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RESUMO GERAL

ALVES, Juliana Alvarenga. Caracteristicas quimicas, fisico-quimicas e
sensoriais de bebida fermentada de lichia (Litchi chinensis Sonn). 2009.
169p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia dos Alimentos)-Universidade Federal
de Lavras, Lavras, MG.'

A lichia (Litchi chinensis Sonn) ¢ um fruto que possui um grande valor
nutricional, porém, devido a seu carater perecivel e a sazonalidade da sua
producdo, o excedente deve ser processado rapidamente para evitar perdas.
Assim, como uma alternativa para evitar desperdicios decorrentes da baixa vida
util deste fruto, além de agregar valor ao mesmo, foi estudada a elaboragdo de
bebida fermentada de lichia utilizando trés leveduras Saccharomyces cerevisiae
selecionadas (UFLA CA116, UFLA CA1183 ¢ UFLA CA1174) e fermentacdo
espontdnea. A fermentagdo dos mostos de lichia, conduzidos por diferentes
agentes fermentativos, foi monitorada diariamente através das analises de
solidos soluveis, pH, acidez titulavel, etanol, sacarose, glicose e frutose. Ao
término da fermentagdo as bebidas foram submetidas as analises quimicas
(acidos organicos, carboidratos, alcoois, ésteres e aldeidos), fisico-quimicas
(grau alcoolico, acidez volatil, acidez total, extrato seco, SO, livre e SO, total) e
a analise sensorial. O perfil de compostos volateis das quatro bebidas
fermentadas também foi comparado. As bebidas elaboradas apresentaram
diferente composi¢do quanto aos constituintes analisados com maiores variagdes
quantitativas que qualitativas. Os resultados das analises fisico-quimicas das
bebidas fermentadas de lichia mostram que somente a bebida fermentada com a
levedura UFLA CA1183 apresentou resultados dentro do limite estabelecido
pela Legislacdo Brasileira para vinho. As quatro bebidas apresentaram perfis
volateis distintos. A levedura UFLA CA1183 apresentou um perfil volatil mais
complexo, produziu compostos que ndo foram identificados nas outras bebidas.
A andlise sensorial, através da escala hedonica, indicou que as bebidas
fermentadas pelas leveduras UFLA CA1183 e UFLA CA116 obtiveram notas
superiores, com indices de aceitabilidade acima de 75%. A analise dos
componentes principais separou as bebidas em dois grupos de acordo com os
compostos analisados. Através das analises de composi¢do quimica, fisico-
quimica e sensorial, a bebida produzida pela inoculacdo com a levedura UFLA

! Comité Orientador: Luiz Carlos de Oliveira Lima — DCA/UFLA (Orientador), Rosane
Freitas Schwan — DBI/UFLA (Co-Orientadora), Disney Ribeiro Dias -
UNILAVRAS (Co-orientador).



CA1183 mostrou-se como a mais indicada para a producdo da bebida
fermentada de lichia.
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GENERAL ABSTRACT

ALVES, Juliana Alvarenga. Chemical, physical-chemical and sensory
characteristics of fermented alcoholic beverage from Ilychee (Litchi
chinensis Sonn). 2009. 169p. Dissertation (Master in Food Science)-Federal
University of Lavras, Lavras, MG.”

The lychee (Litchi chinensis Sonn) is a fruit that has a high nutritional
value, but due to their perishable nature and seasonality of production, the
excess must be processed quickly to avoid losses. Thus, as an alternative to
prevent waste arising from the low shelf-life of this fruit, and add value to it, we
studied the preparation of fermented beverage of lychee, using three selected
yeast Saccharomyces cerevisiae (UFLA CA116, UFLA CA1183 and UFLA
CA1174) and spontaneous fermentation. The fermentation of lychee, conducted
by different fermentative process, was monitored through daily analysis of
soluble solids, pH, titratable acidity, ethanol, sucrose, glucose and fructose. At
the end of fermentation the drinks were subjected to chemical analysis (organic
acids, carbohydrates, alcohols, esters and aldehydes), physico-chemical (alcohol
(° GL), volatile acidity, total acidity, dry extract, free SO, and total SO,) and
sensory analysis. The profile of volatile compounds from four fermented
beverages was also compared. Beverages produced had different composition as
the major constituents analyzed with quantitative changes to qualitative. The
results of physico-chemical analysis of fermented beverages of lychee showed
that only the beverage inoculated with yeast UFLA CA1183 presented results
within the limits established by Brazilian Legislation for wine. The four
beverages had distinct volatile profiles. The yeast UFLA CA1183 volatile
profile showed the more complex, produced compounds that were not identified
in other beverages. The sensory evaluation by hedonic scale, indicated that the
fermented beverages by yeasts UFLA CA1183 and UFLA CA116 were higher
notes, with acceptance rates over 75%. The analysis of main components
separated the drinks in two groups according to the compounds analyzed.
Through the analysis of chemical, physical-chemical and sensory, the beverage
produced by inoculation with the yeast UFLA CA1183 proved to be the most
suitable for the production of the brew of lychee.

? Guidance Committee: Luiz Carlos de Oliveira Lima — DCA/UFLA (adviser), Rosane
Freitas Schwan - DBI/UFLA (Co-adviser), Disney Ribeiro Dias -
UNILAVRAS (Co-adviser).
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CAPITULO 1

BEBIDAS FERMENTADAS DE FRUTAS E FERMENTACAO



1 INTRODUCAO

Desde 2000 anos a.C., o vinho ¢ uma das bebidas mais apreciadas entre
os povos do Oriente e do Ocidente. Embora, tradicionalmente, o vinho seja a
bebida fermentada do suco de uvas, muitos paises, notadamente europeus,
produzem vinhos de frutas. Bebidas fermentadas de frutas constituem produtos
promissores devido a tendéncia de aceitagdo em pesquisas de consumo, além de
contribuirem para a reducao de perdas pos-colheita de frutos pereciveis (Sandhu
& Joshi, 1995).

Tradicionalmente, a fermentacdo de vinhos ¢ proveniente de mostos de
uvas, que sdo utilizadas como matérias-primas principais para producdo de
vinhos. Mas se para paises de clima frio estes sdo os seus vinhos e suas frutas,
noés, de clima tropical, temos um enorme potencial vinificavel.

Assim, muitos grupos de pesquisa, principalmente nos paises tropicais,
empregam, naturalmente, os mesmos processos de fabricacdo, variando as frutas
de onde se extraem sucos com agucares fermentaveis, a exemplos de goiaba,
abrico, abacaxi (Sandhu & Joshi, 1995), caju (Torres Neto et al., 2006), maca
(Joshi & Bhutani, 1991; Joshi et al., 1991), manga (Reddy & Reddy, 2005),
laranja (Corazza et al., 2001) e jabuticaba (Asquieri et al., 2004). Dias, D. et al.
(2003) e Dias et al. (2007) realizaram estudos com diferentes espécies de frutos
tropicais como caja (Spondias mombin) e cacau (Theobroma cacao), alcangando
resultados promissores, demonstrando, dessa forma, mais uma opc¢do para o
aproveitamento destes frutos tropicais.

Outro fruto tropical que pode ser usado para produgdo de bebidas
alcoodlicas fermentadas é a Lichia (Litchi chinensis Sonn). A lichieira ¢ uma
planta da familia Sapindaceae, originaria do sul da China, onde ¢ considerada a

fruta nacional. E adaptada as regides tropicais e subtropicais. Apesar de ter



chegado ao Brasil ainda na época do império, como um presente do imperador
chinés a D. Pedro I, essa fruta ainda ¢ desconhecida por grande parte do
consumidor brasileiro (Vieira & Wilder, 2000). Ela ¢é perfeitamente adaptada as
condicdes climaticas do Estado de Sao Paulo, por exemplo Bastos, Taquaritinga,
Limeira e outros, onde a producdo corresponde a 97% dentre as principais areas
cultivadas com lichia e as culturas pioneiras estdo produzindo excelentes safras,
com resultados econdomicos compensadores. Também € muito encontrada em
fundo de quintais, e hd plantios também em Minas Gerais (Gomes, 1982;
Sacramento et al., 1989).

O pericarpo da lichia contém uma grande quantidade de antocianinas,
que sdo responsaveis pela cor vermelha do mesmo. Desde a década passada, a
industria da lichia tem mostrado uma consideravel expansdo (Loeillet, 1994).
Entretanto, a producdo de alta qualidade dos frutos ¢ afetada pela excessiva
descoloracdo da cor vermelha do pericarpo, o qual rapidamente se torna marrom
depois da colheita, resultando em uma significante perda pos-colheita
(Snowdon, 1990).

A lichia é um fruto que possui um grande valor nutricional; porém,
devido a seu carater perecivel, o excedente de produgdo deve ser processado
rapidamente para evitar perdas. Portanto, a producao de uma bebida fermentada
de lichia € uma alternativa para evitar desperdicios decorrentes da baixa vida util
deste fruto, além de agregar valor ao mesmo.

Assim, este trabalho foi realizado com o objetivo de verificar a
adequacdo da lichia para a producgdo de bebida alcoolica fermentada, bem como
avaliar o uso de fermentacdo espontinea e inoculada com diferentes cepas de
leveduras selecionadas sobre as caracteristicas quimicas e sensoriais e o perfil

volatil de cada bebida.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Lichia

A lichia é a mais renomada de um grupo de frutas comestiveis da familia
Sapindaceae, entre elas akee (Bligia sapida), longan (Dimocarpus longan),
rambutam (Nephelium lappaceum), pulasan (Nephelium mutabile) e fijian logan
(Pometia pinnata). E considerada em todo mundo como a rainha das frutas, por
sua aparéncia e sabor delicado. Compara-se as melhores frutas, além de ser rica
em minerais e vitaminas; tem sabor agraddvel, lembrando ao da uva ‘Italia’, e
apresenta alto valor econdémico. E conhecida botanicamente como Litchi
chinensis Sonn., ¢ por nomes comuns como lychee, litchi, leechee, lichee, lichi e
lichia (Martins et al., 2001).

A lichia ¢ originaria das baixas provincias de Kwangtung e Fukien,
regido subtropical do sul da China (Provincia de Cantdo). Assume o mesmo
aspecto historico e cultural para os chineses que a manga para os hindus. A
primeira referéncia que se tem da lichia remonta a época da dinastia Han (140 —
86 a.C.). Encontram-se numerosas referéncias sobre o fruto da lichia na
literatura e poesia chinesas, sendo que, em 1059 d.C, Ts’ai Hsiang fez a primeira
monografia sobre esta fruta de que se tem noticia (Martins et al., 2001). Foi
introduzida no Brasil por volta de 1810, no Jardim Botanico do Rio de Janeiro
(Gomes, 1982).

A lichieira ¢ uma planta vigorosa e pode chegar a 10-12 m de altura, mas
normalmente atinge cerca de 3-5 m, embora plantas de 25-30 anos possam
atingir 20 m. As cultivares de lichia s3o autoférteis e, portanto, frutificam
mesmo com uma planta isolada ou mais de uma da mesma cultivar (Donadio,

1987). Além do seu grande porte, vale a pena destacar sua beleza ornamental,



com suas folhas verdes bem escuras, formando um belo contraste na época da
colheita.

O ciclo anual de produgdo inicia com a floracdo, entre os meses de junho
e julho, seguido pelo aparecimento da pequena fruta verde entre os meses de
agosto e setembro, finalizando com o amadurecimento e a colheita entre
novembro ¢ dezembro. Pode ocorrer uma variagdo de um a dois meses neste
ciclo, de acordo coma as condigdes climaticas da regido (Donadio, 1987).

O fruto (Figura 1) ¢ uma drupa de forma, tamanho e peso variaveis,
podendo ser arredondado, ovdide ou cordiforme; quanto ao tamanho, pode
chegar a 5,0 cm de comprimento por 4,0 cm de largura, com peso variando de 10
a 35 g. Os frutos distribuem-se na periferia da copa. O pericarpo, nas melhores
cultivares, ¢ de coloracdo vermelho brilhante e recoberto por pequenas
protuberancias. A polpa, botanicamente denominada arilo, ¢ branca, translicida,
subécida, sucosa e doce, com consisténcia que lembra uma uva e com excelente
aroma. O carogo, brilhante e marrom-escuro, representa cerca de 10-18% do

fruto (Taylor, 1993; Menzel & Simpson, 1994).

FIGURA 1 Frutos de lichia (Litchi chinensis Sonn).



Segundo Martins (1992), o fruto é rico em minerais e vitaminas,
contendo, em 100 g de polpa, agua (82,1 g), calorias (65 cal), proteina (0,8 g),
gorduras (0,4 g), carboidratos (16,3 g), fibras (0,2 g), Ca (10 mg), P (29 mg), Fe
(0,3 mg), Na (3 mg), K (170 mg), tiamina (0,6 mg), niacina (0,6 mg), riboflavina
(0,6 mg) e vitamina C (50 mg).

A lichia ¢ considerada um fruto nio climatérico e, portanto, ndo continua
a amadurecer apds a colheita, ndo apresentando, ainda, resposta ao etileno
(Holcroft & Mitcham, 1996). Segundo Akamine & Goo (1973), durante o
desenvolvimento dos frutos ocorre declinio na respiragdo e na producgdo de
etileno, com os frutos imaturos (20 dias depois da antese) apresentando uma taxa
respiratdria oito a dez vezes maior que a dos frutos maduros (20uL de CO, kg
'h™ 4 25°C). Durante o amadurecimento, os sélidos solaveis e os aglicares totais
aumentam drasticamente. Os principais agucares em frutos maduros de lichia
sdo a sacarose, a frutose e a glicose (Paull et al., 1984). Tem-se observado,
também, aumento nos teores de pectina, total e soliivel em agua, durante o
amadurecimento, com declinio dos acidos pécticos soluveis (Singh & Abidi,
1986). A acidez total tituldvel diminui durante o desenvolvimento e o pH
aumenta. Na maturidade, o 4cido malico responde por 80% da acidez titulavel,
enquanto o citrico e o succinico correspondem aos 20% restantes (Paull et al.,
1984). Os compostos volateis predominantes nos frutos sdo os 3-fenetil alcoois e

seus derivados e os terpendides (Johnston et al., 1980).

2.1.1 Escurecimento do pericarpo

A lichia (Litchi chinensis Sonn.) é uma fruta com alto valor comercial no
mercado internacional. Entretanto, frutos de lichia perdem rapidamente sua
atrativa cor vermelha depois de colhidas devido ao escurecimento superficial do
pericarpo. O escurecimento do pericarpo reduz o valor comercial da lichia e tem

sido considerado o maior problema pds-colheita (Holcroft & Mitcham, 1996).



Embora esta seja somente uma injlria “cosmética”, que ndo tem efeito
no sabor, torna os frutos impréprios para a venda em mercados da Europa e dos
Estados Unidos da América (Holcroft & Mitcham, 1996).

Os consumidores orientais, mais familiarizados com a lichia, consomem
frutos com este defeito de aparéncia. O escurecimento tem sido atribuido a
degradagdo da antocianina devido a acdo das enzimas oxidativas,
polifenoloxidase (PPO), peroxidase (POD) e acido ascorbico oxidase (Underhill
& Critchley, 1992). Ha evidéncia de que o papel da PPO sobre o escurecimento
da lichia ¢ indireto e que ela é ativada pela perda de umidade dos frutos e,
portanto, tratamentos para a reducdo da perda de umidade podem diminuir a

acao desta enzima (Taylor, 1993).

2.2 Bebida alcodlica obtida por fermentacéo
2.2.1 Breve historico

A origem das bebidas fermentadas deve ser procurada nas proprias
origens do homem (Lona, 1997). Segundo Real (1981), ndo se pode apontar
precisamente o local e a época em que o vinho foi feito pela primeira vez. O
vinho ndo teve que esperar para ser inventado: ele estava 14, onde quer que uvas
fossem colhidas e armazenadas em um recipiente que pudesse reter seu suco.
Provavelmente o vinho ¢ mais antigo que a historia, foram encontradas sementes
de uvas nas cavernas dos homens pré-histéricos.

A historia do vinho acompanha a historia do homem. A fermentagao tem
sido realizada como arte durante muitos séculos, pois historiadores acreditam
que ha 10.000 anos a.C. ja se elaborava vinho (Ward, 1991). O processo
fermentativo é considerado um dos mais antigos métodos de conservacdo de
alimentos. No periodo de 2.000 a 4.000 anos a.C. tem-se registro do

desenvolvimento da fermentacdo alcoolica, pelos povos Egipcios e Sumérios,



com emprego na fabricagdo de vinhos e cervejas (Ward, 1991; Ross et al.,
2002).

Embora, por muitos anos, a fermentacdo tenha sido explorada como
método de conservagdo de alimentos e bebidas, apenas em um passado mais
recente ¢ que Louis Pasteur identificou os microorganismos como oS
responsaveis pelo processo. Pois somente em 1850 ele concluiu que a
transformag@o do acucar a etanol dependia da existéncia de células vivas, as
leveduras (Pereira Junior, 1999), amplamente distribuidas na natureza.

Lima et al. (2001) mencionaram que depois da formula¢do da
estequiometria da fermentacdo em 1815 por Gay-Lussac, Pasteur, em 1863,
demonstrou a natureza microbioldgica da fermenta¢do alcodlica como um
processo anaerobico e, ainda, que durante as primeiras décadas de 1900 as
pesquisas culminaram com a elucidacdo das reacdes enzimaticas responsaveis
pela transformagdo quimica do agucar em etanol e gas carbonico no interior da
levedura. De acordo com Stryer (1996) e Borzani et al. (2001), a via glicolitica
completa foi elucidada por volta de 1940, principalmente devido as
contribuigdes de Gustav Embden, Otto Meyerhoff, Cal Neuberg, Jacob Parnas,
Otto Warburg, Gerty Cori e Carl Cori.

Com o decorrer do tempo, em fun¢ao dos avangos das pesquisas houve a
necessidade de se buscarem novas tecnologias para obtengdo de produtos de
valor econdmico. Recentemente a fermentacdo tem emergido como uma
tecnologia fundamental e vital, como uma for¢a integrante da biotecnologia

moderna.

2.3 Processo fermentativo
2.3.1 Fermentacao alcodlica
Déa-se o nome de fermentacdo ao processo anaerdbico que ocorre com a

transformagao de aglicares em alcool e gas carbdnico, catalisado por enzimas.



Este processo ¢ realizado principalmente por leveduras, em ambito
citoplasmatico, com o objetivo de produzir energia, a qual sera empregada na
realizacdo de suas atividades fisiologicas, e ainda para seu crescimento e
reproducdo, sendo o etanol tdo somente um subproduto desse processo (Lima et
al., 2001).

De forma geral pode-se representar a fermentacdo alcoolica pela
Equacdo de Gay-Lussac, na qual se observa que 1 mol de glicose (180g) produz
2 mols de etanol (92g) e dois mols de didxido de carbono (CO,) (88g) e 57 kcal
de energia (Lehninger et al., 2000; Kolb, 2002).

C¢H 1206 +2 Pi+2 ADP — 2 C,HsOH +2 CO,+ 2 ATP + 57kcal.

Na fermentacdo inicial, o mosto apresenta uma quantidade de oxigénio
necessaria para a multiplicagdo inicial das leveduras, na qual se observa somente
o crescimento da colonia de levedura. A fermentagdo principal ¢ iniciada quando
o oxigénio do mosto termina, caracterizando-se pela paralisagdo da producdo das
leveduras que passam a elaborar enzimas, que reagem com oOS agucares,
transformando-os em etanol e gas carbonico (Lima, 1983).

A fermentac¢do alcodlica constitui uma das etapas mais importantes para
elaboracdo de vinhos e bebidas fermentadas, podendo ser conduzida com vérias
leveduras. Mesmo que, em maior ou em menor quantidade, possa intervir certo
numero de espécies e inclusive de géneros de leveduras, o papel principal ¢
desempenhado pela Saccharomyces cerevisiae, pela alta producéo e tolerancia a
elevadas concentragdes de etanol (Barre et al., 2000).

O objetivo primordial da levedura, ao metabolizar o agucar, é gerar uma

forma de energia quimica (ATP) que serd empregada na realizacao dos diversos



\

trabalhos fisiologicos e biossinteses necessarios a manutencdo da vida,
crescimento e multiplicacdo, perpetuando, desta forma, a espécie. O etanol e
CO; resultantes constituem produtos de excregdo, sem utilidade metabdlica para
a célula em anaerobiose. Entretanto, o etanol e outros produtos de excrecao
podem ser oxidados metabolicamente, gerando mais ATP e biomassa, mas
apenas em condi¢des de acrobiose (Amorim et al., 1996).

Ainda segundo Amorim et al. (1996), durante a fermentagdo, na
seqiiéncia de reacdes de produgdo de ATP, rotas metabdlicas alternativas
aparecem para propiciar a formagdo de materiais necessarios a produgdo de
biomassa (polissacarideos, proteinas, acidos nucléicos), bem como para a
formacao de outros produtos secundarios de interesse metabolico, relacionados
direta ou indiretamente com a adaptacdo e a sobrevivéncia, o que pode vir a
reduzir a produgdo de etanol.

A transformagdo do agucar até resultar etanol e gas carbdonico envolve 12
reagdes em seqiiéncia ordenada, cada qual catalisada por uma enzima especifica.
Tais enzimas sofrem a acdo de diversos fatores (nutrientes minerais, vitaminas,
inibidores, substancias do proprio metabolismo, pH e temperatura, entre outros),
alguns que estimulam, outros que reprimem a agdo enzimatica, afetando, assim,
o desempenho do processo (Amorim et al., 1996).

Neste sentido, torna-se necessario o acompanhamento da fermentacao, e
este pode ser feito por meio de medi¢des de teor de °Brix, da temperatura, do
tempo de fermentacdo, do cheiro caracteristico, da acidez ¢ do pH. Pode-se
ainda realizar analises microscopicas do inoculo para determinar o rendimento e
a produtividade da fermentagdo ¢ também verificar a produgdo de compostos
secundarios (Yokoya, 1995). Sabe-se que os processos fermentativos para
producdo de bebidas devem ser controlados de forma que os carboidratos sejam
assimilados e convertidos a etanol e/ou compostos desejaveis ao processo e,

ainda, minimizem a formacao de aromas e sabores indesejaveis (Ward, 1991).
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A fermentacdo alcodlica é uma fase decisiva na elaboragdo do vinho.
Todas as qualidades potenciais do vinho existem ja na uva e podem exteriorizar-
se durante a vinificagdo ou, entdo, desaparecer. A fermentagdo a partir da polpa
ou suco de frutas pode ser conduzida de maneira natural (ou espontanea) ou por

meio de inoculagdo de culturas selecionadas.

2.3.1.1 Fermentacéo esponténea

As fermentacdes espontaneas sao aquelas produzidas de maneira natural,
ou seja, realizadas pelas leveduras provenientes das cascas das uvas, sem
nenhum tipo de inoculagdo externa. Isto faz com que as fermentagdes
espontaneas nao sejam produto da acdo de uma unica espécie de levedura, e sim
uma sucessdo de espécies de leveduras diferentes ao longo do processo
fermentativo (Fleet, 1998, 2003; Torija et al., 2001).

Mesmo considerando que as leveduras Saccharomyces cerevisiae sao as
principais leveduras do vinho, a fermentagdo espontanea do mosto de uvas ¢ um
processo complexo, realizado pela acdo seqiiencial de diferentes géneros e
espécies de leveduras (Heard & Fleet, 1988) encontradas na uva, no mosto ¢ no
vinho e que contribuem para o aroma deste (Lambrechts & Pretorius, 2000).

As fases iniciais do processo de fermentagdo alcodlica sdo dominadas
pelo crescimento das leveduras ndo-Saccharomyces, caracterizado por um baixo
poder fermentativo. Destas, Hanseniaspora (Kloeckera) e Candida (por
exemplo, Candida stellata, C. pulcherrima) sdo freqlientemente as principais
leveduras (Heard & Fleet, 1985; Pardo et al., 1989). O seu crescimento ¢
significativo e pode influenciar a composi¢cdo quimica do vinho. No entanto, a
sensibilidade ao etanol limita o crescimento das leveduras nos primeiros dias de
fermentacdo e com concentragdes de etanol acima de 5% a 6% (v/v) o seu
crescimento diminui rapidamente (Kunkee, 1984). Nestas condigdes, as

linhagens de S. cerevisiae e espécies afins, que sdo mais tolerantes ao etanol e
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mais competitivas para o crescimento em meios com alta concentragdo de actcar
(Querol et al., 1992), tornam-se as leveduras dominantes e concluem o processo.
Assim, o estagio final da fermentagdo espontinea ¢, invariavelmente, dominado
pelo grupo de leveduras alcool-tolerantes, as leveduras Saccharomyces. Este
grupo consiste de quatro espécies: Saccharomyces bayanus, Saccharomyces
cerevisiae, Saccharomyces paradoxus e Saccharomyces pastorianus. Uma vez
que a levedura Saccharomyces cerevisiae ¢ encontrada quase que
exclusivamente nos ambientes fermentativos e ¢ universalmente preferida como
iniciadora de fermentacdes, tornou-se conhecida como levedura vinica, sendo a
principal responsavel pela fermentacdo alcoolica (Redzepovic et al., 2002).

As diferentes e dinamicas atividades destas leveduras apresentam grande
impacto sobre muitos aspectos no processo fermentativo vinico. Algumas
espécies sdo benéficas para a producdo do vinho; outras atuam prejudicialmente
como microrganismos deteriorantes. A contribui¢do individual e coletiva destas
leveduras selvagens varia de acordo com o numero e diversidade de espécies

presentes no mosto de fermentacdo (Pretorius, 2000).

2.3.1.2 Fermentacdo inoculada

Pela necessidade de assegurar a fermentagdo alcoolica, assim como a
qualidade e reprodutibilidade das caracteristicas dos vinhos, muitos produtores
tém utilizado culturas puras de leveduras isoladas de seu proprio vinho como
cultivos iniciadores. Estas culturas, na forma de leveduras secas ativas, sdo
fornecidas aos produtores e inoculadas no mosto a fim de conduzir a
fermentacdo e o vinho produzido terd, em sucessivas vindimas, as propriedades
sensoriais tipicas daquela regido (Gonzalez-Perez et al., 1993).

As leveduras selecionadas tém sido utilizadas com excelentes resultados
em muitos paises, onde os produtos finais obtidos sdo de qualidade mais

uniforme que os produzidos por fermentagdes espontineas. Portanto, a sele¢do
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da levedura adequada para cada tipo de fermentagdo ¢ uma estratégia importante
para garantir uma fermentacdo completa, assim como para melhorar as
caracteristicas finais do vinho. Ainda que seja evidente que a qualidade do vinho
esteja associada a variedade e a qualidade da uva, as leveduras podem produzir
compostos que proporcionem um toque de distingdo ao produto final obtido
(Dequin, 2001).

Para a selecdo de leveduras é essencial estabelecer suas propriedades
enoldgicas. Existem diferentes critérios de sele¢do que podem ser divididos em:
favoraveis, como tolerancia ao etanol, bom rendimento na transformacdo dos
acucares em etanol, capacidade de crescer em altas concentragdes de agucares; e
desfavoraveis, como a produgdo de sulfeto de hidrogénio, produgdo de espuma e
acidez volatil (Esteve-Zarzozo et al., 2000).

A levedura Saccharomyces cerevisiae é um microrganismo atrativo de
se trabalhar por ser ndo-patogénico e, devido a sua longa histdria de aplicacdo na
produgdo de produtos consumiveis, ela foi classificada como microrganismo
geralmente considerado seguro (GRAS - generally regarded as safe)
(Ostergaard et al., 2000).

2.3.1.3 Fermentagdo malolatica

Para a producdo de bebidas alcodlicas, a fermentacdo é fato. A mais
importante delas, a fermentacdo alcodlica, ndo ¢ um fenomeno isolado durante a
degradag@o do mosto. No caso da obten¢do do vinho, especificamente o tinto, e
também podendo ocorrer no vinho branco, a fermentacdo malolatica
(bioconversdo do acido malico em acido latico) trata a suavidade da bebida,
melhorando-a.

A principal importdncia da fermentacdo maloldtica ¢ normalmente
atribuida a reducao de acidez e a subida de pH, o que provoca uma melhoria no

sabor dos vinhos muito acidos pela substituicdo do acido malico (dicarboxilico e
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que constitui mais da metade dos acidos das uvas), bastante agressivo ao paladar

pelo acido latico (monocarboxilico) (Ferreira, 1982).

2.4 Vinho e vinificacéo

O célebre quimico e bidlogo Luis Pasteur afirmou que “o vinho ¢ a mais
higiénica e saudavel das bebidas”. Esta frase simplifica a esséncia do vinho: ¢
um produto resultado da acdo da natureza em toda sua plenitude. O vinho ndo ¢
uma mistura de diversas matérias-primas, por isso ndo ¢ um produto fabricado. E
resultado da transformacdo natural dos agucares do suco da uva em alcool
etilico, dioxido de carbono e mais uma centena de outros componentes. Por isso
¢ um produto elaborado, em que o homem simplesmente conduz o processo de
modo que nada interfira negativamente sobre ele (Lona, 1997).

Desta forma, sua composicao, bem como sua evolugdo, sdo diretamente
ligadas aos fendmenos bioquimicos. Essa defini¢do permite compreender a
extrema complexidade de sua composicdo quimica e define, ainda, o valor
alimentar do vinho: provinda de células vivas, contém quantidade diluida de

elementos necessarios a vida (Real, 1981).

2.5 Produtos da fermentacéo - a constitui¢io do vinho

As leveduras do vinho durante a fermentagdo do mosto produzem, como
resultado do seu metabolismo, uma grande variedade de compostos ao lado do
etanol, o principal produto. Os principais fatores que afetam estes produtos sdo a
espécie da levedura, o tipo de mosto e as condigdes de fermentagdo. Estes
produtos sdo liberados durante a fermentagdo e contribuem para o sabor do
vinho, de maneira que a qualidade do vinho depende do tipo destes compostos e
suas concentragdes. Estes compostos compreendem alcoois superiores, cetonas,

aldeidos, acidos graxos, acetatos e ésteres e, em menor quantidade, compostos
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azotados, lactonas, compostos sulfurados e fenodis volateis (Mauricio et al.,
1997).

A diferenca entre os vinhos obtidos a partir de um mesmo mosto,
fermentado por distintas leveduras, em condi¢des idénticas, deve ser atribuida a
estes produtos secundarios formados durante a fermentagdo. Entre esses
produtos, os alcodis e os ésteres desempenham um papel preponderante (Nurgel

et al., 2002).

2.5.1 Alcoois
2.5.1.1 Etanol

Segundo Aquarone et al. (1983), o etanol (alcool etilico) é o constituinte
mais importante do vinho ap6s a dgua, que representa cerca de 85% a 90%.

Etanol ¢ um composto formado a partir da via Embden-Meyerhoff-
Parnas (EMP) ou via glicolitica. Duas reacdes relacionadas a essa via conduzem
a producdo de etanol, por meio da fermentacdo alcodlica. Na primeira reagdo, o
piruvato é descarboxilado, produzindo acetaldeido e liberando CO,. Em uma
segunda reacdo, o acetaldeido € entdo reduzido para produzir etanol e, a0 mesmo
tempo, uma molécula de NADH ¢ oxidada a NAD" para cada molécula de etanol
produzida (Campbell, 2001).

Os compostos do aroma do vinho surgem principalmente durante a
fermentacdo pelas leveduras. O Etanol é o principal componente, seguido por
didis, outros alcoois superiores e ésteres. A presenga de etanol é essencial para
reforcar as caracteristicas sensoriais dos outros componentes dos vinhos. O
excesso de etanol, no entanto, pode interferir na percepcdo global do aroma e do
sabor do vinho (Swiegers et al., 2005). O etanol determina a viscosidade (corpo)

do vinho e atua como fixador de aroma (Mingorance-Carzola et al., 2003).
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2.5.1.2 Glicerol

O glicerol, propanotriol ou glicerina, ¢ um composto formado em
grandes quantidades nas fermentagdes realizadas por Saccharomyces cerevisiae.
Sua presenca no vinho confere maior viscosidade, textura e docura (Abbas,
2006). Forma-se no principio da fermentacdo, pela reducdo da diidroxicetona-
fosfato a glicerol-fosfato, o qual é fosforilado e gera o glicerol (Lehninger et al.,
2000), e a sua propor¢do depende da quantidade inicial de aglcares, das
leveduras e das condi¢des do processo fermentativo (Peynaud, 1989).

A produgdo de glicerol estd envolvida com a regulagcdo da producdo de
etanol. Em condi¢des normais de crescimento, a maioria da glicose assimilada
pela levedura é convertida a etanol. Nesse processo, o NAD" é reduzido a
NADH, que sera reoxidado durante a redugdo do acetaldeido para a formagdo de
etanol. Uma pequena porcdo do NADH ¢ desviada e usada na reducdo da
diidroxicetona-fosfato, a qual ¢ desfosforilada e gera glicerol. Por um
mecanismo de retroalimentagdo, devido ao excesso de etanol, pode haver um
desvio de rota e 0o NADH formado sera utilizado para a formagao de glicerol em
vez de etanol (Berry & Brown, 1987).

A sua formagdo também estd ligada a produc¢do de succinato e de
acetato, compostos cuja sintese esta acompanhada da produ¢do de NADH (Barre
et al., 2000). Para a formacdo de um mol de succinato e um mol de acetato ha,
conseqlientemente, produ¢do de 5 e 2 mols de NADH (redutor),
respectivamente. Para restabelecer o equilibrio redox da célula é necessario o
consumo deste NADH, que ¢ feito através da producdo do glicerol na proporgao
de 1:1. A producdo de um mol de glicerol consome um mol de NADH.
(Madigan et al., 1997).

Ribereau-Gayon (1978) reportam que, por seu sabor doce, quase igual ao

da glicose, e por sua untuosidade, o glicerol contribui de forma importante para
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as propriedades organolépticas do vinho, que podem ser percebidas com as

primeiras impressdes gustativas.

2.5.1.3 Metanol

O metanol ou alcool metilico ¢ constituinte naturalmente presente nas
bebidas alcodlicas, em quantidades pequenas em relagdo aos demais
componentes. Entretanto, essa afirmacdo diz respeito a maioria das bebidas,
devendo-se dar muita atengcdo quando se tratar de bebidas elaboradas de frutas
(Blinder et al., 1988).

O metanol ndo é um produto normal da fermentagdo, ou seja, ndo ¢é
produzido pela levedura, e sim pela hidrolise da pectina metilada presente em
algumas matérias-primas. Este processo ¢ catalisado por uma enzima péctica, a
pectinametilesterase (PME) (EC 3.1.1.11), que hidrolisa o grupo metil éster da
pectina a metanol e poligalacturonato (Zoeclein et al., 2001).

De acordo com a Legislagdo vigente para vinhos (Portaria 229 de
25/10/1988 publicada em 31/10/1988), o maximo permitido desse composto ¢ de
350 mg L™, pois 0 metanol em concentragdes elevadas pode causar intoxicagdes
(Nagato et al., 2001).

No organismo, o metanol ¢ oxidado a acido formico e, posteriormente, a
CO,, provocando uma acidose grave (diminui¢cdo do pH sanguineo), afetando o
sistema respiratério e podendo levar ao coma e até mesmo a morte (Maia, 1994).
Sua ingestdo, mesmo em quantidades reduzidas, em longos periodos de

consumo, pode ocasionar cegueira e a morte (Windholtz, 1976).

2.5.1.4 Alcoois superiores
Os alcoois superiores sdo alcoois com mais de dois atomos de carbono
formados durante o processo oxidativo. A sua formacdo esta ligada ao

metabolismo dos aminoacidos, que ¢ fortemente influenciado pela fonte de
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nitrogénio no mosto. Existem duas vias para a biossintese destes compostos:
uma via catabolica dos aminoacidos por descarboxilagdo, seguida de redugdo
dos alfa-cetoacidos obtidos por transaminagdo (mecanismo de Ehrlich); e uma
via anabolica dos aminoacidos via os a-cetodcidos correspondentes, a partir dos
acucares. Geralmente as proporgdes relativas das duas vias sdo de 25% e 75%,
respectivamente (Bayonove et al., 1998).

Os principais alcoois superiores sintetizados durante a fermentagio
alcodlica sdo o 1-propanol ou n-propanol, 2-metil-1-propanol ou isobutanol, 2-
metil-1-butanol ou alcool amilico, 3-metil-1-butanol ou alcool isoamilico,
feniletanol, 2,3-butanediol, butanol e pentanol (Barre et al., 2000). As vias de
formacao de alguns destes alcoois estdo mostradas na Figura 2.

Quando presentes em concentragdes muito baixas, os alcoois superiores
proporcionam caracteristicas desejaveis as bebidas; no entanto, concentragdes
elevadas resultam em aroma forte e sabor picante (Swiegers et al., 2005).
Segundo Mateo et al. (2001), concentragdes menores que 300 mg L™ de alcoois
superiores contribuem com o aroma, enquanto concentragdes superiores a 400
mg L™ influenciam negativamente a qualidade.

Com o aumento do namero de carbonos, o aroma modifica-se
substancialmente e os alcoois tornam-se oleosos, alguns deles lembram
fortemente aroma de flores e sdo chamados o6leo fisel e diminuem o valor
comercial e a qualidade das bebidas fermentadas (Maia, 1994).

Entre as variaveis que afetam a concentragdo de alcoois superiores
formados encontram-se o tipo de levedura, o estado nutricional do mosto, a
temperatura da fermentagdo, o pH, a quantidade de sélidos em suspensdo ¢ o

oxigénio (Zoecklein et al., 2001).
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FIGURA 2 Formagdo de alcoois superiores a partir de aminodcidos em
leveduras fermentativas. Modificado de Swiergers et al. (2005).
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2.5.2 Compostos carbonilicos

Os aldeidos s3o compostos muito volateis, de odor penetrante, que
afetam o aroma das bebidas alcodlicas. S3o compostos intermedidrios da
formacao dos alcoois, sendo formados pela descarboxilagdo de oxo-acidos ou,
entdo, pela oxidagdo dos respectivos alcoois, como ocorre com o furfural e o
hidroximetilfurfural e possuem aroma penetrante ¢ enjoativo (Maia, 1994).

Os compostos carbonilados susceptiveis de influenciar o aroma do vinho
sdo o acetaldeido, a acetoina, o diacetil, a 3-hidroxipentano-2-ona, o pentano-
2,3-diona, o piruvaldeido, o acetol e o feniletanal (Bayonove et al., 1998).

No caso do vinho, atengdo especial ¢ dada ao acetaldeido, pois este € o
aldeido encontrado em maior quantidade nesta bebida e suas concentracdes
podem variar de 10 a 300 mg L™ podendo, em algumas bebidas, corresponder a
90% da fracdo aldeido (Swiergers et al., 2005).

Segundo Faganha (1998), a adicdo de sais, especialmente sulfitos, altera
consideravelmente o curso da fermentagdo, sendo produzidas grandes
quantidades de glicerol e acetaldeido. Varios compostos presentes no vinho
ligam-se ao SO,, especialmente aqueles que possuem carbonila em sua estrutura.
A combinagdo do SO, com os compostos carbonilicos em geral resulta em
compostos de adicdo com baixa estabilidade, & excecdo da combinagdo com o
acetaldeido. O acetaldeido reage rapidamente com o sulfito ou o bissulfito
formando os acidos a-hidroxietanossulfonico (AHES), produto de adi¢do pouco
volatil e de pouco odor, justificando também o uso do SO, para mascarar o

excesso deste aldeido no vinho (Azevédo et al., 2007).

2.5.3 Acidos organicos
Os acidos organicos sdo compostos de grande importancia, pois tém

influéncia sobre diversas propriedades organolépticas, como aroma, sabor e cor,
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e também estdo relacionados ao controle da estabilidade microbiolégica das
bebidas (Mato et al., 2005).

Os acidos contidos no vinho podem ser provenientes da uva (tartarico,
malico e citrico) ou da fermentagdo (succinico, latico, acético, butirico, formico,
propidnico, carbdnico) e estdo presente em quantidades que variamde Sa 7 gL’
' o0 equivalente a 1 - 8% em volume.

Existem outros 4cidos orginicos em pequenas quantidades:
galacturdnico, glucurdnico, glucdnico, citramatico, dimetilglicérico, piruvico e
cetoglutario, entre outros (Aquarone et al., 1983).

Os acidos organicos encontram-se nos vinhos sob dois estados: a maior
parte na forma livre, e constituem acidez total, e a outra parte na forma
combinada ou salificada com as bases do vinho, sendo determinada pela
alcalinidade de cinzas. Um vinho pobre em acidos perde o sabor de maneira a
ficar “enjoativo”, ao passo que, com excesso de acidos, fica “desequilibrado”
(Aquarone et al., 1983) Ainda seguindo os conceitos deste autor, a acidez fixa no
vinho ¢ basicamente formada pelos 4cidos tartarico, malico, latico, succinico e
citrico.

Durante a fermentagdo alcoolica sdo formados mais de uma centena de
acidos organicos, sendo que sua origem depende principalmente de trés vias do
metabolismo da levedura. Um determinado nimero de compostos como acetato,
succinato, a-cetoglutarato, malato e citrato derivam diretamente do piruvato pelo
funcionamento limitado do ciclo dos &cidos tricarboxilicos, sendo que estes
acidos organicos t€ém um efeito direto sobre as caracteristicas organolépticas do
produto acabado e intervém no valor do pH da bebida fermentada. Outros acidos
orgénicos (4cidos isovalérico e isobutirico) derivam das vias de sintese dos
aminoacidos e dos alcoois superiores. A maioria dos acidos organicos restante ¢

produzida durante a via de sintese dos acidos graxos, a partir de malonil-CoA.
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Os acidos graxos possuem odores considerados negativos, mas a sua
concentragdo raramente atinge o limiar de percepgdo; eles desempenham, antes,
um papel de equilibrio no aroma fermentativo (Etiévant, 1991).

Acidos com cadeia de carbono variando entre C3 ¢ C16 sio sintetizados
pelas leveduras durante a fermentacgdo alcoolica e tém influéncia sobre o aroma.
Os principais acidos graxos produzidos pelas leveduras durante a fermentacio
alcoolica sdo os acidos palmitico (C16:0), palmitoléico (C16:1), estedrico
(C18:0) e oléico (C18:1). Os acidos de cadeia carbonada mais curta, como
caproico (C6:0), acido caprilico (C8:1) e acido caprico (C10:0), sdo também
produzidos por esta via, embora também possam ser derivados pela oxidagdo de
acidos graxos de cadeia mais longa. Sdo considerados os precursores dos ésteres,
compostos de forte impacto sensorial, que representam o maior grupo de

substancias quimicas produzidas na fermentacgdo alcodlica (Abbas, 2006).

2.5.4 Esteres

Estes compostos, juntamente com os alcoodis superiores, sdo 0s
principais constituintes do aroma fermentativo. Os €steres sdo compostos cuja
presenca nas bebidas alcodlicas esta direta e fortemente ligada ao aroma, sendo
considerados os compostos produzidos por leveduras que maior influéncia tem
sobre o aroma das bebidas (Berry & Slaughter, 2003; Abbas, 2006).

Os ésteres etilicos e os acetatos de alcodis superiores sdo
biogeneticamente derivados do acil-CoA que dao origem aos ésteres etilicos dos
acidos graxos e aos acetatos de alcodis superiores por alcoolise (Bayonove et al.,
1998). A Figura 3 mostra as rotas de formacdo do acetato de etila e acetato de

isoamila
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FIGURA 3 Rota de formacdo dos ésteres acetato de etila e do acetato de
isoamila em leveduras fermentativas. Modificado de Swiergers et
al. (2005).
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Os éteres etilicos mais importantes para o aroma sao os de cadeia curta,
e apresentam aroma frutado (Araujo, 2004). Quando presentes em pequenas
porgdes sdo responsaveis pela incorporacdo de um aroma agradavel de frutas.
Por outro lado, em grandes quantidades, confere a bebida um sabor enjoativo e
indesejado (Windholtz, 1976). Pelo fato de apresentar odor agradavel de frutas,
os ésteres sdo considerados compostos importantes de aroma nas bebidas
alcodlicas (Lehtonem & Jounela- Eriksson, 1983).

Swiegers et al. (2005) relatam que varios ésteres estdo relacionados ao
aroma frutado dos vinhos e os que mais se destacam s3o o acetato de etila
(aroma frutado-solvente), o acetato de isoamila (aroma de pera), o acetato de
isobutila (aroma de banana), o etilcaprato (aroma de macd) e o 2-fenilacetato
(aroma de mel, flores, frutas). Entre os ésteres presentes no vinho destaca-se o
acetato de etila, o qual, em funcdo da abundante presenca de acetil-CoA e etanol,
¢ o éster encontrado em maior concentragdo em processos fermentativos
tradicionais conduzidos por leveduras para elabora¢do de bebidas alcoolicas

(Mamede & Pastore, 2004).

2.5.5 Compostos sulfurados

Os compostos sulfurados sao classificados em dois grupos: os de baixo
peso molecular e os de peso molecular superior. Para o primeiro, o grupo
funcional sulfurado é predominante sobre o odor; eles sdo conhecidos sobretudo
pela ligacdo a defeitos do aroma (cheiro de “ovo podre”). Para os segundos,
também conhecidos por compostos sulfurados superiores, a participagdo no
aroma ¢ mais complexa (Etiévant, 1991; Dubois, 1994).

No grupo dos compostos sulfurados leves de baixo peso molecular
detectados no vinho no final da fermenta¢do estdo o sulfeto de hidrogénio, o

diéxido de enxofre, o sulfeto de carbonila, os metil- e etil-mercaptanos e os seus
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tioacetatos, sulfureto e dissulfuretos, respectivamente. Estes compostos
encontram-se geralmente no vinho em concentragdes muito baixas, mas existem
varios fatores que podem aumentar seu teor, nomeadamente e estirpe da
levedura, a temperatura de fermentacdo, a turbidez do mosto e a presenga de
residuos fitossanitarios (Ribéreau-Gayon et al., 2000).

Os compostos mais abundantes do grupo dos compostos sulfurados
superiores sao produtos secundarios do metabolismo da cisteina, por um lado, e
da metionina ¢ da homometionina por outro. Neste grupo encontram-se
principalmente o 2-mercaptoetanol e o seu dissulfeto, o 2-metiltio-etanol, o 3-
metiltio-propanol (metionol) e o seu acetato, o 3-metiltiopropanal (metional), o
acido 3-metiltiopropandico e os seus ésteres, a N-(3-metiltiopropil)-acetamida e
o 4-metiltiobutanol. Estes compostos participam do aroma do vinho e raramente

sdo responsaveis por defeitos no aroma (Schreier, 1979; Rapp et al., 1985).

2.5.6 Compostos nitrogenados

Os compostos nitrogenados volateis mais abundantes do vinho s@o as
acetamidas de aminas primadrias e suas aminas correspondentes.

As acetamidas mais abundantes obtidas por acetilagdo das aminas pela
levedura sdo: N-(2-metilbutil)-acetamida, N-(3-metilbutil)-acetamida, N-(2-
feniletil)-acetamida, N-(3-metiltiopropil)-acetamida, N-pentilacetamida e N-

etilacetamida (Dubois, 1994; Bayonove et al., 1998).

2.5.7 Lactonas

As lactonas sdo compostos aparentados dos hidroxiacidos pois resultam
da esterificagdo intramolecular desses acidos. Os 4-hidroxiacidos conduzem as
v-lactonas (ciclo com cinco atomos) e os 5-hidroxiacidos, as d-lactonas (ciclo

com 6 atomos) (Bayonove et al., 1998).
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As lactonas mais abundantes no vinho sdo as y-lactonas, que podem ser
divididas em duas classes. A primeira classe reine as vy-butirolactonas,
substituidas ou ndo na posi¢do 4 por grupos alcoxi (etoxi e isopentiloxi), pelos
grupos acetil, 1-hidroxietila e pelo grupo carbetoxi. A segunda classe reune as 4-
alquil-y-lactonas, a 2-hidroxi-3,3-dimetil-y-butirolactona (pantolactona) e a 2-
hidroxi-3-metil-2-penteno-y-lactona (soloton). Ainda segundo este autor, as
lactonas, compoucas excegoes, exercem pouca influéncia no aroma dos vinhos

(Aratijo, 2004).

2.5.8 Fenadis volateis

Os principais fendis volateis produzidos pelas leveduras sdo o 4-
vinilfenol e o 4-vinilgaiacol. S0 obtidos por descarboxilagdo enzimatica dos
acidos p-cumarico e ferralico, respectivamente (Araujo, 2004).

A maior parte das leveduras enologicas ndo tem o mecanismo
enzimatico capaz de reduzir a dupla ligagdo dos derivados fendlicos de cadeia
lateral insaturada para conduzir aos etilfendis. A formagdo desses compostos
pode ser atribuida a contaminagéo por leveduras Brettanomyces/Dekkera ou, em
quantidades mais baixas, a intervencao de bactérias (Chatonnet et al., 1995). O
aumento e a producao do 4-etilfenol sdo inibidos por aumento da concentragido
de etanol, sendo inteiramente impedidos para teores de cerca de 13% (v/v) (Dias,
L. et al., 2003). As condic¢des de higiene das adegas e tratamentos com anidrido
sulfuroso dos barris podem evitar a formagdo destes compostos (Ribéreau-
Gayon et al., 2000).

Em casos extremos, teores elevados destes compostos originam aromas
desagradaveis. No entanto, em teores reduzidos, estes compostos podem
contribuir para a complexidade aromatica e para a qualidade do vinho (Dubois,

1994.
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2.6 Classificacdo dos vinhos

O vinho é uma bebida alcodlica fermentada por difusdo, que ¢ obtida
genericamente pela fermentacdo alcodlica de um suco de fruta natural madura,
principalmente a uva (Vitis vinifera). Admite-se, tradicionalmente, que o nome
vinho seja reservado s6 para a bebida proveniente da uva. Para bebidas
produzidas por fermentacdo alcodlica que ndo sejam da uva, deve-se indicar o
nome da fruta, como, por exemplo, o vinho de laranja.

Segundo a Legislacdo Brasileira (Brasil, 2004), que altera dispositivos
da Lei no 7.678, de 8 de novembro de 1988, que dispde sobre a produgio,
circulagdo e comercializa¢do do vinho e derivados da uva e do vinho, os vinhos
sdo classificados quanto a classe em: de mesa, leve, fino, espumante, frisante,
gaseificado, licoroso e composto. Vinho de mesa ¢ o vinho com teor alcoolico
de 8,6% a 14% em volume, podendo conter até uma atmosfera de pressdo a
20°C; vinho frisante ¢ o vinho com teor alcodlico de 7% a 14% em volume e
uma pressdo minima de 1,1 a 2,0 atmosferas a 20°C, natural ou gaseificado;
vinho fino é o vinho de teor alcoolico de 8,6% a 14% em volume, elaborado
mediante processos tecnologicos adequados que assegurem a otimizagdo de suas
caracteristicas sensoriais e exclusivamente de variedades Vitis vinifera do grupo
Nobres, a serem definidas em regulamento; vinho leve ¢ o vinho com teor
alcoodlico de 7% a 8,5% em volume, obtido exclusivamente da fermentagdo dos
acucares naturais da uva, produzido durante a safra nas zonas de produgdo,
vedada sua elaboracdo a partir de vinho de mesa.” Champanha (Champagne),
Espumante ou Espumante Natural ¢ o vinho cujo anidrido carbonico provém
exclusivamente de uma segunda fermentagdo alcodlica do vinho em garrafas
(método Champenoise/tradicional) ou em grandes recipientes (método
Chaussepied/Charmad), com uma pressdo minima de 4 atmosferas a 20°C e com
teor alcodlico de 10% a 13% em volume.” Vinho moscato espumante ou

Moscatel Espumante é o vinho cujo anidrido carbdnico provém da fermentagdo
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em recipiente fechado, de mosto ou de mosto conservado de uva moscatel, com
uma pressdo minima de 4 atmosferas a 20°C, e com um teor alcodlico de 7% a
10% em volume, e no minimo 20 gramas de aglcar remanescente”; vinho
gaseificado “¢ o vinho resultante da introducdo de anidrido carbdnico puro, por
qualquer processo, devendo apresentar um teor alcodlico de 7% a 14% em
volume, e uma pressdo minima de 2,1 a 3,9 atmosferas a 20°C”; vinho licoroso
“¢ o vinho com teor alcodlico ou adquirido de 14% a 18% em volume, sendo
permitido, na sua elaboracdo, o uso de alcool etilico potavel de origem agricola,
mosto concentrado, caramelo, mistela simples, agucar e caramelo de uva”; e
vinho composto “¢ a bebida com teor alcodlico de 14% a 20% em volume,
elaborado pela adigdo ao vinho de mesa de macerados ou concentrados de
plantas amargas ou aromadticas, substincias de origem animal ou mineral, alcool
etilico potavel de origem agricola, agucar, caramelo e mistela simples”.

Os vinhos ou fermentados de frutas s@o divididos em trés classes quanto
a cor: tinto; rosado, rose ou clarete e branco. No que se refere ao teor de agucar,
os vinhos podem ser divididos em sete classes: nature; extra-brut; brut; seco, scc
ou dry; meio doce, meio seco ou demi-sec; suave ¢ doce. A primeira classe
apresenta os vinhos do tipo seco, com até 5 g.L™'; a segunda, vinhos entre 5 ¢ 20
gL' sdo os do tipo meio seco; e a terceira ¢ a classe dos vinhos suaves, com
mais de 20 gL' (Rizzon et al., 1994). Geralmente, o fermentado de fruta
apresenta pH variando entre 3,0 e 4,0. A analise de pH facilita na avaliacdo da
resisténcia do produto a infec¢do bacteriana ou tendéncia a casse férrica. O pH
igual a 3,4 ¢ o ideal para que o produto aumente a resisténcia as infecg¢des
(Hashizume, 2001).

Muitos sdo os tipos de vinhos existentes de acordo com a uva (e a
regido) de onde provém, com a concentragdo alcodlica final, com as condigdes
que sofrem conforme o tipo de fermentagdo ¢ mesmo com determinadas adi¢des

que lhe fazem (Lona, 1997).
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2.7 Etapas da vinificacdo
Por vinificagdo entende-se aplicacdo de um conjunto de técnicas e
operacdes conhecidas com o objetivo de se obter o vinho por meio da

fermentacdo controlada do mosto da uva (Rosier, 1995).

2.7.1 Desengace e esmagamento

Desengace ¢ o termo referente a separagdo das bagas da uva de seu
respectivo penduculo, pois a presenga deste no mosto em fermentagdo
provocaria a produgdo de vinho de qualidade inferior devido a alta acidez,
adstringéncia ¢ concentracdo de taninos. J4 o esmagamento consiste em uma
acdo mecanica sobre as bagas de uva para que, delas, extraia-se o mosto (Pato,

1982; Catalufia, 1988).

2.7.2 Mosto

Brasil (1988) define mosto simples de uva como sendo “o produto
obtido pelo esmagamento ou prensagem da uva si, fresca e madura, com a
presenga ou ndo de suas partes solidas”. Ainda define o mosto concentrado,
“produto obtido pela desidratacdo parcial do mosto ndo fermentado”; o mosto
sulfitado, “mosto simples estabilizado pela adi¢do de anidrido sulfuroso ou
metabissulfito de potassio”; o mosto cozido, “produto resultante da concentragdo
avangada de mostos, a fogo direto ou a vapor, sensivelmente caramelizado, com
um teor de agtlicar a ser fixado em regulamento; ¢ o mosto em fermentagdo, “ao
qual poderdo ser adicionados os corretivos alcool vinicos, e/ou mosto
concentrado e/ou sacarose, dentro dos limites e normas estabelecidos em
regulamentos.

Mosto ¢ todo liquido capaz de fermentar. O seu preparo tem por objetivo

garantir uma qualidade ideal de agucares fermentesciveis, uma menor
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contaminag@o inicial possivel por microorganismos e pH e nutrientes 6timos

para o metabolismo da levedura (Aquarone et al., 1983).

2.7.3 Chaptalizacdo

Chaptalizacdo é a pratica que consiste na correcdo da deficiéncia de
acucar da uva com sacarose, sendo difundida por Jean Antoine Chaptal (1756-
1832). Além de favorecer o equilibrio do vinho através da elevagdo do grau
alcoolico, a chaptalizacdo também contribui na extracdo dos compostos
fenolicos e aromaticos durante a maceragdo da uva (Chaptal, 1981). A sacarose é
o acucar recomendado para efetuar a chaptalizacdo (Ribéreau-Gayon et al.,
1998). A corre¢do do mosto, quando efetuada, ndo deve incorporar substancias
estranhas ao vinho. A sacarose transforma-se em etanol e produtos secundarios
da fermentagdo, o mesmo que ocorre com a glicose e a frutose, ambas presentes
no mosto (Rizzon & Miele, 2005). Segundo Ribéreau-Gayon & Peynaud (1964),
para elevar o teor alcodlico em um grau GL sdo necessarios, teoricamente, 17
gramas de sacarose por litro, ou 1,7 kg de sacarose por hL de mosto. Esta adigdo
¢ calculada em fun¢do do rendimento fermentativo. Em média, 1°Brix eleva em
0,60 °GL o teor alcodlico da bebida. Portanto, a elevacdo de 1 °GL requer o
aumento dos aglicares do mosto em 1,8 °Brix. Dai, para atingir esses valores sdo
necessarios cerca de 25,2 g de agucar por litro de mosto. Hashizume (1993)
também menciona estes valores, comentando que sdo validos quando a
vinificagdo ocorre a baixas temperaturas. Este autor cita que, na pratica, 1,8 kg

de sacarose por hL de mosto elevam o seu grau alcoolico de 1 °GL.

2.7.4 Sulfitacéo
A utilizacdo de certas substancias quimicas em enologia proporciona
melhor dominio ao processo de fermentacdo e maior seguranga de obtengdo de

bons vinhos. A adi¢do de compostos a base de enxofre (Na,S,05 ou K;S,0s-
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metabissulfito de sdédio ou potdssio e/ou KHSO; - bissulfito de potéssio) é o
recurso mais utilizado para solucionar os problemas de oxida¢ao e interferéncias
microbianas indesejadas durante a fermentagdo. A justificativa para a sulfitagem
¢ que, no mosto, ndo existem apenas boas leveduras; assim, a sulfitagem tem por
objetivo principal inibir o desenvolvimento de microorganismos contaminantes
oriundos da fruta (Rosier, 1995; Hashizume, 2001).

A sulfitagem do mosto é uma pratica bastante importante ¢ necessaria na
vinificag¢@o. O anidrido sulfuroso ou didéxido de enxofre, SO,, é, ha muito tempo,
empregado como desinfetante. O enxofre € acrescentado ao mosto antes de sua
fermentagdo, com algumas finalidades de: efeito antioxidante - protegendo o
mosto do oxigénio atmosférico; efeito antisséptico - inibindo o crescimento de
bactérias e leveduras indesejaveis; exercendo efeito seletivo da flora microbiana,
pois o enxofre inibe o crescimento das leveduras ndo produtoras de alcool e
deixam livres as produtoras de alcool; efeito antioxidasico — o SO, destroi a
oxidase, enzima que catalisa as reacdes de oxidagdo; efeito dissolvente - facilita
a dissolugdo das matérias corantes, permitindo obter vinhos mais coloridos; e
efeito estimulante — em doses pequenas exerce um efeito estimulante sobre as
leveduras e ativa a reagdo de transformagdo do aglicar em alcool e anidrido
carbonico, favorecendo a producdo de um vinho com maior teor alcodlico e com
menos agucar (Aquarone et al., 1983). Apesar de existirem poucas evidéncias,
acredita-se também que o SO, possa impedir a ocorréncia da reacdo de Maillard
nos vinhos. Ele atuaria bloqueando os grupos carbonilicos ativos presentes nos
agucares redutores, aldeidos e cetonas, evitando a condensacdo entre estes
grupos e os aminoacidos e proteinas do vinho e, conseqiientemente, promovendo
a paralisacdo da seqiiéncia desta reagdo de escurecimento (Azevédo et al., 2007).

Segundo Martins & Andrade (2002), dependendo do pH do meio irdo
predominar diferentes espécies de S(IV) em solugdo aquosa: em solugdes cujo

pH seja inferior a 1,5 irdo prevalecer espécies hidratadas (SO,.2H,0); em

31



solugdes com pH entre 1,5-6,5 aparecerda com maior destaque a espécie
bissulfito (HSOj3) e, finalmente, em pH superior a 6,5 predomina a espécie
sulfito (SOsY). Para o vinho cujo pH varia entre 3,0 e 4,0, a forma predominante
¢ de bissulfito. As diferentes formas das espécies de S(IV) influenciam de

diferentes maneiras nas suas propriedades (Tabela 3).

TABELA 3 Propriedades das diferentes formas das espécies de S(IV) na

conservacao dos vinhos

. ) HSO4 R-HSO5
Propriedade SO; (livre) ] o ] ] )
(bissulfito livre)  (bissulfito combinado)
Antileveduriana Forte Fraco Nulo
Antibacteriana Forte Fraco Fraco
Antioxidante Forte Forte Nulo
Antioxidasica Forte Forte Nulo

Neutralizador do
Forte Forte Forte
sabor de acetaldeido

Fonte: Azevédo et al. (2007).

A dose utilizada de dioxido de enxofre (SO,) varia em funcao de alguns
fatores: grau de maturagdo da uva, seu estado sanitario, sua temperatura e seu
teor de acucar e de acidez. A adi¢do SO, pode ser feita na forma de sal (K,S,0s -
metabissulfito de potassio) ou gas (SO, gasoso). No Brasil n3o ha
obrigatoriedade quanto ao estado fisico do SO, a ser utilizado, mas a legislacdo
brasileira permite a dose maxima de 0,35 g L', em dioxido de enxofre total, no

vinho (Brasil, 1988).
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2.7.5 Colagem

Segundo Pato (1982), a colagem é um processo que consiste na adigdo
de substancias, denominadas colas, ao vinho ou a0 mosto em fermentagdo para
que se consiga uma boa clarificagdo da bebida final. As colas podem ter
diferentes origens: substancias albuminoides (clara de ovo, albumina sanguinea,
caseina e leite); substidncias gelatinosas (agar, osteocolas e ictiocolas) e

substancias minerais (bentonite, terra espanhola e gesso).

2.7.6 Trasfega

Esta fase consiste na separagdo das partes solidas presentes no vinho por
sifonagdo, apds a sedimentagdo de particulas suspensas na bebida fermentada.
Esta matéria solida recebe o nome de borra e ¢ constituida de células de
leveduras e bactérias, sais insoliveis e outras matérias insoliiveis presentes no

mosto (Rizzon et al., 1994).

2.7.7 Filtracao

Segundo Peleg et al. (1979) e Peynaud (1984), a filtragdo é um processo
mecanico no qual o material particulado fica retido em um meio filtrante e a
bebida, limpida, é recuperada sem que haja perda da qualidade organoléptica. A
filtragdo é uma etapa fundamental na vinificagdo. E grandemente viabilizada
pelos processos de clarificagdo e colagem, tendo como fungdo tornar o produto
final aprazivel a visdo. Hashizume (1993) cita varios tipos de filtros, como os de
terra de diatomaceas e os de placa de celulose. O primeiro é requerido quando ha
uma turbidez elevada, com grandes particulas em suspensdo; ja o segundo é

utilizado na bebida quase limpa.
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2.7.8 Atesto

Atesto € a pratica de se encherem completamente os recipientes vinarios
em periodos freqiientes e regulares com o objetivo de evitar o contato do vinho
com o ar (Rosier, 1995).

O vinho ¢ normalmente conservado em recipientes de madeira. Pela
acdo da evaporagdo, tende a deixar um espaco vazio, que se torna foco de
desenvolvimento de microorganismos aerobios indesejaveis (Hashizume, 2001).
O atesto deve ser realizado com cuidado de forma que o vinho usado apresente a
mesma qualidade daquele que esta na pipa, evitando, assim, que todo o

recipiente seja contaminado (Hashizume, 2001; Meneguzzo et al., 2006).

2.8 Bebida fermentada de frutas

O termo vinho ¢ utilizado para designar a bebida produzida a partir da
fermentacdo do mosto de uva. A aplicagdo deste termo pode também ser
realizada no caso daquelas bebidas fermentadas obtidas pela fermentacdo de
outras frutas, desde que o termo “vinho” seja acompanhado do nome da matéria-
prima que deu origem a bebida (Santos et al., 2005).

Teoricamente, qualquer fruto ou vegetal comestivel que contenha
umidade suficiente, agucar e outros nutrientes para as leveduras pode servir
como matéria-prima para a produgdo de vinhos com sabores caracteristicos de
cada fruta (Vogt & Jakob, 1986).

Diversas frutas t€m boas caracteristicas sensoriais para vinhos e, aliada a
necessidade de se ampliar as suas produgdes e consumo em diversos paises, a
produgdo destes “vinhos” alternativos tem sido bastante pesquisada e
incentivada.

Segundo (Brasil, 2008) que aprova os regulamentos técnicos para a
fixagdo dos padrdes de identidade e qualidade para fermentado de fruta tendo em

vista o disposto no do Decreto de n° 2314 de 4 de setembro de 1997, bebida
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fermentada de fruta é aquela com graduagdo alcoolica de 4 a 14 % em volume a
20°C, obtida da fermentacdo alcodlica do mosto de fruta sa, fresca e madura.
Este fermentado pode ser adicionado de agucares, dgua e outras substancias
previstas em ato administrativo complementar, para cada tipo de fruta.

Na Tabela 1 podemos observar, de forma geral e simplificada, algumas
publicagdes referentes a elaboragdo de bebidas alcoodlicas fermentadas a partir de
frutas.

Bebidas fermentadas de frutas constituem produtos promissores devido a
tendéncia de aceitagdo em pesquisas de consumo, além de contribuirem para a
reducdo de perdas pos-colheita de frutos pereciveis (Sandhu & Joshi, 1995).
Tradicionalmente sdo empregadas uvas e macgds na obtencdo de bebidas
fermentadas. Muitos paises, principalmente os europeus, produzem vinhos de
frutas pelos mesmos processos de fabricacdo, sendo a maga, a péra, a framboesa
e a cereja as mais utilizadas. Nos paises tropicais, frutas como laranja, goiaba,
abrico6, abacaxi, manga (Sandhu & Joshi, 1995) e caju (Torres Neto et al., 2006)
fornecem vinhos bastante apreciados e saborosos.

Os dados obtidos at¢é o momento sobre o registro das pesquisas
relacionadas a bebidas alcoodlicas fermentadas de frutos evidenciam o crescente
interesse em desenvolver tais produtos a partir de fontes ndo convencionais.
Portanto, considerando a diversidade de frutos ainda nao explorados para estas
praticas, sabe-se da possibilidade de um futuro promissor no que tange a sua

inser¢cdo no mercado de bebidas.
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TABELA 1 Bebidas alcoolicas fermentadas obtidas a partir de frutas.

Bebidas Alcodlicas fermentadas

Autores

Abacaxi (Ananas comosus L. Merr

Acerola (Malpighia punicifolia L.)
Ata (Annona squamosa L.)

Banana prata (Musa sp.)

Cacau (Theobroma cacao L.)

Caja (Spondia monbim L.)

Caju (Anacardium occidentale L.)

Camu-camu (Myrciaria dubla Mc.
Vaugh)

Ciriguela (Spondias purpurea)
Figo da india
Goiaba (Psidium guajava)

Jabuticaba (Myrciaria cauliflora
Berg.)

Jaca (Artocarpus integrifélia Forst)

Kiwi (Actinidia deliciosa)

Laranja (Citrus sp.)

Gabiroba

Alian & Musenge (1977), Lima
(1992) e Vasquez (1994)

Santos et al. (2005)
Muniz et al. (2002)

Akubor et al. (2003) e Arruda et
al. (2003)

Dias et al. (2007)

Dias, D. et al. (2003)

Dias (1996), Faganha (1998),
Garrutti (2001) e Torres Neto et
al. (2006)

Maeda & Andrade (2003)

Muniz et al. (2002)
Lopes & Silva (2006)
Alian & Museng (1977)

Chiarelli et al. (2005) e Silva et
al. (2008)

Tavares Filho et al. (2002)

Bortoline et al. (2001) e
Souflerosa et al. (2001)

Corazza et al. (2001), Chiattonne
et al. (2004) e Selli (2007)

Duarte et al. (2009)
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Tabela 1 (Cont.)

Manga (Mangifera indica L) Reddy & Reddy (2005)
Mangaba (Hancornia speciosa Gom) Muniz et al. (2002)

Pupunha (Bactris gasipaes Kunth) Pantoja et al. (2001), Andrade et
al. (2003) e Sotero et al. (1996)

Tangerina “Murcott” (Citrus Lima et al. (2004)
reticulada X Citrus sinensis)

Umbu Melo et al. (2007)

2.9 Perfil volatil

O aroma ¢ um importante aspecto da qualidade do vinho. A composi¢do
volatil influencia as caracteristicas sensoriais dos vinhos, especialmente as
caracteristicas aromaticas. Os diferentes componentes do aroma de uvas e
vinhos tém sido bastante estudados nos ultimos anos. Mais de 800 compostos
volateis, tais como alcoois, ésteres, acidos organicos, fenodis, tidis, monoterpenos
e norisoprenodides tém sido encontrados em vinhos, dos quais somente algumas
dezenas constituem os odores de carater de impacto. Volateis dos vinhos podem
refletir influéncia da variedade, do clima e do solo, entre outros fatores. Assim,
eles desempenham um papel decisivo na qualidade e nas caracteristicas
regionais do vinho (Perestrelo et al., 2006).

O aroma ¢ a impressdao produzida nos orgdos olfativos pelas particulas
odoriferas. Nos mamiferos existem cerca de 1000 receptores olfativos, e este
sistema olfativo deve, em teoria, ser capaz de detectar um extraordinario numero
de odores porque estes interagem com multiplos receptores em vez de um so, o

que possibilita uma infinidade de combinagdes (Axel, 1995).
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Para que uma substincia produza cheiro, deve possuir determinadas
propriedades: volatilidade, solubilidade em 4gua (uma substancia totalmente
insolivel em agua ndo atingird os terminais do nervo olfativo) e solubilidade em
lipideos (permitindo-lhe penetrar os terminais do nervo olfativo através das
camadas de lipideos que fazem parte da membrana de cada célula) (Peixoto,
1994).

As diferencas na intensidade das sensacdes olfativas provocadas pelos
compostos odoriferos sdo devidas as interagdes fisico-quimicas entre esses
compostos e os constituintes fixos e volateis do vinho, nomeadamente o etanol,
os polifendis, os acucares e os acidos, que modificam as suas pressdes parciais
de vapor e, como tal, as suas concentra¢des na fase vapor. Contudo, a esses
fenomenos fisico-quimicos juntam-se fenomenos fisioldgicos ao nivel da
mucosa olfativa que podem modificar a percep¢do olfativa, ndo apenas ao nivel
quantitativo (potencializacdo, ocultacdo, inibi¢do), mas também qualitativo

(Baumes, 1986).

2.9.1 Tipos de aroma

O aroma de um vinho ¢ de uma enorme complexidade devido a grande
quantidade de compostos que o compdem. Este aroma ¢ o produto terminal de
uma longa seqiiéncia bioldgica, bioquimica e tecnoldgica e ndo apenas o produto
da fermentacdo da uva (Cordonnier & Bayonove, 1978).

O aroma pode ser classificado em quatro tipos diferentes conforme a
origem dos compostos que o constituem: aroma varietal — devido aos compostos
existentes na uva; aroma pré-fermentativo — resultante da vindima, transporte,
prensagem, maceragdo e clarificagdo; aroma fermentativo — compostos
resultantes das fermentacdes; e aroma poés-fermentativo — que resulta das

transformag¢des ocorridas durante a conservagdo e envelhecimento.
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O aroma varietal e pré-fermentativo também ¢é conhecido por aroma
primario; o aroma fermentativo, por secundario; e o pds-fermentativo, por aroma

terciario segundo designagdo atribuida por Peynaud & Blouin (1997).

2.9.1.1. Aroma varietal

O aroma varietal é parte do aroma ligado a variedade da uva de onde
provém. Podem-se distinguir dois tipos de substincias especificas da variedade:
as substancias odorantes, que passam para o vinho sem transformagdes e que
transmitem sua tipicidade; e as substincias odoriferas, susceptiveis de revelar
um aroma tipico durante a fermentagdo e a conservagdo. Esta distingdo ¢
importante porque induz a nocdo de precursor de aroma (Cordonnier &
Bayonove, 1978).

O aroma varietal de um vinho depende ndo s6 da variedade da uva de
onde provém, mas também do solo, do clima, do sistema de condug¢do e das
fertilizagGes. Estes fatores, ao poderem influenciar a maturacdo das uvas, vao ter

efeito no aroma.

2.9.1.2 Aroma pré-fermentativo

Os aromas de origem pré-fermentativa formam-se desde a colheita das
uvas até o inicio da fermentagdo alcoolica, no decorrer das operacdes de recolha,
transporte, desengace, prensagem, aquecimento da vindima e maceracao.

Os efeitos mecanicos destes tratamentos vao permitir, ao se dilacerarem
os bagos, que os sitemas enzimdticos entrem em contato com os substratos
existentes. Por outro lado, estes tratamentos tém como conseqiiéncia a
incorporagdo de oxigénio ao meio, fornecendo o segundo substrato implicado

nas reacdes de oxidagdo enzimatica (Bayonove et al., 1998).
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2.9.1.3 Aroma fermentativo

Os constituintes do aroma fermentativo sdo formados pela levedura no
decorrer da fermentagao alcodlica e pelas bactérias laticas no caso de ocorrer a
fermentagao malolatica.

Um grande niimero de compostos volateis sdo formados e modulados
pelas leveduras durante a fermentagdo alcoodlica, que tem um impacto
significativo sobre o sabor e a qualidade geral dos vinhos (King et al., 2008).

Esteres, alcoois superiores e acidos volateis sdo também grupos de
compostos aromaticos volateis produzidos por leveduras durante a fermentagao.
Esteres, acetatos, ¢ especificamente ésteres etilicos de acidos graxos, estdo
presentes em todos os vinhos e contribuem, em geral, para a caracteristica
“frutada” que influencia significativamente o aroma e a qualidade do vinho
(Swiegers et al., 2005).

O composto volatil produzido em maior quantidade pela fermentagdo
alcoolica ¢ o etanol. Ele tem um papel importante na percepgdo olfativa, quer
pela participacdo direta no odor, quer pela influéncia que exerce sobre os outros
constituintes do aroma ao fazer diminuir a polaridade do meio. Os outros
constituintes do aroma fermentativo obtido pelos metabolismos glicidicos,
nitrogenados, lipidico e sulfurado pertencem as seguintes familias quimicas:
alcodis, acidos graxos volateis e respectivos ésteres, compostos carbonilados,
compostos sulfurados, compostos nitrogenados, lactonas e fenois volateis

(Aratijo, 2004).

2.10 Microextracdo em Fase Solida (SPME) para analise de volateis em
vinhos
A determinagdo da fracdo volatil é normalmente realizada por

cromatografia gasosa (CG), uma técnica que, nos ultimos anos, tem feito
grandes avangos. No entanto, convém salientar que, apesar disso, na maioria dos

casos a determinagdo por cromatografia em fase gasosa deve ser precedida por
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uma etapa prévia de preparag@o das amostras (Castro et al., 2008), e na etapa de
preparacdo de amostras, ha a interferéncia de alguns fatores como o teor de
volateis, a complexidade dos aromas, a diferenca de volatilidade entre os
compostos e a instabilidade térmica dos mesmos. Além disso, sendo o teor de
volateis freqiientemente baixo, na ordem de partes por milhdo (mg Kg™'), ha a
necessidade de ndo somente isola-lo, mas de concentra-lo. Outro fator
importante ¢ que a complexidade dos aromas (que incluem compostos de
polaridades bastante distintas e variagdo da volatilidade) exige técnicas
diferenciadas para cada faixa de volatilidade (Medeiros et al., 2000).

Microextracdo em fase solida (SPME, do inglés Solid Phase Micro
Extration) é uma técnica de extragdo desenvolvida por Pawliszyn (Pawliszyn,
1997) no inicio da década de 90. Tem como base a criagdo de uma particao de
equilibrio dos analitos entre uma fase estaciondria polimérica, que abrange uma
fibra de silica fundida, e a matriz da amostra (Figura 3). Esta técnica ndo requer
o emprego de solventes organicos, eliminando, assim, todos os inconvenientes
implicados. E uma técnica simples, rapida e barata em que os processos de
extracdo e concentragdo sdo realizados simultaneamente. Além disso, apenas
pequenos volumes de amostra sdo necessarios. O dispositivo pode ser acoplado
facilmente a um sistema de cromatografia gasosa e, com algumas modificagdes,
a um sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) (Castro et al.,
2008).

Microextracdo em fase solida compreende duas fases: extracdo e
dessor¢do (Figura 3) (Cela et al., 2002). Na primeira fase, a amostra ¢ colocada
em um frasco. O frasco ¢ selado com um septo e uma capsula. A agulha da
seringa com a fibra dentro dela perfura o septo. Entdo, por acionamento do
&émbolo, a fibra entra em contacto com a amostra aquosa ou com o headspace
que existe acima do liquido. Apds um determinado tempo, a fibra ¢é retirada e

adicionada de volta para a agulha e a seringa ¢ retirada do frasco de amostragem.
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Na etapa de desorcdo, imediatamente a seguir, a seringa ¢ inserida no injetor de
um instrumento analitico (CG ou HPLC), onde os analitos serdo dessorvidos
termicamente ou por uma solucdo na fase moével, de acordo com a técnica
instrumental empregada. Esta fase dessorcdo leva 1-2 minutos para ser
concluida. Em HPLC o injetor padrdo deve ser substituido por um dispositivo
especial (Castro et al., 2008).

Em 1998, a microextragdo em fase-solida headspace (HS-SPME) foi
estudada e otimizada para a analise em cromatografia gasosa (GC) de compostos
do aroma de vinhos (De La Calle et al., 1998) e os resultados foram comparados
com aqueles obtidos utilizando o modo direto de amostragem (DI-SPME)
através de extracdo liquido-liquido. Os resultados obtidos utilizando as trés
técnicas foram semelhantes. Contudo, HS-SPME apresentou vantagens
adicionais: uma maior sensibilidade na determinagdo de terpenoides e o tempo
de vida da fibra de SPME mais que trés vezes maior do que na amostragem de
modo direto, porque a fibra ndo fica em contato com a amostra e, portanto, ndo
¢ contaminada por compostos fortemente polares, etanol e sais.

Tat et al. (2005) estudaram o desempenho de diferentes fibras
desenvolvidas nos ultimos anos para microextracdo em fase solida. As fibras
foram avaliadas quanto a sua sensibilidade e repetibilidade; os resultados
mostraram um comportamento notadamente diferente para as diferentes fases-
solidas, tanto para diferentes zonas do cromatograma quanto para diferentes
niveis de concentra¢do. A fibra divinilbenzeno / Carboxen / Polidimetilsiloxano
(DVB/CAR/PDMS) mostrou-se a mais adequada para a analise da fragdo
aromatica de vinhos.

Para aplicagdes especificas, a escolha de uma fase-solida adequada

depende da classe de compostos ser analisada.
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FIGURA 3 Diagrama de um dispositivo de SPME (A) e estagios do processo de
microextragdo em fase solida (B). Fonte: modificado a partir de

Castro et al. (2008).
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O uso da extragdo em fase solida e GC-PMEGC permitiu a
caracterizagdo da composicao volatil de 23 monovarietal vinhos brancos e tintos,
de 13 variedades de uvas cultivadas na mesma area (Pifieiro et al., 2006). A
técnica de microextragdo em fase sélida acoplada a espectrometria de massa e a
analise de componentes principais (HS-SPMEGC - MS-PCA) ¢ proposta para a
rapida distingao de vinhos em ambito mundial com base na assinatura volatil do

vinho (Rocha et al., 2006).
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CAPITULO 2

CARACTERISTICAS QUIMICAS, FISICO-QUIMICAS E
SENSORIAIS DE BEBIDA ALCOOLICA DE LICHIA (Litchi chinensis
Sonn) PRODUZIDA POR FERMENTACAO ESPONTANEA E
INOCULADA

60



1 RESUMO

Este estudo teve como objetivo elaborar e caracterizar bebidas fermentadas de
lichia (Litchi chinensis Sonn) utilizando fermentagdo inoculada e fermentagdo
espontanea do mosto. A partir da polpa dos frutos foram formulados mostos com
teores de solidos soluveis de 24 °Brix. Esses foram autoclavados e inoculados
com leveduras selecionadas UFLA CA116, UFLA CA1183, UFLA CA1174 e,
em outros recipientes, foi conduzido o processo fermentativo espontaneo. Todos
os processos fermentativos foram conduzidos sob as mesmas condic¢des a 20 =+ 2
°C. Aliquotas dos mostos foram coletadas, diariamente, para monitoramento de
pH, acidez titulavel, teor de solidos soluveis totais, sacarose, glicose, frutose ¢
teor alcodlico. Ao término da fermentagdo as bebidas foram transferidas para
recipientes limpos, eliminando o excesso da borra formada. Estas foram
submetidas aos processos de colagem, trasfega e filtracdo. As bebidas obtidas,
22 dias ap6s o término da fermentagao, foram avaliadas quanto as caracteristicas
quimicas, fisico-quimicas e sensoriais. As bebidas elaboradas com as leveduras
UFLA CA1183 e UFLA CA116 se caracterizaram por maior eficiéncia
fermentativa, atingindo teores alcoolicos mais elevados e menores teores de
acucar residual em menor tempo de fermentacdo. A lenta taxa fermentativa das
bebidas produzida com a levedura UFLA CA1174 e a fermentagdo espontanea
favoreceram a oxidagdo destas bebidas, observada através da producgdo de
compostos indesejados em bebidas alcoolicas. Comparando os resultados fisico-
quimicos das quatro bebidas com a legislagdo vigente, somente a inoculagdo
com a levedura UFLA CA1183 produziu uma bebida que se enquadra nos
limites estabelecidos pela legislacio para vinho. Os resultados da andlise
sensorial demonstraram melhor aceitagdo das bebidas produzidas pelos isolados
UFLA CA1183 e UFLA CA116. A andlise de componentes principais separou
as bebidas em dois grupos de acordo com os compostos analisados. Através das
analises de composi¢do quimica e sensorial, a bebida produzida pela inoculagio
com a levedura UFLA CA1183 se mostrou como a mais indicada para a
producdo da bebida fermentada de lichia.
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2 ABSTRACT

This study aimed to develop and characterize fermented beverages of lychee
(Litchi chinensis Sonn) using inoculated fermentation and spontaneous
fermentation of must. From the pulp of the fruit must have been formulated with
levels of soluble solids of 24 °Brix. These were autoclaved and inoculated with
selected yeasts UFLA CA116, UFLA CA1183, CA1174 UFLA, and other
containers has led to spontaneous fermentation process. All fermentation process
was conducted under the same conditions for 20 + 2 °C. Aliquots of must were
collected daily to monitor pH, acidity, total soluble solids, sucrose, glucose,
fructose and alcohol. At the end of fermentation the beverages were transferred
to clean containers, removing the excess sludge formed. These were the
processes of collage, racking and filtration. Beverages obtained, 22 days after
the end of fermentation, were evaluated on the chemical characteristics,
physical-chemical and sensory. Beverages made with yeast UFLA CA1183 and
UFLA CA116 were characterized by increased fermentative efficiency, reaching
levels higher alcohol and lower levels of residual sugar in the shortest time of
fermentation. The slow rate of fermentative beverages produced by the yeast
UFLA CA1174 and the spontaneous fermentation favored the oxidation of these
beverages, observed through the production of unwanted compounds.
Comparing the results of physical-chemical four beverages with the Brazilian
law, only the inoculation with the yeast UFLA CA1183 produced a beverage
that fits within the limits established by law for wine. The results of sensory
analysis showed better acceptance of beverages produced by isolates UFLA
CA1183 and CA116 UFLA. The analysis of main components separated the
beverages in two groups according to the compounds analyzed. Through the
analysis of chemical composition and sensory, the beverage produced by
inoculation with the yeast UFLA CA1183 was the most suitable for the
production of the brew of lychee.
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3 INTRODUCAO

A lichia é uma fruta subtropical nativa do Sul da China. E 0 membro da
familia Sapindaceae mais significativo comercialmente. Segundo Food
Agricultural Organization - FAO (2002) estima-se que a produ¢do mundial de
lichia seja de aproximadamente 2,11 milhdes de toneladas, com mais de 95% de
toda cultura produzida na Asia. A lichia ¢ um fruto cuja comercializago
internacional tem apresentado significativo crescimento nos ultimos anos devido
ao excelente sabor e aroma de sua parte comestivel, o arilo.

Em plena maturidade, as lichias sdo cobertas com cascas vermelhas que
tém a coloragdo degradada, tornando-se marrons 3 a 5 dias apos a colheita, o que
diminui a aceita¢do por parte do consumidor na hora da compra. Normalmente,
sdo descascadas e consumidas na forma fresca, ou comercialmente enlatadas ou
congeladas (Mahattanatawee et al., 2007) a fim de evitar perdas pos-colheita.

Tradicionalmente, a fermenta¢do de vinhos € proveniente de mostos de
uvas, que sdo utilizadas como matérias-primas principais para producdo de
vinhos. Porém, muitos grupos de pesquisa estudam a conveniéncia de frutos
diferentes de uvas, a exemplo de mag¢d (Joshi & Bhutani, 1991; Joshi et al.,
1991), manga (Reddy & Reddy, 2005), laranja (Corazza et al., 2001), jabuticaba
(Asquieri et al., 2004), caja e cacau (Dias et al., 2003, 2007), gabiroba (Duarte et
al., 2009), com a finalidade de produzir bebidas fermentadas. Diversas frutas
tém boas caracteristicas sensoriais para vinhos e, aliada a necessidade de se
ampliar as suas produgdes e consumo em diversos paises, a produgdo destes
“vinhos de frutas” alternativos tem sido bastante pesquisada e incentivada.

De acordo com a Lei n°® 7.678, a denominagdo vinho ¢ privativa da uva,
sendo vedada sua utiliza¢do para produtos obtidos de quaisquer outras matérias-

primas (Brasil, 1988). Segundo o Ministério da Agricultura (Instrugdo
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Normativa oriunda da Portaria n° 64, de 23 de abril de 2008, fermentado de
frutas é a bebida com graduagdo alcodlica de quatro a quatorze por cento em
volume, a vinte graus Celsius, obtida da fermentacdo alcodlica do mosto de fruta
sa, fresca e madura (Brasil, 2008).

Portanto, a selecdo da levedura adequada para cada tipo de fermentacao
¢ uma estratégia importante para garantir uma fermentacdo completa, assim
como para melhorar as caracteristicas finais do vinho. Ainda que seja evidente
que a qualidade do vinho esteja associada a variedade e a qualidade da uva, as
leveduras podem produzir compostos que proporcionam um toque de distingao
ao produto final obtido. Leveduras selecionadas tém sido utilizadas com
excelentes resultados em muitos paises, onde os produtos finais obtidos sdo de
qualidade mais uniforme que os produzidos por fermentagdes espontaneas
(Dequin, 2001).

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi elaborar e caracterizar
bebidas fermentadas de lichia (Litchi chinensis Sonn), além de avaliar o efeito
da utiliza¢do de fermentagdo inoculada (com diferentes cepas de Saccharomyces
cerevisiae) e da fermentagdo espontinea do mosto sobre as caracteristicas

quimicas, fisico-quimicas e sensoriais das bebidas produzidas.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Matéria-prima
4.1.1 Obtencéo da polpa
Os frutos de lichia ‘bengal’ foram provenientes de uma unica area de

produgdo do municipio de Lavras, MG, nos meses de dezembro de 2007 e
janeiro de 2008.

As lichias foram lavadas em agua corrente para remogao da sujeira e
imersas em solugio de hipoclorito 200 mg L. Apds processo de higienizagdo,
as polpas de lichia foram extraidas manualmente com a retirada da casca e da

semente, embaladas em sacos plasticos de 5000g e armazenadas a -20°C.

4.1.2 Rendimento em polpa

Para o calculo de rendimento em polpa procedeu-se a pesagem dos
frutos inteiros com casca e polpa, sendo o rendimento obtido pela relacdo
percentual da polpa obtida e dos frutos inteiros, de acordo com a férmula:
rend. polpa = (m, / my) x 100; em que m, ¢ a massa da polpa e m¢ ¢ a massa do

fruto inteiro.

4.1.3 Caracterizacdo quimica da polpa

As andlises de pH, acidez titulavel, solidos soliveis, pectina total e
soluvel e das enzimas pectinametilesterase (PME) e poligalacturonase (PG)
foram realizadas no Laboratorio de Fisiologia Pés-colheita de frutas e
hortalicas do Departamento de Ciéncia dos Alimentos - UFLA; as analises de
composi¢do centesimal foram realizadas no Laboratorio de Pordutos Vegetais
do Departamento de Ciéncia dos Alimentos - UFLA; os carboidratos sacarose,
glicose e frutose e os acidos orgdnicos malico e citrico, no Laboratério de

Fisiologia e Genética de microrganismos do Departamento de Biologia —
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UFLA; e as andlises de minerais foram realizadas no Laboratorio de Analise
Foliar do Departamento de Quimica - UFLA, conforme metodologias abaixo:

» Determinacdo de pH - determinado pelo método potenciométrico em
potencidometro digital, pHmetro TECNAL (Tec 3MP), segundo a Association of
Official Analytical Chemistry - AOAC (2000).

» Acidez titulavel - feita com titulagdo com NaOH, 0,01N, tendo como
indicador fenolftaleina, de acordo com o Instituto Adolfo Lutz (2005), e
expressa % acido malico.

» Solidos solUveis - a determinagdo dos solidos soluveis foi feita por
refratometria, usando-se refratometro digital ATAGO PR-100 com compensagao
de temperatura automatica a 25 °C (AOAC, 2000). A leitura do °Brix foi
utilizada como medida do teor de sé6lidos soluveis totais.

» AcuUcares redutores e ndo-redutores — as concentragdes de glicose,
frutose e sacarose (todos em g L) foram determinadas por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE), utilizando uma metodologia modificada a
partir de Shimadzu (1998) e Schwan et al. (2001), utilizando-se o detector de
indice de refracdo, modelo RID-10A, para registro dos picos.

» Pectina total e sollvel - foram extraidas segundo a técnica descrita por
McCready & McComb (1952) e determinadas colorimetricamente segundo
Bitter & Muir (1962);

» PME: extragdo foi feita segundo a técnica de Buescher & Furmanski
(1978), e o doseamento realizado segundo Hultin et al. (1966) e Ratner et al.
(1969), com modificacdes de Vilas Boas (1995).

» PG: extragdo foi feita segundo a técnica de Buescher & Furmanski (1978) e
o doseamento realizado segundo Markovic et al. (1975), com modificagdes de
Vilas Boas (1995).

» Composicdo Centesimal

Umidade (g 100g?) - a umidade da polpa de lichia foi determinada
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segundo e técnica gravimétrica, com o emprego do calor em estufa a
temperatura de 65°C, até obtencao de peso constante, segundo a AOAC (2000).

Extrato etéreo (g 100g™ da matéria integral) — a determinagdo ocorreu
por extracdo com solvente orgénico (éter etilico) em aparelho extrator do tipo
Soxhlet, segundo método da AOAC (2000).

Proteina bruta (g 100g™ da matéria integral) — por meio do teor de
nitrogénio por destilagdo em aparelho de Micro Kjedahl (semi-micro), usando o
fator 6,25, procedeu-se ao calculo do teor de proteina bruta, conforme
procedimento da AOAC (2000).

Fibra bruta (g 100g™ da matéria integral) — a determinagio foi feita por
hidrolise acida, pelo método gravimétrico, segundo o método descrito por
Kamer & Ginkel (1952).

Fracdo cinzas ou residuo mineral fixo (g 100g™ da matéria integral) —
determinou-se gravimetricamente, avaliando a perda de peso do material
submetido ao aquecimento em mufla a 550°C - 660°C (AOAC, 2000).

Fracdo glicidica ou extrato ndo nitrogenado (g 100g™ da matéria
integral) — Calculou-se a fragdo glicidica pela diferenga segundo a equag@o:
%Fragdo Glicidica = 100 - (%oumidade + % extrato etéreo + % proteina bruta
+% fibra bruta + % fracdo cinzas), considerando a matéria integral.

» Minerais

As determinagdes de célcio, magnésio, manganés, zinco, cobre e ferro
foram realizadas em duplicata, utilizando-se espectrofotometro de absorc¢do
atdbmica, Varian, modelo AA-175, seguindo metodologia descrita por Perkin-
Elmer (1976). A determinagao de fosforo foi feita por meio de fotocolorimetro
Micronal B-382, seguindo a metodologia proposta por Perkin-Elmer (1976). As
determinagdes de potassio e sodio foram efetuadas por fotometro de chama
Micronal, modelo B- 262, seguindo a metodologia proposta por Amerine &

Ough (1974).
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Na determinag@o de calcio, as amostras foram diluidas na proporcao de
0,25 ml/ 5ml de 6xido de lantanio e 19,75 ml de agua deionizada. Para o teor de
fésforo, a proporgao foi de 20 ml da amostra /100 ml de dgua deionizada, ¢ desta
retiraram-se 2 ml, os quais foram adicionados a baldo volumétrico de 50 ml
contendo 5 ml de solucdo sulfomolibidica, 2ml de acido ascorbico a 2%,
completando-se o volume com agua deionizada. Os resultados obtidos foram

expressos em mg 100 g™,

4.2 Procedimentos experimentais para a produc¢éo de bebida fermentada de
lichia

4.2.1 Preparo do mosto

Para a preparacdo do mosto, as polpas foram descongeladas a
temperatura ambiente. ApoOs esta fase, as polpas foram trituradas em
liquidificador industrial e filtradas em peneira comercial. O mosto de lichia foi
preparado de acordo com as metodologias propostas por Dias et al. (2003, 2007)
com algumas modificagdes. A polpa foi transferida para uma dorna de ago
inoxidavel. O grau Brix da polpa foi aferido por meio de um refratometro. A
chaptalizagdo do mosto foi realizada para obter uma bebida cujo teor alcodlico

estivesse entre 10 °GL e 13 °GL.

4.2.1.1 Chaptalizaco

O grau Brix indica o teor aproximado de acticar do mosto. Assim, um
mosto com 10 °Brix contém aproximadamente 10% de acucar. A chaptalizacao
do mosto ocorreu a partir da observancia do °Brix inicial das polpas. Foi
utilizada sacarose comercial (aglicar cristal) para o preparo da solucdo. Esta foi
preparada segundo Catalufia (1988), em que cada 25 g de sacarose adicionadas a
um volume final de 1 litro elevam o °Brix do mosto em aproximadamente duas

unidades. O teor final de agucar no mosto foi de 24°Brix.
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4.2.1.2 Autoclavagem

Apos a determinag@o do grau Brix e a corre¢do do agticar, o volume total
de mosto foi dividido em erlenmeyers de 2L contendo 1,1L de mosto para
fermentacdo. Quatro tipos de fermentacdo foram realizados: trés delas foram
inoculadas com leveduras selecionadas e uma delas seguiu a fermentacgdo
espontanea da polpa de lichia.

Os erlenmeyers que continham mosto em que seriam inoculadas as
leveduras foram autoclavados por 15 minutos a 121°C para a eliminagdo das

leveduras e bactérias oriundas da fruta.

4.2.1.3 Tratamento enzimético

Devido ao aspecto viscoso da polpa de lichia, enzimas pectinoliticas
foram adicionadas ao mosto, também com o objetivo de facilitar a clarificacao
da bebida. Foi utilizado 0,7 mL da preparagio Ultrazym® AFP- L (Novo
Nordisk Ferment Ltd, Dinamarca) por Kg de mosto quando os mostos recém-
autoclavados atingiram a temperatura de 20 °C, aproximadamente. Aos
erlenmeyers contendo mosto sem ter sido autoclavado foi adicionada a mesma
concentragio de Ultrazym® , ja que este se encontrava a temperatura de 20 °C.
Ultrazym AFP-L é uma pectinase com adicdo de atividade de celulase que
promove uma rapida redugdo na viscosidade de polpas de frutas facilitando a

clarificagdo das bebidas.

4.2.1.4 Sulfitagem

Consistiu na adigdo de 200 mg L' de metabissulfito de potassio
(K5S,05) a0 mosto para obtengio de 100 mg L™ de didxido de enxofre (SO,)
residual, propor¢do necessaria para assegurar uma assepsia, ou seja, reduzir a

carga microbiana deteriorante sem afetar a atividade fermentativa das leveduras
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e prevenir oxidagdes indesejaveis, ja que a concentragdo maxima de SO, total no

vinho, permitida por lei, ¢ de 350 mg L™ (Brasil, 1988).

4.2.1.5 Inoculacgédo

Utilizaram-se, para a inoculacdo dos mostos de lichia previamente
autoclavados, trés diferentes cepas de Saccharomyces cerevisiae, codificadas
como UFLA CA116, UFLA CA1174, UFLA CA1183, pertencentes a colecdo de
leveduras do Laboratorio de Fisiologia de Microrganismos do DBI/UFLA. Os
frascos erlenmeyers foram inoculados separadamente com 100 mL dos isolados
de S. cerevisiae previamente adaptados de maneira que se obtivessem no
minimo 10® células/mL no volume total de 1,2 L (1,1 L de polpa + 0,1 L de

in6culo). Foram feitas quatro repeticdes para cada tratamento.

4.2.1.6 Fermentacao

Apds o preparo ¢ as devidas corregdes, os frascos contendo o mosto
inoculado com as leveduras, bem como aquele no qual ndo houve adigdo das
cepas (fermentacdo espontanea), foram incubados em sala refrigerada a 20°C +
2°C.

A cada dia da fermentacao foi coletada uma amostra do mosto para as
analises de pH (pHmetro TECNAL -Tec 3MP) segundo a AOAC (2000) , acidez
total (titulagio com NaOH 0,0IN utilizando fenolftaleina como indicador),
solidos soluveis (refratdmetro digital ATAGO PR-100) segundo AOAC (2000),
consumo de aglcares redutores, ndo-redutores e etanol (amostras eram
centrifugadas ¢ armazenadas em freezer para posterior analise por cromatografia
segundo metodologia modificada a partir de Shimadzu (1988) e Schwan et al.
2001).
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4.3 Obtencéo da bebida
ApoOs a estabilizagdo do °Brix os vinhos foram transferidos para
recipientes limpos, eliminando o excesso da borra formada. Estes foram

submetidos aos processos de colagem, trasfega e filtragao.

4.3.1 Colagem

A bentonite foi adicionada ao mosto na concentragdo de 1 g L™, segundo
Vogt et al. (1986), a partir de uma solucdo estoque a 10% em agua destilada.
Apo6s a adigdo de bentonite o vinho foi colocado, por 7 dias, em camara-fria a
10°C para facilitar a sedimentacdo do material solido proveniente da

fermentacao dos mostos de lichia.

4.3.2 Trasfega

Apo6s 7 dias sob a temperatura de 10 °C, foi feita uma trasfega na bebida
com aeracdo, que possui efeitos benéficos para favorecer a completa
fermentacdo do agucar e desprender o excesso de gas carbonico e acido sulfurico
que estiver presente (Rizzon et al., 1996). Apos esta primeira trasfega, a bebida
foi recolocada a temperatura de 10 °C por mais 10 dias e foi realizada uma
segunda trasfega sem aeracdo. A bebida ficou por mais 5 dias sob temperatura

de 10 °C.

4.3.3 Filtracao

Apo6s a segunda trasfega e findos os ultimos 5 dias a 10 °C, as bebidas
foram filtradas sob vacuo em frasco tipo kitassato, de 4 litros de volume, ao qual
foi acoplado um funil tipo Biichner, utilizando filtro de celulose (Dias et al.,
2003, 2007). Terminada a filtracdo, as bebidas foram acondicionadas em
garrafas de vidro ambar com capacidade para 750 mL e armazenadas a 12 °C,

em B.O.D.
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4.4 Analises das bebidas fermentadas de lichia

As bebidas foram analisadas & temperatura ambiente, apos terem sido
retiradas do refrigerador com pelo menos 2 horas de antecedéncia.

As andlises quimicas foram realizadas nos seguintes laboratérios:

Laboratorio de Enologia e Viticultura (Fazenda Experimental da
EPAMIG, Caldas — MG, Brasil): Teor alcodlico (°GL), acidez total, acidez
volatil, diéxido de enxofre total, didxido de enxofre livre e extrato seco a 100°C.

Laboratorio de Fisiologia e Genética de microrganismos (DBI- UFLA,
Lavras-MG, Brasil): alcoois (etanol, glicerol, metanol, 2,3-butanediol, 1,2-
propanediol, isoamilico, 2-feniletanol e hexanol), acetaldeido, e ésteres (acetato
de etila, fenilacetato e dietilsuccinato), acidos organicos (acido acético, acido
lactico, acido malico, acido succinico, acido tartarico, acido citrico, acido

propiodnico e 4acido oxalico) e carboidratos (sacarose, glicose e frutose).

4.4.1 Anélises fisico-quimicas
4.4.1.1 Teor alcoolico

Foi realizada destilagdo das bebidas fermentadas de lichia previamente
alcalinizada e isenta de CO, e posterior medida do grau alcodlico por
densimetria. A destilacdo de aproximadamente 100 mL de amostra foi realizada
em Destilador Gibertini modelo Super DEE (Brasil, 1985).

A densidade do destilado foi aferida em densimetro digital Gehaka
modelo DSL 950 e o teor de alcool, determinado com base na tabela de

conversao densidade/alcool 20/20 913.02 (AOAC, 2000).
4.4.1.2 Acidez total titulavel

Fez-se a titulagdo utilizando fenolftaleina como indicador do final da

reacao, que consiste na adi¢do de uma solugdo de normalidade conhecida de
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hidréxido de sédio (NaOH) até a viragem, que corresponde a uma coloragdo

avermelhada a pH 8,2 (Brasil, 1985).

2.4.1.2 Acidez volatil

A separagdo dos acidos volateis aconteceu através do arraste do vapor
d’agua na auséncia de gas carbdonico. A destilagdo de 20 mL de amostra foi
realizada em Destilador Gibertini modelo Super DEE. No final da destilagdo
foram adicionadas, ao destilado, 3 gotas de fenolftaleina a 1% e a amostra foi
titulada com NaOH 0,1N até o aparecimento de cor rosa estavel por pelo menos
10 segundos (Brasil, 1985). O célculo foi realizado de acordo com a férmula:
acidez volatil (meq/L) =n x 5 x f, onde: (n = vol (mL) NaOH gasto na titulacao
e f= fator de corre¢do do NaOH).

4.4.1.4 Anidrido sulfuroso total e anidrido sulfuroso livre

As amostras foram abertas e imediatamente analisadas quanto aos teores
de dioxido de enxofre livre e total pelo método de Ripper, descrito por Ough
(1996), que utiliza o principio de reacdo de oxido-reducdo. Depois de uma
acidificagdo enérgica, o dioxido de enxofre ¢ oxidado diretamente pelo iodo até

alcancar coloragdo azulada, utilizando o amido como indicador.

4.4.1.5 Extrato seco a 100 °C

Uma aliquota de 10 mL de amostra (em triplicata) foi evaporada em
chapa de aquecimento até a consisténcia de xarope. Em seguida, as capsulas
foram mantidas em estufa a 105 °C por 3h. As céapsulas foram transferidas para

dessecador e pesadas ao atingirem a temperatura ambiente (Brasil, 1985).
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4.4.2 Anélises de alcoois, &cidos organicos, aldeidos, ésteres e carboidratos

As concentragdes dos alcoois (metanol, etanol e glicerol); dos acidos
organicos (acético, lactico, malico, succinico, tartarico, citrico, propidnico e
oxalico) e dos carboidratos (glicose, frutose e sacarose) foram determinadas por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). A metodologia utilizada foi
modificada a partir de Shimadzu (1998) e Schwan et al. (2001).

Para as analises cromatograficas, as amostras foram retiradas do
refrigerador a 10 °C e colocadas a temperatura ambiente por, aproximadamente,
1h antes da analise em CLAE. Depois de estabilizada a temperatura, 100uL das
amostras foram diluidos 100 vezes, em agua mili-Q, e filtradas em membrana
ultrafiltrante (nitrato-celulose) de porosidade 0,20um, marca Sartorius. Foram
utilizados 20ul da amostra para a corrida cromatografica, injetados
manualmente. As amostras foram examinadas em quadruplicata.

Foi utilizado o cromatografo de fase liquida Shimadzu, modelo LC-
10Ai (Shimadzu Corp. Japdo), equipado com detectores de indice de refragéo,
modelo RID-10A, e o de ultravioleta, modelo SPD-10AI. A coluna utilizada foi
de troca catidnica (poliestireno divinil-benzeno), modelo Shim-pack SCR-101H
de 30 cm de comprimento e 7,9 mm de diametro (Shimadzu).

Para a determinagdo de carboidratos e alcoois, a coluna operou a
temperatura ambiente, tendo como fase movel agua acidificada com acido
perclérico com pH ajustado para 2,1 a um fluxo de 0,6 mL.min"". Os compostos
foram detectados através do detector de indice de refragdo RID.

Para a determinacdo dos 4acidos organicos, a coluna operou a
temperatura de 50 °C; a fase movel também foi agua acidificada com acido
perclorico com pH ajustado para 2,1 a um fluxo de 0,6 mL.min"'. Neste caso
utilizou-se o detector de ultravioleta, com comprimento de onda selecionado em

210 nm.
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A quantificacdo foi realizada a partir da comparacdo com curvas de
calibragdo, determinadas utilizando padrdes certificados da marca Supelco.

Os alcoois superiores (1,2-propanediol, 2,3-butanediol, isoamilico, 2-
feniletanol e hexanol), acetaldeido, os ésteres (acetato de etila e fenilacetato,
dietilsuccinato) e o 4cido isobutirico foram analisados por cromatografia gasosa
(CG) usando o cromatdgrafo Shimadzu modelo 17A, equipado com detector de
ioniza¢do de chama (DIC). Utilizou-se uma coluna capilar de silica FFAP HP
(30 m x 0,25 mm i.d. x 0,25 um (J & W Scientific, Folsom, USA). Para analise
no GC, 100 pl de cada amostra (ndo destilada) foram diluidos 20 vezes em mili-
Q e 4gua filtrada, utilizando uma membrana de nitrato-celulose (0,20 pm poros)
antes da injecdo no CG. As condi¢des de operagdo foram as seguintes: a
temperatura do forno foi mantida em 60 °C durante 3 min, programada para 75
°C a 2 °C min "', mantida a 100 °C por 3 min, programado para 184 °C
aumentando 3 °C min”', em seguida mantida a 184 °C durante 30 minutos e,
entdo, programada para 220 °C em 15 min. As temperaturas do injetor e do
detector foram mantidas a 240 °C e o gas de arraste (N,) foi mantido a uma
vazdo de 1,2 mL min”'. A identificagio de compostos volateis foi feita por
comparagdo de seus tempos de retengdo com os dos padrdes. Uma amostra, que
continha o padrao interno e compostos padrdes em concentracdes semelhantes
aquelas encontradas no vinho, também foi tratada da mesma forma como as
amostras dos vinhos, e os calculos finais sdo descritos com base na
concentragdo desta solugdo de referéncia. Avaliagdo dos diferentes compostos

foi realizada em quadruplicata.
4.4.3 Variaveis de resposta do bioprocesso

As variaveis de resposta do bioprocesso Ypss, Pet € Ef tomaram por base

o consumo de substrato e a formacao do produto.
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4.4.3.1 Fator de rendimento da producao de etanol (Yps)

O fator de rendimento de producdo em etanol foi calculado em grama
de etanol produzido por grama de agucares totais consumidos (gp gs™).
Yps=P/(So—S), em que:

P = concentragdo final de etanol (g L™");
S, = concentragio inicial de agtcares totais (g L™);
S = concentragio final de agucares totais (g L™).

4.4.3.2 Produtividade em etanol (Pey)

A produtividade em etanol, calculada com base na formula abaixo, foi
quantificada em gramas de etanol produzida por litro de meio fermentado por
hora (gp L. h™").

Py=P/t,em que:

P = concentragdo etanol (g L™);
t = tempo de fermentacdo (em horas).

4.4.3.3 Eficiéncia fermentativa (Eg)
A eficiéncia fermentativa foi calculada pela relagdo do rendimento em
produto do processo e o rendimento teorico.

Ef: YP/S x 100
0,511

4.4.4 Analise sensorial

Para a execugdo dos testes de aceitabilidade das bebidas, foram
selecionados 50 provadores ndo treinados, constituidos de alunos e professores
da Universidade Federal de Lavras (UFLA), com faixa etaria superior a 18 anos,
de ambos os sexos, sendo todos consumidores de algum tipo de bebida alcoolica
fermentada.

Cada um dos provadores experimentou 20 mL de cada uma das bebidas.

As amostras foram servidas, separadamente, em tacas descartaveis
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transparentes, a temperatura ambiente. Para as avaliagdes sensoriais de
aceitabilidade das bebidas com relacdo aos atributos aparéncia, aroma e sabor e
quanto a aceitacdo global de cada uma das bebidas, os provadores preencheram
uma ficha de avaliacdo na forma de escala hedonica de nove pontos, que varia
de (1) desgostei extremamente até (9) gostei extremamente (Moraes, 1993)

(ANEXO B).

4.4.5 Analise estatistica

Os dados das analises de caracterizagdo quimicas das bebidas
fermentadas de lichia, tais como 4cidos organicos, alcoois, aldeidos e ésteres,
foram analisados por andlise de Varidncia (ANOVA), usando Delineamento
Inteiramente Casualisado. Os tratamentos foram dispostos por um fatorial
simples (4x4), constituido por 4 tratamentos: 3 diferentes cepas de leveduras
(UFLA CAl16, UFLA CA1183, UFLA CA1174) e fermentagdo espontanea,
com 4 repeticdes. As médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade, utilizando software de estatistica SISVAR 4.3 (Ferreira, 2000).

Os resultados da analise sensorial foram avaliados pela analise de
Variancia em Blocos Casualisados em nivel de 5% de significAncia. A
comparagdo entre as médias foi realizada pelo teste de Tukey.

As diferencas nas quantidades de cada constituinte determinado nas
bebidas fermentadas de lichia foram analisadas pela andlise dos componentes
principais (PCA, Principal Component Analysis). Os dados obtidos foram
autoescalonados como forma de pré-processamento antes das analises por PCA
e AHA (analise hierarquica de agrupamento). Para ambas as analises utilizou-se

o software MATLAB (Verséo 7.5, 2007).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacao da polpa de lichia

A polpa de lichia “in natura” foi caracterizada quimicamente antes de
iniciar o processo de fermentacdo. As médias dos resultados das andlises feitas
em triplicata estdo mostradas na Tabela 1.

Os resultados encontrados para a composig@o centesimal da lichia estao
proximos aos encontrados pela USDA (2007). Confrontando os valores
observados com os apresentados por Salunkhe & Desai (1986), verifica-se que a
lichia “bengal” ¢ rica em K e P, contendo-os em quantidades superiores as do
péssego, da laranja, da uva, da magd e do morango. O contetido de P em lichia
foi comparavel ao da banana; no entanto, a lichia ¢ pobre em Ca considerando
as necessidades nutricionais humanas.

A polpa de lichia apresentou uma concentragao de so6lidos soluveis totais
de 16 °Brix. No entanto, foi necessario adicionar sacarose ao mosto para que a
bebida fermentada obtida apresentasse uma graduacdo alcoolica entre 10 e
13°GL. O pH de 4,16 da polpa de lichia estava adequado para a fermentagdo
alcodlica e de acordo com a faixa de pH 6timo, que deve estar entre 4 a 4,5 para
conduzir uma boa fermentac¢ao (Lopes et al., 2005); portanto, ndo foi necessario
fazer a correcdo do mesmo.

A extragdo da polpa da lichia apresentou um rendimento de 56,4%. O
tipo de despolpa utilizado, a despolpa manual, ndo interferiu no rendimento da
polpa, uma vez que a casca ¢ a semente ndo se apresentavam aderida a polpa e,

portanto, foram de facil separagao.
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TABELA 1 Caracterizaggo fisico-quimica da polpa de lichia (Litchi chinensis

Sonn) “in natura”

Andlises realizadas Polpa “in natura” Dados da USDA*
Solidos soluveis (°Brix) 16,5 -
pH 4,16 -
Acidez Titulavel (% é&c. malico) 0,397 -
Glicose (g L™) 73,153 -
Frutose (g L) 73,219 -
Sacarose (g L) 13,11 -
Acido mélico (g L™ 10,783 -
Acido citrico (g L™) 0,630 -
Pectina solivel (mg 100g™ ) 33,05 -
Pectina total (mg 100g™ ) 42,27 -
Poligatacturonase (EU/g/min) 0,0876 -
Pectinametilesterase (EU/g/min) 520 -
Umidade 81,56 81,76
Proteinas (% matéria integral) 0,53 0,83
Extrato etéreo (% matéria 0,38 0,44
integral)
Cinzas (% matéria integral) 0,88 0,44
Fibras (% matéria integral) 1,45 1,3
Fracao glicidica (% matéria 15,20 16,53
integral)
Minerais (mg/100g)
Ca 5,6 5
K 200 171
P 20 31
S 100 -
Mg 10 10
Na 12,76 1
Cu 0,651 0,148
Mn 0,1 0,055
Zn 3,990 0,07
Fe 1,535 0,31

*Fonte: USDA (2007).
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5.2 Andlises dos mostos durante a fermentacao

O progresso da fermentagio do mosto de lichia, empregando
fermentacdo espontdnea (ESP) e fermentacdo inoculada com diferentes
leveduras (UFLA CA116, UFLA CA1174, UFLA CA1183), foi acompanhado
pelas andlises de solidos soluveis (SS), agucares redutores (glicose e frutose),
acucar ndo-redutor (sacarose), acidez titulavel (AT), pH e etanol. O final da
fermentacdo foi determinado pela estabilizagdo do valor do grau Brix, obtido
pela leitura em refratdmetro (Ough, 1992).

O monitoramento diario permitiu observar as mudangas na constituicao
quimica do mosto, indicativas do processo fermentativo. A duragdo da
fermentacao variou de 9 a 10 dias para as bebidas fermentadas com as leveduras
UFLA CAI1183 e UFLA CA116, respectivamente, ¢ foi de 19 dias para as
bebidas fermentadas com a levedura UFLA CAl1174 e pela fermentacgdo
espontanea.

Durante os primeiros dias da fermentagdo, foram observadas diferencas
quanto ao consumo de sélidos soluveis entre os mostos de lichia inoculados com
as leveduras UFLA CA116, UFLA CA1183, UFLA CA1174 e fermentado
espontaneamente (Figura 1). A utilizagdo do actcar do mosto foi mais rapida
pelas leveduras UFLA CA116 e UFLA CA1183 nos primeiros dias de
fermentacdo e continuou a uma taxa constante até a estabilizacdo do grau Brix.
Os processos conduzidos com a levedura UFLA CA1174 e com fermentacgdo
espontanea apresentaram um consumo do agucar do mosto mais lento durante os
19 dias de fermentag3o.

No entanto, os quatro processos apresentaram, no final da fermentacao,
resultados proximos quanto aos teores de sélidos soluveis, que foram da ordem
de 8,1; 8,2; 9,7 e 8,6 °Brix para as bebidas inoculadas com as leveduras UFLA
CAll16, UFLA CA1183, UFLA CAl1174 e para a bebida obtida pela

fermentagdo espontinea, respectivamente.
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Garde-Cerdan & Ancin-Azpilicueta (2006) observaram que a
porcentagem de agucares consumidos diariamente, até 99% do consumo dos
agucares totais, foi 3 vezes maior na fermentacdo inoculada com leveduras
Saccharomyces cerevisiae, comparada a fermentagdo espontinea, em vinhos de
uvas Vitis vinifera var. Parellada. Nurgel et al. (2002) encontraram uma taxa de
fermentacdo de mosto de uva maior nas fermentagcdes em que se utilizou S.
cerevisiae comercial. A fermentagao espontanea foi mais lenta, com o término

do processo ocorrendo 4 dias apos o término da fermentagdo inoculada.

——UFLACAl116 —®-UFLACA1183 —4—UFLACA1174 —*-ESP
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FIGURA 1 Consumo de soélidos solaveis durante os processos fermentativos
para obtengdo de bebidas alcodlicas fermentadas de lichia, através
de fermentacdo espontanea (ESP) e fermentagdo inoculada com

diferentes leveduras (UFLA CA116, UFLA CA1183 e UFLA
CA1174).

As rapidas velocidades de fermentacdo do mosto de lichia pelas
leveduras UFLA CA116 e UFLA CA1183, no inicio do processo fermentativo,

mostraram que a composicdo nutricional do mosto foi adequada para o
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crescimento e multiplicagdo dessas leveduras. Ao contrario, a menor taxa de
consumo de substratos nos processos conduzidos com a levedura UFLA
CA1174 pode estar relacionada as dificuldades adaptativas destas leveduras
(Lebeau et al., 1998) as condi¢des nutricionais, de pH, acidez e temperatura sob
as quais o processo fermentativo foi conduzido. O processo conduzido com
fermentacdo espontanea (ESP) do mosto também apresentou baixa velocidade
de fermentagdo, o que pode ser atribuido a presenga de leveduras ndo-
Saccharomyces no inicio do processo fermentativo. Estas leveduras se
caracterizam por uma baixa eficiéncia fermentativa, contribuindo para uma
menor taxa de consumo dos agucares.

Amaral (2004) estudou a capacidade de trés cepas de Saccharomyces
cerevisiae (UFLA CA1174, UFLA CA1183 ¢ UFLA CA1162) de fermentar a
polpa de jabuticaba a 24°C. Diante dos resultados, o isolado UFLA CA1174 foi
0 que apresentou maior capacidade fermentativa, seguido pelos isolados
CA1183 e CA1162, respectivamente. Este resultado evidencia os diferentes
comportamentos das leveduras (por exemplo a UFLA CA1174) frente a
diferentes meios fermentativos (tais como o meio de jabuticaba e lichia) e as
diferentes condi¢des de fermentagao.

Na Figura 2 estdo demonstrados os valores da concentragao dos
principais agtcares (sacarose, glicose e frutose) presentes no mosto de lichia
durante os processos fermentativos conduzidos com as leveduras UFLA
CA116, UFLA CA1183, UFLA CA1174 e o processo conduzido pela

fermentacdo espontanea.
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FIGURA 2 Consumo de sacarose (A), glicose (B) e frutose (C) durante os
processos fermentativos para obtencdo de bebidas alcoodlicas
fermentadas de lichia, através de fermentagdo espontanea (ESP) e
fermentacdo inoculada com diferentes leveduras (UFLA CA116,
UFLA CA1183 e UFLA CA1174).
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Observou-se que os processos fermentativos conduzidos com as
leveduras UFLA CA116 ¢ UFLA CA1183, quando comparados aos processos
conduzidos com as leveduras UFLA CA1174 e com fermentacdo espontanea,
iniciaram o consumo de sacarose, glicose e frutose mais rapidamente (Figura
2A, 2B e 2C).

Os consumos da sacarose nas primeiras 24 horas de fermentagdo
(Figura 2A) foram de 90,28% (UFLA CA116), 89,5% (UFLA CA1183),
80,19% (UFLA CA1174) e 61,89% na fermentacdo espontianea e evidenciam
uma rapida conversdo da sacarose em seus monossacarideos fermentesciveis,
glicose e frutose. Segundo Souza et al. (1995), em condigdes de muita aeracdo a
atividade da invertase ¢ 700 vezes maior que a fermentagao.

Os teores residuais de glicose (Figura 2B) no ultimo dia de fermentacgdo
dos mostos de lichia inoculados com as leveduras UFLA CAl16, UFLA
CA1183, UFLA CA1174 e o mosto fermentado espontaneamente foram 1,43 g
L' 0,82 g L' 1,20 g L'e0,32 g L', respectivamente. E interessante notar que
os valores de glicose ao final da fermentagdo encontram-se proximos de zero
para a maioria dos ensaios, indicando total consumo do substrato, o que também
contribui para uma boa sanidade do vinho (Pato, 1982). Entretanto, essa
observacdo nao ¢ valida para os teores de frutose nos processos fermentativos
analisados. Observa-se que a glicose ¢ consumida preferencialmente, em
detrimento da frutose. Este efeito ¢ chamado diauxia, no qual a levedura tem
preferéncia por um substrato em detrimento do outro (Schlegel, 1990). De
acordo com os resultados obtidos (Figura 2C), pode-se verificar que os mostos
inoculados com as leveduras UFLA CA116 e UFLA CA1183 apresentaram
valores residuais de frutose de 3,00 g L' e 242 g L', respectivamente, no
ultimo dia de fermentagdo. Entretanto, os processos conduzidos com
fermentacdo espontinea e com a levedura UFLA CA1174 deixaram um maior

teor remanescente deste agucar, de 6,95 g L'e 10,95 g L respectivamente.
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Amaral (2004), avaliando a capacidade fermentativa dos isolados S.
cerevisiae UFLA CA1183, UFLA CA1174 ¢ UFLA CA1162 em polpa de
jabuticaba, observou que os isolados CA1174 e CA1183 apresentaram
resultados semelhantes quando se avaliou o consumo de agucares redutores
durante o periodo de fermentagdo (1,63 e 1,43 g L' para UFLA CA1183 ¢
UFLA CA1174, respectivamente). Isto se deve, em parte, a diferente formulagio
dos mostos de lichia e jabuticaba como fonte nitrogenada (forma de aminas) e de
minerais. Os nutrientes sdo necessarios para o bom desenvolvimento da
fermentacdo, afetando a velocidade e a multiplicagdo da levedura. A
concentragdo adequada de nutrientes do mosto ¢ de suma importancia, pois se
presentes em quantidades insuficientes ou exageradas, podem refletir de forma
negativa sobre o processo fermentativo. Segundo Ough (1996), algumas
leveduras requerem menos nutrientes ¢ ha algumas que fermentam mais
rapidamente que outras. A velocidade de fermentagdo depende do numero de
células, o qual, por sua vez, ¢ influenciado pelos nutrientes do mosto, da
concentragdo de agticar e alcool, do pH, da temperatura e da agitagao.

O teor de acidez titulavel diferiu entre os processos fermentativos
conduzidos pelas leveduras UFLA CA116, UFLA CA1183, UFLA CAl1174 ¢
fermentagdio espontdnea a partir do primeiro dia de fermentagdo (Figura 3). E
importante ressaltar que a variagdo na acidez durante a fermentagdo tem grande
influéncia na estabilidade e na coloragdo das bebidas fermentadas (Rizzon et al.,

1994).
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FIGURA 3 Valores de acidez titulavel (% acido malico) durante os processos
fermentativos para obtencdo de bebidas alcodlicas fermentadas de
lichia, através de fermentagdo espontinea (ESP) e fermentagdo
inoculada com diferentes leveduras (UFLA CAl16, UFLA
CA1183 e UFLA CA1174).

Em todos os processos, a acidez titulavel apresentou um aumento ao
longo do periodo de fermentacdo. O aumento da acidez total e,
conseqlientemente, a redugdo no valor de pH ao longo do processo fermentativo
sdo decorrentes da producdo de &cidos organicos, como acido latico, acético e
succinico (Borzani et al., 1983). O valor de acidez titulavel no inicio do processo
fermentativo era 0,45 e aumentou para 0,56; 0,60; 0,8 ¢ 0,69 (% acido malico)
para os as bebidas fermentadas obtidas através da fermentacdo com as leveduras
UFLA CAll6, UFLA CA1183, UFLA CA1174 e fermentacdo espontinea,
respectivamente.

Diferentes valores de pH foram encontrados neste estudo, com valores
finais de 4,02; 4,0 e 4,02, para os processos fermentativos nos quais se
utilizaram leveduras inoculadas (UFLA CA116, UFLA CAl1174 ¢ UFLA

CA1183, respectivamente), ¢ 4,11 na fermentacdo espontanea (Figura 4),
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verificando-se que a faixa de pH (3,89 a 4,57) durante o processo de
fermentacdo foi suficiente para permitir uma rapida fermentagdo alcodlica e
inibir bactérias indesejaveis. Comportamentos semelhantes na acidez e pH
durante o processo fermentativo também foram verificadas por Bortolini et al.

(2001), Andrade et al. (2003) e Torres Neto et al. (2006).
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FIGURA 4 Valores de pH obtidos durante os processos fermentativos para
obtencdo de bebidas alcoolicas fermentadas de lichia, através de
fermentacdo espontinea (ESP) e fermentagdo inoculada com
diferentes leveduras (UFLA CAl116, UFLA CA1183 e¢ UFLA
CA1174).

Bortolini et al. (2001), avaliando as fermentagdes alcoolica e acética de
sucos de kiwi em diferentes composi¢des de mosto, observaram que valores de
pH iniciais variaram de 3,8 a 4,0 entre os tratamentos. Segundo estes autores,
esta faixa de pH utilizada foi suficiente para permitir uma rapida fermentacao

alcoodlica e inibir bactérias indesejaveis. Ao longo do processo fermentativo foi
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verificada uma pequena queda, propria da producdo de acidos organicos,
reduzindo os valores de pH iniciais para uma faixa aproximada de 3,6.

Comparando os resultados obtidos para a concentragdo de etanol
(Figura 5) produzida durante o processo fermentativo do mosto de lichia pelas
leveduras UFLA CA116, UFLA CA1183, UFLA CA1174 e pela fermentagao
espontdnea, observa-se que as leveduras UFLA CA116 ¢ UFLA CA1183
apresentaram melhor desempenho fermentativo, evidenciado pelas maiores
taxas de producdo de etanol em menor tempo de fermentagao (Figura 5).

As concentra¢des de etanol encontradas no ultimo dia de fermentagdo
de cada levedura foram de 92,52 g L' (UFLA CA116); 100,01 g L' (UFLA
CA1183); 86,83 g L' (UFLA CAl174) e 91,09 g L' na fermentagio
espontanea. Estes resultados estdo diretamente relacionados com o teor de
acucares redutores residuais encontrados. Os processos conduzidos com a
levedura UFLA CA1174 e com a fermentagdo espontanea, que apresentaram os
maiores teores de frutose remanescente no mosto no tltimo dia de fermentagao,
também apresentaram as menores concentracdes de etanol; ao contrario, as
leveduras UFLA CA1183 e UFLA CA116 apresentaram um maior rendimento
fermentativo, com maior consumo de agucares e, conseqllentemente, maior
producdes de etanol.

Segundo Souza et al. (1995), fermentagdes inoculadas sempre
produziram uma maior quantidade de alcool do que as fermentacdes espontanea,
indicando a eficiéncia de linhagens comerciais.

A menor taxa de consumo de substrato pode estar atrelada as
dificuldades adaptativas do agente fermentativo ao meio (Lebeau et al., 1998) e
a uma menor resisténcia das leveduras a elevadas concentra¢des de etanol,

formadas nos tltimos dias de fermentagao.

88



—8—UFLACAl116 -®-UFLACA1183 —4—UFLACA1174 —<ESP
120 1

100

Etanol (g L)
N B N e}
(e (=) () (=)

(=]

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Tempo de fermentagao (dias)

FIGURA 5 Concentragdo de etanol obtida durante os processos fermentativos
para obtencdo de bebidas alcodlicas fermentadas de lichia, através
de fermentacdo espontanea (ESP) e fermentagcdo inoculada com
diferentes leveduras (UFLA CA116, UFLA CA1183 e UFLA
CA1174).

A Tabela 2 apresenta os valores resultantes das avaliagdes das variaveis
de resposta dos processos fermentativos conduzidos por fermentagdo
espontdnea e fermentacdo inoculada do mosto de lichia. Observou-se que as
fermentacdes conduzidas com a levedura UFLA CA1174 apresentaram os
menores valores de rendimento em etanol (Ypss), produtividade em etanol (P;) e
eficiéncia fermentativa (Ef) quando comparadas aos processos conduzidos com
as leveduras UFLA CA116 e UFLA CA1183 e pela fermentacao espontanea.
Contudo, os valores de rendimento, produtividade e eficiéncia fermentativa para
as bebidas elaborada com a levedura UFLA CA1183 foram os maiores.

Wang et al. (2001) reportam que a produtividade em etanol é de maior
interesse para o planejamento técnico da fermentacdo uma vez que descreve a

velocidade de sintese do produto.
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TABELA 2 Varidveis de resposta do rendimento dos processos fermentativos
para elaboracdo de bebidas fermentadas de lichia conduzidos por
fermentacdo espontinea (ESP) e fermentagdo inoculada com
diferentes cepas de Saccharomyces cerevisiae (UFLA CAllS6,
UFLA CA 1183 ¢ UFLA CA1174)

Varidvels UFLA UFLA UFLA ESP
CAL116 CA1183 CA1174

Yess(g/2) 0,479 0,491 0,460 0,480

P, gL"'h™") 0,392 0,448 0,189 0,200

E; (%) 93,73 96,08 90,01 93,93

5.3 Analises realizadas nas bebidas fermentadas de lichia
5.3.1 Caracterizacéo fisico-quimica das bebidas

Os parametros estabelecidos pela legislacdo brasileira e seus limites para
a caracterizacdo de vinhos de mesa e a composi¢@o fisico-quimica das bebidas
fermentadas de lichia, inoculadas com as leveduras UFLA CA116, UFLA
CA1183 e UFLA CA1174, e a bebida fermentada, obtida pela fermentacao
espontinea (ESP), estdo mostrados na Tabela 2.

Em relagdo ao grau alcodlico, pode-se observar que as quatro bebidas,
obtidas tanto pela fermenta¢do inoculada quanto pela fermentacdo espontanea do
mosto de lichia, obtiveram valores dentro dos limites estabelecidos pela
legislagdo vigente (Brasil, 1988) para vinhos de mesa (10 a 13°GL).

As bebidas obtidas pela inoculagdo das leveduras UFLA CAI116 e
UFLA CA1183 apresentaram valores mais elevados de etanol, comparados aos
das bebidas obtidas pela inoculagdo de levedura UFLA CA1174 e pela
fermentacdo espontanea do mosto, apresentando um maior rendimento

fermentativo.
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TABELA 2 Valores fisico-quimicos encontrados nas bebidas fermentadas de lichia comparados aos valores legais

estabelecidos para vinho

Limites
. . , , UFLA UFLA UFLA
Indices para vinho de mesa Min Max CAl16 CA11%3 CA1174 ESP
Alcool etilico (°GL)* 10,0 13,0 12,3+0,08 12,42+0,05 11,16+0,06 11,62+0,04
Alcool metilico (g L™)* - 0,35 0,12 0,11 0,25 0,19
Acidez total tituldvel (meq L™)* 55,0  130,0 79,00 88,00 109,00 90,00
Acidez volatil (meq L)* - 20,0 20,25+2,36 18,25+ 1,30 64,62+2,30 61,37 £3,36
Sulfatos totais em K,SO, (g L™)* - 1,0 na na na na
Cloretos totais em NaCl (g L™)* - 0,20 na na na na
SO, total (mg L™)* - 350 12,8 12,8 11,36 11,36
SO, livre (mg L™) - - 8,0 8,0 4,8 4,8
Extrato seco (g L™) - - 21,60+ 1,16 21,93+ 1,46 38,20+ 0,93 26,52+ 3,14
pH - - 3,99 3,90 3,74 3,88
Acucares totais:
Vinho seco (g L'l)* 5,0 - 0,70 0,57 0,826 0,17
Vinho meio seco (g L™)* 5,1 20,0 - - - -
Vinho suave ou doce (g L)* 20,1 - - - - -

* Limites analiticos estabelecidos pela legisla¢@o brasileira para vinho de mesa Fonte: Brasil (1988). na = parametro ndo avaliado; - limite ndo

estabelecido.



Em estudos com fermentados de frutas, tais como caja (Dias et al.,
2003), cirigiiela (Muniz et al., 2002), caju (Torres Neto et al., 2006) e laranja
(Corazza et al., 2001), estes autores também obtiveram resultados, quanto ao
teor alcoodlico, que se enquadraram dentro da faixa de teor alcodlico determinada
pelo MAPA (Brasil, 1988). Os resultados encontrados por estes autores foram
12,0 °GL; 10 °GL; 11,5 °GL e 10,6 °GL, respectivamente.

O metanol é um alcool resultante da a¢do da pectinametilesterase sobre
a cadeia de pectinas presente nos frutos. E um componente toxico, no entanto
seu limite permitido pelo Ministério da Agricultura e Abastecimento (Brasil,
1988) para vinhos é de no maximo 0,35 g L. Os valores obtidos a partir dos
fermentados de lichia encontram-se abaixo do limite estabelecido, pois o
maximo observado foi da ordem de 0,25 g L™ (Tabela 2).

Cabaroglu (2005) menciona que normalmente os vinhos contém
metanol. Sabe-se que a formacdo deste ¢ dependente de alguns fatores como
conteudo de pectina no fruto, forma de processamento, temperatura e tratamento
enzimatico.

As analises acidez total e volatil sdo importantes porque nos permitem
inferir sobre a qualidade e a sanidade dos vinhos. A acidez total titulavel ¢é
dada pelo conjunto dos acidos organicos que se encontram em solugdo, em
equilibrio com seus respectivos sais acidos. Ela ¢é resultante dos acidos
organicos adicionados intencionalmente durante o processo e daqueles
resultantes de alteracdes quimicas da bebida. Portanto, a determinacdo da acidez
total em bebidas fermentadas pode nos fornecer dados valiosos na apreciagao do
processamento e do estado de conservacdo da bebida (Ough, 1996).

Os resultados de acidez total titulavel obtidos para as bebidas
apresentaram valores de 79 meq L' (UFLA CAI116), 88 meq L' (UFLA
CA1183), 90 meq L™ (ESP) e 109 meq L' (UFLA CA1174), que estio dentro

dos limites estabelecidos pela legislagdo brasileira (Brasil, 1988), a qual
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determina maximo de 130 meq L' ¢ minimo de 55 meq L™ (Tabela 2). Embora
a faixa de acidez tituldvel nas bebidas fermentadas seja elevada, Rizzon et al.
(1996) sugerem que, para vinho, a acidez total deve estar compreendida entre 60
e 90 meq L. Assim, de acordo com esses autores, todas as bebidas estariam
dentro desse limite, com excecdo da UFLA CA1174, que apresentou um teor de
109,0 meq L™

Alguns autores, como Rizzon & Gasparim (2005) e Manfroi et al.
(2006), analisaram diferentes tipos de vinhos elaborados a partir da uva e
encontraram amostras dentro dos padrdes legais vigentes, sendo que o valor
médio observado foi de 101,29 meq L', indicando maior controle da
fermentacdo e da produgdo do vinho em relagdo ao fermentado de jabuticaba
elaborado por Silva et al. (2008) em diferentes safras (de 2001 a 2005), o qual
foi considerado de acidez elevada, ja4 que a maioria das amostras, em todas as
safras, apresentou valores superiores a 130 meq L™

Em trabalho realizado com fermentados de frutas tropicais, foram
observados valores mais elevados de acidez total em relagdo aos vinhos
tradicionais, sendo relevantes os fermentados de laranja (135 meq L) (Corazza
et al., 2001) e de caju (120 meq L) (Torres et al., 2006). Ja em estudo realizado
com fermentado de caja (Dias et al., 2003) foi verificado valor de acidez total de
29 meq L, inferior ao limite minimo estabelecido pelo MAPA (Brasil, 1988).

O teor de acidez volatil mede o grau de avinagramento do vinho e deve
ser o mais baixo possivel. E uma boa indicagdo da sanidade e qualidade do
vinho, porém ¢ normal que todo vinho apresente acidez volatil, uma vez que o
acido acético é um produto secundario normal da fermentacdo alcodlica. A
acidez total pode ser reduzida pela adi¢do de composto alcalino permitido, mas a
acidez volatil ndo se reduz (Hashizume, 2001).

Pelos valores listados na Tabela 2, notou-se que as bebidas fermentadas

produzidas a partir do mosto de lichia apresentaram quantidade superior de
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acidez volatil em relagdo ao estabelecido pela legislacdo, exceto a bebida
fermentada com a levedura UFLA CA1183. As bebidas em que a levedura
UFLA CA1174 foi inoculada e as bebidas obtidas por fermentacdo espontinea
apresentaram valores de acidez volatil de 64,62 meq/L e 61,37 meq/L,
respectivamente. A bebida obtida pela fermentagdo inoculada com a levedura
UFLA CA116 apresentou teor de acidez volatil pouco acima daquele permitido
pela legislacao (Brasil, 1988) (Tabela 2).

Teores elevados de acidez volatil em vinhos podem ser provenientes de
alteracdes microbioldgicas, causadas pela ma sanidade da fruta, pela falta de
limpeza e higiene dos recipientes e por outros procedimentos inadequados na
vinificagdo (Rizzon et al., 1996). Considerando que as bebidas fermentadas
obtidas neste trabalho foram elaboradas sob boas condicdes de higiene e com
frutos sadios, este alto teor de acidez volatil pode estar relacionado com a
conservacdo detas bebidas. Estes altos teores de acidez volatil podem estar
relacionados com os processos finais da elaboracdo de vinhos, indicando a
presenca de microrganismos indesejaveis apos a elaboragdo da bebida,
decorrente da exposicdo do vinho ao oxigénio atmosférico, que eventualmente
podem converter o vinho em vinagre, evidenciando de avinagramento. A azedia
ou avinagramento ocasiona elevagao consideravel da acidez volatil, uma vez que
bactérias acéticas transformam o alcool etilico em acido acético, principal
componente deste tipo de acidez. Para prevenir doencas de azedia, um dos
principais cuidados é manter o recipiente sempre bem atestado (preenchido até o
topo) (Silva et al., 2008).

Silva et al. (2008), comparando cinco safras de fermentado de
jabuticaba, verificaram que até a safra de 2005, mais da metade das amostras
analisadas ultrapassaram o limite maximo de acidez volatil estabelecido pela
legislagdo (Brasil, 1988). Observando os dados de outras pesquisas, verificou-se

que, em geral, tanto vinhos quanto fermentados de frutas tropicais apresentaram
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acidez volatil inferior a 20 meq L™, ao contrario do que foi encontrado neste
trabalho. De acordo com a literatura (Silva et al., 1999; Manfroi et al., 2006), o
maior valor médio para este pardmetro foi de 15,86 meq L' para vinhos de uva.
Fermentados de cacau, caja e maga apresentaram valores reduzidos, de 6,5 meq
L' (Dias et al., 2007); 5,5 meq L™ (Dias et al., 2003) e 1,67 meq L (Fertonani
et al., 2006), respectivamente.

Os resultados referentes ao dioxido de enxofre total encontraram-se de
acordo com a legislagdo vigente (Brasil, 1988), que recomenda uma quantidade
menor que 350 mg L. Todas as amostras apresentaram concentragio de
anidrido sulfuroso inferiores a 50 mg L (Tabela 2). Este resultado também foi
verificado por Silva et al. (1999) para diferentes tipos de vinho de uva
provenientes do sul de Minas Gerais e para fermentados de jabuticaba de
diferentes safras (2002-2006) analisados por Silva et al. (2008).

Observou-se grande diminuicao no teor de didéxido de enxofre total nas
bebidas finais (< 0,02 g L), quando comparado ao teor adicionado no inicio do
processo fermentativo (0,100 g L™"). Segundo Benassi (1997), certa quantidade
de SO, acrescentado a fases preliminares ¢ perdida durante a fermentagdo. Este
autor observou, ainda, que da concentra¢io de 75 mg L' de sulfito adicionados
ao suco de uva no inicio da fermentagao, cerca de 89,05% foram consumidos.

Baixas concentragdes deste composto podem ndo ser eficazes na
conservacdo do fermentado de frutas, reduzindo a vida-de-prateleira do produto
e provocando efeitos indesejados como oxidagdo, escurecimento e aumento no
teor de acetaldeido nestas bebidas. Em linhas gerais, o papel do SO, no vinho
estad relacionado com a sua capacidade em competir com o oxigénio pelos
grupos quimicos susceptiveis a oxidacao, inibindo algumas reagdes de oxidagdo
causadas pelo oxigénio molecular. Ainda ndo se conhece o mecanismo exato da
inibi¢do, mas sabe-se que o SO, desestabiliza as pontes de enxofre que mantém

a conformagdo natural das enzimas oxidativas responsaveis pelo escurecimento
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(Azevédo et al., 2007). Quanto ao acetaldeido, este tende a se ligar ao
metabissulfito formando os acidos o-hidroxietanossulfonicos, de alta
estabilidade. Portanto, a auséncia ou a baixa concentra¢do de SO, livre provoca
uma fraca dissociagdo do 4acido a-hidroxietanossulfonico, de modo a
restabelecer o equilibrio da reagdo, liberando parte do acetaldeido e, com isso,
atribuindo um carater alterado ao vinho. J& no vinho que contém grandes
concentragoes de SO, livre, a presenca de acetaldeido livre é pouco provavel
(Ribereau-Gayon et al., 2003).

O extrato seco total do vinho corresponde ao peso do residuo seco
obtido apds a evaporacdo dos compostos volateis. Representa, portanto, a soma
das substincias que, em determinadas condigdes fisicas, ndo se volatilizam.
Essas condigdes devem ser estabelecidas de modo que esses compostos tenham
uma alteracdo minima. Entre os principais grupos que compdem o extrato seco
total encontram-se os acidos fixos, sais organicos e minerais, polidlcoois,
compostos fenodlicos, compostos nitrogenados, agicares e polissacarideos
(Rizzon et al., 1996).

De acordo com Hashizume (2001) e Zoecklein et al. (2001), vinhos com
menos de 20 g L' de extrato seco sio considerados leves ou magros, resultando
em um paladar delicado. Os teores de extrato seco das amostras de bebidas
fermentadas de lichia situaram-se entre 21,60 ¢ 38,2 g L. Estes resultados estdo
um pouco acima do teor indicado por esses autores para considerar o vinho
como leve, mas os teores de extrato seco encontrados para as bebidas
fermentadas com as leveduras UFLA CA116, UFLA CA1183 e por fermentacdo
espontdnea concordam com os teores observados por Rizzon et al. (1996), os
quais se situaram entre 13,6 a 27,6 g.L‘1 nos vinhos brancos secos. Somente a
bebida obtida pela fermentagdo com a levedura UFLA CA1174 apresentou
teores mais elevados de extrato seco total que os teores encontrados por estes

autores.
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As bebidas fermentadas obtidas neste trabalho apresentaram valores de
pH de 3,99 (UFLA CA 116); 3,90 (UFLA CA1183); 3,74 (UFLA CA1174) E
3,88 (fermentacdo espontanea) (Tabela 2). Nurgel et al. (2002) encontraram
valores de pH similares (aproximadamente 3,8) para ambas as bebidas,
produzidas por fermentagcdo inoculada ou espontanea em um vinho de uva da
cv. Emir, nativa da Turquia. Duarte et al. (2009) encontraram valores de pH de
3,77 para as bebidas fermentadas de gabiroba obtidas pela inoculagdo de
leveduras selecionadas com a levedura UFLA CA1162 e valor de pH de 3,73
para bebida obtida pela fermentagdo espontanea do mosto.

Com relagdo aos acucares residuais nas bebidas fermentadas de lichia,
os resultados apresentados na Tabela 2 revelaram que aquelas oriundas dos
processos conduzidos com as leveduras UFLA CAl116 ¢ UFLA CAI1183
apresentaram o0s menores valores. As concentracdes finais dos agucares
redutores totais (g de glicose. L) nos permitem classificar todas as bebidas
fermentadas de lichia provenientes do mosto inoculado com as leveduras UFLA
CA116 e UFLA CA1183, UFLA CA1174 e fermentadas espontaneamente, em
secas, de acordo com a Legislacdo vigente para vinhos, uma vez que estas

apresentaram menos de 5,0 g L™ de glicose.

5.3.1.1 Analises quimiométricas
A analise dos componentes principais (PCA) mostrou que 96,57% das

informagdes contidas na Tabela 2 podem ser representadas em duas
componentes principais, CP1 e CP2. Na Figura 6 ¢ apresentado o grafico dos
escores (que traz informagdes sobre o comportamento das amostras diante das
varidveis analisadas) das componentes principais, CP1 (com 87,77% da
variancia) versus CP2 (com 8,80% da variancia). Nesta figura ¢ possivel notar
que CP1 separa as bebidas fermentadas de lichia inoculadas com as leveduras

UFLA CA1183 e UFLA CA116, em valores de escores negativos, das bebidas
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fermentadas com a levedura UFLA CA1174 e fermentadas espontaneamente, em

valores de escores positivos.

-
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FIGURA 6 Grafico de escores das duas primeiras componentes principais para
as quatro bebidas fermentadas de lichia obtidas pela fermentacao
espontanea (ESP) e pela fermentacdo inoculada com as leveduras

UFLA CA116, UFLA CA1183 e UFLA CA1174.

Uma inspegao no grafico dos pesos (Figura 7) mostra que a separagdo
entre as bebidas fermentadas de lichia em CP1 ¢ determinada, essencialmente,
pelas maiores concentragdes de acidez total, extrato seco, metanol, agucares,
acidez volatil e pH, caracterizando as bebidas fermentadas com a levedura
UFLA CA1174 e pela fermentag@o espontdnea (com pesos positivos). Por outro
lado, altas concentragdes de SO, total, SO, livre e teor alcodlico (com pesos
negativos) justificam a disposi¢do das bebidas fermentadas com as leveduras

UFLA CA116 e UFLA CA1183 a esquerda do grafico.
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FIGURA 7
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Grafico dos pesos das duas primeiras componentes principais para

as quatro bebidas fermentadas de lichia obtidas pela fermentacao

espontanea (ESP) e pela fermentacdo inoculada com as leveduras

UFLA CAl16, UFLA CA1183 e UFLA CA1174.

A fim de avaliar os resultados obtidos pela PCA, realizou-se uma analise

por grupamento hierarquico (AHA). Esta ¢ uma ferramenta excelente para

analise preliminar dos dados (Sharaf et al., 1986; Beebe et al., 1998), sendo util

para determinar a semelhanca entre objetos e identificar amostras andmalas. O

método relaciona as amostras de forma que as mais semelhantes sdo agrupadas

entre si com relacdo as variaveis usadas no processo de agrupamento (Morgano

etal., 1999).

O dendograma obtido (Figura 8) revelou claramente os principais grupos

de bebidas. Um grupo foi identificado pela semelhanga entre as bebidas

resultantes da fermentacdo pelas leveduras selecionadas UFLA CA116 e UFLA
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CA1183. O outro grupo se caracteriza pelas bebidas fermentadas

espontaneamente e pela levedura UFLA CA1174.
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UFLA CA116-2

UFLA CA116-1

OTTLJLJ

3 4 5
Distancia Euclidiana

FIGURA 8 Dendograma obtido na analise hierdrquica de agrupamento das

quatro bebidas fermentadas de lichia.

5.3.2 Composicdo quimica das bebidas fermentadas de lichia

Os resultados para os constituintes quimicos das bebidas, como acidos,
aldeidos, ésteres e alcodis, foram submetidos ao teste estatistico (ANOVA) para
identificar se ha diferenca significativa entre as quatro bebidas fermentadas

obtidas a partir do mosto de lichia.

5.3.2.1 Acidos organicos

Crivellaro & Barnabé (2005) mencionaram que os acidos organicos,
além de influenciarem nas caracteristicas gustativas dos vinhos, sdo
responsaveis, indiretamente, pela protecdo aos compostos do vinho contra a

degradag@o oxidativa. Sabe-se que estes compostos sdo subprodutos normais da
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fermentacdo alcodlica; no entanto, o tipo da cepa e as condi¢des da fermentagdo
influenciam na concentracao produzida.

Na Tabela 3 estdo apresentadas as concentracdes de acidos (acético,
malico, oxalico, succinico, propionico, latico, citrico e tartarico) das bebidas
fermentadas de lichia inoculadas com as leveduras UFLA CA116, UFLA
CA1183, UFLA CA1174 e da obtida pela fermentagdo espontanea do mosto.

TABELA 3 Acidos organicos presente nas bebidas fermentadas de lichia
obtidas por fermentacdo inoculada com diferentes isolados de
Saccharomyces cerevisiae (UFLA CAll16, UFLA CA1183 ¢
UFLA CA1174) e fermentacao espontanea (ESP)

’ UFLA UFLA UFLA ESP
Acidos CAll6 CA1183 CAl1174

organicos gL

Malico 4.86b 6.45a 1.20c 0.62d
Latico 0.21c 0.122¢ 6.09a 3.60b
Acético 2.96a 2.78b 2.70b 2.80b
Succinico 8.89a 8.25a 8.07a 6.03b
Citrico 0.26a 0.24a 0.008b 0.008b
Propidnico 0.69b 0.80b 1.34a 0.68b
Tartarico 0.39a 0.57b 0.46a 0.65b
Oxalico 0.007a 0.003a 0.012a 0.002a

Meédias seguidas de mesma letra na linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<
0,05).

Com relagdo ao acido malico, Peynaud (1982) relatou que é um dos
acidos mais distribuidos no reino vegetal, pois se encontra nas folhas e nos
frutos. Em vinhos, Hashizume (2001) reporta que o acido malico ¢ um &cido
fragil, facilmente metabolizado pelas células, pois durante a fermentagdo

alcodlica seu teor pode diminuir de 20 a 30% sob acdo de leveduras.
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Nas quatro bebidas fermentadas de lichia, conduzidas com fermentagdo
espontanea e fermentagdo inoculada, esta ultima com trés cepas diferentes de
leveduras, observou-se diminui¢do na concentracao de acido malico nas bebidas
finais, considerando-se o teor inicial de 10,78 g L™ de acido mélico na polpa de
lichia. Todas as bebidas diferiram estatisticamente entre si quanto ao teor de
acido malico (Tabela 3). As bebidas elaboradas com as leveduras UFLA
CA1183 e UFLA CA116 apresentaram redugo de 40% e 55%, respectivamente,
no teor deste acido. As bebidas obtidas a partir da inoculagdo da levedura UFLA
CA1174 e pela fermentacdo espontanea apresentaram maior redu¢do do teor de
acido malico, que chegou a 89% e 94%, respectivamente. Este resultado pode
indicar a ocorréncia de fermentagdo malolatica nestas duas bebidas. Segundo
Aquarone et al. (1983), o 4cido malico ¢ fermentado, na sua totalidade, por
bactérias lacticas que o transformam em 4cido latico e gas carbdnico.

Quanto ao 4cido latico, é produzido unicamente pela fermentagdo e
representa um dos componentes normais do vinho. Uma fermentagdo alcodlica
sadia ou normal pode produzir de 0,2 a 0,4 g L' (Peynaud, 1982). Em
concentragdes de 1,0 g a 3,0 g L™ significa ter havido fermentagio malolatica, a
qual constitui em uma melhoria consideravel nos vinhos. No entanto, em
grandes concentragdes (> 3,0 g L) os acidos laticos indicam alteragdes
negativas nos processos (Hashizume, 2001).

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 3, a concentragdo
de acido latico entre as bebidas fermentadas de lichia diferiram estatisticamente
entre si, exceto para as bebidas conduzidas com as leveduras UFLA CA116 e
UFLA CA1183, para as quais ndo foi observada diferenca significativa. Os
resultados obtidos neste estudo sugeriram ter havido formagdo de 4cido latico
dentro da faixa normal considerada para vinhos, uma vez que os valor maximos
alcangados ao final da fermentagdo foram 0,21g L' e 0,122 g L

respectivamente. Ao contrario, os altos teores de acido latico, 6,09 g L'e3,60 g
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L' evidenciaram a ocorréncia de uma fermentagio malolitica nas bebidas
conduzidas com a levedura UFLA CA1174 e fermentagdo espontanea do mosto,
respectivamente. Este resultado pode ser comparado com os baixos teores de
acido malico apresentado por essas bebidas, evidenciando a transformagdo do
acido malico em 4cido latico pela fermentacao malolatica.

O acido acético é um produto secundario normal do metabolismo
celular, formado geralmente nas primeiras etapas da fermentagdo; entretanto,
em grande quantidade ¢ indicativo da presenca de bactérias contaminantes
(Zoecklein et al., 2001). A alteragdo do gosto pelo acido acético pode ser
percebida pela dureza e por caracteristicas de amargor no final. O cheiro picante
¢ uma caracteristica devida ndo ao acido acético, mas sim ao acetato de etila
(Peynaud, 1982).

Geralmente, a concentracdo de 4cido acético ndo ultrapassa 0,5 a 0,7 g
L' (valores de referéncia 0,2 - 0,7 g L'"). Acima desse limite, a agdo de bactérias
patogénicas ou acéticas deve ser considerada (Zocklein et al., 2001). Os
processos fermentativos conduzidos pelas leveduras selecionadas UFLA CA116,
UFLA CA1183 e UFLA CA1174 e pelo processo espontaneo de fermentagdo do
mosto de lichia apresentaram valores de acido acético acima do valor de
referéncia citado por esses autores. Estatisticamente, somente a levedura UFLA
CA116 diferiu quanto a producao do acido acético, apresentando um teor deste
acido pouco maior que os demais processos fermentativos (Tabela 3).

Valores de acido acético abaixo dos encontrados para as bebidas
fermentadas de lichia foram encontrados por Dias et al. (2003, 2007), nos
fermentados de caja (0,9033 g L) e cacau (1,1224 g L"), e por Duarte et al.
(2009), nos fermentados de gabiroba utilizando fermentagdo espontanea (1,64 g
L") e fermentagio inoculada com a levedura UFLA CA1162 (1,21 gL™).

Alguns cuidados simples poderdo fazer a diferenga durante a producao

de bebidas fermentadas. Deve-se evitar, durante a fermentag¢do, a aeragcdo do
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mosto (pois o aumento de oxigénio faz com que o levedo transforme o agucar
em acido acético em vez de etanol), e proceder a filtracdo e o atesto o mais
rapido possivel (para evitar a proliferagdo de bactérias acéticas, que aumentam a
acidez).

Em todos os meios fermentados conduzidos com as leveduras UFLA
CA116, UFLA CA1174, UFLA CA1183 e fermentagdo espontinea, detectaram-
se altos teores de &cido succinico (Tabela 3). O teor de 4acido succinico
produzido pela fermentacdo espontanea foi inferior, estatisticamente, aos teores
encontrados nas bebidas em que se utilizaram leveduras selecionadas. Cherubin
(2003) mencionou, em seus estudos, que o acido succinico ¢ considerado,
quantitativamente, o principal acido produzido pela levedura, e que sua
formacdo ¢é, provavelmente, resultado do desenvolvimento celular sob
anaerobiose. Este autor cita, ainda, que ndo hd nenhuma razio fisiolégica para
sua formagao. Trata-se de um acido bastante estavel em relacdo as fermentagdes
bacterianas. Apresenta um papel importante sobre o gosto. Seu sabor é uma
mistura de gostos acidos, salgado e amargo, de acordo com Aquarone et al.
(1983).

Duarte et al. (2009) encontraram teores de 8,73 g L' ¢ 6,20 g L de
acido succinico em bebidas fermentadas elaboradas a partir de gabiroba obtidas
pela fermentagdo inoculada com Sacchamomyces cerevisiae UFLA CA1162 e
fermentacdo espontanea, respectivamente.

O &cido citrico é um 4acido organico derivado da uva e estd comumente
presente em vinhos em concentragdes de 0,1-0,7 g L'; a maioria das bactérias
Oenococcus oeni sdo capazes de metabolizar este acido durante a fermentacdo
malolatica. O 4cido citrico pode ser metabolizado por numerosos géneros de
bactérias laticas e resulta na producdo de acido acético e diacetil, os quais t€m

um importante efeito sobre o flavor do vinho (Bartowsky & Henschke, 2004).
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Estatisticamente, as bebidas fermentadas de lichia obtidas pela
fermentacdo com as leveduras selecionadas UFLA CA116 e UFLA CA1183
apresentaram teores mais elevados de acido citrico que as bebidas fermentadas
espontaneamente e pela levedura UFLA CA1174 (Tabela 3). Diferentes
concentragoes de acido citrico foram encontradas em fermentados de frutas,
como 0,5 g L' no fermentado de caja (Dias et al., 2003); 5,5 g L' no fermentado
de cacau (Dias et al., 2007) e 3,13 g L' ¢ 4,05 g L' no fermentado de gabiroba,
obtidos pela fermentacdo inoculada e espontanea, respectivamente (Duarte et al.,
2009).

Estatisticamente, somente a bebida fermentada com a levedura UFLA
CA1174 diferiu das demais, apresentando a maior concentragdo de acido
propibnico (Tabela 3). A acidez volatil descreve um grupo de acidos organicos
de cadeia carbonica curta. O teor de acidez volatil de vinhos estd usualmente
entre 500 e 1000 mg L™ (10-15% da concentragdo total de cidos). Entre esses
acidos, o acido acético corresponde a 90% da acidez volatil O restante dos
acidos volateis, principalmente o acido propidnico e o hexandico, séo
produzidos a partir do metabolismo dos &acidos graxos pelas leveduras e
bactérias (Fowles, 1992; Henschke, 1993; Radler, 1993).

De acordo com Peynaud (1982), o acido tartarico é o acido especifico
da uva e do vinho. Nas regides de clima temperado encontra-se raramente na
natureza, a ndo ser na videira. Segundo Hashizume (2001), o 4cido tartarico €
caracteristico de uva mas estd presente em somente alguns frutos, em pequenas
quantidades. Observou-se uma diferenca significativa no teor de acido tartrico
entre as quatro bebidas, conforme os resultados apresentados na Tabela 3. O
acido tartarico foi detectado nas bebidas fermentadas de lichia em concentrag¢des
que variaram de 0,39 g L™ a 0,65 g L. Dias et al. (2003, 2007), estudando

fermentados de caja (Spondias mombim) e cacau (Theobroma cacau) para
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obtencio de bebida alcodlica, encontraram valores de 0,744 g L™ e 0,194 g L
de acido tartarico, respectivamente.

Como o acido tartarico ¢ muito estdvel a atividade microbiolégica,
pequena mudanca em sua concentragdo ocorre durante a fermentacdo (Radler
1993).

A concentragdo de acido oxalico entre as bebidas fermentadas de lichia
ndo apresentou diferenga significativa, ndo havendo, portanto, efeito da
levedura na concentragdo deste acido nas bebidas produzidas (Tabela 3). Duarte
et al. (2009) avaliaram a concentragdo de acido oxalico em duas bebidas
fermentadas de gabiroba utilizando fermentacdo inoculada e espontinea e
também ndo encontraram diferengas significativas entre a concentragdo deste

acido nas bebidas.

5.3.2.2 Alcoois, aldeidos e ésteres

As diferengas na qualidade do vinho estdo claramente relacionadas com
os niveis de compostos secundarios, que sdo determinados principalmente pelas
espécies de leveduras envolvidas no processo de fermentagdo (Houtman et al.,
1980; Benda, 1982; Herraiz et al., 1990; Romano et al., 1996).

Na Tabela 4 sdo apresentadas as concentragdes de alguns compostos
secundarios que exercem grande influéncia na qualidade de vinhos. Estes
compostos foram comparados por meio da andlise de variancia entre as bebidas
fermentadas de lichia obtidas pela fermentagdo espontanea e pela fermentacdo
inoculada com as leveduras selecionadas UFLA CA116, UFLA CA1174 ¢
UFLA CA1183.
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TABELA 4 Concentragado de ésteres, aldeidos, acidos e alcoois encontrados nas
bebidas fermentadas de lichia

UFLA UFLA UFLA ESP

CAl16 CA1183 CAl1174
Compostos mg L
Acetaldeido 54, 55d 67, 09¢ 83, 151b 90,25a
Acetato de etila 219,40b 121, 07¢c 383, 07a 267, 29b
Fenilacetato 25,29b 23,85b 47,04a 44 22a
Dietilsuccinato 98,72a - 36,08b -
Glicerol 13.53b 8.76¢ 18.01a 18.92a
Alcool isoamilico 73,80a 67,79ab 38,81c 63, 50b
1-hexanol - 2,14b 4,18a 4,16a
2,3- butanediol 518,25d 568, 40c 677,97b 736, 18a
1,2- propanediol 202,27a 131, 76a 159,01a 161,12a
2-feniletanol 128,69a 86, 86b 94,71b 128, 4a
Acido isobutirico 30,46a - 11,64b -

Médias seguidas de mesma letra na linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey

(p< 0,05).
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Entre os compostos carbonilicos identificados em vinhos, o acetaldeido
¢, quantitativamente, o mais importante, sendo considerado um composto
indesejavel, que confere sabor oxidado aos vinhos (Silva et al., 1997)._Outra
caracteristica indesejada relacionada com a presenga de aldeidos € o “gosto
acético”. Esse defeito pode ser resultante da aeracdo do vinho, da oxidacdo do
etanol, da contaminacdo por leveduras estranhas ao processo ou da conservacio
em recipiente cujo volume em liquido esteja incompleto, permitindo o contato
com a camada interna de ar (Tomasset, 1998). O acetaldeido nos vinhos pode ser
formado, ainda, por compostos carbonilados reativos ou por decomposi¢io
fotoquimica do acido tartarico catalisada por tragos de ferro.

Analises realizadas em vinhos jovens mostram que eles tém, geralmente,
concentracdes de acetaldeido abaixo de 75 mg L' (Zoecklein et al., 1995),
apesar de uma ampla gama de valores ter sido relatada (Etiévant, 1991; Romano
et al., 1994).

Estatisticamente as bebidas fermentadas de lichia obtidas por
fermentacdo espontanea (ESP) e por fermentacdo inoculada com as leveduras
selecionadas UFLA CA116, UFLA CA1183 ¢ UFLA CA1174 diferiram entre si
quanto ao teor de acetaldeido (Tabela 4). Somente as bebidas obtidas pela
fermentacdo com as leveduras UFLA CA116 ¢ UFLA CA1183 apresentaram
valores de acetaldeido abaixo daquele recomendado por Zoecklein et al. (1995),
embora as concentragdes encontradas para as duas outras bebidas ndo promovam
efeitos desagradaveis, uma vez que se encontram abaixo do limiar de percepgao,
que, segundo Berg et al. (1955), é de 100 mg L™

Duarte et al. (2009) avaliaram duas bebidas fermentadas de gabiroba e
encontraram teores de 33,74 mg L' de acetaldeido na bebida elaborada com
fermentagio espontinea e de 71,33 mg L' na bebida inoculada com levedura
Saccharomyces cerevisiae UFLA CA1162. Este resultado mostra a diferente

capacidade das leveduras selvagens e inoculadas em produzir acetaldeido, uma
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vez que as leveduras provenientes do mosto de gabiroba apresentaram menor
capacidade de produzir acetaldeido que a levedura selecionada UFLA CA1162,
enquanto, nos mostos de lichia, observou-se o contrario, a maior produgdo de
acetaldeido foi na bebida obtida pela fermentagdo espontanea do mosto.

Acetato de etila é produzido pela esterificagdo enzimatica de acido
acético e etanol e é o segundo componente mais importante (apds o acido
acético) na acidez volatil dos vinhos. Concentragdes acima 70 mg L' sdo
consideradas positivas para o aroma do vinho, mas maiores que 150-200 mg L
sdo consideradas negativas (Rapp, 1993). De acordo com Jackson (1994), o
acetato de etila deve estar presente nos vinhos em concentragdes abaixo do seu
limiar de percepgdo que é 150 mg L™

A partir dos resultados apresentados na Tabela 4, pode-se observar que
houve diferenca estatisticamente significativa entre os teores de acetato de etila
nas bebidas obtidas pelos diferentes agentes fermentativos. Entre as quatro
bebidas, aquela obtida pela fermentagdo com a levedura UFLA CA1183 foi a
Unica que apresentou concentracdo de acetato de etila abaixo do limiar de
percepgdo. Neste sentido, as altas concentragdes de acetato de etila nas amostras
das bebidas fermentadas com as leveduras UFLA CA116 e UFLA CAl1174, e
também na bebida obtida pela fermentagdo espontinea, podem ter provocado
caracteristicas sensoriais desfavoraveis a essas bebidas.

Mono e dietil succinato sio ésteres etilicos do acido succinico. Acido
succinico ¢ um dos os principais acidos encontrados no vinho (Aragon et al.,
1998) e contribui com um agradavel sabor acido. Muitos ésteres de acidos
succinico podem estar presentes nos vinhos e ddo contribuigoes diferentes ao
odor destas bebidas, tais como a imitacdo manteiga, rum, uva e framboesa.

Nao foi detectado dietil succinato nas bebidas fermentadas pelas
leveduras UFLA CA1183 e nem na bebida fermentada espontaneamente. A

levedura UFLA CA116 produziu uma quantidade de dietil succinato
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estatisticamente superior a concentracdo observada na bebida fermentada pela
levedura UFLA CA1174 (Tabela 4).

Acetato de etila, lactato de etila e succinato dietilico sdo ésteres
principalmente produzidos pelas bactérias a partir de alteragdes dos diferentes
componentes do vinho, tais como etanol, acticar e d4cido tartarico,
respectivamente (Souflerosa, 1978).

O glicerol tem um importante papel por contribuir no sabor e na
“maciez” do vinho. De acordo com Balli et al. (2003), para cada 100 g de etanol
formado sdo produzidos 8 g de glicerol. Os autores fazem referéncia, ainda, ao
fato de que, no vinho, a concentragio deste composto varia entre 1 e 10 g L™,
sendo dependente da levedura utilizada.

A concentragdo de glicerol nas bebidas obtidas pela fermentacdo do
mosto de lichia foi influenciada significativamente pelo agente fermentativo.
Constatou-se que os valores estdo dentro da faixa de concentragdo para vinhos
somente na bebida fermentada com a levedura UFLA CA1183, que apresentou a
menor concentragdo deste alcool (Tabela 4). As bebidas fermentadas com as
leveduras UFLA CA116, UFLA CAl1174 e pela fermentagdo espontinea
apresentaram altos valores de glicerol e maiores do que o recomendado por Balli
et al. (2003), o que sugere ter havido um desvio na rota metabolica para a
formacao deste composto.

Glicerol ¢ um importante produto da fermentacdo alcoolica (Gancedo et
al., 1968; Pronk et al., 1996; Scanes et al., 1998). Quimicamente, glicerol ¢ um
poliol incolor, inodoro e altamente viscoso. Possui um gosto ligeiramente doce.
Embora este triol ndo volatil ndo tenha impacto direto sobre as caracteristicas
aromaticas do vinho, o glicerol pode, dependendo de sua concentragdo e do
estilo de vinho, ter um efeito visivel sobre a dogura aparente (Noble & Bursick
1984). Testes sensoriais mostraram que glicerol transmite certa dogura a partir

de um limiar de cerca de 5,2 g L' de vinho branco seco.
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Alcool isoamilico ¢ um importante alcool, entre os alcoois alifaticos,
que tem, normalmente, a mais alta concentragdo em vinhos. Os alcoois alifaticos
sdo formados principalmente durante a transformacdo do suco antes da
fermentacdo e sdo, em grande parte, responsaveis pelo frondoso odor gramineo
em vinhos (Ferreira et al., 1995; Hashizume & Samuta, 1997).

A concentracdo de alcool isoamilico diferiu estatisticamente entre as
quatro bebidas fermentadas de lichia. O maior teor deste alcool foi observado na
bebida fermentada com a levedura UFLA CA116 e o menor teor, na bebida
fermentada com a levedura UFLA CA1174. O limiar de percepcdo para este
composto em vinhos situa-se entre 60 ¢ 180 mg L™ (Nurgel et al., 2002); assim,
este composto pode ter contribuido para as caracteristicas sensoriais das bebidas
fermentadas de lichia, dando-lhe um aroma frutado (Selli et al., 2004), exceto
para aquela que foi inoculada com a levedura UFLA CA1174, que apresentou
concentragdo de dlcool isoamilico abaixo do seu limiar de percepc¢ao.

Observaram-se diferencas significativas entre os teores de 1-hexanol nas
quatro bebidas fermentadas de lichia. As quantidades de 1-hexanol variaram de
2,139 mg L' e 4,16 a 4,181 mg L. Nio foi detectado 1-hexanol na bebida
fermentada com a levedura UFLA CA116 (Tabela 4).

Garde-Cerdan & Ancin-Azpilicueta (2006), estudando a contribuigdo
das leveduras selvagens e inoculadas em vinhos de uva Vitis vinifera var.
Parellada, observaram que o n-hexanol e o alcool benzilico foram formados em
maior quantidade na fermentagdo espontdnea e na mistura de leveduras
selvagens e inoculadas do que na fermenta¢do conduzida somente com as
leveduras inoculadas. Os autores concluiram que a flora selvagem contribuiu
em um grau apreciavel para a sua sintese. Clemente-Jimenez et al. (2005)
concluiram que a sintese de n-hexanol, durante a fermentagdo, ¢ principalmente

devida a leveduras ndo-Saccharomyces.
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O composto produzido em quantidade mais elevada por todas as estirpes
de levedura foi o 2,3-butanediol. Houve diferenga estatistica significativa entre
os teores de 2,3-butanediol encontrados para todas as bebidas fermentadas
(Tabela 4). Existem numerosos subprodutos da fermentacdo alcoodlica e o 2,3-
butanediol como um componente normal do vinho, ¢ muito abundante,
representando, assim, uma importante fonte potencial de aroma. Nos vinhos a
sua concentragio pode variar entre cerca de 0,2 a 3 g L', com um valor médio
de cerca de 0,57 g L' (Sponholz et al., 1993). Todas as quatro bebidas
fermentadas de lichia apresentaram teores de 2,3-butanediol dentro dos limites
normalmente encontrados em vinho segundo Sponholz et al. (1993).

Elevado contetido de 2,3-butanediol em vinhos pode ter alguns efeitos
sobre o “buqué” do vinho, devido ao seu gosto ligeiramente amargo, e sobre o
corpo do vinho, devido a sua viscosidade. Romano et al. (1998) estudaram a
capacidade de diferentes espécies levedura para produzir 2,3- butanediol em
mostos de uvas e os dados indicaram que as cepas de S. cerevisiae apresentaram
as maiores variabilidades, com teores variando de 276,1 mg L™ a 857,7 mg L™,

Pela analise de variancia para o 1,2-propanediol, entre os fermentados
de lichia, pode-se afirmar que ndo existe diferenca significativa entre os
processos conduzidos com a fermentagdo espontanea do mosto e as
fermenta¢Ges inoculadas com as leveduras UFLA CA116, UFLA CAI1183 e
UFLA CA1174 (Tabela 4).

A quantidade de 2-feniletanol foi a terceira maior entre os alcoois
superiores encontrados no vinho fermentado com as trés leveduras e também
pela bebida obtida pela fermentacdo espontinea. Estatisticamente, as bebidas
fermentadas de lichia diferiram entre si quanto ao teor de 2-feniletanol (Tabela
4). O 2-feniletanol ¢ responsavel, especialmente, pelo aroma de rosa e tem sido
amplamente utilizado para a fabricagdo de perfumes. O limiar de percepgao

deste alcool em vinhos esta entre 25 e 105 mg L (Ribéreau-Gayon, 1978;
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Simpson, 1979). Alcoois superiores, além de 2-feniletanol e alcool benzilico, sao
considerados como tendo um adverso efeito sobre a qualidade do aroma do
vinho quando os seus niveis sdo superiores a 400 mg L' (Rapp & Mandery,
1986; Etiévant, 1991).

Todas as bebidas apresentaram teores de 2-feniletanol acima do limiar
de percepgdo deste alcool, contribuindo para um aroma floral nestas bebidas. Os
teores mais elevados foram encontrados nas bebidas obtidas pela fermentagio
espontinea (128,4 mg L) e pela fermentagdo com a levedura UFLA CA116
(128,693 mg L™).

5.3.3 Andlises quimiométricas
Os resultados obtidos para os compostos determinados nas bebidas

fermentadas de lichia foram submetidos a analise do componente principal
(PCA). A PCA foi aplicada com o intuito de estudar as caracteristicas quimicas
das bebidas ao se empregarem quatro tipos de tratamentos, variando o agente
fermentativo (leveduras).

Através da representacdo grafica das duas primeiras componentes
principais, que explicam 68,95 % da variabilidade total entre as bebidas (Figura
10), pode-se observar que quatro grupos foram claramente definidos. A primeira
componente principal (CP1) explica 43,51% do total de variagdo e a segunda
componente principal explica apenas 25,44%. Verifica-se o agrupamento das
amostras de acordo com as maiores concentragdes de acidos, alcoois, aldeidos e
ésteres presentes nas bebidas. As bebidas obtidas pela fermentacdo com as
leveduras UFLA CA116 e UFLA CA1183 aparecem destacadamente a esquerda
na Figura 10, enquanto as bebidas obtidas pela fermentacdo espontinea e pela
inoculagdo com a levedura UFLA CA1174 aparecem do outro lado, a direita do

grafico dos escores.
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FIGURA 10 Grafico de escores da analise dos componentes principais (PCA)

das bebidas fermentadas de lichia.

A partir do grafico de escores (Figura 10) pode-se avaliar, também, a
variacdo entre as repeti¢des de uma mesma bebida. Os dados mostraram que as
bebidas fermentadas com a levedura UFLA CA116 apresentaram maior variacao
entre as repeticdes, enquanto as bebidas fermentadas pela levedura UFLA
CA1183 foram mais semelhantes umas as outras.

Observando a Figura 11, que representa os pesos (este grafico traz
informagdes sobre as variaveis), as bebidas fermentadas pelas leveduras UFLA
CA1174 e por fermentagdo espontanea estdo localizados na parte positiva do
primeiro componente. Altas concentracdes de acetaldeido, 1-hexanol,
fenilacetato, glicerol, acido latico e 2,3-butanediol parecem ser responsaveis pela
variagdo explicada por este componente. Certamente, as altas concentragdes
destes compostos contribuiram para o desenvolvimento de caracteristicas
indesejadas nas bebidas, sendo responsaveis pela baixa aceitacdo destas por um

grupo de provadores ndo treinados.
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As bebidas fermentadas de lichia inoculadas com as leveduras UFLA
CA116 e UFLA CA1183, localizadas na parte negativa do primeiro componente,
estdo fortemente relacionadas a altas concentragdes dos acidos succinico, malico

citrico, isobutirico e dietilsuccinato.
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FIGURA 11 Grafico de pesos da analise dos componentes principais (PCA) das
bebidas fermentadas de lichia.

Uma forma possivel de discriminagao entre as amostras, considerando as
semelhancas entre as composi¢des, ¢ sugerida pela andlise hierarquica de
agrupamentos. Com esta analise é possivel confirmar os resultados obtidos com
a PCA e visualizar claramente alguns grupamentos formados pelo conjunto das

amostras que nao apresentaram grupos evidentes na PCA.
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A partir da Figura 12 pode-se observar uma separacdo das bebidas
fermentadas de lichia em dois grupos, um deles composto pelas bebidas
fermentadas com as leveduras UFLA CAl116 ¢ UFLA CA1183 e o outro,
formado pelas bebidas fermentadas pela levedura UFLA CA1174 e pela
fermentacdo espontdnea (ESP), confirmando o resultado encontrado pelos

graficos de escores e pesos na analise do componente principal.
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FIGURA 12 Dendograma obtido na analise hierarquica de agrupamento das
quatro bebidas fermentadas de lichia.

5.4 Analise Sensorial das bebidas fermentadas de lichia

De acordo com a Tabela 5, pode-se observar diferenca estatisticamente
significativa para o grau de aceitabilidade entre todas as bebidas fermentadas de
lichia, em todos os parametros avaliados.

De acordo com Nurgel et al. (2002), compostos especificos presentes em
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vinhos s30 responsaveis pelas caracteristicas tipicas de aroma e sabor. A
principal origem destes compostos ¢ o metabolismo das leveduras durante a
fermentacdo; entretanto, alguns compostos nos vinhos se originam das uvas. As
diferencas observadas na analise sensorial das quatro bebidas analisadas neste
estudo podem ser resultantes das diferentes composi¢des destes produtos finais,
baseadas nas diferentes cepas de leveduras utilizadas para fermentar o mesmo

mosto, sob as mesmas condigdes.

TABELA 5 Resultado da pesquisa de grau de aceitabilidade das bebidas
fermentadas de lichia com 50 provadores, expresso em valores
médios das notas para cada atributo sensorial avaliado.

Atributos
Bebidas Aparéncia Aroma Sabor Ingf;:? ©
UFLA CALl16 7,36 a 6,80 a 5,74 ab 6,14 ab
UFLA CA1183 7,30 ab 6,92 a 590 a 6,24 a
UFLA CA1174 6,56 ¢ 5,84 b 4,96 b 532¢
ESP 6,58 be 5,48 b 498 b 5,42 be

Meédias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.

A aceitabilidade de wum produto pelos consumidores se da
principalmente pela sua aparéncia. As bebidas fermentadas de lichia inoculadas
com as leveduras UFLA CA116 e UFLA CA1183 obtiveram boa aceitagdo por
parte dos provadores. As bebidas obtidas através da fermentacdo do mosto de

lichia pela levedura UFLA CA1174 e pela fermentagdo espontinea apresentaram
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as menores notas, mas mesmo assim mantiveram-se em bons niveis de
aceitabilidade.

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 5, observa-se que a
bebida fermentada com o isolado UFLA CA1183 apresentou as maiores notas
relacionadas ao julgamento, por parte dos provadores ndo-treinados, para os
aspectos gerais das bebidas fermentadas de lichia; entretanto, estatisticamente,
ndo foi observada diferenca significativa entre a avaliagdo dos parametros de
aceitabilidade para as bebidas UFLA CA1183 e UFLA CA116.

A Tabela 6 apresenta as porcentagens de aceitagdo das bebidas em
fungdo das notas atribuidas pelos provadores. Pode-se observar, em relagdo a
aparéncia, que somente as bebidas CA116 ¢ UFLA CA1183 ndo obtiveram
recusa por parte dos provadores. Em relagdo ao aroma, estas bebidas obtiveram
grande aceitagdo, enquanto as bebida UFLA CA1174 e ESP obtiveram uma
média de 70% e 60% de recusa, respectivamente. Quanto ao sabor, houve
desgosto maior pela bebida UFLA CA1174, ao mesmo tempo em que se
observou uma convergéncia para a bebida UFLA CA116, com 86,8% dos
provadores gostando ligeiramente ou gostando extremamente.

Sabe-se que o acido succinico é uma mistura dos gostos acido, salgado
e amargo, podendo, assim, ser responsavel, em parte, pelas baixas notas
atribuidas ao atributo sabor das bebidas fermentadas de lichia, ja que este acido
foi o que apresentou as concentracdes mais elevadas nas quatro bebidas.

A maioria dos vinhos com alta concentragdo de acetaldeido foi mal
apreciada pelos provadores, o que € consistente com a percepcao limiar deste
composto (proximo de 100 mg L, de acordo com Zoecklein et al. (2001).
Assim, a estirpe de levedura UFLA CA1174 e as leveduras selvagens do
processo conduzido pela fermentacdo espontinea, que produziram os teores
mais elevados de acetaldeido, produziram os dois vinhos de lichia menos

apreciados.
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TABELA 6 Porcentagem de aceitagdo (6-9) e recusa (1-4) e das bebidas
conforme andlise de escala hedonica de 9 pontos respondida por
50 provadores nao treinados.

. UFLA UFLA UFLA
Bebidas CAl16 CA1183 CA1174 ESP

Notas (%) (1-4) (6-9) (1-4) (6-9) (1-4) (69) (1-4) (6-9)

Aparéncia 0 100 0 100 11,1 88,9 18,1 81,8

Aroma 6,6 935 2 98 30,2 69,7 404 59,5
Sabor 13,2 86,8 14 86 54,5 45,5 589 41,0

Impressdo

gobal 200 7918 92 368 631 459 540

Outro fato relacionado as baixas notas atribuidas para o atributo
aparéncia das bebidas UFLA CA1174 e espontinea ¢ devido a coloracao
amarelo-escuro que estas duas bebidas apresentaram. Amerine & Joslyn (1951)
definem uma doenga do vinho, conhecida como casse oxidasica, como sendo
caracterizada pela turvacdo ou pela mudanca na coloracdo de vinhos quando
expostos ao ar. Segundo estes autores, o vinho branco adquire varios tons de
amarelo a marrom.

Provavelmente, as bebidas UFLA CA1174 e espontinea apresentaram
uma coloracdo mais escura, comparadas as bebidas UFLA CA1183 e UFLA
CA116, porque devem ter sofrido uma oxidacdo de seus alcoois, taninos,
pigmentos e outros constituintes, uma vez que estas bebidas apresentaram
condicdes favoraveis para isso, tais como altos teores de acucar residuais, pH
elevado, baixa concentracdo de dioxido de enxofre livre e total, além de um

tempo necessario para completar a fermentagdo muito superior ao das leveduras
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UFLA CA116 e UFLA CA1183, o que pode ter favorecido a aeracdo dos
mostos.

Considerando os aspectos gerais, a bebida elaborada com a levedura
UFLA CA1183 apresentou, em relagdo as demais bebidas, as maiores notas,
indicando, assim, sua maior aceitacao entre os provadores.

Estudando o uso de frutas tropicais na produc@o de bebidas fermentadas,
Muniz et al. (2002) utilizaram mosto de ata, mangaba ¢ ciriguela corrigidos a
16° Brix e inoculados com levedura comercial Saccharomyces cerevisiae var
bayanus. Os resultados da analise sensorial demonstraram que a bebida de
mangaba se destacou nos atributos aceitagdo global e inten¢do de compra.

Avaliando o uso da banana para produ¢do de vinho, Akubor et al. (2003)
constataram que, na avalia¢do sensorial, o vinho de banana foi semelhante a um
vinho de uva para os atributos aparéncia, sabor e aceitacdo global.

Dias et al. (2007) encontraram boa aceitacdo, verificada na analise
sensorial, para as bebidas fermentadas de caja e cacau e concluiram que o uso da
polpa de caja e cacau na produgdo de vinho ¢ uma nova e viavel alternativa para

utilizacdo destes frutos.

5 wa B

CA1183 CAl16 ESP CAll174

FIGURA 9 Aspecto final das bebidas alcoolicas fermentadas de lichia
provenientes de processos conduzidos com leveduras (da
esquerda para direita) UFLA CA1183; UFLA CAll6;
fermentacdo espontanea (ESP) e levedura UFLA CA1174.
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6 CONCLUSOES

A lichia mostrou-se adequada para a elaboracdo de bebida alcodlica
fermentada.

As leveduras UFLA CA116 e UFLA CA1183 apresentaram melhor
desempenho fermentativo ao consumirem mais rapidamente os aglcares
fermentesciveis presentes no mosto e finalizarem o processo fermentativo em
menor tempo, em relacdo as demais leveduras testadas.

Apesar do teor de acidez volatil acima do limite maximo estabelecido
pela Legislacdo, a bebida fermentada com a levedura UFLA CA116 apresentou
caracteristicas similares a bebida fermentada com a levedura UFLA CA1183, e
ambas apresentaram boa aceitacdo na analise sensorial com provadores nao
treinados.

As bebidas fermentadas com a levedura UFLA CA1174 e por
fermentacdo espontidnea nao foram bem aceitas nos testes de aceitagdo global,
fato relacionado com o seu processo de fermentagdo.

A analise dos componentes principais e a andlise hierarquica dos
agrupamentos permitiram a percepg¢ao clara da separagdo das quatro bebidas em
dois grupos bem distintos com base nas concentragcdes de alcoois, acidos
organicos, aldeidos e ésteres nas bebidas. UFLA CA116 ¢ UFLA CA1183,
reunidas em um grupo, ¢ UFLA CA1173 e a bebida obtida pela fermentacgdo
espontanea, em outro.

A bebida elaborada pela fermentacdo com a levedura UFLA CA1183
apresentou-se tecnicamente viavel para a elaboracdo de bebida fermentada de
lichia em fun¢do das caracteristicas quimicas, fisico-quimicas e sensoriais do
produto final, além de ter a graduagdo alcoodlica e todas as outras caracteristicas

fisico-quimicas dentro dos limites estabelecidos pela Legislacao Brasileira.
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CAPITULO 3

EFEITO DA FERMENTACAO ESPONTANEA E INOCULADA
COM DIFERENTES LINHAGENS DE LEVEDURAS S. cerevisiae
SOBRE PERFIL VOLATIL DE BEBIDAS FERMENTADAS DE LICHIA

(Litchi chinensis Sonn)
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1 RESUMO

O aroma ¢ um importante aspecto da qualidade de vinhos. A composicao volatil
influencia as caracteristicas sensoriais dos vinhos, principalmente as
caracteristicas aromaticas. Estudar a contribui¢cdo das leveduras no perfil volatil
de bebidas alcoolicas de lichia obtidas pela fermentacdo inoculada (com
leveduras selecionadas: UFLA CA116, UFLA CA1183 e UFLA CA1174) e pela
fermentacdo espontdnea do mosto foi o objetivo deste estudo. Os compostos
aromaticos foram extraidos pela técnica de microextracdo em fase solida
(SPME) e, em seguida, foram submetidos a cromatografia gasosa-espectrometria
de massas (CG-EM) para a separagdo e¢ identificagdo dos componentes do
aroma. Os dados foram analisados pela Analise de Componentes Principais
(PCA). Um total de 26, 25, 28 e 22 compostos foram identificados na bebida
fermentada espontaneamente ¢ nas bebidas fermentadas com as leveduras UFLA
CA116, UFLA CA1183 e UFLA CA1174, respectivamente. Entre os volateis
detectados, alcoois superiores e €steres foram os principais produtos. A PCA
separou as amostras em dois grupos: um primeiro grupo (das bebidas
fermentadas com as leveduras UFLA CA116 ¢ UFLA CA1183), caracterizado
por vinhos com maior intensidade de area relativa (%) de acetato de isoamila,
butanoato de etila, acetato de citronellil e etanol, e um segundo grupo (das
bebidas fermentadas pela levedura UFLA CAl1174 e por fermentagdo
espontanea), caracterizado pelas maiores areas relativas de acido acético, acetato
de etila, 2,4,5-trimetil-1,3-dioxolano, lactato de etila ¢ 1-hexanol. Pode-se
concluir que a escolha da estirpe da levedura oferece grande potencial para
modular o perfil aromatico de bebidas fermentadas, e que a bebida elaborada
com a inoculacdo da levedura CA1183 apresentou o perfil aromatico mais
complexo, comparado as outras bebidas.
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2 ABSTRACT

The aroma is an important aspect of quality wines. The volatile composition
influence the sensory characteristics of wines, especially the aromatic
characteristics. Studying the contribution of yeast in the volatile profile of
alcoholic beverages obtained by fermentation of lychee inoculated (with selected
yeasts: UFLA CA116, UFLA CA1183 and UFLA CA1174) and the spontaneous
fermentation of the must was the objective of this study. The aromatic
compounds were extracted by the technique of solid phase microextraction
(SPME) and then were subjected to gas chromatography-mass spectrometry
(GC-MS) for separation and identification of components of the aroma. The data
were analyzed by Principal Components Analysis (PCA). A total of 26, 25, 28
and 22 compounds were identified in the beverages fermented spontaneously
and inoculated beverages with yeasts UFLA CA116, UFLA CA1183 and UFLA
CA1174, respectively. Among the volatiles detected, higher alcohols and esters
were the main products. The PCA separated the samples into two groups: a first
group (of fermented beverages with yeast UFLA CA116 and UFLA CA1183)
characterized by wines with greater intensity on the area (%) Isoamyl acetate,
ethyl butanoate, acetate citronellil and ethanol, and a second group (from yeast
fermented beverages by UFLA CAl1174 and spontaneous fermentation)
characterized by the largest areas for acetic acid, ethyl acetate, 2,4,5-trimethyl-1
,3-dioxolane, ethyl lactate and 1-hexanol. It can be concluded that the choice of
strain of yeast offers great potential to modulate the volatile profile of fermented
beverages and the beverage produced by the inoculation of yeast UFLA CA1183
showed the most complex aroma profile compared to other beverages.
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3 INTRODUCAO

A lichia (Litchi chinensis Sonn) é uma fruta conhecida mundialmente
por seu sabor delicado e agradavel, lembrando o da uva “Itdlia”. No Brasil,
grande parte da produgdo de lichias é destinada ao consumo “in natura”.
Entretanto, um dos principais problemas pods-colheita da lichia é o rapido
escurecimento do seu pericarpo, o que faz com que diminua a aceitacdo da fruta
por parte do consumidor, causando desperdicio e prejuizos. Uma das maneiras
viaveis de diminuir o desperdicio é a comercializagdo das frutas de forma
industrializada. A elaboracdo de bebidas fermentadas de lichia ¢ uma alternativa
a industrializacdo, que além da reducdo de perdas, agrega valor a fruta. A
escolha das cepas de leveduras apropriadas para a fermentacdo de cada fruta é de
extrema importancia, considerando que a diferenca entre vinhos obtidos por um
mesmo mosto fermentado por leveduras distintas se deve aos produtos
secundarios formados durante a fermentagao.

Assim, o estudo da fragdo volatil em produtos enologicos tornou-se
necessario e ¢ mais do que suficientemente justificado, considerando que estes
compostos ddo uma contribui¢do importante para a percep¢do global do
consumidor sobre a qualidade de produtos alimentares ¢ bebidas (Castro et al.,
2008).

A formagdo de compostos volateis durante a fermentacdo alcoolica
depende das espécies de leveduras utilizadas para fermentar o mosto (Giudici et
al., 1990; Lema et al., 1996; Lambrechts & Pretorius, 2000). Embora um
numero de componentes do flavor seja encontrado na uva (Schreier et al., 1976),
a maioria compostos encontrados no vinho sido formados durante a fermentagao
pela microbiota presente (Margalith & Schwartz, 1970). E por isso que o vinho

tem mais sabor do que o suco de uva a partir do qual ele foi produzido,
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demonstrando, assim, a importancia da levedura e, em menor medida, das
bactérias, para o desenvolvimento do perfil volatil do vinho.

A industria vinicola estd muito interessada em estirpes de levedura
vinicas que produzam sabores unicos (Pretorius, 2000). Portanto, ¢ importante
conhecer as potenciais diferengas na producdo de volateis por diferentes cepas
de levedura a fim de selecionar a melhor linhagem para produzir um vinho de
interesse.

A elaboracdo de vinhos envolve procedimentos milenares que tém sido
melhorados ao longo dos anos em termos de equipamentos e higiene das
instalagdes, mas sem alterar a base tecnoldgica da fermentagdo (Nicolau et al.,
2000; Willians, 2001). Atualmente, observam-se grandes inovagdes que
envolvem a criacdo de vinhos de frutas, que ndo sejam a uva, mas que
combinem elementos naturais e culturais de cada regido e a busca constante por
informagdes sobre os tipos de constituintes quimicos presentes em sua
composi¢do, ou que possam ser formados durante o seu processamento e
armazenamento.

Em alguns casos, um pequeno numero deles parece colaborar de forma
mais intensa na tipicidade dessa bebida, mas todos ajudam a formar a sua
“personalidade”. Por isso, conhecer melhor as substancias aromaticas desta
bebida significa estabelecer novos critérios para controlar a sua qualidade.

O objetivo deste trabalho foi estudar a influéncia do uso de leveduras
selvagens e de trés diferentes estirpes de Saccharomyces cerevisiae selecionadas
para a formagdo de compostos volateis nas bebidas fermentadas de lichia obtidas

a fim de fazer comparagdes entre elas.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Elaboracdo das bebidas fermentadas de lichia

Os frutos de lichia ‘bengal’ foram provenientes de uma Unica area de
produgdo do municipio de Lavras, MG, nos meses de dezembro de 2007 e
janeiro de 2008. As lichias foram lavadas em agua corrente para remogao de
sujidades e imersas em solugdo de hipoclorito 200 mg L. Apds processo de
higienizagdo, as lichias foram selecionadas de modo que as frutas ou parte delas
que estivessem improprias para utilizagdo fossem descartadas. As polpas de
lichia foram extraidas manualmente com a retirada da casca e da semente. Apds
esta fase, as polpas foram embaladas em sacos plasticos de 5000g e armazenadas

a-20°C.

4.1.1 Preparo do mosto

Para a preparagdo do mosto, as polpas foram descongeladas a
temperatura ambiente. Apds esta fase, as polpas foram trituradas em
liquidificador industrial e filtradas em peneira comercial. O mosto de lichia foi
preparado de acordo com as metodologias propostas por Dias et al. (2003, 2007)
com algumas modificacdes. A polpa foi transferida para uma dorna de ago
inoxidavel. O grau Brix da polpa foi aferido por meio de um refratdmetro. O
passo seguinte foi chaptalizar o0 mosto para obter uma bebida cujo teor alcodlico
estivesse entre 10 °GL e 13 °GL. Foi utilizada sacarose comercial (agucar
cristal) para o preparo da solucdo. Esta foi preparada segundo Cataluiia (1988),
de acordo com o qual cada 25 g de sacarose adicionados a um volume final de 1
litro elevam o °Brix do mosto em, aproximadamente, duas unidades. O teor final

de actcar no mosto foi de 24°Brix.
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Apbs a determinag@o do grau Brix e a corre¢do do aglicar, o volume total
de mosto foi dividido em erlenmeyers de 2L contendo 1,1L de mosto para
fermentacdo. Quatro tipos de fermentagdes foram realizadas: trés delas foram
inoculadas com leveduras selecionadas e uma delas seguiu a fermentacgdo
espontanea da polpa de lichia. Os erlenmeyers que continham o mosto no qual
seriam inoculadas as leveduras foram autoclavados por 15 minutos a 121°C para
a eliminagdo das leveduras e bactérias oriundas da fruta.

Devido ao aspecto viscoso da polpa de lichia, enzimas pectinolitica
foram adicionadas ao mosto, também com o objetivo de facilitar a clarificacao
da bebida. Foi utilizada 0,7 mL da preparacio Ultrazym® AFP- L (Novo Nordisk
Ferment Ltd, Dinamarca) por Kg de mosto quando os mostos recém-
autoclavados atingiram a temperatura de 20°C, aproximadamente. Aos
erlenmeyers contendo mosto sem ter sido autoclavado foi adicionada a mesma
concentragdo de Ultrazym® , ja que este se encontrava & temperatura de 20°C.
Ultrazym AFP-L é uma pectinase com adi¢do de atividade de celulase que
promove uma rapida redu¢@o na viscosidade de polpas de frutas facilitando a
clarificacdo das bebidas.

A adigio de 200 mg L' de metabissulfito de potassio (K»S,0s) a0 mosto
para obten¢do de 100 mg L' de didxido de enxofre (SO,) residual, foi a
propor¢do necessaria para assegurar uma assepsia, ou seja, reduzir a carga
microbiana deteriorante, sem afetar a atividade fermentativa das leveduras e
prevenir oxidagdes indesejaveis.

Os frascos erlenmeyers, em quadruplicatas, foram inoculados
separadamente com 100 mL dos isolados de Saccharomyces cerevisiae (UFLA
CA116, UFLA CA1174, UFLA CA1183) previamente adaptados de maneira
que se obtivessem no minimo 10* células/mL no volume total de 1,2L (1,1L de

polpa + 0,1L de indculo).
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Apds o preparo e as devidas correcdes, os frascos contendo o mosto
adicionado das leveduras, bem como aquele no qual ndo houve adi¢do das cepas
(fermentagdo espontanea), foram incubados em sala refrigerada a 20°C + 2°C.

Apos a estabilizacdo do °Brix (indicio do fim da fermentagdo), os vinhos
foram transferidos para recipientes limpos, eliminando o excesso da borra
formada. Estes foram submetidos aos processos de colagem, trasfega e filtracdo.

A bentonite foi adicionada ao mosto na concentragdo de 1 g L™, segundo
Vogt et al. (1986), a partir de uma solucdo estoque a 10% em agua destilada.
Apo6s a adigdo de bentonite o vinho foi colocado, por 7 dias, em camara-fria a
10°C para facilitar a sedimentacdo do material solido proveniente da
fermentacao dos mostos de lichia.

Depois de 5 dias sob a temperatura de 10°C, foi feita uma trasfega na
bebida com aeragdo, que possui efeitos benéficos para favorecer a completa
fermentacdo do agtlicar e desprender o excesso de gés carbdnico e dcido sulfurico
que estiver presente (Rizzon et al., 1996). Apods esta primeira trasfega, a bebida
foi recolocada a temperatura de 10°C por mais 10 dias e foi realizada uma
segunda trasfega sem aeracdo. A bebida ficou por mais 5 dias sob temperatura
de 10°C.

Apo6s a segunda trasfega e findos os ultimos 5 dias a 10°C, as bebidas
foram filtradas sob vacuo em frasco tipo kitassato, de 4 litros de volume, ao qual
foi acoplado um funil tipo Biichner, utilizando filtro de celulose (Dias et al.,
2003, 2007).

Terminada a filtragdo, as bebidas foram acondicionadas em garrafas de

vidro com capacidade para 750 mL e armazenadas a 12°C, em B.O.D.

4.2 Extracdo dos compostos volateis
O procedimento de extracdo envolveu a exposicdo da fibra de

polidimetilsiloxano (PDMS, 100 um, Supelco) ao “headspace” de cada amostra
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nos frascos de vidro “vials” fechados.

Preliminarmente as extracdes, a fibra extratora foi condicionada a 250°C
por 60 minutos no cromatdgrafo gasoso VARIAN CP-3800. Entre cada
exposicdo das amostras, a fibra (PDMS) era limpa e condicionada a uma
temperatura de 250°C por 30 minutos no mesmo cromatografo.

As analises de extragdo e identificacdo dos compostos volateis das
bebidas fermentadas de lichia foram realizadas no Centro de Andlise e
Prospeccao Quimica da Universidade Federal de Lavras, Lavras- MG, através da
técnica de microextragdo em fase solida (SPME), utilizando cromatdgrafo
gasoso GC-2010 — Gas Chromatograph Shimadzu, acoplado ao espectrometro
de massas GCMS-QP2010 Plus-Gas Chromatograph Mass Espectrometer.

Um volume de 2 mL das bebidas fermentadas de lichia foi transferido
para os “vials” com capacidade para 10 ml, os quais foram vedados com lacre de
aluminio e septos de borracha faceados com teflon. Em seguida, foram levados
para agitagdo a velocidade constante de 500 rpm A 30°C por 15 minutos.

Apos este tempo de agitacdo, a fibra ficou exposta ao headspace dos
vials contendo as bebidas fermentadas de lichia por 15 minutos. Apds 15
minutos de exposi¢ao a fibra, a seringa foi imediatamente levada ao injetor do
CG-EM, no qual os compostos volateis foram dessorvidos por 2 minutos, a

250°C, em modo split, na razdo de 1:5.

4.3 ldentificacéo dos compostos volateis

Utilizou-se aparelho Shimadzu CG-17A, com detector seletivo de
massas modelo QP5050A, sob as seguintes condi¢des operacionais: coluna
capilar de silica fundida de 30 m x 0,25 mm e 0,25 pm de espessura, tendo como
fase estacionaria 5% de difenil e 95% de polidimetilsiloxano (DBS5); temperatura
do injetor de 270°C; programacdo da coluna com temperatura inicial de 35°C,

sendo acrescidos 4°C a cada minuto até atingir 270°C; gas de arraste hélio, com
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1,78 mL min" na coluna; com modo de injecdo split com pressdo inicial na
coluna de 120.9 KPa.

As condigdes do EM foram: detector seletivo de massas operando por
impacto eletrénico e energia de impacto de 70 eV; velocidade de varredura 1000
m/z s'; intervalo de varredura de 0,5 fragmentos/segundos e fragmentos
detectados de 29 Da e 600 Da.

A identificagdo dos compostos volateis foi efetuada através da
comparagdo dos seus espectros de massas com o banco de dados existentes na
literatura com espectros avaliados pelo banco de dados (Wiley 8.LIB e
FFNSC.1.2.1ib). Visto que ndo foram utilizados padrdes para a confirmagao
positiva da identidade dos compostos, estes foram considerados tentativamente
identificados.

Os compostos foram obtidos pela analise dos componentes principais
(PCA, Principal Component Analysis). Os dados obtidos foram
autoescalonados como forma de pré-processamento antes das analises por PCA
e AHA (analise hierarquica de agrupamento). Para ambas as analises utilizou-se

o software MATLAB (Verséo 7.5, 2007).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Perfil volatil das bebidas fermentadas de lichia

A identidade dos compostos volateis tentativamente identificados, com
seus respectivos ions majoritarios, tempos de retencdo e porcentagens médias
das areas relativas dos picos, nas bebidas fermentadas de lichia (inoculadas com
as leveduras UFLA CA116, UFLA CA1183 e UFLA CA1174) e fermentada
espontaneamente, estdo apresentados na Tabela 1.

Os dados apresentados na Tabela 1, relativos as areas médias dos picos
cromatograficos de cada bebida, nos permitem comparar somente as areas
médias de um mesmo composto quimico entre as diferentes bebidas. Para
comparar os compostos volateis nas quatro bebidas fermentadas de lichia, as
areas dos picos foram normalizadas sobre o maior pico encontrado em todas as
amostras. Este pico foi do etanol, na bebida fermentada pela levedura UFLA
CA1183, e a ele foi atribuido um valor de 100; os picos restantes, em todas as
quatro amostras, foram normalizados a partir dele.

Neste estudo verificou-se que o aquecimento do vinho a 35 °C com 15
minutos de exposi¢do da fibra PDMS foi suficiente para detectar 37 compostos
na bebida fermentada espontaneamente a partir do mosto de lichia, 42, 41 ¢ 29
compostos nas bebidas fermentadas inoculadas com as leveduras UFLA CA116,
UFLA CA1183 ¢ UFLA CA1174, respectivamente. Dos compostos detectados
pela cromatografia gasosa associada a espectrometria de massas, somente foram
identificados 26, 25, 28 ¢ 22 compostos na bebida fermentada espontaneamente
e nas bebidas fermentadas com as leveduras UFLA CA116, UFLA CA1183 e
UFLA CA1174, respectivamente.
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TABELA 1 Compostos volateis, padrao de fragmentagdo, tempo de retengdo (TR), e porcentagem de areas relativas de
componentes aromaticos de bebidas fermentadas de lichia obtidas pela fermentagdo inoculada (com as
leveduras UFLA CA116, UFLA CA1183, UFLA CA1174) e pela fermentagdo espontanea (ESP)

Area relativa (%)

Composto* . .I’OI’.IS TR UFLA UFLA UFLA ESP
majoritarios (M/z) CAll6 CA1183 CAl1174

Alcoois
Etanol 45 1,27 90,43 100 68,27 79,82
Alcool isobutilico 45,56, 69, 74 1,99 0,39 2,06 0,47 1,63
Alcool isoamilico 45,55,57,70 3,23 30,67 19,44 11,01 19,27
2,3-butanediol 45,57 4,20 1,06 1,19 1,17 1,65
1-hexanol 45,56, 69, 73 6,43 nd 0,05 0,18 0,07
1-octen-3-ol 55,57, 67,70, 73 9,93 0,06 0,06 nd 0,16
2-feniletanol 51, 65,91, 122 14,70 3,52 4,20 1,45 3,27
Esteres
Acetato de etila 43, 61,70, 73, 88 1,89 7,88 2,87 7,28 8,90
Acetato de isobutila 55, 56,71, 73 3,96 nd 0,18 nd 0,13
Acetato de isoamila 55,70, 73, 87 6,56 3,9 5,34 0,58 0,63
Butanoato de etila 60, 71, 88, 101 4,52 0,36 0,47 nd 0,09
nd: ndo detectado; (continua da proxima pagina)

*considerado tentativamente identificado por comparacdo dos seus espectros de massas com o banco de dados existentes na
literatura (Wiley 8.LIB e FFNSC.1.2.1ib).
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Tabela 1 (continuacéo)

Esteres

Hexanoato de etila
Octanoato de etila
Nonanoato de etila
Decanoate de ctila
Pentadecanoato de etila
Lactato de etila
Dietil succinato
Fenetil acetato
Citronelil acetato
Geranil acetato
dec-9-enoato de etila

Compostos carbonilicos
Acido acético

Acido octandico

Acido p- hidroxicinAmico
Monoterpenos

Linalool

Citronelol

60, 70, 88, 99
57,70, 73, 88, 101
55,70, 73, 88, 101
55,70, 73, 88, 101

55,70, 88, 101

45, 56,75
45, 55,101, 128, 129
51, 65,78,91, 104

55, 69, 81, 95
69, 80,91, 121, 136
55, 69, 84, 88, 101

45,60
55, 60, 73, 101
45, 55, 60

41, 55,71, 80, 93
41, 55, 69, 81, 95

10,63
17,77
21,20
24,46
40,97
4,87

17,23
19,80
23,08
24,07
24,21

1,75
17,05
1,50

14,23
18,87

8,34
60,98
0,23
20,33
0,58
nd
0,16
0,82
0,53
nd
0,09

0,56
0,38
ni

0,23
1,58

0,11
53,83
0,09
21,12
0,38
nd
nd
2,33
0,82
0.16
4,67

1,09
0,33
2,07

0,45
0,76

3,82
51,93
nd
18,03
1,38
0,63
0,07
0,29
ni
nd
0,55

2,50
0,31
ni

0,42
1,98

0,58
4,12
0,07
0,84
0,26
0,49
nd
0,75
0,27
nd
0,09

2,25
nd
ni

8,34
4,03

nd: ndo detectado;

(continua da préxima pagina)
*considerado tentativamente identificado por comparagdo dos seus espectros de massas com o banco de dados existentes na
literatura (Wiley 8.LIB e FFNSC.1.2.1ib).
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Tabela 1 (continuacéo)

Outras classes

2.,4,5-trimetil-1,3-dioxolano 45,55,72, 101 3.11 0,16 nd 0,72 0,92
1,1-dietoxietano 45,61, 73, 103 3.16 0,51 1,95 0,44 1,07
cis - Rose oxide 41, 69, 83, 139 14.62 0,4 0,52 0,57 0,57

nd: ndo detectado; *considerado tentativamente identificado por comparag@o dos seus espectros de massas com o banco de dados
existentes na literatura (Wiley 8.LIB e FFNSC.1.2.1ib).



Como mostrado na Tabela 1, as quatro bebidas fermentadas de lichia
obtiveram resultados similares quanto a sua composi¢ao volatil. Os compostos
volateis que apareceram em maior numero, identificados por cromatografia
Gasosa — Espectrometria de Massa (CG-EM), através de SPME nas quatro
bebidas fermentadas, foram os alcoois e os ésteres.

As bebidas fermentadas de lichia apresentaram um perfil aromatico
muito semelhante ao de vinhos tintos e vinhos brancos. Grbz et al. (2006)
encontraram resultados muito parecidos com os deste trabalho fazendo uma
comparagdo entre os compostos volateis em vinhos comerciais Merlot e
Carbenet Sauvignon. Segundo estes autores, dos 66 compostos volateis
identificados por CG-EM, 28 eram ésteres ¢ 19 eram alcoodis; e 81 a 88% do
total da area dos picos do cromatograma de ions obtido pela espectrometria de
massa de cada tipo de vinho correspondiam a etanol, octanoato de etila,
decanoato de etila, acetato de 3-metil-1-butanol (acetato de isoamila), hexanoato
de etila, dietil succinato e 2-feniletanol. Todos estes compostos foram
identificados nas bebidas fermentadas de lichia.

Curiosamente, a semelhanga entre vinhos e lichia ja foi observada por
autores como Ong & Acree (1999), que estudaram as semelhangas no aroma de
vinhos de uvas da variedade Gewiirztraminer e frutos de lichia (Litchi chinesis
Sonn.). Gewiirztraminer ¢ a Unica variedade que produz vinhos brancos
aromaticos e “encorpados” com caracteristicas facilmente identificaveis. Pode-se
caracterizar o aroma dos vinhos desta uva exclusivamente como tendo um aroma
evocativo da qualidade de lichias (Ong & Acree, 1999).

Entre os compostos identificados nas bebidas fermentadas de lichia, os
alcoois e os ésteres apareceram em maior nimero.

Os alcoois superiores sao constituintes do aroma, os quais sdo libertados
para o meio como produtos secundarios do metabolismo das leveduras. Os

principais alcoois encontrados em vinhos s3o: 2-metil-1-butanol, 3-metil-1-
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butanol, isobutanol (2-metil-1-propanol), n-propanol, tirosol, 1-hexanol e fenetil
alcoois. Em parte, eles sdo formados por transaminagdo ou desamina¢do do
aminoacido correspondente, de acordo com a rota de Ehrlich. Os ceto-acidos
resultantes desta rota sdo descarboxilados a aldeidos, que sdo finalmente
reduzidos a alcoois superiores. Alguns alcoois superiores nao tém um possivel
precursor entre os aminoacidos, e sdo formados a partir de acidos cetdnicos
(Hensehek & Jiranek, 1993). Altas quantidades desses compostos sdo
consideradas indesejaveis nos vinhos de mesa, e concentragdes abaixo de 350
mg L' podem ser considerada positivas para aroma do vinho (Rapp & Mandery,
1986).

Entre os alcoois superiores identificados, o alcool isoamilico apresentou
0s maiores picos nos cromatogramas de ions das bebidas fermentadas pela
levedura UFLA CA116, em comparagao as outras bebidas.

O valor limiar de odor do 4lcool isoamilico esta entre 60 ¢ 180 mg L
(Nurgel et al., 2002) e ¢ considerado relativamente elevado. Apesar disso, a
contribui¢do deste alcool ao aroma final tende a ser elevada, considerando a alta
concentragdo normalmente encontrada em vinhos (Nobrega, 2003).

Este alcool foi encontrado como o maior constituinte volatil no vinho de
laranja (Selli et al., 2003) e em vinhos Merlot e Cabernet Sauvignon analisados
por Grbz et al. (2006).

Os acetatos sdo resultados da reacdo do acetil-CoA com alcoois
superiores que sdo formados a partir da degradacdo de aminoacidos e
carboidratos (Perestrelo et al., 2006). Esteres sdo responsaveis pela maior parte
(60-83%) do total de picos do espectrometro de massas da maioria dos vinhos.

Acetato de etila foi formado em maior quantidade na fermentagdo
espontdnea que nas fermentacdes inoculadas com as leveduras selecionadas.
Entre as bebidas inoculadas, a bebida inoculada com a levedura UFLA CA1174

apresentou uma area relativa (%) maior deste éster com relagdo as outras duas
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bebidas. Este alto teor de acetato de etila pode ser devido ao fato de as taxas de
fermentac¢do da bebida inoculada com a levedura UFLA CA1174 e da bebida
obtida pela fermentagdo espontanea (ESP) terem sido muito baixas, favorecendo
uma maior aeracdo do mosto e susceptibilidade a oxidacdo ou ao ataque de
microorganismos. O alto teor de acetato de etila apresentado pela bebida obtida
pela fermentagdo espontanea do mosto, comparado as bebidas obtidas pela
fermentacdo inoculada com leveduras selecionadas, deve-se também ao fato de
que as leveduras ndo-Saccharomyces presentes no mosto de lichia sintetizam
este éster em maior quantidade que as leveduras Saccharomyces (Rojas et al.,
2001; Plata et al., 2003).

Quanto aos ésteres etilicos de acidos graxos, estes sdo produzidos
enzimaticamente durante a sintese ou degradacdo dos dacidos graxos. Sua
concentragdo ¢ dependente de varios fatores: estirpe levedura, temperatura de
fermentacdo, aeragdo e teor de acucar (Perestrelo et al., 2006).

Um total de 7 ésteres etilicos de acidos graxos foram identificados nas
bebidas fermentadas de lichia. Destes, 2 ndo foram identificados na bebida
fermentada com a levedura UFLA CA1174 (Tabela 1).

Os ésteres deste grupo tém uma contribui¢do positiva para a qualidade
geral do vinho. A maior parte deles tem nuancas de sabor de frutos maduros,
como butanoato de etila (fruta azeda, morango, frutado), hexanoato de etila
(maga verde, frutado, morango, anis), octanoato de etila (abacaxi, pera, floral),
decanoato de etila (frutado, oleoso, agradavel) e lactato de etila (lactico,
framboesa). Estes cinco ésteres etilicos sdo responsaveis pelo aroma “frutado” e
"floral” dos vinhos (Li et al., 2008).

Além dos acetatos e dos ésteres etilicos de acidos graxos, alguns outros
ésteres também foram identificados nas bebidas, tais como dietilsuccinato,

fenetilacetato, citronelil acetato e dec-9-enoato de etila.
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Foi observada a presenca de lactato de etila no “headspace” das bebidas
fermentadas com a levedura UFLA CA1174 e pela fermentagdo espontinea.
Vilanova & Sieiro (2006) observaram que concentragdes inferiores de lactato de
etila foram produzidas em vinhos fermentados com leveduras selecionadas.
Quanto a producdo de lactato de etila nas bebidas fermentadas espontaneamente,
estes autores a atribuiram ao proprio processo fermentativo. Embora Nurgel et
al. (2002) afirmem que o lactato de etila ¢ formado durante a fermentagdo
malolatica, para as bebidas fermentadas com as leveduras UFLA CA116 e
UFLA CA1183 nao foi detectada a presenca deste éster.

Com relagdo aos acidos graxos que normalmente sdo encontrados em
vinhos, somente foi identificado o acido octanodico nas bebidas fermentadas de
lichia, exceto na bebida fermentada espontaneamente. Nurgel et al. (2002)
encontraram baixas concentragdes de 4acidos graxos nos vinhos cv. Emir.
Segundo estes autores, as fermentacdes realizadas com leveduras comerciais
resultaram em baixa concentra¢do de acidos graxos de cadeia longa, como os
acidos hexandico e octanoico.

Monoterpendides sdo potentes componentes do aroma que sdo
produzidos de um precursor comum, geranil pirofosfato (GPP), cuja biossintese
comega com acetil-coenzima A (CoA) (King & Dickinson, 2000). Numerosos
estudos t€m relatado que os compostos terpenodides poderiam ser utilizados para
caracterizagdo varietal. Estes compostos pertencem aos constituintes secundarios
das plantas. Microorganismos também sdo capazes de sintetizar compostos
terpénicos, mas a formagdo de terpenos por Saccharomyces cerevisiae ainda nio
foi observada. Desta forma, os terpenos nio sdo alterados pelo metabolismo das
leveduras durante a fermentacdo (Rapp, 1988). Alguns terpenos, como linalol,
citronelol, a-terpineol, nerol e geraniol, sdo importantes contribuintes para o
aroma de vinhos devido a baixa sua percepgdo limiar. Estes componentes t€ém

aroma floral parecido com rosa e citronela. Os mais aromaticos o sdo citronelol e
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linalol e seus limites de percep¢io sio 18 e 50 pg L', respectivamente
(Ribéreau-Gayon et al., 2000).

Dois terpenos foram identificados nas bebidas fermentadas de lichia.
Linalol e citronelol foram encontrados em todas as amostras de bebidas
fermentadas de lichia. Estes monoterpenos ja foram identificados em lichias
frescas por Ong & Acree (1998, 1999) ¢ Mahattanatawee et al. (2007) e
classificados por esses autores como compostos de carater de impacto em
lichias.

Diversos estudos tém atribuido o distinto sabor de uvas e de vinhos
Gewlirztraminer, bem como Riesling e Muscat, a presenga de alguns
monoterpenos, tais como linalol, geraniol, nerol (Schreier et al., 1976; Rapp,
1988; Etievant, 1991; Macaulay & Morris, 1993). Selli et al. (2003) também
encontraram citronelol e linalol como os principais monoterpenos que
contribuem para o aroma do vinho de laranja cv.Kozan.

Citronelol ¢ um composto perfumado e flavorizante de grande interesse
para as empresas industriais porque pode ser usado para sintetizar outros
compostos do aroma. A biotransformagdo do citronelol pode produzir uma
grande quantidade de metabdlitos (Brunerie et al., 1987; Kaminska et al., 1989;
Onken & Berger, 1999; Demyttenaere et al., 2004), entre os quais um dos mais
interessantes ¢ o composto rose oxide.

Nos trabalhos sobre lichias, Ong & Acree (1998) mostraram que cis-rose
oxido esteve presente como um dos mais importantes compostos do odor
na fruta fresca. Uma andlise sensorial mostrou que este composto foi um
importante contribuinte para o aroma fresco da lichia e também de vinhos
Gewiirztraminer (Ong & Acree, 1998).

Acido hidroxicinamico foi identificado somente no perfil volatil da
bebida inoculada com a levedura UFLA CA1183. Este acido ¢ um importante

precursor dos compostos fenolicos volateis. Fenois volateis tém um limiar de
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deteccdo relativamente baixo e, portanto, sdo facilmente detectados. Embora os
fenois volateis possam contribuir positivamente para o aroma de alguns vinhos,
eles s3o mais conhecidos por sua contribuicdo para odor de ‘madeira’, que
resulta de elevadas concentragdes de etilfendis (Dubois, 1983).

Fenois sdo produtos da via do acido chiquimico e podem ser extraidos de
madeira queimada ou liberados a partir de precursores glicosidicos das uvas. 2-
metoxi-4-(2-propenil) fenol (eugenol), a 2-metoxifenol (guaiacol), 4-ctilfenol, e
2-feniletanol sdo tipicamente compostos extraidos da madeira (Grbz et al.,
2006).

Outro composto identificado nas quatro bebidas fermentadas de lichia, e
que pertence a classe dos acetais, ¢ o 1,1-dietoxietano. Este composto é
formado através da reacdo entre aldeidos e alcoois, fazendo com que o odor
pungente dos aldeidos nas bebidas fermentadas seja reduzido (Nykanen &
Nykanen, 1983; Etiévant, 1991).

A formacdo de 1,1-dietoxietano resulta da reacdo de adicdo entre aldeido
e etanol, formando um hemiacetal, seguida pela condensacdo deste com outra
molécula de etanol. Como o acetaldeido e o etanol sdo o aldeido e o alcool
encontrados em maior quantidade nas bebidas alcoolicas ndo é surpreendente
encontrar 1,1-dietoxietano nestas bebidas (Nobrega, 2003).

O 1,1-dietoxietano tem valor de limiar de odor em agua de 40 ppb
(Gemert & Nettenbreijer, 1977) e caracteristicas de odor reportadas como
“refrescante”, “frutado” e “verde” (Williams, 1974). Assim, o 1,1-dietoxietano
deve contribuir para o aroma final das bebidas fermentadas, seja pela reducao do
odor “pungente” do aldeido majoritario (acetaldeido), seja pelo provimento das
caracteristicas de aroma citadas.

Embora se saiba que os componentes oriundos da fruta fresca sdo

contribuintes muito importantes para o sabor tipico de um vinho, a estirpe da
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levedura pode também contribuir para o sabor caracteristico de uma bebida
alcoolica fermentada.

Os compostos 2,4,5-trimetil-1,3-dioxolano podem atingir altas
concentragdes em vinhos oxidados. Em altas concentragdes, tém cheiro picante
parecido com alguns aldeidos, € podem contribuir para um odor pungente
apresentado por alguns vinhos oxidados (Schreirer et al., 1979). Conforme
indica a sua estrutura, estes compostos sdo formados pela reagcdo de condensacio
entre o acetaldeido e 2,3-butanediol; e os outros isdmeros também encontrados
em vinhos correspondem ao produto da condensagao entre o acetaldeido e outros

diois vinhos.

5.2 Andlises quimiométricas
A aplicacdo da analise dos componentes principais (PCA) com as areas

normalizadas identificadas por SPME-CGEM nas bebidas fermentadas de lichia
obtidas pela fermentagdo com as leveduras selecionadas UFLA CA116, UFLA
CA1183, UFLA CA1174 e pela fermentagdo espontdnea do mosto (ESP)
permitiu uma boa separacdo das quatro bebidas.

A Figura 1 mostra os escores (comportamento das amostras para os
componentes principais mais importantes) nos quais os dois primeiros
componentes principais sdo responsaveis por 80,93% da variabilidade total
presente no conjunto de dados.

A PC1, que explica 52.5% da variabilidade total, caracteriza a separacao
das bebidas em dois grupos: um deles formado pelas bebidas fermentadas com
as leveduras UFLA CA116 e UFLA CA1183 ¢ o outro, formado pelas bebidas
elaboradas pela levedura UFLA CA1174 e pela fermentagdo espontinea (ESP).
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FIGURA 1 Grafico de escores da analise dos componentes principais (PCA)

para as bebidas fermentadas de lichia.

Na Figura 2 estdo apresentados os pesos (contribui¢des das areas dos
picos do CG dos compostos volateis para os componentes principais) que
revelam a relag@o entre os compostos volateis identificados nas quatro bebidas e
as leveduras utilizadas para a fermentagdo do mosto de lichia. A relagdo entre
cada regido mostra que as bebidas fermentadas com as leveduras CA116 e
CA1183 se encontram no mesmo grupo (de pesos positivos) e apresentam, em
comum, altas areas relativas (%) de compostos volateis como acetato de

isoamila, butanoato de etila, acetato de citronelil e etanol.
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FIGURA 2 Grafico dos pesos dos compostos aromaticos de acordo com o tipo

de fermentacdo: espontidnea (ESP) ou inoculada com as cepas de
leveduras UFLA CA116, UFLA CA1183, UFLA CA1174: (1)
etanol; (2) ac. acético; (3) acetato de etila; (4) isobutanol; (5) 2,4,5-
trimetil-1,3-dioxolano; (6) 1,1-dietoxietano; (7) alcool isoamilico;
(8) 2,3-butanediol; (9) butanoato de etila; (10) acetato de isoamila;
(11) hexanoato de etila; (12) linalool; (13) rose oxide; (14) 2-
feniletanol; (15) ac. octandico; (16) octanoato de etila; (17)
citronelol; (18) 2-fenetilacetato; (19) acetato de citronelil; (20) 9-
decenoato de etila; (21) decanoato de etila; (22) pentadecanoato de
etila; (23) dietilsuccinato; (24) 1-octen-3-ol; (25) Nanoato de etila;
(26) ac. hidroxicinamico; (27) 1-hexanol; (28) lactato de etila e (29)
acetato de isobutila.
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A utilizagdo da levedura CA116 resultou em uma bebida alcoolica
com as maiores areas relativas (%) do seu perfil volatil correspondente
aos ésteres, hexanoato de etila, octanoato de etila, decanoato de etila,
nonanoato de etila, 4cido octandico e alcool isoamilico, enquanto na
UFLA CA1183 destacaram-se os componentes 1,l-dietoxietano, acido
hidroxicimamico, dec-9-enoato de etila, fenetil acetato e 2-feniletanol. O
outro grupo identificado pela PC1 (pesos negativos) engloba as bebidas
fermentadas espontaneamente e fermentada com a levedura UFLA CA1174
devido as elevadas areas relativas (%) que estas bebidas apresentaram em seus
perfis volateis relacionadas ao acido acético, acetato de etila, 2,4,5-trimetil-1,3-
dioxolano, lactato de etila e 1-hexanol. Ainda dentro deste grupo, pode-se
verificar outro conjunto de variaveis, identificado pelo linalol, citronelol, rose-
oxide, 2,3-butanediol e 1-oct-3-enol, os quais foram encontrados em maiores
porcentagens de area relativa na bebida obtida pela fermentagdo espontanea do
mosto de lichia.

O conjunto de compostos encontrados com as maiores areas relativas
nas bebidas em que se utilizaram a levedura UFLA CA1174 e a fermentacdo
espontdnea sdo compostos que, em altas concentra¢des, estdo relacionados a
fermentacdo malolatica e ao excesso de aeragdo, sendo considerados como
compostos deteriorantes da qualidade de bebidas fermentadas.

As tendéncias observadas através da PCA podem ser confirmadas
através do dendograma obtido pela andlise de agrupamento hierarquico (AHA).
Essa area da quimiometria desenvolve ferramentas computacionais que
permitem explorar os resultados obtidos por meio de andlises quimicas a fim de
verificar a existéncia de similaridades entre as amostras que, por sua vez,
correspondem as semelhangas na composi¢do quimica. A AHA busca agrupar as
amostras em classes com base na similaridade dos participantes de uma mesma

classe e nas diferengas entre os membros de classes diferentes. A representacdo
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grafica obtida ¢ chamada de dendrograma, um grafico bidimensional
independente do nimero de varidveis do conjunto de dados (Beebe et al., 1997,
Teoéfilo & Ferreira, 2006).

Uma avaliacdo dos agrupamentos existentes no dendrograma obtido
(Figura 3) mostra que todas as bebidas sdo adequadamente separadas. As
amostras das bebidas fermentadas pelas leveduras UFLA CA116 ¢ UFLA
CA1183 formaram um grupamento. As bebidas obtidas pela fermentacdo com a
levedura UFLA CA1174 e pela fermentagdo espontanea (ESP) se localizam no

dendograma separadas das duas outras bebidas e formando outro grupo.

UFLA CA1183

L;

UFLA CA116

UFLA CA1174 ¢ ‘

7 7.5 8
Distancia Euclidiana

FIGURA 3 Dendograma obtido por AHA (analise hierarquica de agrupamento)
para as bebidas fermentadas de lichia elaboradas pela fermentagéo
espontanea (ESP) e inoculada com as leveduras UFLA CA116,
UFLA CA1183 e UFLA CA1174.
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6 CONCLUSOES

A formacdo e a concentragdo dos compostos volateis dependem da
estirpe de levedura utilizada para a fermentacdo do mosto. Os resultados obtidos
pela técnica SPME e os dados quimiométricos mostram diferengas no perfil
volatil das bebidas fermentadas de lichia pela fermentacdo espontinea e
inoculada com diferentes cepas de leveduras.

A bebida elaborada pela fermentagdo com a levedura UFLA CA1183
produziu mais compostos aromaticos, apresentando aroma mais complexo
quando comparada as outras trés bebidas com realagdo a fermenta¢do do mosto

de lichia.
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TABELA 1A Resumo da analise de variancia para os acidos oxalico, tartarico e

citrico entre as bebidas fermentadas de lichia

Causas de Quadrados médios
variacao GL Ac. oxalico Ac. tartarico Ac. citrico
Levedura 3 0.000094* 0.257989 0.259404**
Erro 12 0.000020 0.001231 0.002853
Média geral 0.0047250 0.4194250 0.2305700
CV% 95.53 8.37 23.17

ns, * e ** indicam valores de Teste de F nao significativos, significativos a 5% e
1% de probabilidade, respectivamente.

TABELA 2A Resumo da andlise de varidncia para os acidos malico, latico e

succinico entre as bebidas fermentadas de lichia

Causas de Quadrados médios
variacio GL  Ac. malico Ac. latico Ac. succinico
Levedura 3 68.911918** 30.085949** 5.880929**
Erro 12 0.818242 0.079388 0.722872
Média geral 4.7866300 2.0066450 8.0662950
CV% 18.90 14.04 10.54

ns, * e ** indicam valores de Teste de F ndo significativos, significativos a 5% e
1% de probabilidade, respectivamente.
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TABELA 3A Resumo da analise de varidncia para os acidos acético e propionico

entre as bebidas fermentadas de lichia

Causas de Quadrados médios
variagao GL Ac. acético Ac. propidnico
Levedura 3 6.309594 %% 0.385439%*
Erro 12 0.112678 0.019745
Média geral 2.9459850 0.8097850
CV% 11.39 17.35

ns, * e ** indicam valores de Teste de F ndo significativos, significativos a 5% e
1% de probabilidade, respectivamente.

TABELA 4A Resumo da andlise de varidncia para os ésteres acetaldeido, acetato

de etila e fenil acetato entre as bebidas fermentadas de lichia

Causas de Quadrados médios
variagao GL Acetaldeido Acetato de etila Fenilacetato
Levedura 3 955.026098** 53159.0412* 598.117114**
Erro 12 14.482555 11347.959097 38.189109
Média geral 72.6383062 244.8980250 35.0848750
CV% 5.24 43.50 17.61

ns, * e ** indicam valores de Teste de F ndo significativos, significativos a 5% e
1% de probabilidade, respectivamente.
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TABELA 5A Resumo da analise de variancia para o alcool isoamilico, 1-hexanol

e glicerol entre as bebidas fermentadas de lichia

Causas de Quadrados médios
variagao GL Alcool isoamilico 1-hexanol Glicerol
Levedura 3 945.117583** 15.872668**  87.235246%**
Erro 12 16.316124 0.030280 2.488766
Média geral 60.9812063 2.6201562 14.8089494
CV% 6.62 6.64 10.65

ns, * e ** indicam valores de Teste de F ndo significativos, significativos a 5% e
1% de probabilidade, respectivamente.

TABELA 6A Resumo da analise de varidncia para os alcoois 2,3-butanediol; 1,2-

propanediol e 2-feniletanol entre as bebidas fermentadas de lichia

Causas de Quadrados médios
variagao GL  2,3-butanediol 1,2-propanediol 2-feniletanol
Levedura 3 39688.872102**  1425.191932ns  1941.815783*
Erro 12 476.508000 3773.542959 191.129920
Média geral 625.2038750 157.2940625 109.6668375
CV% 3.49 39.05 12.61

ns, * e ** indicam valores de Teste de F ndo significativos, significativos a 5% e
1% de probabilidade, respectivamente.
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TABELA 7A Resumo da andlise de variancia para o acido isobutirico e o éster

dietilsuccinato entre as bebidas fermentadas de lichia

Causas de Quadrados médios
variacao GL Acido isobutirico Dietilsuccinato
Levedura 3 826.682664** 8671.429987**
Erro 12 2.860637 80.301616
Média geral 10.4518500 33.5986250
CV% 16.18 26.67

ns, * e ** indicam valores de Teste de F ndo significativos, significativos a 5% e
1% de probabilidade, respectivamente.

TABELA 8A Resumo da andlise de varidncia para a aparéncia das bebidas

fermentadas de lichia

Causas de Quadrados médios
variagao GL  Aparéncia Aroma Sabor Impressao global
Levedura 3 9.6600*  25.2000%*  12.25833ns 11.373333*
Erro 196 1982245  2.259592 2.801122 2.133673
Média geral 6.95 6.26 5.395 5.78
31.02 25.27
CV% 20.26 24.01

ns, * e ** indicam valores de Teste de F ndo significativos, significativos a 5% e
1% de probabilidade, respectivamente.
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ANEXO B

FICHA DE AVALIAGCAO SENSORIAL

Nome: Sexo: ( )F ( M
Data:

Faixa etdria:

( )18-25 ( )26-30 ( )31-35 ( )36-40 ( )acimade 40 anos

Tem o habito de tomar vinho? Sim Nao

Freqiiéncia com que vocé consome vinho: () mais de 2 vezes por semana
()1 vez por semana ()2 vezes por més ( ) raramente

Avalie as amostras e indique, utilizando a escala abaixo, o quanto vocé gostou ou
desgostou da aparéncia, do aroma, do sabor e do aspecto geral das amostras de
vinho de lichia:

9 - gostei extremamente

8 - gostei muito

7 - gostei moderadamente

6 - gostei ligeiramente

5 - nem gostei/nem desgostei
4 - desgostei ligeiramente

3 - desgostei moderadamente
4 - desgostei ligeiramente

2 - desgostei muito

1 - desgostei extremamente

Nota Impressao

N° da amostra | Nota Aparéncia | Nota Aroma Nota Sabor
global

Comentarios/Sugestoes:
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