhido e, por
tltimo, a confecgdio das curvas de crescimento dos isolados que apresentaram
melhores rendimentos, (UFC/mg-de AR). As frutas foram coletadas na Fazenda
Bocaina, no municipio de Brumadinho, MG. Os isolados de Saccharomyces
cerevisiae, codificados como CA1162, CA1183, CA116 e CA1174, pertencentes
a colegdo do Laboratério de Fisiologia de Microrganismos da Universidade
Federal de Lavras foram inoculados primeiramente nos meios: YEPG (A), YW
(B), polpa de jabuticaba 5°Brix + 1% de extrato de levedura autoclavada a
121°C por 15 minutos (C), polpa de jabuticaba 5°Brix + 1% de extrato de
levedura autoclavada a 111°C por 10 minutos (D) ¢ polpa de jabuticaba 5° Brix
submetida a vapor fluente por 10 minutos (E). Concluiu-se que o meio de
cultivo C foi o que mais se assemelhou aos meios sintéticos, em relagdo ao
namero de células, tendo o comportamento superior aos meios D e E, sendo,
portanto, indicado para a produgdo de indculo na fabricagdo do fermentado de
jabuticaba. Avaliando o crescimento dos isolados no meio previamente
escolhido (meio C), o isolado CA1174 foi que apresentou methor crescimento,
seguido dos isolados CA1183, CA1162 ¢ CA116. O consumo de solidos
soliveis e agiicares redutores (AR) apresentou decréscimos durante todo o
experimento. Entretanto, o isolado CA1162, mostrou-se mais eficiente ao
apresentar um menor consumo de AR em relagdo aos outros isolados. A curva
de crescimento foi confeccionada para os isolados CA1174, CA1182 e CA1183,
que apresentaram maior rendimento (n° de células/mg AR).
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2 ABSTRACT

AMARAL, Aramalia Karam. Evaluation of the growth of Saccharomyces
cerevisiae on Sabara jaboticaba pulp (Myrciaria jaboticaba) 2004. 128 p.
Dissertation (Master in Agricultural Microbiology) — Federal University of
Lavras, Lavras, MG.

Brazil is a great grower of tropical fruits but much of the production is lost
during the post-harvest period, which brings damages for the grower. The
jaboticaba tree, a species originated from Center-South Brazil, is an example of
those fruits. Most of the jaboticabas are consumed in “natura” and a great part
are discarded due, mainly, to the unawareness of its potential for production of
jams, sweets and manufacture of fermented beverages. The aim of this work was
10 evaluate the growth of four isolates of Saccharomyces cerevisiae on Sabara
jaboticaba pulp (Myrciaria jaboticaba). First, the ideal culture medium for the
growth of the isolates was selected. After that step, the growth of them in the
previously chosen medium and of end, the making of the isolates’ growth curves
which presented better yields (CFU/mg of AR). The fruits were harvested on the
Bocaina farm in the town of Brumadinho, MG. The isolates of Saccharomyces
cerevisiae, codified as CA116, CA1174, CA1183 and CA1162 belonging to the
collection of the Microbial Physiology Laboratory of the Federal University of
Lavras/DBI were inoculated first in the media: YEPG (A), YW (B), jaboticaba
pulp of 5° Brix + 1% of yeast extract autoclaved at 121°C for 15 minutes (C),
jaboticaba pulp 5° Brix + 1% of yeast extract autoclaved at 111°C for 10
minutes (D) and jaboticaba extract 5° Brix submitted to uninterrupted steam for
10 minutes (E). It was observed that the C culture medium was the one which
was similar to the synthetic media in relation to cells number, presenting
behaviour superior to the D and E media, and therefore, pointed to the
production of inoculum of isolates CA1183, CA1162 and CA116. The
consumption of total soluble solids and reducing sugars (RS) decreased
throughout the experiment. However, the isolate CA 1162 proved to be more
efficient due to smaller consumption of RS relative to the other isolates. The
growth curve was made for isolates CA1174, CA1182 and CA1183, which
presented greater yield (number of cells/mg RS).
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3 INTRODUCAO

Para a obtengdo de bebidas fermentadas utilizando-se leveduras
selecionadas, toma-se de extrema importincia estabelecer condigdes de
crescimento para os microrganismos que serdo inoculados.

Microrganismos sdo fundamentais no processo de vinificagdo. Para
entender a sua contribuigfio, ¢ necessdrio conhecer a identificagdo taxondmica, o
seu comportamento e a cinética de crescimento de cada espécie associada ao
processo. A influéncia das préticas de vinificagdio sobre o crescimento e
atividade dos microrganismos afeta a qualidade sensorial e aceitabilidade do
vinho (Fleet, 1997).

Para que ocorra uma multiplicagio vigorosa das células, ¢ necessario
que as exigéncias nutricionais sejam supridas, permitindo assim a reprodugéio e
garantindo a viabilidade (Schwan & Castro, 2001).

Para o crescimento microbiano, ou seja, multiplicagdo celular, &
necessirio que ocorra a divisio celular. Para microrganismos, vida e
crescimento sdio impossiveis sem a divisdo da célula. Entender, pois, o motivo e
a maneira como o microrganismo se divide é de extrema importincia para o
entendimento do processo da vida microbiana e o controle do seu crescimento
(Caldwell, 1995).

O cultivo de microrganismos requer meios de cultura apropriados. Os
meios de cultivo sdo preparagdes que contém todos os nutrientes utilizados para
o crescimento dos microrganismos. Estes elementos sdo necessarios tanto para a
sintese como para as fungdes normais dos componentes celulares. Eles existemn
na natureza em uma grande variedade de compostos, que so inorgénicos ou
organicos. Quando os microrganismos so removidos do seu meio e cultivados
em laboratdrio, os microbiologistas utilizam meios que simulam ou até mesmo

melhoram as condigdes naturais. Um dos fatores que devem ser observados ¢ o
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fornecimento de elementos quimicos essenciais. Os elementos quimicos
principais para o crescimento da célula incluem carbono, nitrogénio, hidrogénio,
oxigénio, enxofre, fosforo, célcio, potassio, magnésio, além dos micronutrientes
e vitaminas (Pelkzar, 1996). Todos estes aspectos tornam os meios de cultura
sintéticos onerosos.

Frente a isso, foram testadas, neste trabatho, polpas de jabuticaba sabard
(Myrciaria jaboticaba) submetidas a diferentes tratamentos, em comparagio
com os meios sintéticos YW e YEPG, para o crescimento de isolados de
leveduras Saccharomyces cerevisiae, O objetivo foi o de diminuir os custos de
multiplicagiio dos inéculos para a formagdo do pé de cuba que sera utilizado na
obtengdo da bebida fermentada, avaliagio do crescimento de cada isolado no
meio previamente escolhido e confecgdo da curva de crescimento dos isolados

de maior rendimento (n° de células/mg de AR).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Leveduras utilizadas

Quatro cepas de Saccharoniyces cerevisiae, codificadas como CA116,
CA1162, CA1183 ¢ CA1174 (Figura 1) e pertencentes a colego de leveduras do
Laboratério de Fisiologia de Microrganismos do DBI/UFLA, foram utilizadas
para avaliago do crescimento em polpa de jabuticaba submetida a diferentes
tratamentos e meios sintéticos YW (em g.l"; extrato de levedura, 3,0; extrato de
malte, 3,0; peptona universal, 5,0; e glicose, 10,0) e YEPG (em g.I'; extrato de
levedura, 3,0; peptona bacteriologica, 10,0; e glicose, 20,0). As cepas foram
isoladas e identificadas por Mendonga (1999) e Fialho (2000).

As leveduras foram primeiramente certificadas quanto & pureza. Partiu-se
de uma aliquota da cultura pura, estocada em glicerol a 20%, a —20°C, em
congelador, que foi ressuspendida em 2,0 mL de meio YW liquido (em g.I*;
extrato de Jevedura, 3,0; extrato de malte, 3,0; peptona universal, 5,0; e glicose,
10,0). Depois de incubadas a 28°C por 24 horas, uma algada de cada levedura
foi transferida para placas de petri, através de estrias compostas, com meio YW
a pH 3,5 acrescido de ampicilina 30 ppm (30 pL .L" ) como agente bactericida.
Foram feitas laminas de cada isolado, observadas em microscopio dptico
comum.

Depois de verificada a pureza dos isolados, preparou-se uma cultura
estoque de YW liguido (100 mL), que foi mantida sob refrigeragdo, sendo esta

utilizada no decorrer de todo o experimento.
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FIGURA 1 Fotomicrografias de isolados de Saccharomyces cerevisiae, em meio
YEPG, ap6s 24 horas de incubagdo a 28°C. Barra corresponde a
20pm.

4.2 Coleta das frutas e obtenciio do mosto
Os frutos de jabuticaba sabard (Myrciaria jaboticaba) foram coletados
na Fazenda Bocaina, no municipio de Brumadinho, MG, no més de novembro
de 2002. Apds a coleta, as frutas foram lavadas, secas ¢ prensadas manualmente,
obtendo-se a polpa, que foi filtrada em peneiras simples com tela de aluminio,
acondicionadas em sacos plésticos e congeladas em freezer.

65



EFHETED. FuiEm, -Gus)

Uma amostra da polpa “in natura”, depois de autoclavada por 15

minutos a 121°C, foi retirada para a caracterizagdo quimica da mesma, no
Laboratorio de Anilise de Alimentos do Departamento de Ciéncia de Alimentos
da Universidade Federal de Lavras. Foram determinados solidos sollveis
(AOAC, 1990), agucares totais (Yemm & Willis, 1954), ac¢icares redutores
(Miller, 1959), acidez titulavel e pH (Instituto Adolfo Lutz, 1985), proteinas
(AOAC, 1965), pectina total e solavel (Mccready & Mccomb, 1952), tanino
(AOAC, 1960), vitamina C (Strohecker & Henning, 1965), amido (AOAC,
1990). fibra bruta (Hennemberg, 1947), FDN (fibra detergente neutro) (Van
Soest, 1967), FDA (fibra em detergente acido) (Van Soest, 1967), lignina (Van
Soest, 1967), hemicelulose e celulose (Van Soest, 1967), peroxidase (Matsuno
& Uritani, 1972), poligalacturonase (Pressey & Avants, 1973), polifenoloxidase
(Wissemann & Lee, 1980) e minerais (Malavolta, 1990).

No decorrer do experimento, as polpas eram descongelas sob
refrigeragdo e uma amostra era coletada para verificar o teor de solidos soliveis

(°Brix) em refratometro digital (PALETE PR-32) a 20°C.

4.3 Preparo do inoculo

Da cultura estoque de cada isolado de S. cerevisiae (CA116, CA1162,
CA1183 e CA1174), armazenada sob refrigeragio, uma aliquota de 1 mL era
transferida para 100 mL de cada meio que seria utilizado no experimento, para
que as células passassem por um periodo de adaptagdo. Os frascos eram

incubados a 28°C, por um periodo de 24 horas.
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4.4 Seleciio do meio ideal de cultivo para a produgdio de inéculo (Etapa 1)

4.4.1 Preparo do mosto

A polpa de jabuticaba diluida a 5°Brix (dilvigio de acordo com
experimentos realizados anteriormente-dados ndo publicados), foi submetida a
diferentes tratamentos: C- polpa acrescida de 1% de extrato de levedura e
"autoclavada por 15 minutos a 121°C; D- polpa acrescida de 1% de extrato de
levedura e autoclavada por 10 minutos a 121°C; E - polpa sem adigio de extrato
de levedura e submetida a vapor fluente por 10 minutos. Foi avaliado também o
crescimento dos isolados em meios sintéticos YW liquido (tratamento B) (em
gl'; extrato de levedura, 3,0; extrato de malte, 3,0; peptona universal, 5,0 e
glicose, 10,0) ¢ YEPG (tratamento A) (em g.I"’; extrato de levedura, 3,0; peptona
bacterioldgica, 10,0 e glicose, 20,0). Foram realizadas trés repetigdes para cada
tratamento, utilizando-se 250 mL de polpa por frasco.

4.4.2 Inoculagfio

Cada frasco receben ImL dos isolados de S. cerevisiae (CA116,
CA1162, CA1183 e CA1174) previamente adaptados ¢ foram incubados a
28°C, sob agitagdo (30 rpm) em incubadora refrigeradora (Shaker) MA 830/A.

4.4.3 Amostragem, anilises microbiologicas e quimicas

Para verificagdo da viabilidade celular, por meio do placiﬁemnento por
microgotas (Romeiro, 2001) em meio YW (em g.l"; extrato de levedura, 3,0;
extrato de malte, 3,0; peptona universal, 5,0; e glicose, 10,0), coletaram-se
amostras 0 e 24 horas apds a incubagdo. A aferigdo do °Brix em refratdémetro
digital (PALETE PR-32) a 20°C foi feita com amostras coletadas em 0, 24 ¢ 48

horas.
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4.5 Avaliaciio do crescimento dos isolados de Saccharomyces cerevisiae, no
meio de cultivo ideal previamente escolhido (Etapa 2)

4.5.1 Preparo do mosto

A polpa de jabuticaba foi diluida a 5 Brix , acrescida de 1% de extrato
de levedura e esterilizada a 121°C por 15 minutos. Foram realizadas trés
repetigdes para cada tratamento, utilizando-se 250 mL de polpa em cada frasco.

4.5.2 Inoculacfio

Cada frasco contendo polpa de jabuticaba foi inoculado com ImL de
cada cultura crescida por 24 horas em meio YW (em g.1”; extrato de levedura,
3,0; extrato de malte, 3,0; peptona universal, 5,0 e glicose, 10,0). Os frascos
foram incubados a 28°C sob agitagdo (30 rpm), em incubadora refrigeradora
(Shaker) MA 830/A.

4.5.3 Amostragem, anilises microbiologicas e quimicas

Foram coletadas amostras com 0, 7, 14 e 21 horas apds a inoculagio.
Para verificagdo da viabilidade celular foi realizado o plaqueamento das
dilui¢des seriadas por microgotas (Romeiro, 2001) em meio YW. O contelido
de sélidos soliiveis totais (Brix) foi verificado em refratdmetro digital (PALETE
PR-32) a 20°C. O monitoramento do consumo de agicares redutores foi
realizado pelo método do écido do dinitrossalicilico (DNS) (Anexo 3A) (Miller,
1959).

4.6 Confeccdo da curva de crescimento dos isolados que apresentaram
maiores rendimentos (UFC/ mg de agiicar redutor) (Etapa 3)

A curva de crescimento de cada isolado foi observada a partir da
inoculagdo de 1 mL dos isolados CA1162, CA1183 ¢ CA1174 previamente
adaptados, em polpa de jabuticaba diluida a 5°Brix , acrescida de 1% de extrato
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de levedura e esterilizada a 121 °C por 15 minutos. Foram realizadas trés
repetigdes para cada tratamento, utilizando-se 800 mL de polpa por frasco. Os
frascos foram incubados a 28°C, sob agitagio (30 rpm), em incubadora
refrigeradora com agitagdo TE-422.

Foram coletadas amostras, 0, 3, 6, 9, 12, 15, 22, 29 ¢ 48 horas apds a
inoculagdo. Para verificagio da viabilidade celular foi realizado o plaqueamento
das diluigdes seriadas por microgotas em meio YW. O monitoramento do
consumo de agucares redutores foi realizado pelo método do dcido do
dinitrossalicilico (DNS) (Anexo 3 A) (Miller, 1959).

4.7 Anilise estatistica

Os dados foram interpretados estatisticamente por meio de anélise de
varidncia. As médias foram comparadas, pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade, utilizando software de estatistica SISVAR 4.3 (Ferreira, 1999).

Cada isolado de S. cerevisiage foi inoculado em trés frascos (trés
repetigdes). De cada frasco foi retirada: uma amostra para plaqueamento, que era
submetida a dilui¢des seriadas, de onde plaqueavam-se trés dilui¢Bes, com trés
repetigdes para cada diluigdo ¢ uma amostra para aferigdo do °Brix e andlise de
aglicares redutores (AR) por DNS. Para cada amostra de °Brix eram feitas trés
leituras em refratometro digital e, para AR, trés leituras em especfotdmetro.
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§ RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizaciio quimica da polpa de jabuticaba sabard (Myrciaria
Jjaboticaba)
As Tabelas 1 e 2 apresentam a média dos resultados obtidos em triplicata

da caracterizagdo fisico-quimica da polpa de jabuticaba sabard (Myrciaria

Jaboticaba) “in natura” e apds a autoclavagem a 121°C, por 15 minutos.

TABELA 1 Caracterizagdo fisico-quimica da polpa de jabuticaba Sabara

(Myrciaria jaboticaba) “in natura” e ap6s a autoclavagem.

Anilises realizadas

Polpa “in natura”

Polpa autoclavada

Proteinas 0,49%% 0,45%
Soélidos soluveis 15,90% 15,50%
pH 3,75 3,78
Acidez litulével 0!73 % 0’78%
Agucares redutores (Glicose) 13,85% 12,52%
Aglcares nio redutores (sacarose) 3,08% 3,7%%
Agicares totais 17,09% 16,47%
Pectina sokivel 303,86 mg/100g 294,89 mg/100g
Pectina total 611,09mg/100g 564,300 mg/100g
Solubilizagio 49.00% 52,26%
Tanino 259,580 mg/100g 240,37%
Vitamina C total 47,22 mg/100g 44,77 mg/100g
Amido 0,179% 0,255%
Fibra bruta 0,095% 0,090%
FDN 0,45% 0,29%
FDA 0,27% 0,16%
Lignina 0,10% 0,07%
Hemicelulose 0,180% 0,135%
Celulose 0,18% 0,09%
Peroxidase 40,02u/g/m 36,09w/g/m
36,77% 33,33%

Poligalaturonase
Polifenoloxidase

niio teve atividade

niio teve atividade
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TABELA 2 Minerais presentes na polpa de jabuticaba sabard (Myrciaria
Jjaboticaba) “in natura” e apos a autoclavagem

Minerais Polpa "in natura" Polpa autoclavada
Cilcio 7,20% 7,00%
Fosforo 5,50% 5,20%
Potassio 18,00% 14,00%
Magnésio 1,00% 1,00%
Enxofre 9,00% 5,00%
Nitrogénio 7,30% 8,40%
Cobre 0,260 mg/100g 0,303 mg/100g
Ferro 2,333 mg/100g 1,702 mg/100g
Zinco 1,231 mg/100g 0,935 mg/100g
Sodio 6,144mg/100g 9,389 mg/100g

A polpa de jabuticaba apresentou valor de pH 3,7, o que a caracterizou
como uma fruta acida. A concentragdo de agucares totais em torno de 17%
realga o potencial da fruta para a fabricagdio de bebidas na industria de
alimentos. Resultados semelhantes foram encontrados por Dias et al. (2003), ao
caracterizarem a polpa de caja (Spondias mombin L.), que apresentou pH 3,3 e
9,4% de agicares totais, para a fabricagio da bebida fermentada e por Corazza et
al. (2001) que, na fabricag@o do vinho de laranja, obtiveram o suco da fruta, com
9,5°Brix e pH 3,64.

Apoés a autoclavagem da polpa a 121°C por 15 minutos, pode-se
destacar o aumento na concentragdo de amido, de 0,179% para 0,255% ¢ a

solubilizagdo que passou de 47,22% para 52,60%.
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5.2 Seleciio do meio ideal de cultive para produgio de indculo (Etapa 1)

A avaliagio da populagio leveduriforme durante o experimento foi
realizada em todos os tratamentos. Os dados apresentados na Tabela 3 referem-
se & popul_agﬁo inicial, apds inoculagio de 1 mL de cada isolado que foi
previamente adaptado, nos tratamentos a serem testados: A- meio YEPG; B-
Meio YW, C- polpa de jabuticaba diluida a 5 Brix acrescida de 1% de exirato
de levedura e autoclavada por 15 minutos a 121°C; D- polpa de jabuticaba
diluida a 5°Brix acrescida de 1% de extrato de levedura e autoclavada por 10
minutos a 121°C; E- polpa de jabuticaba diluida a 5°Brix sem adigdo de extrato
de levedura e submetida a vapor fluente por 10 minutos.

Foi observado crescimento celular em todos os meios testados apos 24
horas de incubagiio a 28°C sob agitagdo (Tabela 4). Os dados de crescimento
celular encontram-se subtraidos da populagio inicial. Em anélise estatistica, por
meio do teste de médias (Tukey, a 5% de probabilidade), quando os meios
independente dos isolados inoculados foram analisados, observou-se que os
meios sintéticos A e B apresentaram melhores condigdes de crescimento celular
seguidos dos meios C, D e E, respectivamente. O meio de cultivo C foi o que

_ mais se assemelhou estatisticamente aos meios sintéticos (Figura 2).

TABELA 3 Populagio inicial de isolados de S. cerevisiae inoculados em
diferentes tratamentos

Isolados (UFC x 10°/mL)

Tratamentos CAl16 CAl162  CA1183  CAIl74
A 1.9 20,7 0,26 3,3
B 18 37 24 2,0
c 6,6 370 0,66 4,5
D 22,5 35 3.4 43
E 15 14 1,5 4,9
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TABELA 4 Unidades formadoras de colonia (UFC) x 10°/mL de isolados de
S cerevisiae em diferentes tratamentos apds 24 horas de

incubagdo
Isolados (UFC x lngmL)

Tratamentos CA116 CAl1162 CA1183 CA1174
A 11,95 37.5 64,9 6,95
B 7,49 6.0 1,39 185
¢ 25,4 50 4,14 5,0
D 1,74 0,22 5,44 5,0
E 0,199 0,024 0,169 0,23
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FIGURA 2 Comparagio entre os diferentes meios testados, independente do
isolado de S. cerevisiae inoculado. As médias seguidas pela
mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade

Os resultados obtidos para o crescimento dos isolados CA116, CA1162,
CA1183 e CA1174 de S. cerevisiae em meios sintéticos YEPG (Meio A) e YW
(Meio B), ap6s 24 horas de incubagdo, podem ser observados nas Figuras 3 e 4.

No meio A, os isolados CA1183 e CA1162 (64,9 x 10° UFC/nL e 37,5



x 10° UFC/mL) apresentaram melhores crescimentos seguidos dos isolados
CA116 (11,94 x 10° UFC/mL) e CA1174 (6,95 x 10° UFC/mL). No meio B
(YW), o isolado CA1174 destacou-se em relagio aos outros isolados inoculados,
com um aumento de 185 x 10° UFC/mL, em relagdo a populagdo inicial, seguido
dos isolados CA116 (7,49 x 10° UFC/mL), CA1162 (6,0 x 10° UFC/mL) e

CA1183(1,39x 10° UFC/mL), que ndo diferiram estatisticamente.

Meio A
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CA1183 CA1162 CA1174 CA116
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FIGURA 3 Crescimento celular, ap6s 24 horas de incubagdo, dos isolados de
S. cerevisiae, inoculados no meio sintético YEPG (Meio A) As
médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

74



Meio B
240

200 - a

-

[+2d

o
L

UFC x 10°mL
Xy
o

b b b
. - —_] r r | vt |
CA1183 CA1162 CA1174 CA116
Leveduras

H ]
(=] o o
1 L

FIGURA 4 Crescimento celular, apds 24 horas de incubagdo, dos isolados de  S.
cerevisiae, inoculados no meio sintético YW (Meio B). As médias
seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey,
a 5% de probabilidade.

Na Figura 5, os dados referem-se a UFC x 10°/mL dos isolados de S.
cerevisiae em relagio a4 populagdo inicial nos meios: C- polpa de jabuticaba
diluida a 5°Brix acrescida de 1% de extrato de levedura e autoclavada por 15
minutos a 121°C e D- polpa de jabuticaba diluida a 5°Brix acrescida de 1% de
extrato de levedura e autoclavada por 10 minutos a 121°C.

A diferenga do meio C e D consistiu no tempo de autoclavagem. O meio
C foi autoclavado por 15 minutos e meio de cultivo D, por 10 minutos. Apesar
da polpa autoclavada sofrer alteragdes nas suas caracteristicas fisico-quimicas
em relagdo a polpa “in natura” (Tabela 1 e 2), o tempo de autoclavagem parece
nio ter interferido, visto que o meio C apresentou maior niumero de UFC/mL

para todos os isolados analisados em relagio ao meio D (Tabela 4 ¢ Figura 5).
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FIGURA 5 Crescimento celular, apds 24 horas de incubagdo, dos isolados de S.
cerevisiae, inoculados nos meios C e D. As médias seguidas pela
mesma letra ndo diferem entre si. pelo teste de Tukey. a 5% de
probabilidade.

O crescimento das leveduras no meio E (polpa de jabuticaba diluida a

5°Brix sem adigdo de extrato de levedura ¢ submetida a vapor fluente por 10

minutos) entre os meios testados foi o menor (Tabela 4 ¢ Figura 6), o que pode

estar relacionado a auséncia de extrato de levedura. O extrato de levedura obtido
pela extragiio aquosa de autdlise de leveduras da indiistria de bebidas possui um
clevado conteido de vitaminas e proporciona uma excelente condigdo de
crescimento para um grande nimero de microrganismos. Usualmente, o extrato
de levedura é adicionado aos meios de cultura como uma fonte de vitaminas
(MERCK, 2001). O crescimento dos isolados analisados, no meio E, ndo

diferiram estatisticamente, pelo teste de Tukey, a 5 % de probabilidade.
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FIGURA 6 Crescimento celular, apos 24 horas de incubagiio, dos isolados de
S. cerevisiae, inoculados no meio E. As médias seguidas pela
mesma letra nio diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade

O consumo de solidos soliveis pelos isolados CA1183, CA1174 e
CA116 pode ser observado nas Figuras 7 e 8. Nos meios C e D houve maior
queda do °Brix apds 48 horas de incubagdo, comparados com o meio E, isso
pode estar relacionado ao menor nimero de células presentes nestes meios,

como foi observado anteriormente.
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FIGURA 7 Teor de solidos soliiveis (°Brix) em polpa de jabuticaba submetida
a diferentes tratamentos térmicos e adigiio de extrato de levedura,
inoculada com o isolado CA1183, de S. cerevisiae
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FIGURA 8 Teor de solidos soltveis (°Brix) em polpa de jabuticaba submetida
a diferentes tratamentos térmicos e adigdo de extrato de levedura,
inoculada com os isolados CA116 ¢ CA1174, de §. cerevisiae.
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O isolado CA1162 apresentou comportamento diferente em relagdo aos
outros isolados, consumindo mais lentamente os solidos soliuveis dos meios
testados apos 48 horas de incubagdo (Figura 9). O meio E foi o que apresentou
menor decréscimo de solidos soliveis, quando comparado com 0s outros meios.

O meio D, para todos os isolados inoculados, foi 0 que apresentou
menor teor de solidos soluveis apos 48 horas de incubagio.

Na Figura 10, compararam-se os meios obtidos com a polpa de jabuticaba
submetida a diferentes tratamentos, independente dos isolados. O meio C
apresentou maior namero de células (21,13 x 10° UFC/mL) apos
incubagio por 24 horas, seguido dos meios D (3,1 x 10° UFC/mL) ¢ E

(0,155 x 10° UFC/mL). Os meios D e E ndo diferiram estatisticamente
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FIGURA 9 Teor de solidos soluveis (°Brix) em polpa de jabuticaba submetida
a diferentes tratamentos térmicos e adigdo de extrato de levedura,
inoculada com o isolado CA1162 de S. cerevisiae
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FIGURA 10 Crescimento celular dos isolados de S. cerevisiae nos meio obtido
de polpa jabuticaba submetida a diferentes tratamentos. As
médias seguidas pela mesma letra nfio diferem entre si pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade.

Carvalho et al. (2003), visando o desenvolvimento do inéculo de uma
linhagem de S. cerevisiae, isolada de uma destilaria do Sul de Minas Gerats,
avaliaram a eficiéncia de dois meios de cultivo na multiplicagéo do inéculo.
Utilizou-se o meio sintético YEPG e caldo de cana 5°B, acrescido de 1% de
extrato de levedura. A partir dos resultados obtidos, pdde-se concluir que o meio
caldo de cana 5°B, acrescido de 1% de extrato de levedura, ¢ tdo eficiente para o
crescimento desta linhagem de S. cerevisiae quanto o meio sintético YEPG. A
utilizagio de caldo de cana suplementado com extrato de levedura na
multiplicagio de cepas selecionadas torna menos oneroso o processo de

produgdo de in6éculo em escala laboratorial.
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5.3 Avaliagio do crescimento dos isolados de Saccharomyces cerevisiae no
meio de cultivo ideal previamente escolhido (Etapa 2)

Apbs inoculagio de } mL de cada isolado que foi previamente adaptado,
em polpa de jabuticaba 5 °Brix + 1% de extrato de levedura esterilizada a
121°C por 15 minutos, obteve-se a populagio inicial para os isolados CA1183,
CA1174, CA1162 e CA116 de 1,9 x 10’ UFC/mL; 1,4 x 10’ UFC/mL; 5,0 x 10’
UFC/mL e 0,73 x 107 UFC/mL, respectivamente.

Apds 21 horas de incubagiio, a 28°C sob agitagiio, foi observado
crescimento de todos os isolados no meio inoculado. O isolado CA1174
apresentou o melhor crescimento celular (152,98 x 10° UFC/mL), seguido dos
isolados CA1183 (21,67 x 10° UFC/mL), CA1162 (12,95 x 10° UFC/mL) e
CA116 (7,89 x 10° UFC/mL) (Figura 11). A populagfio encontrada dos isolados
CA1183, CA1162 e CA116 nio foram significantemente diferentes.

Com relagiio ao consumo de agicares redutores (Tabela 5 e Figura 12),
nas primeiras 7 horas de incubagéo, o consumo foi muito pequeno para todos os
isolados analisados. O maior decréscimo foi observado a partir das 7 horas de
incubagdo, para os isolados CA1174 e CA1183, chegando, apds 14 horas de
incubaglio com respectivamente, 1,48 ¢ 2,14 mg de AR/mL de mosto. Para os
isolados CA116 e CA1162, apos 14 horas, a quantidade de AR no mosto foi de
respectivamente 22,98 e 43,85 mg/mL de mosto. O maior consumo de AR por
parte dos isolados CA1174 ¢ CA1183, nas primeiras 14 horas pode estar
relacionado com o maior nimero de células destes (4,69 x 10° UFC/mL e2,75 x
10° UFC/mL, respectivamente) em relagio aos isolados CA116 (0,15 x 10°
UFC/mL) e CA1162 (0,55 x 10° UFC/mL). Estes resultados mostraram que a
velocidade de crescimento foi diferente entre os isolados. Esta observagéo pode

auxiliar na selegfio de inoculos para vinificagiio ou outro processo fermentativo.
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E importante ressaltar que o isolado CA1162 durante todo o periodo de
incubagdo foi o que apresentou menor consumo de AR, apenas 12,43 mg durante

as primeiras de 21 horas de incubagdo.
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FIGURA 11 Crescimento celular dos isolados de S. cerevisiae em polpa de
jabuticaba 5° Brix, + 1% de extrato de levedura autoclavada por
15 minutos a 121°C, durante 21 horas de incubagiio. As médias
seguidas de mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey,
a 5% de probabilidade.
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TABELA 5 Valores de agiicares redutores (AR) em mg/mL presentes na polpa
de jabuticaba 5°Brix, + 1% de extrato de levedura autoclavada por
15 minutos a 121°C, no periodo 21 horas, inoculada com os
diferentes isolados de Saccharomyces cerevisiae

Valores de AR (mg/mL)
Isolados
0 hora 7 horas 14 horas 21 horas
CA1183 49.87 47,07 2,14 1,34
CAl1162 53,00 51,18 43,85 40,57
CAll6 46,28 44.15 22,98 0,91
CA1174 48,93 42.70 1,48 1,81
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FIGURA 12 Agcicares redutores (AR), em mg/mL presentes na polpa de
jabuticaba 5° Brix, + 1% de extrato de levedura autoclavada por
15 minutos a 121°C, no periodo 21 horas, inoculada com os
diferentes isolados de Saccharomyces cerevisiae.
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A Figura 13 representa os valores de solidos soliiveis presentes na polpa

de jabuticaba, ap6s 21 horas de incubago. O isolado CA1162 consome mais
lentamente os agiicares redutores, como foi observado na etapa anterior.
Com base no célculo de rendimento obtido pela média da UFC/consumo total de
AR, ap6s 21 horas de incubagdo, observou-sc que 0 isolado CA116 foi o que
apresentou menor rendimento 0,17 x 10° UFC/mg de AR (7,89 x 10° UFC/45,38
mg de AR). Portanto, este isolado foi descartado para a avaliagdo da capacidade
fermentativa e obtengio da bebida final. O maior rendimento biomassa/AR foi
obtido pelo isolado CA1174 (3,25 x 10° UFC/mg de AR), seguido dos isolados
CA1162 (1,04 x 10° UFC/mg de AR) ¢ A83 (0,45 x 1 UFC/mg de AR).

BCA1182

x BCA1162
m OCA116

DOCA1174

Tempo (hs)

FIGURA 13 Valores de solidos soliveis (°Brix) encontrados em polpa de
jabuticaba 5°Brix, + 1% de extrato de levedura esterilizado por 15

minutos a 121°C, no periodo 21 horas de incubagdo, inoculada
com isolados de S. cerevisiae .
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53 Curva de crescimento dos isolados que apresentaram maiores
rendimentos (UFC/ mg de agiicar redutor) (Etapa 3)

Analisando-se a curva de crescimento dos isolados testados (Figuras 14
¢ 15), pode-se concluir que nenhuma das leveduras estudadas apresentou fase
lag no tempo observado. Isto pode ser explicado pelo fato de os isolados terem
passado por um periodo de adaptagdo, sendo inoculados na polpa de jabuticaba,
incubada sob agitagdio a 28°C, 24 horas antes de se iniciar o experimento. As
células ja estavam adaptadas as condigdes nutricionais do meio e as condigdes

fisicas, como a temperatura de incubagfo e a velocidade de agitagdo (28 rpm).

As curvas de crescimento diferiram no tempo (hs) das fases log e
estaciondria. Os isolados CA1174 e CA1183 apresentaram uma fase log de 22
horas; a partir desse periodo, comegaram a apresentar a fase de desaceleragdo do
crescimento, provavelmente entrando na fase estacionaria. Esses dados podem
ser explicados pela andlise dos valores de agicares redutores presentes na polpa,
durante o periodo de 48 horas. Observa-se pela Figura 16 e Tabela 5, que as 22
horas, a quantidade de agicares redutores presentes na polpa foi de 0,95 mg/mL
para o isolado CA1174 e 0,94 mg/mL para CA1183. Devido & presenga de
pouca quantidade de agicares redutores, as células ndo mais cresceram,
mantendo, com isso, o numero de células, o que ¢ caracteristico da fase
estacionaria. Apesar dos isolados mencionados chegarem ds 22 horas no fim da
fase logaritmica, deve ser ressaltado que o isolado CA1174 apresentou um maior
nimero de células/mL de polpa que o isolado CA1183. Este iniciou a fase de
desaceleragdo do crescimento s 22 horas, com 12,62 log do n° de células e as
29 e 48 horas, apresentou 13,10 e 13,48 log do n° de células, respectivamente ¢
o isolado CA1183, as 48 horas, possuia 11,83 log do n° de células/mL de polpa
(Tabela 6).
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Analisando-se a curva para o isolado CA1162, verifica-se que nio foi
possivel observar a fase estacionaria, durante as 48 horas de incubagdo. O
crescimento desse isolado foi mais lento que os demais e, até 48 horas,
apresentou um crescimento ainda crescente (Tabela 6). As 22 horas foi
observado um aumento do nimero de células, 4,5 x 10® (8,65 log do n° de
células) para 7,36 x 10" UFC/mL (11,87 log do n® de células), coincidindo com
a queda no consumo de agicares redutores, de 35,59 para 3,05 mg/mL, o que

favoreceu que o isolado CA1162 continuasse crescendo (Figura 16 e Tabela 5).
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FIGURA 14 Curva de crescimento do isolado CA1183 de S. cerevisiae
inoculado em polpa de jabuticaba
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FIGURA 15 Curva de crescimento de isolados de S. cerevisiage (CA1174,
CA1162) em polpa de jabuticaba.
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FIGURA 16 Aclcares redutores (AR) em mg/mL, presentes na polpa de
jabuticaba 5° Brix, + 1% de extrato de levedura autoclavada por
15 minutos a 121°C, no periodo 21 horas, inoculada com os
diferentes isolados de Saccharomyces cerevisiae
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TABELA 5 Agucares redutores (AR), em mg/mL, presentes na polpa jabuticaba
5°Brix, + 1% de extrato de levedura autoclavada por 15 minutos a
121°C, no periodo 21 horas, inoculada com os diferentes isolados de

Saccharomyces cerevisiae
Agucares redutores (mg/mL)
Isolado
0 hora 6 horas 12 horas 22 horas 48 horas
CA1183 37,50 36,22 21,18 0,95 . 0,91
CAll62 40,97 37,48 37,30 35,59 3,05
CAl1174 41,07 38,54 22,00 0,94 0,83

TABELA 6 Log do n° de células (UFC) dos diferentes isolados (CA1183,
CA1162 e CA1174) inoculados em polpa de jabuticaba 5°Brix, +
1% de extrato de levedura autoclavada por 15 minutos a 121°C,

no periodo de 48 horas
reolados Log do n° de células
3 horas 6 horas 9 horas 12 horas

CA1183 5,79 6,07 7,36 8,10

CAl162 5,88 6,13 6,91 7,15

CAl174 5,95 6,28 7,48 8,47

Isolados 15 horas 22 horas 29 horas 48 horas
“CA1183 10,20 11,30 11,48 11,83

CAl162 8,65 11,87 12,86 13,70

CAl174 10,70 12,62 13,10 13,48
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Martin et al. (1998), com objetivo de obter linhagens de leveduras com
caracteristicas de imponancia (floculagiio e ndo produgdo de HS) para a
indbstria vinicola, empregaram a técnica de fusdo de protoplasto. Visto que a
obtengiio de protoplastos em S. cerevisiae, bem como em Outros géneros de
leveduras ou até mesmo fungos filamentosos, requer o uso das culturas na fase
exponencial de crescimento, foi necessirio estabelecer a curva de crescimento
para as linhagens de S. cerevisiae avaliadas (ABXR.11B e IZ 987). Observou-se,
por meio da analise da curva de crescimento que, para a linhagem ABXR.11B, o
tempo necessario para que a cultura atinja a metade da fase log foi de 15 horas,
enquanto que para as linhagens 1Z 987 o tempo necessario foi de 21 horas. Esses
tempos foram utilizados para a obtengio das células protoplastilizadas.

Os isolados CA1174 e CA1183, como ja foi mencionado anteriormente,
niio apresentaram fase lag, devido & prévia adaptago destes, ¢ O meio da fase
log foi de 11 horas para ambos. O que diferenciou em relagdo as curvas de
crescimento, foi que o isolado CA1174 apresentou, durante todo o crescimento,

um maior nimero de células em relagdo ao isolado CA1183.
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6 CONCLUSOES

O meio de cultivo C (polpa de jabuticaba diluida a 5°Brix acrescida de
1% de extrato de levedura e autoclavada por 15 minutos a 121°C) foi
indicado para a producdo de indculo na fabricagio do fermentado de
jabuticaba em fung8o da maior populagio celular. A autoclavagem da
polpa de jabuticaba ndo interferiu no crescimento celular dos isolados,
apesar de promover pequenas alteragdes nas caracteristicas fisico-
quimicas da mesma.

O isolado CA1174 apresentou o melhor crescimento em polpa de
jabuticaba (polpa de jabuticaba 5°Brix, + 1% de extrato de levedura
esterilizada a 121°C por 15 minutos).

O isolado CA116, em comparagdo com os outros isolados testados,
apresentou o menor rendimento em produgdo de biomassa ou células
vidveis.

O isolado CA1162 mostrou-se mais eficiente a0 apresentar um menor
consumo de AR (12,92 mg) em relagiio aos outros isolados (>40mg),
para a multiplicagdo celular, num periodo de 21 horas.

A adaptagido prévia das células dos isolados de S. cereviaiae favoreceu a
inexisténcia da fase lag, confirmando os dados da literatura.

O isolados CA1174 e CA1183 apresentaram o mesmo tempo de fase
log, na andlise da curva de crescimento, mas o primeiro possuiu um
melhor crescimento celular em polpa de jabuticaba, como foi
mencionado acima.

Devido ao crescimento lento do isolado CA1162, ndo foi possivel

visualizar toda a fase log de crescimento.
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CAPITULO 3

AVALIACAO DA CAPACIDADE FERMENTATIVA DE 1ISOLADOS DE
Saccharomyces cerevisiae EM POLPA DE JABUTICABA (Myrciaria
jaboticaba) E ANALISE DA BEBIDA FINAL



1 RESUMO

AMARAL, Aramalia Karam Avaliacio da capacidade fermentativa de
isolados de Saccharomyces cerevisize em polpa de jabuticaba (Myrciaria
Jjaboticaba) e analise da bebida final. 2004. 128 p. Dissertagdo (Mestrado em
Microbiologia Agricola) — Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG

As jabuticabeiras sdo originarias do Brasil ¢ apresentam dispersdo natural, sendo
comumente encontradas nos quintas de casas, sitios ¢ fazendas. Tomnar o vinho
de jabuticaba, cuja fabricagio é extremamente caseira € oriunda da fermentagdo
esponténea, uma atividade comercial por meio de adaptagdes do processo de
fabricagdo de vinhos, seria de extrema importancia para evitar desperdicios da
fruta, gerar lucros e valorizar a fruticultura do nosso pais, além de preservar a
espécie. O objetivo deste trabalho foi & avaliagdo de isolados de Saccharomyces
cerevisiae com base nas propriedades fermentativas, bem como a obtengdo da
bebida e sua anilise quimica e sensorial para posterior defini¢io do processo de
produgdio e indicagio de uma levedura selecionada para a fabricagio da bebida
fermentada de jabuticaba. As frutas foram coletadas na Fazenda Bocaina no
municipio de Brumadinho, MG. Os isolados de Saccharomyces cerevisiae,
codificados como CA1162, CA1183, e CA1174, pertencentes a colegio do
Laboratério de Fisiologia de Microrganismos da Universidade Federal de
Lavras/DBI, foram inoculados nos frascos contendo meio de polpa de jabuticaba
diluida a 10°Brix e esterilizada por 15 minutos a 121°C, de maneira que se
obtivessem 10® células/mL. Todo o processo fermentativo foi realizado 24°C. O
crescimento celular foi avaliado por meio do plaqueamento das diluigdes
seriadas em meio YW, o teor de solidos soliveis (°Brix) foi obtido com auxilio
do refratdmetro digital e os agicares redutores (AR) pelo método do Acido
dinitrossalicilico (DNS) (Miller, 1959). As analises de acidez total e volatil e
teor alcodlico foram realizadas no Laboratorio de Enologia e Viticultura
(Fazenda Experimental da EPAMIG, Caldas, MG, Brasil). A aceitagdo da bebida
foi feita por 46 provadores ndo treinados, utilizando-se escala hedonica de 9
pontos, sendo os dados avaliados pelo teste Chemoff, néio paramétrico,
utilizando o programa Statistica. As bebidas produzidas apresentaram um baixo
teor alcodlico, teor de agicar e acidez. Por cromatografia gasosa (CG), foi
detectado concentragdes de alcool isoamilico e tragos de metanol, nas bebidas.
A anélise sensorial indicou ser a bebida produzida pelo isolado CA1174 a de
melhor aceitagfio, sendo este, portanto, indicado para a fabricagdo da bebida
fermentada de jabuticaba.
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2 ABSTRACT

AMARAL, Aramilia Karam. Evaluation of the fermentative capacity of
Saccharomyces cerevisiae isolates on jaboticaba pulp (Myrciaria jaboticaba)
and analysis of the final beverage. 2004. 128 p. Dissertation (Master in
Agricultural Microbiology) — Federal University of Lavras, Lavras, MG.

Jaboticaba trees are native to Brazil and present natural spread. These fruits are
commonly found in the house backyards, small estates and farms. There is a
home-made jaboticaba wine being produced in small towns in Brazil which are
originated from the spontaneous fermentation, through out an adaptation of the
wine-making process. The study of better fermentation process would be of
extreme importance to avoid wastage of the fruit, to generate profits and value
the fruit growing of country, in addition to preserving the species. The objective
of this process was the evaluation of the Saccharomyces cerevisiae isolates on
the basis of the fermentative properties as well as the obtaining of the beverage
and its chemical and sensorial analysis for the posterior definition of the
manufacturing process and indication of a yeast selected for the manufacture of
the fermented jaboticaba beverage. The Saccharomyces cerevisiae isolates,
codified as CA116, CA1174, CA1183 and CA1162 belonged to the collection of
the Microbial Physiology Laboratory of the Federal University of Lavras/DBI
were inoculated into the flasks containing jaboticaba pulp medium diluted at 10°
Brix and sterilized at 15 minutes at 121 °C in such a way that 10® cells/ml could
be obtained. All the fermentative process was performed at 24 °C. The cell
growth was evaluated through the plating of the serial dilutions in YW medium,
the total soluble solids content (°Brix) was measured with the aid of the digital
refractometer and reducing sugars (RS) through the dinitrosalicilic acid (DNS)
method (Miller, 1959). The analyses of total and volatile acidity and alcohol
content were done in the Enology and Viticulture Laboratory (Experiment Farm
of the EPAMIG, Caldas-MG, Brazil). The acceptance of the beverage was done
by 46 untrained tasters by utilizing the 9-score hedonic scale, the data being
evaluated by the Chemoff test, non-parametrical, utilizing the Statistica
program. The beverages produced presented a low alcohol content, sugar content
and acidity. The Gas Chromatography analysis indicated high concentrations of
isoamilic alcohol and traces elements of methanol in the final beverages. The
sensorial analysis indicated the isolate CA1174-produced beverage to be the one
of best acceptance, this being, therefore, indicated for the manufacture of the
fermented jaboticaba beverage.
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3 INTRODUCAO

A histéria mostra que o vinho surgiu da necessidade de conservar a uva
no periodo pés-safra, sendo resultado da transformagdo da matéria vegetal viva
por microrganismos (Pato, 1982). Segundo Esteve-Zarzoso et al. (2000), a
fermentagdo para obtengdo do vinho é um processo complexo que envolve a
transformagdo do mosto por agdo de diferentes leveduras presentes nas uvas e
equipamentos vinarios.

No Brasil, o uso de leveduras selecionadas tem contribuido para a
melhoria na qualidade dos vinhos. No entanto, a inexisténcia de leveduras
nacionais selecionadas para este fim implica a necessidade de importagdo, o que
nem sempre leva o produto ao padrdo de qualidade esperado e dificulta a adogdo
da tecnologia para pequenos e médios produtores. O uso de leveduras
selecionadas a partir da microbiota nativa tem maiores probabilidades de
apresentar melhores resultados por estarem adaptadas as condigdes climaticas e
préticas culturais especificas da regido (Silva & Silva, 1987).

As jabuticabeiras sdo originarias do Brasil ¢ apresentam dispersdo
natural, sendo comumente encontradas nos quintais de casas, sitios e fazendas.
Tornar o vinho de jabuticaba, cuja fabricagio ¢ extremamente caseira, oriunda
da fermentagio espontanea, uma atividade comercial, por meio de adaptagdes do
processo de fabricagdo de vinhos, seria de extrema importancia para evitar
desperdicios da fruta, gerar lucros e valorizar a fruticultura do nosso pais, além
de preservar a espécie.

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi a avaliagdo de isolados
de Saccharomyces cerevisiae com base nas propriedades fermentativas, bem

como a obtengéio da bebida ¢ sua analise quimica e sensorial.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Leveduras utilizadas
Quatro cepas de Saccharomyces cerevisiae, codificadas como CA116,

CA1162, CA1183 e CAl1174, pertencentes a colegdo de leveduras do
Laboratorio de Fisiologia de Microrganismos do DBI/UFLA, foram utilizadas
para a avaliagdo do crescimento em polpa de jabuticaba submetida a diferentes
tratamentos e meios sintéticos YW (em g.l"; extrato de levedura, 3,0; extrato de
| malte, 3,0; peptona universal, 5,0 e glicose, 10,0) ¢ YEPG (em g.I"; extrato de
levedura, 3,0; peptona bacterioldgica, 10,0; e glicose, 20,0). As cepas foram
isoladas e identificadas por Mendonga (1999) e Fialho (2000).

As leveduras foram primeiramente certificadas quanto a pureza, Partiu-se
de uma aliquota da cultura pura, estocada em glicerol a 20%, a -20°C, em
congelador, que foi ressuspendida em 2,0 mL de meio YW liquido (em g.1”;
extrato de levedura, 3,0; extrato de malte, 3,0; peptona universal, 5,0 e glicose,
10,0). Depois de incubada a 28°C por 24 horas, uma algada de cada levedura foi
transferida para placas de petri, por meio de estrias compostas, com meio YW a
pH 3,5 acrescido de ampicilina 30 ppm (30 pL .L" ) como agente bactericida.
Foram feitas laminas de cada isolado e observadas em microscopio 6ptico
comum.

Depois de verificada a pureza dos isolados, preparou-se uma cultura
estoque de YW liquido (100 mL), que foi mantida sob refrigeragio e utilizada

no decorrer de todo o experimento.

100



4.2 Coleta das frutas ¢ obtenc¢io do mosto

Os frutos de jabuticaba sabard (Myrciaria jaboticaba) foram coletados
na Fazenda Bocaina, no municipio de Brumadinho, MG, no més de novembro
de 2002. Apds a coleta, as frutas foram lavadas, secas e prensadas manualmente,
obtendo-se a polpa, que foi filtrada em peneiras simples com tela de aluminio,

acondicionadas em sacos plasticos e congeladas em freezer.

No decorrer do experimento, as polpas eram descongeladas sob
refrigeragio ¢ uma amostra era coletada para verificar a quantidade de solidos

solaveis (°Brix) em refratdometro digital (PALETE PR-32) a 20°C.

4.3 Preparo do mosto
A polpa de jabuticaba foi diluida a 10 °Brix e autoclavada por 15

minutos a 121°C. foram feitas trés repetigdes para cada tratamento, utilizando-se

1600mL de polpa por frasco,

4.4 Inoculagio
Cada frasco foi inoculado com 100 mL dos isolados de S. cerevisiae

(CA1162, CA1183 e CA1174) previamente adaptados de maneira que se
obtivessem no minimo, 10°® células/mL no volume total 1.600 mL (1.500 mL de
polpa + 100 mL de inoculo) e foram incubados a 24°C em camara de

incubagiio B. O. D. MOD 347 CD.

4.5 Coleta das amostras

No primeiro dia de fermentagfio foram feitas 4 coletas com intervalos de
6 horas para todos os isolados, do 2° ao 4° dia de fermentagdo coletaram-se
amostras de 12 em 12 horas; a partir do 5° dia de 24 em 24 horas, at¢ a
estabilizagdio do °brix. Para a verificagdo da viabilidade celular foram feitos o
plaqueamento por espalhamento em meio YW (em g.I; extrato de levedura, 3,0;

extrato de malte, 3,0; peptona universal, 5,0 e glicose, 10,0), a aferi¢fio do Brix
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em refratémetro digital (PALETE PR-32) a 20°C, pH em pHgametro Micronal
B 474, e o monitoramento do consumo de agiicares redutores pelo método do
acido do dinitrossalicilico (DNS) (Anexo 3A) (Miller, 1959). As amostras para
cromatografia foram centrifugadas e armazenadas em freezer para posteriores

anélises.

4.6 Obtengiio da bebida
Apbs a estabilizagdo do brix (indicio do fim da fermentagdo), os vinhos
foram transferidos para recipientes limpos, eliminando o excesso da borra

formada. Estes foram submetidos ao processo de colagem, trasfega ¢ filtragdo.

4.6.1 Colagem

Preparou-se uma solugdo a 10% em agua, pulverizando o pb de
bentonite sobre dgua para que se obtivesse uma solugdo cremosa e homogeénea,
(Rosier, 1995) (para evitar a formagio de grumos recomenda-se agitar
permanentemente com auxilio de um liquidificador, segundo (Rizzon et al,
1986) deixando-a em repouso por 24 horas para que ocoresse a expansdo do
volume (Rosier, 1995). Hashizume (2001), recomenda o intumescimento da
bentonite em agua quente (50°C) e ir colocando o pé ou os granulos de
bentonite, pouco a pouco, na superficie do liquido em agitagdio, € nunca ao

contrério — a 4gua no produto, para evitar a formagdo de grumos.

A bentonite foi adicionada ao mosto na concentragiio de Ig.L” (Vogt et
al,, 1984). '
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Trasfega
O vinho apbs a adigdo da bentonite, foi colocado a temperatura de

10°C para facilitar a sedimentagdo do material sélido. Depois de 10 dias sob
esta temperatura, foi feita uma trasfega na bebida com aeragdo (oxigénio), o qual
possui efeitos benéficos para favorecer a completa fermentagio do agicar e
desprender o excesso de gas carbonico e o 4cido sulfirico que estiver presente
(Rizzon et al., 1986). Apos esta primeira trasfega, a bebida foi recolocada a
temperatura de 10°C por mais 30 dias ¢ foi realizada uma segunda trasfega sem
aeragio. A bebida ficou mais 10 dias sob temperatura de 10°C (Dias, 2001).

Filtragfio

Apés os 10 ultimos dias 4 temperatura de 10°C, as bebidas foram
filtradas sob vicuo em frasco tipo Kitassato, de 4 litros de volume, ao qual foi
acoplado um funil tipo Biichner, utilizando filtro de celulose (Dias, 2001).

Parte das bebidas filtradas foi anmazenada em tonéis de carvatho com
capacidade para 2 litros, para o envelhecimento e posterior andlise sensorial e
quimica. Segundo Pato (1982), o vinho, com a idade, evolui no sentido de sua
valorizagdo; ele afina no aspecto € no gosto, torando-se mais suave € macio,
mais aromatico ¢ delicado, ou seja, o vinho soffe o amadurecimento, ocorrendo
uma mudanga progressiva da cor.

Para as anilises quimicas, um liro das bebidas foi armazenado em
parrafas, sob refrigeragdo (12°C).
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4.7 Analise da bebida final

As bebidas foram analisadas & temperatura ambiente, ap6s terem sido
retiradas do refrigerador com, pelo menos, 24 horas de antecedéncia. As anlises
de acidez total e volétil e teor alcodlico (Brasil, 1985) foram realizadas no
Laboratério- de Enologia e Viticultura (Fazenda Experimental da EPAMIG,
Caldas, MG, Brasil). As anélise de tanino (AOAC, 1960), pectina total e solivel
(Mccready & Mccomb, 1952), de solidos soliveis (AOAC, 1990), de pH e
acidez titulavel (Instituto Adolfo Lutz, 1985), de agiicares redutores (Miller,
1959) e de agicares totais (Yemm & Willis, 1954) foram realizadas no
Laboratério de Analise de Alimentos do Departamento de Ciéncia de Alimentos
da Universidade Federal de Lavras (UFLA).

Acidez total

A concentragdo total de 4cidos (fixos e voléteis) das bebidas foi
determinada por titulometria, pela qual um volume definido de amostra foi
titulado com hidroxido de sédio 0,1N, tendo como indicador de ponto final de
titulagio a solugfio alcodlica de fenolftaleina a 1%, segundo metodologia
descrita por Brasil (1985). Os resultados foram expressos em miliequivalentes

de 4cido acético por litro de bebida (meg-L™).

Acidez voldtil

Um volume de amostra foi destilado por arraste de vapor e foram
recolhidos dez vezes o volume de destilado num frasco tipo Erlenmyer. O
destilado foi, entdo, titulado com solugdo de hidroxido de sédio 0,1N em solugdo
alcodlica de fenolfialeina 1% como indicadora, segundo metodologia descrita
por Brasil (1985). Os resultados foram expressos em miliequivalentes de acido

acético por litro de bebida (meq'L™M).
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Teor alcodlico

O teor alcodlico, ou grau alcodlico foi obtido seguindo-se a metodologia
proposta por Brasil (1985), segundo a qual um volume da amostra ¢ destilado e
trés quartos do volume sdo recuperados e recompostos a0 volume tomado para
analise. Este volume foi resfriado a 20°C e o grau alcodlico foi determinado
usando-se um alcodmetro de Gay-Lussac, cuja escala variava de 0°GL a 30 °GL,

aferido aqucla tcmperatura (Dias, 2002).

Andlises cromatogrdficas

As anélises cromatograficas foram realizadas no cromatégrafo gasoso (CG),
pertencente ao Laboratorio de Aguardente do Departamento de Quimica da
Universidade Federal de Lavras. Foi avaliada a presenga de metanol e
quantificagio de alcoois superiores (Isobutanol, Butanol, isoamilico, amilico e
hexanol) nas amostras das bebidas. O cromatografo utilizado foi da marca
Shimadzu, modelo 17A, equipado com detector de chama jonizada. As amostras
de vinho, previamente filtradas em filtro milipore 0,22 pm, foram injetadas (1
pL) nas seguintes condigdes de operagfo: detector e injetor operando a 130°C e
150°C, respectivamente; coluna capilar (DB-WAX, 30 m, 0,25 mm de didgmetro,
fase estaciondria polietileno glicol) operando em gradiente de temperatura

(60 °C por 2,5 minutos; elevagio de 2,0 °C. min’

até chegar a 80°C e
permanecendo a 80°C por 2 minutos). O gas de arraste utilizado foi o nitrogénio
com fluxo de 1,6123 mL/min, a pressio foi de 17,0 psi e o split foi de 1:30. A
concentragio dos alcoois superiores foi determinada pela de curva padréo do

método do padrio externo.

4.8 Anilise sensorial da bebida
Para os testes de aceitabilidade da bebida foram selecionados 46

provadores ndo treinados gue gostavam de bebidas secas (teor de agucar inferior
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a S5g/L). O corpo de provadores constitui-se de alunos, professores e
funcionarios da Universidade Federal de Lavras, com faixa etaria entre 18 anos e

60 anos, de ambos os sexos.

Cada um dos provadores experimentou 20 mL de cada uma das bebidas
que foram codificadas como 1, 2 e 3 para a bebida produzida com o isolado
CA1174, CA1183 e CA1162 respectivamente. As amostras foram servidas,
separadamente, & temperatura de 10°C, em copos plésticos descartaveis. Foi
solicitado que os provadores tomassem &4gua entre uma amostra € outra. Para
cada uma das amostras, os provadores preencheram uma ficha de avaliagéo na
forma de escala hedénica de 9 pontos (Moraes, 1993). Em um primeiro
julgamento, os provadores avaliaram os atributos separadamente (aroma,
aparéncia e sabor) (Anexo, 1A). O segundo julgamento foi em relagdo a
aceitagdo global da bebida (Anexo, 1B).

4.8.1 Aniilise estatistica
As andlises estatisticas da aceitagdo das bebidas produzidas foram feitas
a partir do teste de Chemofl (nfio paramétrico) e o teste de escala hedénica,
utilizando-se os softwares Statistica (Stasofilnc, 1995) e SISVAR 4.3 (Ferreira,
1999), respectivamente.

A Figura 1 representa o fluxograma do processo de elaboragio da bebida
fermentada de jabuticaba.
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Coleta das frutas e obtengiio da Polpa

Mosto diluido a 10 °Brix

Autoclavagem a 121° C por 15 minutos

Inoculagio
Leveduras CA1174, CA1183 e CA1162

Fermentagdo alcodlica a 24 °C e coleta das amostras

Colagem —

1° Trasfega

10diasa 10 °C —

2° Trasfega

30diasa10°C ]

Filtrag3o a vicuo

Bebida elaborada

|

Analise quimica e sensorial

FIGURA 1 Fluxograma do processo de elaboragdo da bebida fermentada de
Jabuticaba
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Avaliagiio da capacidade fermentativa dos isolados

Todos os isolados testados foram capazes de fermentar a polpa de
jabuticaba diluida a 10 °Brix e autoclavada por 15 minutos a 121°C. Os gréficos
(Figura 2 e 3) abaixo mostram o comportamento em selagdo ao namero de
células e o consumo de agucares (°Brix) dos isolados em fun¢dio das horas de
fermentagdo a 24°C. Os dados apresentados sdo médias de trés repetigdes. Os
isolados CA1183 e¢ CA1174 tiveram o °Brix estabilizado apdés 4 dias de
fermentagdo (96 horas). O isolado CA1162, entretanto, apresentou o valor de
Brix estavel apos 8 dias de fermentagéio (192 horas). Segundo Ough (1992), é

considerado, apds a estabilizagdo do ° Brix, o fim do processo fermentativo.

A populagdo inicial para cada isolado foi de 1,59 x 10°, 1,29 x 10°,
3,38 x 10° UFC/ml para CA1162, CA1183 e CA1174, respectivamente. Na
Figura 2 observa-se o que nimero de células para os isolados CAl183 e
CA1174 manteve-se praticamente constante durante todo o processo
fermentativo. O valor de °Brix para os dois isolados foi constante nas primeiras
6 horas de fermentagdo, e depois das 18 horas apresentou um decréscimo
acelerado, estabilizando em tomo de 3,5 (CA1183) e 3,6 (CA1174), a partir das

ultimas trés leituras (cerca de 72 horas apds a incubagdo).
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Comportamento dos isolados CA1183 e CA1174 de §. cerevisiae
em relagio ao nimero de células e o consumo de sélidos soliiveis
(°Brix), em polpa de jabuticaba, em fungio do tempo de
fermentag#o.
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A Figura 3 apresenta o desempenho do isolado CA1162 durante 8 dias
de fermentagio (192 horas). O °Brix permaneceu praticamente constante nas
primeiras 24 horas de fermentagiio; ap6s este tempo, apresentou um decréscimo
e estabilizagio em torno de 3,6, a partir de 168 horas (7° dia), sugerindo uma
menor capacidade fermentativa deste isolado em relagdo aos outros avaliados
(estabilizagdio do °Brix apés 72 horas do inicio da fermentag8io). O nimero de
células apresentou uma variagdo durante o experimento, o que pode estar
relacionado com diferengas nas aliquotas coletadas para plaqueamento, visto que
este isolado apresentou a formagdo de agregados celulares ou floculagdo, como

ja observado por Dias (2002) e Campos (2003).

CA1162

—k—Log n° de células —@—* Brix

Log do n° de células/ °Brix

6 12 18 24 3B 48 60 72 84 96 120 144 163 192

Tempo (hs)

FIGURA 3 Comportamento do isolado em relagio ac nimero de células e o
consumo de solidos soliiveis (°Brix), pelo isolado CA1183 de S.
cerevisiae em polpa de jabuticaba, em fungdo do tempo de
fermentagdo.
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Resultados semelhantes foram encontrados gquando se avaliou o
consumo de agicares redutores durante o periodo de fermentagdo pelos isolados
testados. Na Figura 4 observa-se que os isolados CA1174 ¢ CA1183, nas
primeiras 24 horas de incubagdo, apresentaram um comportamento scmelhante,
apresentando um répido consumo de AR, o que pode estar relacionado com a
fermentagdo tumultuosa, periodo de alta atividade dos microrganismos. Apos
este periodo de 24 horas, o isolado CA1174 apresentou um consumo mais rapido
de AR em relagiio ao isolado CA1183 (Tabela 1). E interessante observar que
no final do processo fermentativo, a quantidade de AR para os dois isolados ndo
apresentou diferenga significativa (1,63 e 1,43 mg/mL para CA1183 e CA1174,
respectivamente). Este fato pode estar relacionado a maior capacidade
fermentativa do isolado CA1174, que consumiu mais rapidamente os agucares
do que o isolado CA1183. J& o isolado CA1162 apresenta um consumo mais
lento de AR, apresentando, apés 192 horas de fermentagéo, 1,84 mg de AR/mL.

Segundo Qugh (1996), algumas leveduras requerem menos nutrientes e
ha algumas que fermentam mais rapidamente que as outras. A velocidade de
fermentagio depende do nimero de células que, por sua vez, € influenciado
pelos nutrientes do mosto, da concentragdo de agiicar e alcool, do pH, da
temperatura e da agitaggo.

Campos et al. (2002), avaliando o potencial de polpa de jabuticaba para
a produgdo de bebida fermentada com o uso de dois isolados de S. cerevisiae
(RL11 e C9), realizaram-se andlises para a avaliagio do numero de células,
aferi¢io do °Brix e aferigdo do pH durante o periodo fermentativo, que foi de 7
dias para ambos os isolados. A levedura codificada como C9 apresentou-se mais
populosa durante todo o experimento, com estabilizagdo do °Brix cerca de 24
horas antes do isolado RLI1, apresentando assim maior capacidade

fermentativa.
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FIGURA 4

TABELA 1
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com os isolados de S. cerevisiae, durante o processo fermentativo.

Agucares redutores presentes no mosto de jabuticaba, inoculado
com os isolados S. cerevisiae, durante o processo fermentativo.

Teores de agiicares redutores (AR) (mg/mL)

Tempo (hs) Isolados
CA1183 CAll62 CAll174
0 98,63 91,78 100,88
24 45,12 88,9 41,56
48 21,34 71,87 11,62
72 6,57 62,36 2,58
96 1,63 42,83 1,43
120 - 25,99 -
144 - 14,38 -
168 - 4,30 -
192 - 1,84 -
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Oliveira et al. (2003), observaram durante a fabricagdo da bebida
alcoblica de Pupunha (Bactris gasipaes Kunth), um maior consumo de agucares
nas primeiras 24 horas do processo, diminuindo posteriormente devido as altas
concentragdes de etanol e & escassez de nutrientes.

Corraza et al. (2001), observaram um rapido consumo de agucares do
mosto, nas primeiras 28-30 horas de fermentagdo ,na fabricagdo caseira de vinho
de laranja utilizando frutos que de laranja que ndo apresentam demanda
comercial, representando assim a fase tumultuosa e alta atividade dos
microrganismos. O fim do processo fermentativo foi apds 153 horas, e o vinho
obtido apresentou sabor e qualidade sensorial comparavel com o vinho de uva.

O pH, durante todo o periodo de fermentagio, para todos os isolados
testados, manteve-se entre 3,0-3,5. Este valor coincidiu com o pH da polpa de
jabuticaba utilizada no experimento, ndo havendo, portanto, influéncia dos
isolados no pH da bebida produzida. E importante ressaltar que valores de pH

entre 3 e 4 dificultam futuras contaminagdes do vinho com bactérias (Aquarone
et al.,, 2001).

5.2 Analises quimica das bebidas

O teor alcodlico encontrado nas bebidas em valores de 4,0% e 5,0 %
(Tabela 2) foi considerado baixo em relagdo ao que geralmente é obtido em
vinificagdo. Entretanto, neste estudo o teor de °Brix inicial foi de 10, portanto, a
bebida produzida foi caracterizada dentro da legislagio de bebidas fermentadas.
Estes resultados indicaram que os isolados de S. cerevisiae avaliados foram

eficientes na conversdo dos agucares presentes em etanol.
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TABELA 2 Andlises fisico-quimicas das bebidas obtidas com os diferentes
isolados de S. cerevisiae (CA1183, CA1174 ¢ CA1162)

. Bebida 1 Bebida 2 Bebida 3
Andlises
(CA1174) (CA1183) (CA1162)
Alcool etilico (°GL) 4 4 5
Acidez volatil (meg/L) 2,5 3,25 4
Acidez total (meg/L) 100,25 107,25 91,75
PH 3,61 3,55 3,63
Acidez titulavel
. 0,448 0,52 0,64
(% de &cido citrico)
Solidos soliveis (%) 2,4 2,9 3,63
Agucares redutores
0,41 0,67 1,17
(Glicose) (%)
Aglucares ndo redutores
0,55 0,98 1,31
(Sacarose) (%)
Agucares totais (%) 1,71 0,99 2,56
Pectina total (mg/100g) 461,98 458,32 263,95
Pectina solivel
248,76 327 141,78
(mg/100g)
Tanino (%) 0,91 1,03 1,25
Proteina (%) 0,085 0,095 0,095
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As bebidas obtidas, devido ao baixo teor de aglcar, podem ser
consideradas secas. O vinho é considerado seco quando os aglicares presentes
estdo na concentragio de 1-2 g/L (Ough, 1996).

O mosto fermentado com o isolado CA1162, no final do processo
fermentativo, apresentou uma maior quantidade de agiicares, menor teor de
pectina total e solivel e maior teor de tanino que as outras bebidas obtidas com
os outros isolados. Considerando que o mosto apos a autoclavagem apresentou
294.89 mg/100g de pectina e, apbs a fermentagdo, para o isolado CA1162, a
bebida continha 141,78 mg/100g, pode-se sugerir uma maior produgdo de
pectinase por este isolado em relagdo aos outros (Tabela 2).

O pH das bebidas ¢ o mesmo da polpa de jabuticaba antes da
fermentagiio.

Os resultados de teor alcodlico obtido podem ser comparados com 0s
obtidos por Oliveira et al. (2003) ¢ Dias et al. (2003), que encontraram um valor
de 12% v/v, trabalhando com o °Brix inicial de 24 na produgio de bebida
fermentada de pupunha e caja, respectivamente. Ja Corraza et al. (2001),
trabalhando com o ° Brix inicial de 26,5 na fabricagdo caseira de vinho de
laranja, obtiveram um teor alcoodlico de 10,6% v/v.

Acidez volatil mede o grau de avinagramento, causado pela presenga de
bactérias acéticas, devido a produgdo do acido acético. Para o vinho de mesa,
segundo o Ministério da Agricultura (1988), o valor maximo admitido € de 20
meq/l, devendo ser o mais baixo possivel. No caso dos vinhos produzidos a
acidez volatil apresentou-se baixa, o que mostra auséncia de bactérias acéticas, o
que ¢ esperado pelo fato do mosto ter sido autoclavado e a coleta das amostras
ter sido realizadas em condigdes assépticas.

A acidez total encontrada para os vinhos, estd dentro dos padrdes
estabelecidos (130 meq/l o valor maximo). Comparando os resultados obtidos

com a acidez volatil encontrada por Dias (2003) no fermentado de caja (29
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meq/L) os valores para o fermentado de jabuticaba mostraram-se maiores, o que
pode estar relacionado com a presenga de algum acido encontrado na jabuticaba,
que ainda ndo sabemos qual.

Com relagdo as andlises cromatogrificas, dos alcoois superiores
analisados, detectou-se a presenca nos vinhos, apenas do alcool isoamilico, nas
concentragdes 180,84mg/L, 147,3 mg/L e 139,65 mg/L, respectivamente para as
bebidas ‘produzidas com os isolados CA1174, CA1183 e CA1162. Foi detectado
elgm'gntos tragos de metanol nas bebidas, o que pode estar relacionado com a

‘«'ﬁ,;oducﬁo de pectinases pelos isolados e quebra da pectina, que esta presente no
‘ mosto autoclavado na concentragiio 294,89 mg/100g (Pectina total) e 564,300
mg/100g (Pectina solivel).

5.3 Anilise sensorial das bebidas

Apbs as andlises quimicas, as bebidas claboradas foram submetidas &
analise sensorial para verificar a aceitagdo junto ao pablico. De acordo com os
resultados apresentados na Tabela 3, observa-se que a bebida fermentada com o
isolado CA1183 (Bebida 3) apresentou a melhor aparéncia, o que pode ser
justificado pela limpidez e cor da bebida; entretanto, néo foi observada diferenca
(p > 0,05) nesse atributo entre as bebidas 2 e 1. Com relagio aos demais
atributos avaliados, ndo foram verificadas diferengas entre as bebidas.

A Tabela 4 apresenta a percentagem de aceite e recusa das bebidas em
relagio aos atributos analisados. Considerando os aspectos gerais, a bebida
produzida com o isolado CA1174 (Bebida 1), foi a que apresentou, em relagdo
4s demais bebidas, a maior percentagem de aceite, indicando assim a sua melhor

aceitagdo pelos provadores.
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TABELA 3 Valores médios das notas para cada atributo de anilise sensorial

avaliado.
Atributos
Bebidas _
Aparéncia Aroma  Sabor Aspectos gerais
bl (CA1174) 6,26 ab 684a 558a 582a
b2 (CA1183) 7,04 a 647a 554a 571a
b3 (CA1162) 539 b 632a 52la 513a -

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente erﬁi‘e{‘
si, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade. *@%

TABELA 4 Porcentagem de aceite (6-9) e recusa (1-4) das bebidas conforme
andlise de escala hedonica de 9 pontos respondida por 46
provadores ndo treinados

Bebidas Bebida 1 Bebida 2 Bebida 3
(CA1174) (CA1183) (CA1162)

Notas (14) (69 (14 (69 (14) (69

Aparéncia  152% 7830% 87%  8260% 37,0% 47,80%
Aroma 109% 83,60% 152% 73,00% 109% 69,90%
Sabor 283% 67,40% 326% 5430% 174% 60,90%

Aspectos gerais 26,1% 65,20% 26,1% 58,70% 41,30% 43,50%
(1-4) Recusa (6-9) Aceitagdo

Por meio do teste ndo paramétrico Faces de Chemoff, que utiliza um

reconhecimento visual, ndio numérico, pode-se constatar a aprovagdo da bebida
pelos provadores (Figura 5). Nas faces representadas para as trés bebidas
produzidas, a diferenca maior estd na largura das faces, que indica o atributo
aspectos gerais que, entre as médias ponderadas (Tabela 3), foi o que mais se

diferenciou. O comprimento do nariz, representando o aroma, encontra-se maior
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na bebida produzida pelo isolado CA1174, seguida pela bebida produzida por
CA1183 ¢ CA1162. O atributo aparéncia € representado pela altura dos olhos e o
sabor pela curvatura da boca; ambos ndo apresentaram diferencas visuais
significativas.

A Figura 6 apresenta a bebida elaborada ap6s o processo fermentativo.

CA1174 CA1183 CA1162

FIGURA 5 Representagdo da aceitagdo das bebidas,em relagio aos diferentes
isolados testados, por meio de faces de Chernoff, em que
Aspectos gerais: largura da face; Aroma: comprimento do nariz;
sabor: curvatura da boca e aparéncia: altura dos olhos.

FIGURA 6 Bebida final obtida da fermentagdo do mosto de jabuticaba.
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Para realizagdio do experimento foram coletados 400 litros de jabuticaba.
Apbs o esmagamento dos frutos foram obtidos aproximadamente 80 litros de
polpa, ou seja, rendimento em torno de 20 a 30%. No final do processo de
vinificagdio o rendimento foi de 80%. Este rendimento foi calculado em fungéo
dos litros de polpa gastos e a quantidade de vinho produzida. Para obtengdo de
um litro de polpa jabuticaba gastou-se em média R$ 2,00 (dependendo da
regido). Para o calculo do custo total de produgfo deve-se levar em conta o gasto
com mio de obra, o prego do inéculo utilizado, custo com filtragem,

engarrafamento, etc, que € variavel entre as diversas regides.
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RECEITA DO PROCESSO DE FABRICACAO DA BEBIDA
FERMENTADA DE JABUTICABA

Colheita dos frutos

S.ele.t;éo,' lJavagem (deixar os frutos imersos por 15 minutos no
hipoclorito de sédio - 4gua sanitaria — e, apds passa-las em agua limpa e
proceder a secagem)

Obtengéo da polpa (prensagem).
Aferigdo do teor de agiicar com auxilio de sacarimetro ou refratdmetro

Chaptalizagdo (se necessério) em fungio do teor Alcodlico desejado (2
°Brix depois de fermentado, produzem aproximadamente, 1% de élcool
e 15 g de sacarose produz 1° Brix).

Fervura por 10 minutos e adi¢do de 200mg/L de metabisssulfito de
potassio ou autoclavagem da polpa por 15 minutos a 121°C

Acondicionar a polpa em frascos previamente fervidos ou esterelizados

Adigdo do indculo selecionado de Saccharomyces cerevisiae (107 cel/ml
ou aproximadamente 20g/hL). Tampar os frascos com panos limpos

Fermentagdio controlada a 22°C ou em local fresco e arcjado por
aproximadamente 10 dias (com auxilio do sacarimetro, conferir o °Brix;
este mantendo-se estdvel, considera-se o fim do processo fermentativo)

Filtrar a bebida fermentada

Acondicionar em garrafas limpas e previamente fervidas; se possivel
adicionar bentonite para favorecer o processo de clarificagdo; ‘e manter
sob temperatura de 10°C ou em geladeira por um periodo de 10 dias ¢
realizar a primeira trasfega. Levar novamente para a temperatura de
10°C, por mais 30 dias, apds filtrar € acondicionar em garrafas tampadas
com rolhas de corti¢a.
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6 CONCLUSOES

Todos os isolados avaliados foram capazes de fermentar a polpa de
jabuticaba, consumindo todos os agucares fermentesciveis presentes no
mosto.

O isolado CA1174 apresentou maior capacidade fermentativa, ao
consumir mais répido os agiicares redutores presentes na polpa, seguido
pelo isolados CA1183 e CA1162, respectivamente.

As bebidas fermentadas obtidas apresentaram um teor alcodlico dentro
dos padrées estabelecidos para bebidas fermentadas.

Todos os isolados apresentaram uma alta capacidade de converter
glicose em etanol, em fungdo do teor alcodlico obtido e °Brix utilizado.
O teor de agicar presente no mosto ao final do processo fermentativo
classificou as bebidas produzidas como secas.

Dos #lcoois superiores analisados foi detectada a presenga do alcool
isoamilico e tragos de metanol para as bebidas produzidas.

A anélise sensorial mostrou ser a bebida produzida pelo CA1174 a de
melhor aceitagio publica.

O isolado CA1174 (dentre os outros analisados) pode ser indicado para

fabricagéo da bebida fermentada de jabuticaba. .
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Nome:

Idade: anos
Sexo: M( );F()
Data: / /
N° da amostra:

Vocé vai provar 1 (uma) amostra da bebida da fruta tropical. Assinale, na escala
abaixo, 0 quanto vocé gostou ou desgostou do produto, em relagfio aos seguintes

atributos:
APARENCIA AROMA SABOR
( ) Gostei extremamente ) Gostei extremamente ) Gostei extremamente
( ) Gostei muito ) Gostei muito ) Gostei muito
( ) Gostei moderadamente ) Gostei moderadamente ) Gostei moderadamente
( ) Gostei ligeiramente ) Gostei ligeiramente ) Gostei ligeiramente

( ) N&o gostei, nem desgostei
( ) Desgostei ligeiramente

( ) Desgostei moderadamente
( ) Desgostei muito

( ) Desgostei extremamente

e S W N L T TP

) Ni#io gostei, nem desgostei
) Desgostei ligeiramente

) Desgostei moderadamente
) Desgostei muito

) Desgostej extresnamente

P e Y e e T e N T e TS

) Nio gostei, nem desgostei
) Desgostei ligeiremente

) Desgostei moderadamente
) Desgostei muito

) Desgostei extremamente

Descreva o que vocé mais gostou e o que vocé menos gostou na amostra:

Mais gostei:

Menos gostei:

FIGURA 1 A Ficha modelo para avaliagio sensorial de aceitagio da bebida
alcodlica de frutas tropicais em relagdo ao Aroma, ao Sabor e &
Aparéncia da bebida.
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Nome:

ldade: anos.
Sexo: M( ) F( ).
Data: / /

N° da amostra:

Por favor, prove a amostra codificada da bebida alcodlica fermentada de fruta
tropical e indique, na escala abaixo, o quanto vocé gostou ou desgostou da
amostra.

) Gostei extremamente

) Gostei muito

) Gostei moderadamente

) Gostei ligeiramente

) Nio gostei, nem desgostei
) Desgostei ligeiramente

) Desgostei moderadamente
) Desgostei muito

) Desgostei extremamente

—— O — p— T~~~

Descreva o que vocé mais gostou € 0 que VOCE menos gostou na amostra:

Mais gostei:

Menos gostei:

FIGURA 2 A Ficha modelo para avaliagio sensorial da aceitagdo global da
bebida alcodlica fermentada de frutas tropicais.
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DETERMINACAO DE ACUCARES REDUTORES PELO METODO DO
ACIDO DINITROSALICILICO (DNS)

Preparo dos reagentes:

A — Pesar 2,5g de 4cido dinitrosalicilico (DNS) e colocar em um béquer de 500
mL. Reservar.
C- Preparar 50 mL de solugio de NaOH 2N. Resevar.
B - Disssolver 75g de Tartarato duplo de Sédio e Potassio (Sal de Rochelle) em
125 mL de 4gua destilada sob aquecimento e agitagdo.

Posteriormente, adicionar (ao mesmo tempo) sob o DNS, a solugio de
NaOH e o tantarato duplo de Sédio e Potassio misturando-o sob aquecimento e
agitagfio até dissolver completamente. Depois de resfriada, completar o volume
da solugdo para 250ml.

Procedimento para obtenciio da curva padrio de agiicares redutores (AR) a
partir de uma solugfio de glicose (10mM):
- pode ser utilizada uma mistura de frutose e glicose desde que déem a
mesma concentragdo final,

Tabela 3. Procedimento para obtengfio da curva padrdo de aglicares redutores

Glicose (10mM) Agua DNA (A+B)
Tubos (ml) (ml) pmoles de AR (ml)
01 0,0 1,5 0,0 1,0
02 0,2 1,3 2,0 1,0
03 0,4 1,1 4,0 1,0
04 0,6 0,9 6,0 1,0

Apos adicionar o reagente de DNS, agitar a mistura € levar os tubos para banho-
maria & 100°C por 5 minutos. Deixar esfiiar a temperatura ambiente e completar
volume para 10ml com agua destilada ou ndo (conforme o caso). Fazer a leitura
a 540nm.

FIGURA 3 A Ficha modelo para avaliagfio sensorial da aceitagdo global da
bebida alcodlica fermentada de frutas tropicais.
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