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RESUMO

DIAS, Disney Ribeiro. Aspectos gerais da fruticultura tropical,
enotecnologia e biotecnologia de fermentacdes. Layras: UFLA, 2001. 130p.
(Dissertagdo — Mestrado em Ciéncia dos Alimentos).

O estudo para a elaboragdo de bebida alcodlica fermentada obtida a
partir do mosto de frutas tropicais foi dividido em duas fases. Primeiramente foi
selecionada uma estirpe de Saccharomyces cerevisiae, testada quanto a
performance de crescimento em meio sintético, para ser utilizada como in6culo.
A segunda parte foi avaliar a aceitag@o de bebidas alcoélicas produzidas a partir
de polpas de cacau (Theobroma cacao) e caja (Spondias mombin). As polpas
utilizadas neste experimento provieram do CEPEC/CEPLAC, Itabuna — BA,
onde também foram caracterizadas. O experimento foi conduzido no
Departamento de Biologia e no Departamento de Ciéncia de Alimentos da
Universidade Federal de Lavras. Para isto, as trés leveduras, codificadas como
Scy, Sc, e Scs, foram submetidas a crescimento nas temperaturas 18 °C, 22 °C e
25 °C, em meio MF (Schwan e Rose, 1994). Utilizou-se o sistema fermentativo
em batelada simples, com reciclo do meio de cultivo a cada 24 horas, perfazendo
um tempo total de 56 horas para cada uma das temperaturas avaliadas. Foram
coletadas amostras a cada 4 horas no primeiro dia e a cada 6 horas nos dois dias
seguintes do experimento. Em cada amostra coletada foram feitas as seguintes
andlises: contagem do nimero de células vidveis; determinagdo do peso seco;
aguicares redutores pelo método de DNS (Miller, 1959); etanol e glicerol por
cromatografia liquida de alta eficiéncia. A andlise estatistica utilizada foi o
sistema rotacional de superficie de resposta, a partir do programa Statistica para
Windows. Esta anélise evidenciou ndo haver diferengas significativas quanto a
capacidade de formacgdo de etanol e glicerol entre as trés leveduras testadas.
Entretanto, a temperatura de 22 °C mostrou uma melhor taxa de fermentacgéo e
foi, entdo, definida como a melhor temperatura para condugfo dos experimentos
para elaboragdo da bebida alcodlica. A partir destes resultados, passou-se a
segunda etapa do experimento, a elaboragdo da bebida. Ambas as polpas, de
cacau e de cajé, foram chaptalizadas a 24° Brix e 22 °Brix, respectivamente, para
constituir 20 litros de mosto. O mosto foi desacidificado a pH 4,5 para ser
submetido ao tratamento enzimitico com solugéo de Ultrazym® AFP-L (Novo

* Comité Orientador: Rosane Freitas Schwan - UFLA (Orientadora), Eliana
Pinheiro de Carvalho — UFLA e Luis Carlos Oliveira Lima - UFLA



DK). Foi utilizado SO, na forma de metabissulfito de potassio, como agente
inibidor do crescimento bacteriano ¢ como antioxidante. Os mostos foram
adicionados de bentonite como agente colante, para facilitar o processo de
clarificagdo. Depois destes tratamentos, os mostos foram inoculados com a
levedura selecionada na concentragio de 107 cel/mL. A fermentagdo foi
conduzida a 22 °C durante dez dias, com acompanhamento didrio do grau Brix e
da atividade fermentativa pela liberagio de CO,. Ao final da fermentagdo, os
mostos foram armazenados a 10 °C. Depois de dez dias a esta temperatura, foi
feita a primeira trasfega. Uma outra, 30 dias apés a primeira, foi realizada antes
da filtragio em terra de diatoméaceas e placa de celulose. O produto final foi
submetido a analises normalmente feitas em vinhos. Etanol, glicerol e icidos
organicos foram analisados por CLAE. CG foi utilizada para analisar 4lcoois
superiores, metanol, ésteres e acetaldeido. Todos os metabdlitos detectados na
bebida estavam dentro dos padrées estabelecidos pelo Ministério da Agricultura
para bebidas fermentadas. Foram detectadas concentragdes elevadas de alcoois
superiores, 0s quais sio normalmente responsdveis pela formagdo de sabor e
aroma da bebida. A aceitagdo das bebidas foi realizada por 45 provadores ndo
treinados, utilizando-se escala heddnica de 9 pontos. Os dados, avaliados pela
andlise de Mann Whitney, mostraram que as bebidas foram bem aceitas,
podendo ser uma nova fonte de investimento para industrias ou pequenos
produtores.



' ABSTRACT

DIAS, Disney Ribeiro. General aspects of tropical fruits, winemaking and
fermentation biotechnology. Lavras: UFLA, 2001. 130p. (Dissertation —
Master Program in Food Science).”

The aim of this work was two-fold. First, to select one of three strains of
Saccharomyces cerevisiae which were tested for better growth performance in
synthetic medium for use as an inoculum. Secondly, to evaluate the acceptance
of beverages made from cocoa (Theobroma cacao) and yellow mombin
(Spondias mombin) fruit pulp. The fruit pulps used were extracted and
characterised from fresh fruit at CEPLAC, Itabuna, Bahia. The experiments
were carried out in the Department of Biology and Department of Food Science
at the Federal University of Lavras, MG, Brazil. Three strains of Saccharomyces
cerevisiae were used: a wild isolate from a sugar cane fermentation and two
commercial varieties. The first objective consisted of selection of the yeast after
growth at different temperatures (18° C, 22° C and 25° C) in MF medium
(Schwan and Rose, 1994). A batch system was used with one recycle every 24
hours for a total of 56 hours for each temperatures tested. Samples were
collected after 24 hours and every 6 hours subsequently. All samples were
analysed for viable count; dry weight, reducing sugars (DNS); ethanol and
glycerol by HPLC. No significant differences were found among the ethanol and
glycerol concentrations using the rotational system of surface response.
However at 22° C the overall fermentation rate was better and this temperature
was used for the following experiments to make the final alcoholic beverage.
Both fruit pulps (cacao and yellow mombin) had their sugar content fixed at 24°
and 22° Brix, respectively. The must was deacidified until it reached pH value of
4.5 and then enzymatically treated with Ultrazym AFP-L (Novo DK). Sulphur
dioxide, as potassium metabissulfite, was used as an inhibitor of bacterial
growth and as an antioxidant. Bentonite was also added to aid the must
clarification. After these adjustments the must was inoculated with 10 cell/ml of
selected yeast. The fermentation was carried out at 22° C for 10 days, with daily
monitoring of Brix and fermentation activity by the liberation of CO,. At the end
of the fermentation the fermented must was stored at 10° C for sedimentation of
the yeasts. Another separation of cells from the fermented must was done 30

* Guidance Committee: Rosane Freitas Schwan - UFLA (Major Professor),
Eliana Pinheiro de Carvalho — UFLA and Luis Carlos Oliveira Lima - UFLA
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days after the first one, using filtration with diatomaceous earth and a cellulose
plate. The final product was submitted to chemical analysis normally done for
white wines. Ethanol, glycerol, organic acids were measured by HPLC. GC was
used to measure higher alcohols, methanol, esters e acetaldehyde. All the
metabolites were within the standards established by the Ministry of Agriculture.
There was a high concentration of higher alcohols, which are usually responsible
for the flavour found in alcoholic beverages. The acceptance of the drink was
assessed by 45 panellists using the hedonic scale (1-9). The data were analysed
by the Mann-Whitney non-parametrical method that showed good scores for
both cacao and yellow mombin. Both beverages were well accepted and provide
potential new products for small or medium enterprises.
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CAPITULO 1

ASPECTOS GERAIS DA FRUTICULTURA TROPICAL,
ENOTECNOLOGIA E BIOTECNOLOGIA DE FERMENTACOES



1 INTRODUCAO GERAL

A elaboragio de bebidas alcodlicas ¢ um dos mais antigos processos que
acompanham a civilizagdo, tendo, ao que tudo indica, sido iniciado com as
produgdes de vinho e cerveja héa milhares de anos. Ambas as bebidas, vinho e
cerveja, bem como outras que surgiram com a propria evolugdo da sociedade,
tiveram melhorada sua tecnologia de produgéio & medida que se tornaram uma
fonte, extensiva, de geragdo de capital e trabalho. Além do aspecto financeiro, hd
toda uma cultura e tradi¢do por tras da produgdo de bebidas, sendo algumas
caracterizadoras de suas regides produtoras. Bem conhecidas séio as cervejas
holandesas e alemis; os vinhos europeus provenientes da Franga, Portugal e
Alemanha; os maltes escoceses, que geram os melhores uisques; além da tequila
mexicana, do saqué japonés e da bebida destilada mais produzida no mundo, a
aguardente ou cachaga brasileira.

Ha uma tendéncia de se buscarem, a cada dia, novas tecnologias que
tragam consigo, além de uma maior produtividade, uma melhora na qualidade
do produto final. Os processos de vinificagéo tém sido um bom exemplo desse
progresso. A fermentagdo alcodlica do mosto de uvas, algo que antes era
totalmente empirico, tornou-se uma das mais fortes dreas da pesquisa
agroindustrial. Dentro deste contexto, a viticultura e a enologia estudam varios
aspectos para a melhoria da produgio, que vdo desde a selecdo das melhores
cultivares e variedades de vinha e do melhor sistema e microrganismo para
fermentagdo até os cuidados para obtengdo da bebida final, sua estabilizagdo,
engarrafamento e vendaV/As leveduras utilizadas no processo de fermentagédo sdo
de extrema importancia para o produto final obtido. S#o elas que transformaréo
os aglicares em etanol e do seu metabolismo também sdo gerados os demais

compostos formadores de aroma que caracterizam, peculiarmente, a bebida.
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/A/lém da uva, outras frutas tém sido utilizadas para a produgdo de
bebidas alcoélicas fermentadas. Talvez as mais difundidas sejam a cidra, obtida
a partir da fermentagdo do mosto de magis, e o Perry, obtido da fermentagdo do
mosto de péras./I:uitas das bebidas alcoolicas tiveram sua origem a partir de
uma descendéncia cultural, que posteriormente assumiu os moldes capitalistas e
tornou-se indiistria. Algumas outras surgiram como alternativa para o
aproveitamento do excesso de produgdo fruticola de certas regides ou como uma
inovagdo tecnolgica para o uso das mesmas, como as bebidas alcodlicas
fermentadas obtidas de péssego, laranja e caju.

Sob os aspectos de superproducdo e aproveitamento das safras fruticolas
brasileiras, sio observadas algumas necessidades para que as cifras de perdas
sejam atenuadas. As estatisticas mostram que os volumes perdidos, em relagdo
as frutas tropicais, estdo entre 40% e 50%, sobremaneira nas cultivares como
manga, abacaxi ¢ mamdo. Em contrapartida, a fruticultura tem sido apontada
como uma das alternativas viaveis de produg#o agricola. Uma associagéo entre a
diversificada flora frutifera bradileira e as tecnologias de produgdo de bebidas
alcodlicas fermentadas poderia apresentar uma confluéncia para o
aproveitamento da produg@o ou gerar novas perspectivas, quando da utilizagdo
de frutas tropicais nativas como caja, Spondias mombin, e cacau, Theobroma
cacao. Tem sido observado que as frutas tropicais tém ganhado mercado além
de suas éreas limitrofes de produgio. Dentre estas frutas emergentes, incluem-se
as Spondias (caja, ciriguela, umbucaja e cajamanga)./jsobre o0 caja, ha relatos de
que dele pode ser produzida bebida alcodlica de boa qualidade e aceitagio. Uma
outra fruta, caracteristica do nordeste brasileiro, que poderia ter sua polpa
utilizada para a elaboragio de bebida, é o cacau, ﬁujo comércio de améndoas
para a produgfo de chocolate ja ndio é tdo economicamente vidvel como fora hd

cerca de 6 anos, fazendo com que os cacauicultores busquem novas fontes de



renda utilizando matérias-primas pouco aproveitadas até entéo, como a polpa de
cacau.

A elaboragdo de bebidas fermentadas tendo como base frutas t‘ropic_ais
vem a ser uma alternativa para evitar o desperdicio, além de poder gerar novos
empregos e tecnologias. A biotecnologia dos. -processos fermentativos,
principélmente os desenvolvidos para a produgdo de vinho, pode ser usada
analogamente para a elaboragdo de fermentados de frutas. Ha, porém, a
necessidade de testar o procedimento técnico apropriado para cada fruta, o que
requer estudos mais detalhados para determinagio de uma metodologia

apropriada, os quais foram objetivos deste presente trabalho.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Fruticultura Tropical

2.1.1 Evolu¢io do mercado fruticola brasileiro

A utilizagdo de frutas como fonte de renda é uma realidade ndo muito
recente em nosso pais. Todavia, alguns aspectos, pendentes quando do inicio da
fruticultura como mercado, continuam a preocupar este importante setor
comercial brasileiro. Murayama (1973) mencionou que o solo brasileiro ¢é
propicio ao cultivo de um vasto nimero de plantas frutiferas. Isto seria possivel
devido a variada constituigdo quimica do solo, somada as variagdes climaticas
aqui existentes. Dependendo da regido do pais, as espécies frutiferas seriam
adaptadas, gerando novas fontes de investimento e desenvolvimento. O autor
complementava que ndo bastaria investir somente na produgéo. Para o fruticultor
atender aos mercados internos e externos, seria necessario um equilibrio entre
qualidade e quantidade do fruto a ser comercializado, salientando maior atengéo
a qualidade do produto e, com isso, tornando o pais um grande produtor mundial
neste mercado. Um outro aspecto, global, que se relaciona a qualidade do
produto final, é o montante que pode ser perdido durante as fases de pré e pds-
colheita. Para exemplificar, na cultura da uva, segundo Salunkhe e Desai (1984),
aproximadamente 27% da produ¢éo mundial séo perdidos. Dentre as causas de
perda, as principais sdo as mecanicas, fisiologicas e microbiologicas. Em fungéo
da natureza fragil das bagas da uva, as causas mecanicas séo expressivas naquele
percentual.

Cerca de uma década apés os apontamentos de Murayama, o Brasil

alcangou a segunda posi¢do no mercado mundial de produtores de frutas, numa



época considerada por Gomes (1985) como sendo o inicio do desenvolvimento
fruticola do pais.

Em relagdo as perdas, ainda hd niimeros preocupantes. Como citam
Araiijo e Silva (1995), o volume de frutas nativas perdidas na fase pés-colheita
gera um desperdicio que repercute econdmica e socialmente em algumas regides
do pais. Segundo ele, entre 40% e 50% da produgdo da fruticultura tropical,
principalmente nas culturas de manga, abacaxi e mamdo, sio perdidas.

Lima (1998) reitera haver um grande desperdicio de matéria-prima no
setor fruticola, bem como em outras areas da agricultura nacional. O autor
propde que grande parte destas perdas ¢ reflexo do pouco conhecimento de
como o excesso da producdio poderia ser utilizado. Acredita, ainda, que a
industrializago seria uma das formas de diminuir o prejuizo. Para algumas
frutas, como laranja, toda a produgfio jé possui destino certo em algumas
atividades industriais (produgdo de sucos, principalmente). Existem alguns
problemas para frutas cujo consumo sem processamento néo absorve a produgéo
anual ou de uma safra, sendo necessério processé-las (polpas, sorvetes, bebidas,
doces). Mesmo que a qualidade de uma fruta integra néio seja mantida, um pré-
processamento garantiria um maior aproveitamento da produgdo.

Todavia, as perspectivas para o futuro da fruticultura brasileira sdo
positivas. No mercado nacional, ela passa a assumir um papel como geradora de
divisas dentro do setor agricola. Anualmente, cerca de 20 bilhdes de ddlares sdo
movidos pelo setor fruti-horticola. Ainda assim, grandes perdas permanecem. De
toda a produgdo, entre o que foi plantado e o que foi colhido, 30% séo perdidos.
O Brasil é o segundo maior produtor mundial de frutas, com cerca de 36 milhdes
de toneladas, aproximadamente 10% do volume mundial. Neste contexto, as
frutas frescas movimentam cerca de 23 bilhdes de délares. Deste total, apenas
10%, ou 2,3 bilhdes de dolares, sdo referentes as frutas tropicais. O mercado de

frutas tropicais cresce um bilhdo de délares ao ano, tendo, o Brasil, apenas 1%



de participagdo. Entretanto, existem estudos e agbes para o estimulo do
desenvolvimento de novas tecnologias para a fruticultura tropical, por parte da
Embrapa, visando ampliar o agronegdcio nacional (Panneta, 2000).

O governo Nacional demonstra intengdes de fortalecer a fruticultura
através do Plano Plurianual de Investimentos 2000/2003. A inten¢do € nivelar,
internacionalmente, os padrdes de qualidade e competitividade fruticola
nacionais, investindo na capacitagdo tecnologica de produgdo. Este Plano preveé,
como agdes prioritrias, o apoio a geragdo de novas tecnologias em fruticultura,
o melhoramento de cultivares e cuidados em colheita e pds-colheita. Também
incentivard a promogéo das frutas brasileiras nos mercados interno e externo € o
desenvolvimento de métodos, técnicas e processos tecnolégicos, em parceria
com institui¢des de ensino e pesquisa, que possam inovar a utilizagéo das frutas
no mercado (Ministério da Agricultura e do Abastecimento, 2001a).

Um outro exemplo de incentivo ao mercado fruticola estd ocorrendo na
regido Norte do estado de Minas Gerais. L4, existe um projeto de fruticultura
irrigada no qual variedades como manga, uva, anonas (atemdia, pinha e
graviola) e banana, entre outras, movimentam milhdes de dolares anuais. S6 no
municipio de Janauba, capital daquele pélo fruticultor, sio mais de 42 milhdes
de délares ao ano, aproximadamente 3,5 milhdes de dolares mensais, levando-se
em conta os comércios interno e externo, uma quantia significativa para uma
cidade com 60 mil habitantes. Além do aumento da renda e do nimero de

empregos, a qualidade de vida foi melhorada (Brazilian Fruit, 2001).

2.1.2 Importincia comercial de algumas frutas cultivadas no Brasil

De acordo com o Ministério da Agricultura e do Abastecimento (2001b),
durante a década de 90, entre 1991 e 1998, o Brasil manteve suas exportacoes de
frutas entre 0,5% e 1,0% das exportagdes mundiais deste setor. Algumas das

principais frutas brasileiras exportadas, em ordem de valor comercializado



naquele periodo, foram: meldo, laranja, banana, mamao, maca e abacaxi. O
Ministério da Agricultura e Abastecimento cita, ainda, que dentro do montante
do total de frutas exportado, a exportagdo de outras frutas, néo discriminadas,
ampliou de 8,4 milhGes de dolares, em 1991, para aproximadamente 57 milhdes
de délares em 1998 (Figura 1, na qual os valores percentuais referem-se a
participagdo brasileira nas exportagGes mundiais). Naquele ano, foram
exportados 28 milhdes de dolares em meldo. A projegéo para as exportagdes do

mercado mundial para o ano 2000 foi de 22 bilhdes de ddlares.
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FIGURA 1 Valores de exportagio total de frutas e outras frutas pelo Brasil.
Fonte: Ministério da Agricultura e do Abastecimento (2001b).

Segundo estatisticas da SBF (2001) sobre o comércio internacional de
frutas, as quantidades exportadas pelo Brasil nos anos de 1999 e 2000 foram,



respectivamente, 232 mil toneladas e 235 mil toneladas, lideradas por macas (57
mil toneladas e 64 mil toneladas em 1999 e 2000, respectivamente), bananas (57
mil toneladas e 53 mil toneladas em 1999 e 2000, respectivamente), laranjas (52
mil toneladas e 31 mil toneladas em 1999 e 2000, respectivamente) e meldes (21
mil toneladas em 1999 e em 2000).

2.1.3 Aspectos nutricionais e aproveitamento das frutas

As frutas sdo alimentos que fornecem uma gama de atrativos sensoriais
(cor, textura, sabor e aroma). Além destes atributos, a grande maioria apresenta,
em sua estrutura, 80% de agua, contendo também carboidratos, vitaminas,

proteinas, sais minerais e lipidios (Tabela 1).

TABELA 1 Composi¢do nutricional de algumas frutas para cada 100 g de

porgdo comestivel.
N Acido
Frua Nome Cientifico Glicidios Proteinas Lipidios gfi‘t'“A"') ascorbico Ca  Fe
® (2) (®) (még) (Vit.C)  (mg) (mg)
(mg)
Abiu Pauteria caimito Radke 22,0 0,40 0,20 46,0 13,2 130 040
Cacau Theobroma cacao L. 1,50 21,80 52,1 5,00 0,0 120,0 3,00
(améndoa)
Caja Spondias mombin, 13,80 0,80 2,10 nf 47 260 220
Spondias lutea L.
Ciriguela Spondias purpurea L. 2,00 0,90 0,10 nf nf 20 060
Cupuagu Theobroma grandiflorum 14,70 1,70 1,60 30,0 . 26,5 230 260
Schum
Graviola Annona muricata L. 14,90 1,10 0,40 2,00 26,0 242 0,50
Jabuticaba  Myrciaria cauliflora Berg. 11,20 0,54 0,00 0,00 128 9,00 1,26
Pitanga Eugenia pitanga Kk 6,40 1,02 190 210,0 14,0 900 020
Sapoti Manilkara zapota L.,van 20,69 1,36 1,00 80 6,7 250 0,30
Royen
Uvaia Eugenia uvalha L. 6,80 1,70 0,40 30,0 200,4 10,0 2,60

Fonte: a partir de Franco (1999). nf = dado nio fornecido.



Para maior aproveitamento destes nutrientes, é necessdrio que as frutas
sejam ingeridas no seu estidio final de maturacio, fase na qual o vegetal
produziu os maximos teores das sustincias supracitadas. Parte das vitaminas e
outros compostos das frutas sdo termoldbeis, sendo que, para o aproveitamento
dos mesmos, é necessario ingerir a fruta a fresco, sem tratamento térmico (Lima,
1998; Franco, 1999).

Os oligoelementos fornecidos pelas frutas sdo fundamentais para o
metabolismo celular humano. Além disso, muitas frutas fornecem, a partir de
seus tecidos (pericarpo, mesocarpo e endocarpo), comumente conhecidos por
casca e polpa, um alto teor de fibras alimentares (Franco, 1999).

Mais recentemente, como apontado por Pollonio (2000), estudos tém
abordado uma nova categoria alimentar, os alimentos nutracéuticos ou alimentos
funcionais (0s quais tém aumentada a concentragdo de uma ou mais substincias
fundamentais & manutengdo da homeostase), em que as frutas sdo amplamente
utilizadas, principalmente em relagdo as propriedades antioxidantes de alguns de
seus componentes (e.g. vitamina C, fenélicos, carotendides).

Grande parte da produgdio nacional de frutas ndo ¢ voltada ao cosumo
fresco, mas ao processamento. Dentro desta produgdio, uma maior parcela é
voltada para a elaboragdo de sucos, polpas, néctares e bebidas alco6licas, e outra
parcela é destinada ao fabrico de doces, compotas e sorvetes (Lima, 1998). Este
autor comenta que a industrializagio de frutas pode seguir dois caminhos
distintos: a indistria é projetada para receber e processar um unico tipo de
matéria-prima (e.g. suco de laranja, bebida alcodlica) ou para estar apta a
processar varias matérias-primas num mesmo estabelecimento, o que o autor cita

como "instalagdes polimodais".
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2.2 Bebidas alcoélicas obtidas por fermentacio

/ A histéria da produgio de bebidas alcodlicas iniciou-se centenas de anos
antes da era Cristd, provavelmente com a fermentagéio espontinea do suco de
uvas, as quais, como muitas frutas, tm uma microbiota presente em sua
superficie. Com o armazenamento, que normalmente promove uma elevagio de
temperatura, a fermentagdo alcodlica era iniciada/ A hidrélise do amido,
presente em cereais, para a producdo de cerveja ocorreu, segundo historiadores,
no Egito, 6000 anos a.C. (Rose, 1977; Aquarone, 1993). Aquarone (1993)
prossegue citando que qudo numerosas sdo as origens das bebidas, as sio,
também, suas variedades. Em relagdo as bebidas alcodlicas fermentadas obtidas
de frutas, Brasil (1997) as define como sendo a "bebida com graduagdo alcodlica
entre quatro e quatorze por cento em volume, a 20 °C, obtida da fermentagdo
alcodlica do mosto de fruta s, fresca e madura, o qual pode ser adicionado de
aglicares, 4gua e outras substincias previstas, em ato administrativo
complementar, para cada tipo de fruta."

Segundo Lee (1996), para a produgdo de bebidas sdo utilizados os mais
variados substratos, sejam cereais, frutos ou bulbos (Tabela 2). O autor cita
cifras da produgdo mundial de cerveja, exemplificando os EUA e o Brasil, que
em 1990 movimentaram, respectivamente, US$20 bilhdes e USS$5 bilhGes.
Naguele ano, a industria cervejeira mundial produziu mais de 1,1 milhGes de hL
(hectolitros) da bebida. Em 1992 foram produzidos 326 milhGes de hL de vinho,
valores mundiais. Demain (2000) ressalta que todas as bebidas alcodlicas sdo
produzidas por fermentagdo, sendo que afgumas podem sofrer destilagdo ap6s o

processo fermentativo.
2.2.1 Microbiologia das bebidas alco6licas obtidas por fermentagiio

Durante muito tempo, as produgdes de vinho e cerveja foram,

primorosamente, processos empiricos. Um passo cientifico importante para o
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entendimento da obtengdo de bebidas foi dado por Leeuwenhoek, que em 1680
observou, em seu microscopio, células, que seriam leveduras, presentes em
mosto de cerveja. Pasteur, nos anos de 1866 ¢ 1876, publicou, respectivamente,
os artigos Etudes sur le Vin ¢ Etudes sur la Biére. Os estudos de Pasteur
contribuiram imensamente para a elucidagdo do que ocorria na fermentagdo
alcodlica. Naquele segundo estudo, o cientista constatou que células de
leveduras, ou fermentos, promoviam a fermentagdo em auséncia de ar e que,

durante o processo, as leveduras convertiam agicar em etanol e didxido de

carbono (Rose, 1977).

TABELA 2 Variedades de bebidas alcodlicas.

Teor
Bebida Substrato Microbiota Geografia Destilada  alcodlico
(°GL)
Aguardente® Cana-de-  Saccharomyces cerevisiae Brasil Sim 38-54
aglicar e/ou microbiota natural
Cerveja' Cevada  Saccharomyces cerevisiae ~ Mundial Nao 3-6
Chicha® Milho Aspergillus sp, Peru nf nf
Penicillium sp, leveduras e
bactérias
Licor® Frutas Néo € uma bebida Mundial Nio 18-54
fermentada
Saqué’ Arroz Aspergillus oryzae e Japio Nio 14-26
leveduras
Sorghum® Sorgo e Bactérias do 4cido liticoe  Africa do Nio nf
milho leveduras Sul
Tequila® Agave Leveduras México e Sim 36-54
(cacto) Amgéricas
Uisque' Cevada, Saccharomyces cerevisiae  Mundial Sim 40-45
trigo.
Vinho' Uvas Saccharomyces cerevisiae  Mundial Nio 6-18
¢/ou microbiota natural
Vodca* Cereais Depende do cereal doqual ~ Europa,  Sim (tratada 40-45
foi originada mundial  com carvio

ativo)
Fonte: 1) Walker (1998); 2) Beuchat (1997); 3) Pinal et al. (1997); 4) Aquarone
(1993). nf=néo fornecido.
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2.2.2 Microbiota presente na fermentacio espontinea

Na vinificagio, normalmente hi uma sucessdo de espécies de leveduras
envolvida. Inicialmente, ha o crescimento de espécies sensiveis ao alcool, como
Kloekera apiculata, Hanseniospora guillemondii e Candida pulcherrima,
seguidas por algumas espécies de Saccharomyces, como §. rosei, S. veronae e S.
cerevisiae var. ellipsoideus. Posteriormente, quando a concentrag@o de 4lcool no
mosto aproxima-se de 10%, as leveduras predominantes sdo: Saccharomyces
cerevisiae var. ellipsoideus, S. oviformis, S. chevalieri [renomeada como S.
cerevisiae var. chevalieri, segundo Kurtzman e Fell (1998) e Barnet, Payne e

Yarrow (2000)] e S. italicus. Durante o processo fermentativo também podem

atuar algumas bactérias, como as do 4cido latico, cujo metabélito produzido
i

pode ser de interesse na bebida final (Kunkee e Goswell, 1977; Harrison, 1978).
Dittrich (1987) observou a ocorréncia microbiana numa fermentagdo espontéinea

de mosto de uvas brancas durante 28 dias, identificando os seguintes

microrganismos: Saccharomyces cerevisiae, Candida stellata, C. krusei,
Lactobacillus sp, Kloekera apiculata e Leuconostoc mesenteroides. Apoés o
segundo dia da fermentagdo houve prevaléncia de Saccharomyces cerevisiae.
Kunkee e Bisson (1993) e Fleet (1993 ¢ 1999) descrevem a seguinte sucess@o
durante a fermentagdo alcodlica de vinhos: Kloekera sp, Hanseniospora sp,
Candida sp, Metschnikowia sp, Pichia sp e Kluyveromyces sp, as quais atingem
uma populagéio em torno de 10 células por mL, permanecendo até o quarto dia
da fermentagfio. Estas leveduras vdo perdendo a viabilidade em funcdo de sua

Mlerﬁncia ao etanol produzido, mas sdo responsveis por uma parte dos

produtos finais que caracterizam um vinho. Os autores também mencionam que
a Saccharomyces cerevisiae também cresce durante este periodo inicial,

prevalecendo até o final da fermentagdo por sua maior tolerdncia ao etanol.

13



—_—72

2.2.3 Inéculo: natural, selecionado ou industrializado

A fermentagdo espontinea é uma prética comum nos paises menos
industrializados e tem sido utilizada desde os primeiros tempos da descoberta
dos processos fermentativos, sendo a base da produgio de bebidas em paises em
desenvolvimento. Mesmo em paises industrializados, algumas casas viniferas
néo abrem mio deste processo. Estes produtores acreditam que a fermentagéo
espontinea gera vinhos de qualidade superior, com mais corpo e aroma. Este
conhecimento empirico foi comprovado por alguns estudos cientificos. Alguns
outros estudos ndo observaram esta correlagéo (Reed e Nagodawhitana, 1991).
Um dos exemplos da utilizagdo deste inéculo natural, muitas vezes obtido a
partir de um pé de cuba’, é a produgio de vinhos e aguardente no Sul de Minas
Gerais (Silva, 1998; Mendonga, 1999).

O uso de culturas selecionadas para iniciar a fermenta¢do nas industrias
de vinho data da década de 50. Desde entdo, institutos de pesquisa em
vinicultura comegaram a isolar culturas puras de leveduras com Otimo
rendimento fermentativo, partindo de microrganismos selvagens, ¢ formar
colegBes proprias. As culturas iniciadoras da fermentagdo sio obtidas pela
inoculagdo do microrganismo selecionado no mosto de frutas em escala de
laboratério. Apés 3 estagios de 12 h, tendo-se transferido o inéculo para frascos
de maior volume, o volume celular é suficiente para iniciar a fermentagio
comercial. Ja na década de 60, as industrias passaram a produzir leveduras na
forma liofilizada ou, como sio normalmente comercialiéadas, wine active dry
yeasts, que se difundiram globalmente. Esta forma de levedura é de fécil
utilizagdo, normalmente bastando ressuspendé-las em um volume de mosto a
uma dada temperatura para que estejam ativas e em condigSes de iniciar a
fermentagdio (Reed e Nagodawithana, 1988; Fleet, 1993 e 1997). '

* P¢ de cuba é o termo referente, basicamente, & formulagio de uma cultura inicial a partir de leveduras
selvagens, ou nativas, presentes na fruta. Deixa-se o mosto fermentar por um periodo de 2 a 4 dias, findos os
quais havera intensa fermentacdo (Pato,1982).
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2.2.4 Fermentacio ,
Segundo Caldwell (1995), o termo fermentagéo denota vérios aspectos
bioquimicos. Por algum tempo foi considerada um processo metabolico
exclusivo de microrganismos. J foi definida como qualquer processo que ocorra
na auséncia de oxigénio. E um processo no qual a fosforilagio ocorre em
presenga do substrato. Na 4rea da biotecnologia, segundo o autor, o principal
aspecto se refere a quais produtos poderéo ser obtidos a partir da fermentagdo.

Sob o ponto de vista bioquimico, fermentagdo ¢ um processo gerador de
ATP no qual moléculas orginicas atuam tanto como doadores quanto como
receptores de elétrons, e que ocorre em anaerobiose. Significa a degradagdo de
fontes organicas de carbono que rende 2 moléculas de ATP para cada molécula
de substrato de partida, nio requerendo oxigénio e ndo necessitando de uma
cadeia de transporte de elétrons, tendo uma molécula orgénica como aceptor
final de elétrons. Isto se deve ao fato de grande parte da energia permanecer nas
ligagGes quimicas dos produtos finais, como o 4cido latico (fermentagdo latica),
dcido acético (fermentagdo acética), etanol (fermentagdo alcodlica) e dcido
propidnico, entre outros (Garret e Grisham, 1995; Tortora, Funke e Case, 1998).
Consiste na degradagdio anaerdbica da glicose, ou outra fonte orginica de
carbono, a vérios produtos, caracteristicos para cada ser vivo, para obter energia
na forma de ATP. A grande maioria dos organismos fermentadores tem em
comum o fato de metabolizar a fonte de carbono até o piruvato e, deste,
sintetizar outros compostos orgdnicos retentores de energia, como os ji
supracitados (Lehninger, Nelson e Cox, 2000).

Para a produgéio de bebidas alcodlicas, a fermentagdo é fato. A mais
importante delas, a fermentagdo alcodlica, ndo é um fenémeno isolado durante a
degradacdio do mosto. No caso da obtengdo do vinho, especificamente o tinto e
também podendo ocorrer no vinho branco, a fermentagdo malolatica

(bioconversdo do 4cido mélico em acido latico) trata a suavidade da bebida,
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melhorando-a. A fermentagdo maloldtica € a descarboxilagdo do dcido maélico
em 4cido latico através das bactérias liticas do vinho. E de particular
importéncia para vinhos de regides frias, melhorando a qualidade por reduzir a
acidez fixa e elevar o pH. Isto faz com que o sabor de vinhos 4cidos seja
modificado para melhor, pois o dcido litico (monocarboxilico) ¢ menos
agressivo ao paladar em relagfio ao 4cido mélico (dicarboxilico). Com a reducdo
da acidez, ha aumento da concentragio de diacetil, que em valores entre 2 ppm e
4 ppm qualifica o vinho (Ferreira,1982).

Além de etanol, glicerol e 4cido latico, outros compostos orgénicos sdo
sintetizados, em menores concentragdes, durante o processo fermentativo, € sdo
responséveis pelo aroma da bebida (e.g. acetato de etila, alcoois superiores,
acidos organicos). Outros, como mercaptanas e gas sulfidrico, originam odores
desagradéveis na bebida, diminuindo a qualidade da mesma (Kunkee ¢ Bisson,
1993).

2.2.5 Sistemas fermentativos

/ O objetivo da biotecnologia, na drea da microbiologia, € obter produtos
derivados do metabolismo microbiano que possam ser utilizados na forma de
nutriente, medicamento, solvente e outros. Este procedimento acontece em duas
fases distintas: uma sendo a fermentagio propriamente dita e outra a fase de
recuperagdo do produto/’ Para cultivar o microrganismo em condi¢des 6timas,
i.e., para quc:, haja o maior rendimento na produgdo dos metabdlitos de interesse,
foram desenvolvidos sistemas de fermentagfio. Os trés principais sistemas
industriais utilizados atualmente s@o a batelada simples (sistema descontinuo), a
batelada alimentada (sistema semicontinuo) e o sistema continuo (Borzani,
1975; Doin, 1975; Crueger e Crueger, 1993). Andrieta e Stupiello (1990a) citam

dois outros processos que vém sendo desenvolvidos para uso na produgio do
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alcool combustivel, o continuo em multiplo estigio e a batelada continua. Uma

abordagem breve desses processos ¢ feita a seguir.

2.2.5.1 Sistema descontinuo (batelada simples)

Este processo pode ser considerado como sendo um sistema fechado. No
momento da introdugio do inéculo (pé de cuba) no substrato, é tomado o tempo
zero de fermentagio, constituindo a primeira fase, ou seja, uma incubagdo sob
condigbes Gtimas de crescimento. Uma segunda fase do processo ¢ a agdo do
microrganismo sobre o substrato, ou seja, a fermentagio. Durante todo o
desenrolar da fermentagdo nada ¢ adicionado ao sistema, a excegdo do oxigénio,
necessdrio na fase inicial para formagio de biomassa microbiana, um
antiespumante, quando for requerido, e solugdes 4cidas ou basicas, para ajuste
do pH. No sistema de batelada simples é observada a curva tipica de crescimento
microbiano (Crueger e Crueger, 1993; Walker, 1998).

Mendonga (1999) cita este processo como sendo o mais utilizado por
produtores de aguardentes artesanais. Uma dorna de fermentagéo ¢ inoculada
com o pé de cuba e, num estigio seguinte (quando foi cessada a produgdo de
CO,), ¢é feito o corte de dorna, que consiste na transferéncia de metade do
contetido da dorna mie para uma segunda dorna, completando-se, a seguir, o

volume das duas dornas com caldo de cana a ser fermentado.

2.2.5.2 Sistema semicontinuo (batelada alimentada)

Neste sistema, sdo adicionados nutrientes ou substrato de maneira
escalonada, de acordo com o progresso da fermentagfio. A formagéio de muitos
metabolitos secundarios est4 associada a repressdo por altas concentragdes de
glicose e outros carboidratos ou por compost‘os nitrogenqddé. Estes elementos
s@io adicionados em pequenas cofitentragSes durante toda a fermentagdo. Como

nem sempre é possivel medir a concentragio do substrato, devem-se medir
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pardmetros indiretos correlacionados ao metabolismo do substrato, e.g. agucares
redutores totais durante a produgio de etanol e pH durante a produgdo de 4cidos
orginicos (Crueger e Crueger, 1993; Stanbury, Whitaker e Hall, 1995).

A batelada alimentada, ou sistema de Melle-Boinot, é a mais utilizada
nas destilarias produtoras de alcool combustivel. Foi responsavel por 70% do
etanol produzido na safra de 1989, sendo o mais importante no setor alcooleiro
(Andrieta e Stupiello, 1990a).

2.2.5.3 Sistema Continuo

Na fermentagio continua estabelece-se um sistema aberto, em que se
adiciona continuamente uma solu¢do nutritiva estéril ao fermentador
(biorreator), ao passo que uma quantidade equivalente da mistura de substrato
utilizado, nutrientes e microrganismos sai do aparelho (Ward, 1991). Esta
retirada permanente de parte do mosto contido no biorreator (quimiostatato ou
turbidostato) durante a fermentagéo requer um posterior tratamento do mesmo.
O efluente é submetido a um sistema de separagio da biomassa (centrifugagdo,
filtragio em membrana), que é reintroduzida no fermentador ap6s um tratamento
dcido para eliminacdo de microrganismos, principalmente bactérias (Silva,
1995). Em relagdo ao processo de Melle-Boinot, o continuo apresenta uma
maior produtividade e menores problemas operacionais. Na safra de cana-de-
agticar de 1989, cerca de 30% do etanol foram obtidos por este sistema (Andrieta
e Stupiello, 1990b).

Em enologia, os sistemas de vinificagdo em tinto e em branco sdo
exemplos da vinificagfio classica, sendo um exemplo de sistema descontinuo ou
batelada simples, quando niio ha chaptalizagdio nem adigdo de nutrientes, ou
batelada alimentada, quando da insergdo de nutrientes durante a produgio da
bebida. Outros processos, citados a seguir, existem para a elaboragéo de bebida

alcodlica fermentada e s3o utilizados principalmente na vinificaggo.
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2.2.5.4 Maceraciio carbonica

Catalufia (1988) comenta que a maceragdio carbonica ¢ um tipo de
vinificagdo através do qual sdo obtidos vinhos jovens e frutados, passiveis de
consumo num curto prazo apds a fermentagdo. Neste sistema, deve haver um
cuidado especial durante a vindima. As uvas, nido desengacadas, devem estar
intactas e protegidas da poeira e do calor. Quando jé na pipa de fermentagdo, o
espago entre a massa fermentativa e a tampa do recipiente deve ser saturado com
diéxido de carbono. Isto pode ocorrer pela utilizagdo de CO, engarrafado ou péla
introdugdio prévia de cerca de 10% do mosto que se deixou fermentar. Em
média, a maceragio termina no décimo segundo dia de contato. A tensdo de gas
carbdnico ¢ mantida estavel pela propria fermentagéo. O mesmo autor comenta a
suavizacgéo da bebida e a evidenciagdo dos compostos aromaticos secundarios,
provenientes da fermentagdo, como vantagens da maceragdo. O excesso de
adstringéncia, passado ao vinho pela presenca do engace, e a possivel
contaminagdo por bactérias laticas e acéticas apds o descube, sdo fatores

negativos neste processo.

2.2.5.5 Termovinificacdo

Esta técnica consiste no aquecimento sabito das uvas prensadas, seguido
de resfriamento, aumentando a extragdo da cor. Este aquecimento fard com que
haja a destruigdo das células da polpa, liberando os pigmentos da uva mais
rapidamente para o mosto. Os vinhos elaborados por este método sofrem
algumas alteragGes, ndo danosas, na sua qualidade, recebendo novos aromas.
Estas novas atribuigdes sdo facilmente distinguiveis dos vinhos elaborados pelas
técnicas convencionais, que sdo preferidas pela maioria das casas vinicolas
(Ough, 1996). Grassin e Fauquembergue (1996) complementam que o
aquecimento, que ocorre a 70 °C, libera, também, taninos e aromas e inativa

todas as enzimas enddgenas da baga da uva.
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2.3 Vinho e vinifica¢io

Desde os tempos de Pasteur, a produgfo de vinho vem se desenvolvendo
com fortes pesquisas nas areas de viticultura ¢ enologia. H4 muito se diz que a
enologia é uma ciéncia, enquanto a vinificagio ¢ uma arte. A viticultura esta
relacionada ao estudo da uva e seu cultivo, enquanto a enologia preocupa-se
com o processamento pds-colheita das uvas e a elaborag@o dos vinhos. E sabido
que a qualidade das uvas varia de ano para ano, de regido para regido e até
mesmo de um dia para outro de colheita, podendo-se observar um caso
particular para cada tipo de vinha (Villetaz ¢ Dubourdieu, 1991; Fleet, 1997).

Segundo a legislagio brasileira (Brasil, 1988), o vinho "¢ a bebida obtida
pela fermentagdo \élcc)élica do mosto de uva sa, fresca e madura” e pode ser
classificado, quanto a classe, em “leve, champanha ou espumante, licoroso,
composto e outros a serem definidos na regulamentagdo da lei"; quanto & cor,
em "tinto, rosado ou 'rosé' e branco". Também pode ser classificado, quanto ao
teor de aglicar, em "brut, extra-seco, seco ou 'sec' ou 'dry', meio seco, meio doce
ou 'demi-sec', snave e doce". Quanto & graduagfio alcoélica, o "vinho leve tem
graduagdo alcodlica entre 7° GL e 9,9° GL (onde ° GL significa grau Gay
Lussac), obtido exclusivamente da fermentagdo dos aglcares naturais de uva
Vitis vinifera, produzido durante a safra, nas regides produtoras, vedada sua
elaboragdio a partir do vinho de mesa"; o "vinho de mesa é o com graduagdo
alcodlica entre 10° GL e 13° GL"; o "vinho frisante ou gaseificado é o de mesa
com a gaseificagdo maxima de 2 (duas) atmosferas ¢ minima de meia atmosfera
e graduagdo alcodlica ndo superior a 13° GL"; o "vinho licoroso € o vinho doce
ou seco com graduagio alcodlica entre 14° GL e 18° GL, adicionado ou ndo de

alcool etilico potdvel, mosto concentrado, caramelo e sacarose”.
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2.3.1 Etapas da viniﬁcacﬁg/

Fleet (1999) cita que os processos basicos na preparagdo de vinhos
abrangem:

eEsmagamento da uva e extragdo do suco;

eFermentagdo alcodlica do suco por leveduras;

eFermenta¢do malolatica (opcional) do vinho por bactérias do &cido
latico;

eEstocagem e envelhecimento do vinho em adegas;

eEngarrafamento e venda. A produgio de vinhos encorpados ou fortes,
como os do Porto, e dos vinhos gaseificados, requerem operagdes especiais
adicionais.

Existem virias etapas na vinificagdo, sendo algumas comuns tanto para
os vinhos tintos quanto para os vinhos brancos. A compreenséo de alguns termos

correntes em enologia ¢ fundamental para o entendimento destes processos.

2.3.1.1 Desengace e esmagamento

Desengace é o termo referente & separagio das bagas de uva de seu
respectivo pediinculo, pois a presenca deste no mosto em fermentagdo
provocaria a produgdo de vinho de qualidade inferior devido a alta acidez,
adstringéncia e concentragdo de taninos. J4 o esmagamento consiste em uma
agdio mecdnica sobre as bagas de uva para que, delas, extraia-se 0 mosto (Pato,
1982; Catalufia, 1988). Pato (1982) cita que a inversdo deste processo,
promovendo-se inicialmente o esmagamento e, posteriormente, o desengace, ¢
um fator antagénico pal;a elaboragdo de vinhos de qualidade devido a excessiva
matéria tanica liberada no mosto, facilitando processos oxidativos. Entretanto, ¢
uma alteragio de passivel ocorréncia pelo fato de muitos consumidores
. preferirem vinhos encorpados, adstringentes e intensamente corados. Silva

(1998) aponta que esta inversio normalmente ocorre nas casas vinicolas do Sul
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de Minas Gerais, providas, em sua grande maioria, de méquinas esmagadeiras e

desengagadeiras.

2.3.1.2 Mosto

O mosto resulta do esfacelamento da polpa, tendo, inicialmente,
constitui¢io semelhante & mesma. Todavia, algumas substéncias presentes no
mosto sdo escassas ou inexistentes no vinho, devido a processos como
transformacdo, evaporagdo, coagulagio e precipitagio (Pato, 1982). 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 néo
de suas partes sélidas". Ainda define o mosto concentrado, "produto obtido pela
desidratagiio parcial do mosto ndo fermentado"; o mosto sulfitado, "mosto
simples estabilizado pela adigdo de anidrido sulfuroso ou metabissulfito de

potassio”; o mosto cozido e o mosto em fermentagdo.

2.3.1.3 Chaptalizacgo

Ribéreau-Gayon e Peynaud (1964) descrevem a chaptalizagdo como
sendo a adigio de sacarose ao mosto a ser fermentado. Este método foi
desenvolvido pelo francés Chaptal, em 1801. A sacarose ¢ empregada na forma
cristalina, nio se fazendo distingdo quanto ao uso da obtida de cana ou da obtida
de beterraba. Estes autores citam que para elevar o teor alco6lico em um grau
GL sdo necessarios, teoricamente, 17 gramas de sacarose por litro, ou 1,7 Kg de
sacarose por hL de mosto. Catalufia (1988) complementa que quando o objetivo
é obter um vinho com a graduagdo alcodlica desejada, a partir de um mosto com
concentragdo de aglicares fermentesciveis insuficientes para tal operagéo, pode-
se proceder a chaptalizagdio. Neste processo, hd a adi¢do de agicar (sacarose ou
mosto concentrado) para que no, final da fermentagdo, obtenha-se o grau

alcodlico previamente definido. Esta adigio ¢ calculada em fun¢do do
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rendimento fermentativo. Em média, 1° Brix eleva em 0,60° GL o teor alcodlico
da bebida. Portanto, a elevagdo de 1° GL requer o aumento dos agucares do
mosto em 1,8° Brix. Dai, para atingir estes valores, sdo necessérios cerca de 25,2
g de agucar por litro de mosto. Hashizume (1993) também menciona estes
valores, comentando que sio validos quando a vinificagdo ocorre a baixas
temperaturas. Este autor cita que, na prética, 1,8 Kg de sacarose por hL. de mosto
elevam o seu grau alcodlico de 1° GL. A sacarose deve ser dissolvida no mosto
sob aquecimento ou na fase fermentativa da vinificagdo. No caso da vinificagdo
em tinto, a chaptalizagdo deve ocorrer apés a descube (separagdo da matéria
sélida).

Rizzon, Zanus e Manfredini (1994) citam que a chaptalizagiio poderia ser
evitada se algumas medidas preventivas fossem tomadas ainda no vinhedo. Aqui
enquadrariam-se a colheita no ponto correto de maturagéo da uva, a diminuigdo
do uso de adubagio nitrogenada e de cama-de-avidrio. Os mesmos autores sdo a
favor, na necessidade da chaptalizacéo, do emprego do agucar de cana, seja na
forma de cristais ou refinado, para a obtengdo do grau alcodlico desejado
(Tabela 3). O emprego de outros derivados da cana-de-agiicar, como agucar

mascavo e melago, deve ser evitado por prejudicarem a qualidade do vinho.

2.3.1.4 Sulfitacsio

Consiste na adi¢do de dioxido de enxofre (SO,), seja na forma de sal
(metabissulfito de potassio) ou gas (SO, gasoso). Pato (1982) sugere o emprego,
preferencialmente, do diéxido de enxofre na forma gasosa, pois os sais contém,
em média, 50% de SO, e podem elevar os niveis de potassio na bebida final. No
Brasil, ndo ha obrigatoriedade quanto ao estado fisico do SO, a ser utilizado,
sendo que os niveis aceitdveis de dioxido de enxofre total para os vinhos de
mesa ndo devem superar os 0,35 g'L”', ndo sendo preconizado, por lei, um limite

minimo (Ministério da Agricultura, 1988).
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TABELA 3 Relagdo entre a quantidade de agiicar a ser adicionada ao mosto para
corregio do grau alcoélico da bebida.

Kg de agiicar a adicionar em 100

°Babo Alcool provivel litros de mosto para atingir o grau
a20°C (°Babo x 0,6) alcodlico de:
10,5 °GL 11,0 °GL

13 7,80 5.4 6,4
14 8,40 4,2 5,2
15 9,00 3,0 4,0
16 9,60 1,8 2,8
17 10,2 0,6 1,6
18 10,8 - 04
19 11,4 - -

20 12,0 - -

Fonte: Rizzon, Zanus e Manfredini, 1994.

Segundo Rizzon, Zanus e Manfredini (1994), a sulfitagdo ¢ amplamente
utilizada nos estabelecimentos vinicolas. As principais agdes do diéxido de
enxofre sdo:

eAcdo seletiva, inibindo o crescimento de bactérias contaminantes e
também algumas leveduras selvagens que seriam indesejveis a fermentagéo,

eAcdo antioxidante e anti-oxidasica, inibindo, respectivamente,
alteragdes de frescor, aroma e coloragfio e a chamada casse oxidésica (turvagéo
do mosto e do vinho por enzimas associadas a podriddo do cacho),

eRegula a temperatura, impedindo sua elevagéio excessiva e conferindo
melhor qualidade ao vinho, e

eAgio clarificante, no caso da vinificagdo em branco, gerando um mosto
mais limpido apés a prensagem. Hashizume (1993) acrescenta que existe uma
acdo seletiva do diéxido de enxofre, favorecendo as leveduras elipticas,

desfavorecendo o crescimento das apiculadas e do género Torulopsis e inibindo
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o crescimento bacteriano. Cita, ainda, que como dissolvente, o SO, favorece a
dissolugdo da cor e dos polifendis presentes no mosto. Henick-Kling e Park
(1994) citam que quantidades de diéxido de enxofre adicionadas ao mosto,
quando neste se pretende inocular tanto as leveduras, para promogdo da
fermentagdo alcodlica, quanto bactérias do acido latico, para promogdo da
fermentagdo malolética, podem ser elevadas pelo metabolismo das leveduras e
inibir a a¢fio bacteriana. Gerbaux e Meurgues (1995) observaram que teores de
dioxido de enxofre até 80 mg-L™, adicionados inicialmente no mosto, tém um
efeito negativo sobre o inicio da fermentagdo alcodlica, ndo interferindo,
entretanto, no seu curso. Porém, a fermentagdo malolitica é bem mais sensivel
as concentragdes de anidrido sulfurose. Estes teores de SO, total também
possuem uma correlagdo positiva com a formagdo de acetaldeido. Para Ough
(1996), o metabissulfito de sodio deve ser evitado ¢ devem ser tomadas medidas
de seguranga quando do uso de SO, gasoso, devido a toxicidade deste. O autor
comenta que é melhor usar uma solugéio aquosa a 5%, obtida da dissolugéio do
gas. Palacios, Vasserot ¢ Maujean (1997) citam que o vinho, assim como outras
bebidas fermentadas, pode, freqilentemente, conter compostos voléteis
sulfurosos, os quais sdo, devido aos seus niveis de percepgio e caracteristicas

eméticas, responsaveis por defeitos organolépticos da bebida.

2.3.1.5 Clarificacgéio

Du Plessis (1977) citou que, para os vinicultores, existe uma correlagéo
entre a clarificacdo do mosto e a obtengdo de vinhos de qualidade, mas ndo
havia uma evidéncia clara desta rela¢éo. Pato (1982) cita que uma das fungdes
da clarificagdio, quando da ocorréncia da colagem, é amaciar o vinho pela
precipitagio de compostos que o tornam adstringente ao paladar. Estes
compostos em suspensio podem sedimentar-se naturalmente ou pelo

abaixamento da temperatura. Cataluiia (1988) complementa que uma eficiente
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clarificagéio, ou limpidez do vinho, pode ser obtida submetendo-se 0 mesmo a
colagem e posterior filtragéo.

Enologicamente, a clarificagdo expressa a eliminagdo da turbidez dos
vinhos em fungdio da agregago de substincias que aderem, superficialmente, as
 particulas dispersas na bebida, precipitando-as. Uma outra via de agéo destes
agentes clarificantes seria a formagéo de coléide com um determinado
constituinte do vinho que, por sua vez, flocularia e arrastaria a substéincia
causadora da turbidez. Aqui, leva-se em consideragdo a interagdio eletrostitica
entre as substincias (Vogt et al., 1986). Grassin e Fauquembergue (1996)
descrevem a utilizagdo de complexos enziméticos durante o curso da
fermentagdo para diminuir a concentragdo destas substdncias coloidais. As
enzimas, carboidrases, atuariam hidrolisando as gomas, constituintes dos

coldides.

2.3.1.6 Colagem

Segundo Pato (1982), € um processo que consiste na adigdo de
substincias, 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 e constituigGes e podem ser classificadas, pelo mesmo autor, em trés
grupos: I) Substéncias albuminéides (clara de ovo, albumina sanguinea, sangue
fresco, caseina e leite); IT) Substéncias gelatinosas (4gar, osteocolas e ictiocolas)
e III) Substincias minerais (bentonite, terra espanhola e gesso). Vogt et al.
(1986) citam que, segundo a lei do vinho de 1971 (Alemanha), as substincias
permitidas para uso na clarificagdo de vinhos e bebidas similares sdo, entre
outros: ictiocola, gelatina, albumina de ovo de galinha, tanino, terra de
diatoméaceas, bentonite e enzimas pectinoliticas. Ough (1996) complementa esta
lista citando colas como silica, sparkaloid® (utilizado em vinhos de dificeis

clarificagio e filtragdo) e polivinilpirrolidona (PVP).
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2.3.1.7 Trasfega

Esta fase consiste na separacéo das partes solidas presentes no vinho por
sifonagdo, apOs a sedimentagdo de particulas suspensas na bebida fermentada.
Esta matéria sdlida recebe o nome de borra e € constituida de células de
leveduras e bactérias, sais insoliiveis e outras matérias insoliveis presentes no
mosto. E recomendado fazer trés trasfegas na bebida: a primeira trasfega 10 dias
decorrentes do final da fermentagéo lenta; a segunda 30 dias apds a primeira € a
terceira apds os frios de inverno ou tratamento térmico (Rosier, 1993; Rizzon,
Zanus e Manfredini, 1994).

Além de auxiliar a filtrag3o e clarificagdo da bebida, a trasfega impede
que haja a formagio de compostos depreciadores da bebida, como H,S (odor de
ovo podre) e marcaptanas (C,HsSH, odor de alho) (Pato, 1982; Vogt et al., 1986;
Hashizume, 1993; Ough, 1996).

2.3.1.8 Filtragiio

A filtragdo ¢ uma etapa fundamental na vinificagdo. E grandemente
viabilizada pelos processos de clarificagdo e colagem, tendo como fungdo tornar
o produto final aprazivel a visdo. Segundo Peleg et al. (1979) e Peynaud (1984),
a filtragio € um processo mecéinico no qual o material particulado fica retido em
um meio filtrante e a bebida, limpida, é recuperada sem que haja perda da
qualidade organoléptica. Hashizume (1993) cita varios tipos de filtros, como os
de terra de diatomaceas e os de placa de celulose. O primeiro € requerido quando
de uma turbidez elevada, com grandes particulas em suspensdo; ja o segundo ¢é
utilizado na bebida quase limpa. Os filtros de celulose podem promover uma
filtrag@o esterilizante, retendo bactérias e leveduras. Rosier (1993) cita que nas
grandes vinicolas, normalmente sdo feitas duas filtragGes, seqiienciais, que
favorecem a limpidez. O mesmo autor discorre sobre a necessidade da filtragdo

antes do inverno nas pequenas propriedades. Segundo ele, as precipitagdes sdo
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favorecidas pelo abaixamento da temperatura e o vinho teria sua estabilidade

assegurada quando filtrado depois dos primeiros frios de inverno.

2.3.1.9 Atesto

O atesto tem por finalidade evitar o possivel crescimento de
microrganismos aerébios, contaminantes do vinho . Consiste no preenchimento
do recipiente, que contém o vinho ji em fase de estocagem, com vinho de
mesma qualidade. Como normalmente os vinhos séo estocados em recipientes
de madeira, a evaporagio da bebida poderia ocasionar a presenga de ar entre o
vinho e a tampa do tonel (Hashizume, 1993). Rizzon, Zanus e Manfredini (1994)
descrevem este processo como sendo uma prética simples, mas que pode evitar a
perda de uma safra inteira nas pequenas cantinas. O atesto impede a formagdo da
chamada doenga da flor, que pode levar ao avinagramento da bebida. Esta
operagio deve ser feita pelo menos uma vez por semana, até o engarrafamento

do produto.
2.3.2 Vinificaciio em tinto e em branco

2.3.2.1 Vinificacio em branco

Segundo Catalufia (1988), a vinificagdo em branco pode ser obtida tanto
de uvas brancas quanto de uvas tintas, sendo um processo requerente de
anaerobiose, em que deve haver a separagdo e a depuragéo do mosto. Villetaz e
Dubourdieu (1991) explicam que certos tipos de uvas, como as Muscat e
Sylvaner, contém altas concentragSes de pectina em suas cascas, trazendo
problemas na fase de prensagem, aumentando o tempo da mesma e trazendo um
rendimento, em volume de suco, insatisfatério. Para reduzir o tempo de
prensagem e obter um rendimento satisfatério de suco, as substincias pécticas da

uva podem ser hidrolisadas por tratamento enzimatico.
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Rizzon, Zanus e Manfredini (1994) dizem que a qualidade do mosto é
melhor, o que refletird em um vinho de melhor valor sensorial, nas porgdes
iniciais da prensagem, pois existe um menor contato deste com as matérias
tanicas e corantes presentes nas cascas da uva. Citam, ainda, que um dos pontos
fundamentais da vinificagio em branco ¢ a clarificagio do mosto antes de
iniciar-se¢ a fermentagdo, pois mostos limpidos originam vinhos de melhor
qualidade que aqueles originados de mostos turvos.

Neste processo, as uvas, apds o desengace e esmagamento, sdo prensadas
para a retirada do suco, que € drenado sem as cascas. Se necessario, pode ser
feita uma clarificagdo do suco por congelamento, filtragdo, centrifugagéo, agio
enzimatica (enzimas pectinoliticas, normalmente) ou uma combinagdo destes
fatores (Fleet, 1997).

2.3.2.2 Vinifica¢fio em tinto

Wagener (1976) cita que a elaboragio de vinho tinto € tdo antiga quanto
a prépria enologia e que a cor e o buqué, caracteristicos desta bebida, sdo
liberados pelas cascas e sementes da uva durante a fermentagdo, gerando vinhos
de qualidade superior.

Neste processo, as uvas sio mecanicamente desengagadas e esmagadas.
O suco obtido, juntamente com as partes sélidas do fruto (cascas e sementes), é
transferido para um tanque no qual haverd a maceragdo e uma fermentagdo
inicial (natural ou ap6s inoculagdo do mosto). Nesta fase hd a extragéio da cor,
caracterizada pelos pigmentos antocidnicos e outros compostos fendlicos, e das
caracteristicas adstringentes, devidas aos taninos, do vinho tinto (Cataluiia,
1988; Fleet, 1997). A fase de maceragdo, segundo Rizzon, Zanus ¢ Manfredini
(1994), ¢ um ponto chave na elaboragio de vinhos tintos. Durante este periodo,
as cascas das uvas, menos densas que o mosto, ficam emersas no tanque de

fermentagio € necessitam ser remontadas, ou seja, submergidas no mosto para
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que ndo haja o avinagramento do vinho por agéo das bactérias acéticas. A
remontagem deve ocorrer pelo menos trés vezes ao dia durante todo o periodo
de maceragio. Estes mesmos autores citam que a descuba, separagéo das fases
sélida e liquida apds a maceragio, deve ser bem conduzida, preferencialmente
ndio seguida da prensagem. Caso esta seja necessaria, néio deve ser demasiado
intensa, pois poderiam ser extraidas substincias indesejéveis. Na vinificagdo em
tinto esta fase de fermentagdo secunddria, apés a separagio do mosto da matéria
sélida, & chamada lenta ou malol4tica e ocorre devido & presenca de bactérias
laticas, que convertem o 4cido mélico em 4cido litico, com liberagdo de CO..
Guilloux-Benatier, Le Fur e Feuillat (1998) citam que o contato entre as cascas
das uvas e o suco, ap6s o esmagamento, mas antes da prensagem, numa fase pré
fermentativa, promove a extragio de compostos voldteis aromaticos e seus
precursores, além de proporcionar melhores condigSes de crescimento para

bactérias do 4cido latico.

2.3.3 Qualidade do vinho

Ratti (1984) descreve quatro fatores como sendo primordiais na
elaboragiio de vinhos de qualidade: o solo ou ferroir, a variedade da uva ou
cultivar, o clima e o Homem. Os trés primeiros fatores fornecem a matéria-
prima, cabendo a0 Homem manipuld-la com exceléncia. A elaboragdo de
bebidas de qualidade requer cuidados que véo desde o cultivo ideal da matéria-
prima (fatores climaticos e de solo), manuseio e higiene no processamento pos-
colheita e no processamento dentro da indistria. Rizzon, Zanus e Manfredini
(1994) citam que a elaboragéio de um vinho de qualidade requer, entre outros
fatores, uma rigorosa assepsia nos estabelecimentos e equipamentos vinarios, a
corregio adequada do grau alcoélico, o uso de SO, colagem, trasfegas e atesto.
Guerra (1999) acrescenta que o tipo de vinificagdo (classica, maceragdo

carbdnica, continua ou termovinificagio) e as condigdes de estabilizagdo
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também sdo fatores interferentes na qualidade do vinho. Guerra (1999) ressalta,
ainda, que a fase que se inicia apés a fermentagdo alcodlica, passando pela
fermentagdo malolética, e vai até a estabilizagdo, é critica para se obter uma
bebida de boa qualidade.

Alguns defeitos e alteragdes podem estar presentes nos vinhos. Autores
como Amerine e Cruess (1960), Pato (1982), Vogt et al. (1986) ¢ Hashizume
(1993) mencionam as alteragdes microbioldgicas (principalmente pelas bactérias
acéticas) e as quimicas (casses) como sendo os principais. O principal
microorganismo infectante das uvas, e que pode vir a interferir na qualidade do
vinho, é o Botrytis cinerea, um fungo filamentoso responsdvel pela chamada
podriddo cinza. Este fungo produz uma série de enzimas que atuam sobre a baga
da uva (Villettaz e Dubordieu, 1991).

Em relagio a qualidade do vinho em nosso pais, o Ministério da
Agricultura (1988) preconiza limites analiticos maximos e minimos de algumas
substdncias, ou relacéo entre elas, que podem estar presentes, neste caso, nos
vinhos de mesa (Tabela 4).
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TABELA 4: Limites analiticos estabelecidos para vinhos de mesa.

Limite

Indice Méximo Minimo
Alcool etilico (°GL) 13,0 10,0
Alcool metilico (g/L). 025 -
Acidez total (meg/L) 130,0 55,0
Acidez volétil (meq/L) 20,0 -
Sulfatos totais, em K.SO (g/L) 1,0 -
Cloretos totais, em NaCl (g/L) 0,20 -
Anidrido sulfuroso (SO;) total (g/L) 0,35 -
Cinzas (g/L)
Vinhos comuns:
Tinto. - 1,5
Rosado e branco. - 1,3
Vinhos finos e especiais:
Tinto - 1,5
Rosado e branco. - 1,0
Relagfio dlcool em peso/extrato seco reduzido
Vinhos comuns:
Tinto 48 52
Rosado 6,0 6,5
Branco 6,5 6,7
Vinhos finos e especiais:
Tinto. 52 -
Rosado. 6,5 -
Branco. 6,7 -
Actcares totais (g/L):
Vinho seco 50 -
Vinho meio seco. 20,0 5,1
Vinho suave ou doce - 20,1

Fonte:Ministério da Agricultura. Portaria n® 229, de 25 de outubro de 1988.
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CAPITULO 2

SELECAO DE LEVEDURAS PARA FERMENTACAO ALCOOLICA DO
MOSTO DE FRUTAS TROPICAIS
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1 RESUMO

DIAS, Disney Ribeiro. Sele¢iio de leveduras para fermentacfo alcoélica do
mosto de frutas tropicais. Lavras: UFLA, 2001. 130p. (Dissertagio —
Mestrado em Ciéncia dos Alimentos)’.

A selegdo de leveduras para fermentagdo alcodlica em meio sintético foi
o objetivo deste trabalho. Neste aspecto, foram utilizadas trés estirpes de
levedura Saccharomyces cerevisiae no experimento, sendo duas comerciais e
uma selvagem, isolada de cana-de-agiicar, codificadas respectivamente como
Sc;, Sc; e Sca. As trés leveduras foram submetidas a crescimento nas
temperaturas 18 °C, 22 °C e 25 °C, em meio MF (Schwan ¢ Rose, 1994).
Utilizou-se o sistema fermentativo em batelada simples, com reciclo do meio de
cultivo a cada 24 horas, perfazendo um tempo total de 56 horas para cada uma
das temperaturas avaliadas. Foram coletadas amostras a cada 4 horas no
primeiro dia e a cada 6 horas nos dois dias seguintes do experimento. Em cada
amostra coletada foram feitas as seguintes analises: contagem do ntimero de
células vidveis; determinagéio do peso seco; agicares redutores pelo método de
DNS; etanol e glicerol, por cromatografia liquida de alta eficiéncia. A analise
estatistica utilizada foi o sistema rotacional de superficie de resposta, a partir do
programa Statistica para Windows. De acordo com os resultados obtidos a partir
da anélise estatistica, ndo foram evidenciadas diferencas significativas, entre as
leveduras, quanto a produgdo de etanol e glicerol em fungio da biomassa
correspondente. Foi observado, entretanto, que na temperatura de 22 °C as
leveduras apresentaram os valores mais altos da relagdo etanol/biomassa e
glicerol/biomassa. A partir disso, 22 °C foi definida como a melhor temperatura
para conducdo da fermentagéo.

* Comité Orientador: Rosane Freitas Schwan - UFLA (Orientadora), Eliana
Pinheiro de Carvalho — UFLA e Luiz Carlos Oliveira Lima - UFLA
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2 ABSTRACT

DIAS, Disney Ribeiro. Screening of yeast strains for alcoholic fermentation
of tropical fruits must. Lavras: UFLA, 2001. 130p. (Dissertation — Master
Program in Food Science) ".

The aim of this work was the selection of Saccharomyces cerevisiae
strain for alcoholic fermentation in synthetic medium submitted at different
temperatures. Three strains of Saccharomyces cerevisiae were used: a wild
isolate from a sugar cane fermentation and two commercial varieties. They were
codified respectively as Sci, Sc, and Scs. The first objective consisted of
selection of the yeast after growth at different temperatures (18° C, 22° C and
25° C) in MF medium (Schwan and Rose, 1994). A batch system was used with
one recycle every 24 hours for a total of 56 hours for each temperatures tested.
Samples were collected after 4 hours during the first day and every 6 hours
subsequently. All samples were analysed for viable count; dry weight, reducing
sugars (DNS); ethanol and glycerol by HPLC. No significant differences were
found among the yeasts tested in relation to ethanol and glycerol concentrations
using the rotational system of surface response. However at 22° C the overall
fermentation rate was better and this temperature was used for the following
experiments to make the final alcoholic beverage.

* Guidance Committee: Rosane Freitas Schwan - UFLA (Major Professor),
Eliana Pinheiro de Carvalho—UFLA and Luiz Carlos Oliveira Lima - UFLA
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3 INTRODUCAO

Quando da ocorréncia da fermentagdo espontanea no mosto de uvas para
obtengdo do vinho, varios sdo os microrganismos componentes da microbiota
fermentativa e cada um, a seu tempo, desempenha uma fungéio impar na bebida
acabada, seja uma melhora (e.g. formagdo de etanol, glicerol e componentes
secundérios do aroma, fermentagdo malolatica), seja uma piora (e.g. excesso de
acido acético, formagdo de H,S e mercaptanas). Uma das fungGes de se trabalhar
com um inéculo selecionado ou industrializado € que fatores depreciantes do
produto final foram estudados de forma a serem reduzidos ao maximo.

Varios fatores sdo levados em conta quando da selegio de um
determinado microrganismo, neste caso leveduras, para que este seja submetido
a fermentagio de um substrato que originaré um produto comercial. Dentro
destes fatores podem ser citados a taxa de crescimento celular, correlacionada
produgéo de biomassa; a viabilidade do microrganismo durante o processo; a
estabilidade do mesmo ante a diversidade do meio a fermentar e o rendimento de
metabdlitos de interesse, produzidos pelo microrganismo, a partir do substrato
inicial.

Um outro fator do microambiente ao qual estd sujeito a levedura e que é
extremamente relevante, em um processo fermentativo, € a temperatura na qual
a relagdo metabolito formado por substrato de partida seja a maior possivel. A
depender da temperatura, um mesmo miCrorganismo consome uma mesma
quantidade de substrato de partida num tempo até dez vezes menor. Um
exemplo pode ser tomado no caso da produgéio de aguardente, cuja fermentagéio
ocorre durante 24 h, a um temperatura média de 32 °C, e da producéo do vinho
branco, cuja fermentagéo ocorre em até 10 dias, numa temperatura entre 18 °C e
20 °C.
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Frente a isto foram testadas, neste trabalho, trés estirpes de
Saccharomyces cerevisiae para observar qual delas, e a que temperatura, dentre
trés testadas, proporcionaria um maior rendimento de etanol e glicerol, em
fungdo da biomassa, durante trés dias de fermentagdo em sistema de batelada

simples com reciclo do substrato a cada 24 horas.
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4 REFERENCIAL TEORICO

4.1 Metabolismo microbiano

O crescimento microbiano pode ser dividido em quatro sequenciais ¢
distintas fases metabdlicas, conhecidas como fase lag, fase exponencial, fase
estaciondria e fase de morte (Rose, 1978; Dawes e Sutherland, 1992; Griffin,
1994; Walker, 1998). Walker (1998) cita mais duas fases na curva de
crescimento: a fase de aceleragio, entre as fases lag e exponencial, e a fase de
desaceleracdo, entre as fases exponencial e estaciondria.

Para a utilizagiio industrial, os produtos do metabolismo microbiano
podem ser agregados em dois distintos grupos: os metabdlitos primarios,
oriundos da tropofase, € os metabélitos secundarios, obtidos na idiofase. Dentro
dos produtos do metabolismo primario, incluem-se substancias provenientes das
vias de anabolismo (como acidos nucleicos, proteinas, polissacarideos, lipideos e
vitaminas) e das vias de catabolismo (etanol, acido latico, acetona e butanol),
que sio geradas, predominantemente, durante a fase exponencial de crescimento
(Rose, 1978). Os metabdlitos primirios sdo essenciais 4 manutengéo da
atividade celular por serem precursores de macromoléculas ou atuarem como
reserva energética. Sdo derivados de compostos carbonados (carboidratos) e
nitrogenados (aminoacidos) que sdo assimilados pelos microrganismos como
fontes de nutrientes (Ward, 1991). Os produtos do metabolismo secundério tém
sua origem no final da fase exponencial e predominam durante a fase
estacionaria. Os principais metabdlitos secunddrios para a industria sdo os
antibidticos (penicilinas, aminoglicosidicos, tetraciclinas e macrolideos) ¢ o
acido giberélico. Toxinas bacterianas e micotoxinas também sdo formados
durante o metabolismo secundario (Rose, 1979). Demain (2000) cita, ainda, os

biopesticidas e fatores de crescimento animal como metabdlitos secundérios de
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inter&sse.‘ Este autor descreve que a produgdio industrial de metabdlitos
secundarios é extremamente importante para a economia € comenta que, em
1996, o mercado mundial de antibiéticos movimentou cerca de 23 bilhdes de
doélares.

A grande maioria dos produtos do metabolismo secunddrio ndo
desempenha uma fungdo essencial para o anai)olismo microbiano. No caso dos
antibiéticos, étes conferem uma protegio ao microrganismo produtor por
inibirem o crescimento -de outros organismos que poderiam competir por uma
fonte nutricional comum. Os metabolitos secunddrios sdo, estruturalmente,
derivados dos produtos do metabolismo primario (Ward, 1991; Demain, 2000).
Fuge e Werner-Washburne (1997) descrevem que na fase estacionéria as células
encontram-se em uma condigio metabélica denominada quiescence (quietude ou
laténcia). Neste estado, as células tém a capacidade de divisdo celular cessada,
podendo voltar a multiplicar-se novamente em fungdo das condi¢des do meio
(um processo chamado de reproliferagio celular).

%
4.1.1 Fermentacfo alcoblica

Uma das formas de ocorrer a fermentagdo alcodlica parte da degradagio
de substratos orgdnicos carbonados, através da qual cada molécula destes
originaré duas das de 4cido piravico e quatro de ATP. Nesta reagdo, as duas
moléculas de piruvato sio convertidas em duas moléculas de acetaldeido e duas
de diéxido de carbono por agdo da piruvato descarboxilase, que promove uma
descarboxilagio simples e ndo envolve a oxidagiio do piruvato. A piruvato
descarboxilase requer o cition Mg e tem como coenzima a tiamina pirofosfato.
Em um segundo passo, o acetaldeido é reduzido a etanol por agéo da enzima
slcool desidrogenase, tendo o NADH (derivado da atividade da gliceraldeido-3-
fosfato desidrogenase, quando utilizada a via glicolitica) como fornecedor de

elétrons. A piruvato descarboxilase € caracteristica de muitas leveduras, em
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especial as do género Saccharomyces, sendo grandes responsaveis pela produgdo
de bebidas alcodlicas e de produtos de panificagdo (Rose, 1977 e 1978; Vogt et
al., 1986; Madigan, Martinko e Parker, 1995; Tortora, Funke e¢ Case 1998). A
equagio geral da fermentagdo alcodlica ¢ dada a seguir.

Gancedo e Serrano (1989) detalharam o metabolismo de carboidratos por
leveduras, atentando para a preferéncia das mesmas pelas unidades monoméricas
destes compostos. Hammond (1993) complementa que género Saccharomyces
pode utilizar mais de uma fonte de carbono para proceder a fermentagdo
alcoblica, como maltotreose, sacarose, galactose, maltose, frutose e glicose.
Gancedo (1998) relata que, dentre estas fontes carbonadas, glicose e frutose sdo
os preferidos. Dentre estes dois, segundo Oscan e Johnston (1999), a glicose é o
metabélito de escolha pela grande maioria das células, sendo considerado um
horménio do crescimento celular.

erima, Aquarone e Borzani (1992) descrevem a existéncia de 3 fases
distintas durante o processo de fermentagdo de um mosto , sendo:

eFase Preliminar: ao entrarem em contato com o mosto, os levedos
iniciam uma intensa multiplicagdo celular, com pequenos aquecimentos ¢
pequenos desprendimentos de CO, por um periodo de 4h a 6h,

eFase Tumultuosa: ha um desprendimento intenso de CO,, indicando
desdobramento dos agticares fermentesciveis do mosto pelas numerosas células
de leveduras. H4 aumento da temperatura, elevagdo do teor de dlcool e da
acidez. Parece estar em ebuligdo. Ocorre por 12h a 16h, e

eFase Complementar: leva de 4h a 6h para completar-se, o
desprendimento de CO2 é minimo, com abaixamento da temperatura. A
concentragdo de agiicares chega ao ﬁnﬂ Kunkee e Bisson (1993) descreveram,

também, estas 3 fases, associando-as & curva de crescimento de leveduras. A
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fase preliminar corresponderia & fase lag de crescimento, a fase tumultuosa
associar-se-ia a fase logaritmica ou exponencial e a fase complementar

representaria a fase estaciondria do crescimento.

4.1.2 Produtos originados da fermentagio

Quando sob condigdes anaerébias, as leveduras cessam sua
multiplicagio e revertem seu metabolismo para a formagdo de compostos
orginicos passiveis de armazenamento de energia. A inducdo da formagdo de
alguns destes compostos é a base da biotecnologia para a obtengido de produtos
de interesse industrial. No caso de bebidas alcodlicas, ndo s6 o etanol, mas
substancias como glicerol, ésteres (acetato de etila, acetato de metila), &lcoois
superiores ou filseis (isoamilico, 2-metil-1-propanol, amilico), entre outros, sdo
responsaveis pela formagio do aroma ou buqué que caracterizam o produto final
(Lehtonen e Suomalainen, 1977; Watson,1993; Lurton et al., 1995). A Figura 1

apresenta algumas vias de formagio de compostos a partir da fermentagao.

4.1.2.1 Etanol

O etanol ou alcool etilico é um dos principais metabdlitos primarios de
interesse industrial, seja na produgio de bebida alcodlica, seja para produgéio de
combustivel (Rose, 1978; Glazer e Nikaido, 1995). Este composto ¢ formado a
partir da classica via de Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) ou via glicolitica, sob
condi¢gdes de anaerobiose. A partir de monossacarideos (glicose, frutose,
manose), basicamente, as células produzem piruvato sob a agdo de vérias
enzimas em varias reagbes (Figura 1). O piruvato, entdo, ¢ convertido em
acetaldeido por a¢dio da enzima piruvato descarboxilase (4.1.1.1). O acetaldeido
¢ o substrato da enzima dlcool desidrogenase (1.1.1.1) que, reduzido, forma a
molécula de etanol, regenerando o NAD" (Rose, 1977; Berry e Brown, 1987;
Ward, 1991; Stanbury, Whitaker e Hall, 1995).
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Na biossintese de etanol sdo empregadas linhagens selecionadas de
Saccharomyces cerevisae. E importante que a cultura de levedura possua um
crescimento vigoroso e uma elevada tolerancia ao etanol, apresentando um bom
rendimento final. O etanol torna-se inibidor a altas concentragdes, € a tolerancia
das leveduras é um ponto critico para uma produgéo elevada deste metabdlito
primério. A tolerdncia ao etanol varia consideravelmente de acordo com as
linhagens de leveduras. De modo geral, o crescimento cessa quando a produgdo
atinge 5% de etanol (v/v), e a taxa de produgdo ¢ reduzida a zero, na
concentragdo de 6% a 10% de etanol (v/v). Uma das a¢des do etanol €
desestruturar a fragio lipidica da membrana celular (Ward, 1991; Kunkee €
Bisson, 1993).

4.1.2.2 Glicerol

O glicerol, propanotriol ou glicerina, ¢ um polidlcool formado na via
glicolitica, ou via de Embden-Meyerhof-Parnas, pela grande maioria dos
microrganismos fermentadores. De uma maneira simplificada, a molécula de
glicerol resulta da redugdo e desfosforilagdo da diidroxicetona-fosfato, originada
da cisdo da molécula de frutosel,6-bifosfato pela enzima aldolase (Rose, 1978;
Vogt et al., 1984; Berry e Brown, 1987; Lehninger, Nelson e Cox, 2000).

Um dos aspectos interessantes da producio de glicerol é que ele estd
envolvido com a regulagdo da produgdo de etanol (Figura 1). Em condigdes
normais de crescimento, a maioria da glicose assimilada por Saccharomyces
cerevisiae & convertida em etanol. Neste processo, 0 NAD" é primeiramente
reduzido a NADH, que sera reoxidado durante a redugdo do acetaldeido para
formag@io de etanol. Uma pequena porgdo de NADH ¢ desviada e usada na
redugiio da diidroxicetona-fosfato a glicerol-fosfato, o qual é desfosforilado e
gera glicerol. Por um mecanismo de retroalimentagdo, devido ao excesso de

etanol, pode haver um desvio de rota ¢ o NADH formado seré utilizado para
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formagdo de glicerol, ao invés de etanol. Nos casos de fermentagéo controlada,
nos quais sio utilizados derivados de enxofre, estes podem ligar-se ao
acetaldeido e formar complexos que ndo reagirio com o NADH.
Consegqiientemente, este NADH néo formara etanol e sera utilizado na sintese de
glicerol, a qual, consequentemente, aumentara (Spencer e Spencer, 1978; Berry
e Brown, 1987; Myers, Lawlor e Attifield, 1997; Flikweert, Dijken e Pronk,
1997; Remize et al., 1999).

Rose (1978) relata um experimento conduzido por Neuberg e Reinfurth
em 1918, em que estes autores descobriram que a adicdo de enxofre num meio
rico em aglcar, fermentado por Saccharomyces cerevisiae, induzia a formagédo
de glicerol como metabdlito principal, ao invés de etanol e diéxido de carbono,
como normalmente ocorre na fermentagéo alcodlica. Neuberg caracterizou este
processo como "segunda forma de fermentagdo", que é baseada na capacidade
que o ion sulfato tem de ligar-se ao acetaldeido e, assim, bloquear as rea¢Ges de
regeneragiio do NAD". Este NAD" sera, entéo, regenerado durante a redugio da
diidroxicetona-fosfato a glicerol 3-fosfato que, por hidrélise, gera o glicerol.

Bisson, Dauny e Bertrand (1980) relatam a existéncia de uma relagéo
direta entre a elevagdo de temperatura e o aumento da produgdo de polidlcoois.
Gardner, Rodrigue e Champagne (1993) citam que, além dos compostos
sulfurados, a elevada temperatura de incubagfio e 0 aumento na taxa de agucar
no meio fermentativo sdo fatores que podem elevar a produgédo de glicerol por
leveduras Saccharomyces cerevisiae. Myers, Lawlor e Attfield (1997)
complementam que um dos pré-requisitos para uma cepa de levedura poder
fermentar em condigcdes de hiperosmolaridade, devido a alta concentragio de
agucares no meio, é a capacidade do microrganismo em sintetizar e reter mais
glicerol intracelular. Flikweert, Dijken e Pronk (1997) e Ciani, Ferraro e

Fatichenti (2000) mencionam a limitagéio de oxigénio no ambiente fermentativo
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como um possivel fator de grande importéncia para a ativagiio das enzimas que

atuam na sintese de glicerol.

4.1.2.3 Compostos formadores de aroma

Os compostos organolépticos formados durante a fermentagéo podem ser
representados por cinco classes: dlcoois superiores ou fiiseis, ésteres, aldeidos e
cetonas, compostos sulfurados e dcidos orgénicos (Tabela 1). A concentracio € a
diversidade de formagiio destes compostos variard tanto com 0 microrganismo
fermentador quanto com o substrato a ser fermentado, fazendo com que cada
bebida tenha sua identidade. A quantidade de agicares fermentesciveis e de
fontes nitrogenadas também & significante, principalmente para a formagdo dos
alcoois (Beech e Carr, 1977; Berry e Watson, 1987; Rapp e Versini, 1991).

Beech (1993) faz mengéio ao tipo de sistema no qual a fermentagéo €
conduzida, continuo ou batelada. A condugéio da fermentagdo pode influenciar
as quantidades de compostos fiiseis na bebida, sendo as mesmas superiores
quando do uso de batelada. A formagdo dos compostos organolépticos pode,
segundo Ough (1996), seguir varias rotas bioquimicas, sendo normalmente
formados a bartir de aminoacidos ou por reagdes de transaminag@o.

Martineau e Henick-Kling (1995) e Romano e Suzzi (1996) comentam
sobre a formagio e a importancia de acetoina e diacetil (2,3-butenodiona), sendo
o primeiro responsével pela formagdo do segundo, que ¢ um importénte
componente formador de aroma em vinho.

Maicas et al. (1999) citam que a formagdo dos compostos organolépticos

também pode ser derivada de carboidratos, através do metabolismo do piruvato

(Figura 1).
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TABELA 1 Componentes organolépticos e seu limiar de sensibilidade

Compostos Limite de sensibilidade (ypm)
Alcoois Superiores

1-propanol 800
1-butanol 450
2-metilpropanol (Isobutanol) 200
2-metilbutanol (Amilico) 65
3-metilbutanol (Isoamilico) 70
Acidos

Acético 175
Propiénico 150
Butirico 2,2
Litico 400
Esteres

Acetato de etila 33
Butirato de etila 0.4
Lactato de etila 250
Aldeidos e Cetonas

Acetaldeido 25
Acetona 200
Diacetil 0,15
Compostos sulfurados

Dimetilssulfito (mercaptana) 50

Fonte: Berry e Watson, 1997.

4.1.3 Carboidratos de reserva

As leveduras sdo capazes de armazenar carboidratos em duas formas
distintas: glicogénio (homopolissacarideo de glicose) e trealose (homodimero de
glicose). Estes carboidratos podem chegar a 40% do massa seca celular.
Normalmente, os niveis de glicogénio s&o superiores aos de trealose quando as
células estdo em crescimento. Em relagio 4 presenga de oxigénio, os niveis de
trealose sdo maiores na aerobiose. Também sdo maiores quando a célula estd em
condigSes de estresse. A trealose estd associada a formagio de ascosporos. As
vias biossintéticas de trealose e glicogénio sdo semelhantes, podendo, ambas, ser

sintetizadas a partir de UDP-glicose (Figura 1). Quando em condigdes de
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estresse (temperatura, osmolaridade, catabélitos) ou falta de nutrientes, as
leveduras fazem uso destas reservas para manter seu metabolismo basal,
retomando seu ciclo celular quando as adversidades do ambiente sédo cessadas
(Lillie e Pringle, 1980; Berry e Browm, 1987; Panek, 1991; Alcarde e Basso,
1997; Hounsa et al., 1998; Silljé et al., 1999). Ferreira, Amorin e Basso (1999),
observaram que a fermentagdo de glicogénio e trealose endégenos, em linhagens
de Saccharomyces cerevisiae, pode formar até 68 litros de etanol por tonelada de
levedura seca. Esta fermentagio endogena é uma das formas utilizadas para a
manutengdo da viabilidade celular.

A molécula de glicogénio tem sua biossintese promovida,
principalmente, por duas enzimas. Uma delas, a glicogénio sintetase (E.C.
2.4.1.11), é responsével pelas ligagdes a-(1—4) entre os mondmeros de glicose,
promovendo a elongagdo linear da cadeia. A outra enzima, glicosil-(4—6)-
transferase ou enzima ramificadora do glicogénio (E.C. 2.4.1.18), ¢ responsével
pela formagdo das ramificagbes glicosidicas a-(1—6) a partir da cadeia linear
(Farka$, 1989; Walker, 1998). Na degradagio do glicogénio, outras duas
enzimas estio envolvidas. A fosforilase do glicogénio (E.C. 2.4.1.1) catalisa a
transferéncia de grupamentos fosfato para as unidades no redutoras a~(1—4) de
glicosil e libera glicose 1-fosfato. Esta estrutura pode sofrer agéo da
fosfoglicomutase (E.C. 2.7.5.1) e ser convertida em glicose 6-fosfato, um
importante metabolito da via glicolitica. A fosforilase néio atua nas ligagSes a-
(1-56). Uma outra enzima, a a-(1-6) glicosidase, atua nas ramificagdes das
fragdes de glicogénio originadas pela agdio da fosforilase, liberando glicose
(Berry e Brown, 1987; Farka$, 1989; Salway, 1994; Stryer, 1996).

A formagio de trealose ocorre a partir da agio da enzima trealose 6-
fosfato sintetase sobre a glicose 6-fosfato ¢ UDP-glicose, formando trealose 6-
fosfato. Por agio de fosfatases, a trealose 6-fosfato é convertida em trealose,

cujas moléculas de glicose estdo ligadas por ligagSes glicosidicas do tipo a-
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(1-1). A degradagiio da trealose, liberando duas moléculas de glicose, ocorre

pela agdo de trealases presentes no citosol (pH neutro) e no vacuolo (pH écido)
(Berry e Brown, 1987; Panek, 1991; Walker, 1998; Plourde-Owobi et al., 2000).

4.2 Inéculo

Segundo Colagrande, Silva e Fumi (1994), culturas selecionadas de
Saccharomyces cerevisiae tém recebido uma atengéio especial por apresentarem
qualidades, principalmente na pratica enoldgica, que normalmente estdo
presentes nos outros processos de fermentagdo. Algumas caracteristicas
desejaveis envolvem: ripida iniciagio da fermentagdo; eficiente conversdo de
aglicares fermentesciveis a etanol; manutengdo por toda a fermentagéo;
apresentar certa tolerdncia ao etanol; retengdio da viabilidade durante a
estocagem; resisténcia ao di6xido de enxofre; produgiio de um fator killer;
forma¢do de componentes do buqué e capacidade de floculagdo. Apresenta
algumas caracteristicas indesejaveis, como produzir derivados sulfitados ou
mercaptanas; superproduzir acetaldeido, dcido acético e alcoois superiores;
capacidade de formar espuma e produgéo de uréia, a qual pode ser convertida a

carbamato de etila, que é um agente toxico.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Leveduras utilizadas e preparo do inéculo

Trés estirpes de levedura Saccharomyces cerevisiae, codificadas como
Sci, Sc, e Scs, foram testadas quanto ao potencial fermentativo a diferentes
temperaturas. Duas delas, Sc, e Sc,, sdo leveduras produzidas industrialmente e
comercializadas, na forma liofilizada, para a produgdio de vinhos. Sc; ¢ uma
estirpe isolada de um alambique da regido de Lavras, MG, e € parte integrante da
colegdio de leveduras do Laboratério de Microbiologia (DBI/UFLA), onde foi
identificada. O processo de fermentagéo foi iniciado com indculo cuja populagdo
era préxima de 107 células vidveis-mL™.

Para atingir esta populagdo inicial, as leveduras foram primeiramente
purificadas. Cerca de 5,5 mg das amostras de Sc; e Sc, foram retiradas da
embalagem e ressuspendidas em 2,0 mL de meio YW (em gL extrato de
levedura,3,0; extrato de malte, 3,0; peptona universal, 5,0 e glicose, 10,0)
liquido a pH 3,5. A levedura Sc; também foi inoculada neste meio, partindo-se
de uma aliquota da cultura pura, estocada em glicerol a 15% (Kurtzman e Fell,
1998), a —20 °C, em congelador. Depois de incubabas a 30 °C por 24 h, uma
aliquota de cada uma das leveduras foi transferida para placas de Petri com meio
YW a pH 3,5 e adicionado, o meio, de ampicilina a 30 uL-L? (30 ppm) como
agente bactericida. As placas foram incubadas a 30 °C por 24 h. Das culturas
purificadas, tomou-se uma aliquota para iniciar a formacdo do in6culo. Nesta
fase, as leveduras cresceram em 120 mL, em frascos Erlenmeyer, de meio MF
(Schwan e Rose, 1994), constituido de (em g'L™): glicose, 10,0; KH,PO,, 4,5;
(NH,);S0s, 3,0; extrato de levedura 1,0; MgSO,-7H,0, 0,250 e CaCl,, 0,250; pH
ajustado para 5,0 com HC1 0,1M e esterilizado a 121 °C por 15 min.
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As leveduras foram incubadas em estufa, provida de agitador orbital, a
28 °C e 30 rpm. O meio foi renovado a cada 24 h (o meio contido nos frascos foi
decantado e novo meio estéril foi adicionado) até que a populagdo de 107 células

vidveis-mL ™, verificada por contagem em cdmara de Neubauer, fosse atingida.

5.2 Condigdes de cultivo

Apos atingir a populagfio inicial de aproximadamente 10 células vidveis
por mL, as amostras, em duplicata, foram cultivadas em incubadora B.O.D. sob
trés diferentes temperaturas, a saber: 18 °C, 22 °C e 25 °C. Foram utilizados
frascos Erlenmeyer de 250 mL de capacidade, adicionados de 120 mL de meio
MF. A fermentagdo ocorreu em sistema de batelada simples, com renovagdo do
meio a cada 24 h (tempo suficiente para consumo da glicose), durante trés dias
consecutivos. O consumo de glicose foi acompanhado utilizando-se o método do
acido 3,5-dinitrossalicilico (DNS), segundo Miller (1959).

O experimento iniciou-se & temperatura de 18 °C, sendo conduzido por
trés dias. Apés o terceiro dia nesta temperatura, ou seja, final da fase
experimental, as leveduras foram aclimatadas a 22 °C, por 2 horas, € 0 processo
a esta temperatura foi iniciado com a renovagio do meio. Ao final do terceiro
dia a 22 °C, procedeu-se como anteriormente citado, para 18 °C, e iniciaram-se
os testes a 25 °C.

A renovagio do meio e a coleta das amostras ocorreram sob condigdes

de assepsia.

5.3 Anilises durante o processo fermentativo

Durante o experimento, foram coletadas amostras, em cada temperatura,
para realizagio de testes quimicos e microbiolégicos. As amostras foram
coletadas da seguinte maneira:

o]° dia: coleta a cada intervalo de 4 horas.
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2° ¢ 3° dias: coletas a cada intervalo de 6 horas.

Cada uma das amostras, homogeneizada por agitacdo dos frascos, teve
quatro volumes de 1,0 mL tomados e armazenados em tubos tipo eppendorff. Os
tubos foram rotulados da seguinte maneira:

eViabilidade

eBiomassa

eAnélises quimicas

Os testes microbiolégicos foram realizados no momento da coleta. Os
tubos referentes 3 viabilidade foram utilizados para a contagem do mimero de
células vidveis. Os outros trés tubos (1 de biomassa e 2 de andlises quimicas)
foram centrifugados a 11000 rpm por 5 min, em centrifuga da marca Jouan,
modelo A14. Foram pipetados 500 uL do sobrenadante e adicionados a novos
tubos eppendorff, entdo armazenados em congelador a -20 °C, para anilises
quimicas subsequentes. Os tubos denominados biomassa tiveram o restante do
sobrenadante desprezado, restando-lhes o sedimento ou biomassa. A andlise de
agicares redutores totais (pelo método do DNS) foi realizada na peniltima
coleta de cada dia. As demais anilises quimicas foram realizadas
posteriormente, por CLAE (cromatografia liquida de alta eficiéncia).

A Figura 2 representa o fluxograma desta fase do experimento.

5.3.1 Andlises quimicas

As amostras foram analisadas em cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) quanto aos teores (em g-L™) de etanol, metanol, glicerol, sacarose,
glicose e frutose. A metodologia utilizada foi modificada a partir de Schwan et
al. (2001). Foi utilizado um cromatégrafo liquido Shimadzu, modelo LC-10Ai
(Shimadzu Corp., Japio), equipa&o com detectores de indice de refragéo,
modelo RID-10A, e de ultravioleta, modelo SPD-10Ai. A coluna utilizada foi o
modelo Shim-pack SCR-101H (Shimadzu), operando a temperatura ambiente. O
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fluxo foi de 0,5 mL-min’’, tendo como eluente uma solugio de acido sulfirico a
0,025 N. A quantificagdo foi realizada a partir da comparagio com curvas de
calibragdo, determinadas utilizando padrdes certificados da marca Supelco.

Para as andlises cromatograficas, as amostras foram tratadas do seguinte
modo: retiradas do congelador a -20 °C e colocadas em refrigerador a 8 °C por
24 h. Aproximadamente 4 h antes da andlise em CLAE, foram colocadas a
temperatura ambiente. Depois de estabilizada a temperatura, as amostras foram
diluidas 100 vezes, em agua mili-Q, e filtradas em membrana ultrafiltrante
(nitrato-celulose) de porosidade 0,20 pm, marca Sartorius. Foram utilizados 20

pL da amostra para a corrida cromatografica, injetados manualmente.
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FIGURA 2 Fluxograma do processo de selegdio das trés estirpes de
Saccharomyces cerevisiae a trés diferentes temperaturas.
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5.3.2 Anilises microbiolégicas

Durante o experimento foram feitas andlises microbioldgicas visando
acompanhar- 0 crescimento e o desempenho das trés leveduras quanto a
viabilidade celular e & produgio de biomassa. Estes pardmetros foram avaliados
visando fazer a comparagfo entre os mesmos € a produgéo de etanol e glicerol

pelas leveduras estudadas.

5.3.2.1 Contagem de células

Apés a coleta das amostras, nos tempos ji descritos anteriormente, foi
feita, imediatamente, a contagem do mimero de células vidveis por mL. A
contagem foi realizada em cdmara de Neubauer (hematimétrica), utilizando-se a
coloragio por azul de metileno (Fink e Kuhles, 1933) como indicador da
viabilidade celular. Células com metabolismo ativo, vidveis, permanecem
incolores, enquanto aquelas com deficiéncia metabdlica ou que estejam
invidveis, corar-se-do de azul. Um volume da amostra (100 pL) foi adicionado
de igual volume de solugdo de azul de metileno (azul de metileno, 0,1 glle
citrato de sédio, 20 g-'L™). Em todas as contagens foi necessdria uma diluic;ﬁo
para facilitar a visvalizagio das células presentes na cimara. Procedeu-se a
diluig3o da seguinte maneira: 100 pL da amostra mais 900 pL de dgua destilada
estéril formaram uma solugdo, que foi homogeneizada. Posteriormente, 100 pL
desta diluigio foram tomados e adicionados de 100pL de solugdo de azul de
metileno, obtendo-se um fator de diluigio (fd) igual a 20. Esta mistura foi
homogeneizada por agitagdo e deixada em repouso por pelo menos 5 min. Apos
este tempo, a mistura foi novamente homogeneizada e a cimara preenchida.
Ap6s um minuto de repouso (para sedimentagfo das células na cmara), foi feita
a contagem em microscopio éptico de campo claro com aumento de 400 vezes.

Foram contados 5 dos 25 quadriculos do quadrante central da cdmara (Figura 3)
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e o nimero de células viaveis foi calculado pela seguinte formula (Bio-Rad
Laboratories, 1992):

. . D ngx25x fdx10*
Numero de Células Vidveis = , onde:
n

Ynq = soma algébrica do niimero de células vidveis” contadas nos n quadriculos.
25 = namero total de quadriculos da cdmara.

fd = fator de diluig#o utilizado.

10* = constante padrio da cimara.

n = nimero de quadriculos contados, dentro dos 25 disponiveis.

Cémara de
Neubauer

HE

te central da CAmara de Neubauer.
ubdividido em em 25 culos
ada quadr(clﬂo possui 16 dnvxsﬁes

Os quadriculos em vermelho s#o os normalmente
utilizedos para contagem.

9 Quadrantes

FIGURA 3 Esquema de uma cimara de Neubauer utilizada na contagem de
microrganismos.

* Observagdo: esta formula é utilizada para contagem de microrganismos, seja de células vidveis, seja de
células em brotamento, seja 0 namero total de células. Para contagem de células de mamiferos, consulte a
referéncia.
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5.3.2.2 Biomassa ou massa seca

A biomassa celular foi determinada a partir de tubos eppendorff cuja
massa havia sido aferida. Depois de centrifugados, os tubos contendo o
sedimento foram levados 4 estufa a 60 °C por 4 horas. A partir da quarta hora, os
tubos foram retirados a cada 30 minutos, colocados em dessecador por 20 min e
pesados a cada hora até peso constante. Lembrando-se que foi coletado 1 mL da
amostra para esta analise, o valor de biomassa por mL foi obtido subtraindo-se a

massa inicial do tubo, aferida, do valor encontrado apés estabilizagdo em estufa.

5.3.3 Andlise estatistica
Os delinecamentos experimentais foram definidos utilizando-se o
software Statistica® for Windows® Release 5.0 A (StatSoft, 1995).

O modelo de regressio utilizado é descrito abaixo:

y=atbX, +b,X, +bX, XX, 4B XX, +b X, X, +BXX, +BXX, +B XX,

sendo:

y = varidve] resposta ,

a = ponto de interceptagéo,

b; = coeficiente de regressdo associado ao pardmetro i e

X, = varidvel independente.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Populagéio celular

As trés estirpes de levedura Saccharomyces cerevisiae utilizadas neste
experimento, Sc;, Sc; e Scs, onde Sc, e Sc, sdo leveduras comerciais € Sc; é uma
levedura selvagem, foram testadas sob as mesmas condigdes de cultivo,
crescendo em meio MF a pH 5,0 em estufa B.O.D., sem agitagdo, nas
temperaturas de 18 °C, 22 °C e 25 °C.

6.1.1 Crescimento a 18 °C

Quando da comparagdo do crescimento celular & temperatura de 18 °C
(Figura 4) entre as trés leveduras, a estirpe Sc, apresentou um visivel
predominio sobre as duas outras durante todo o curso da fermentagdo.
Entretanto, na quarta hora do experimento, a populagio de Sc, foi
aproximadamente 23% maior que as demais, cujas populagdes naquele tempo
foram, respectivamente, 8,7 x 107 cel.-mL™ e 8,5 x 10 cel.-mL™ para Sc, e Scs.
Foi observada a populagio maxima de 1,76 x 10° cel.-mL" para a levedura Sc,
na décima segunda hora, cerca de 50% a mais que a levedura Sc; no mesmo
ponto (que foi maximo para esta levedura). Apds a décima segunda hora, a
populagéo celular da Sc, decresceu, chegando ao final da fermentagéo com 1,54
x 10® cel.-mL " (Figura 4).

Observou-se, como ja citado, que as leveduras Sc; e Sc; apresentaram
uma populagdo muito proxima na quarta hora do experimento. Nos pontos oitava
hora e décima segunda hora houve uma divergéncia no crescimento das mesmas.
A levedura Sc, aumentou sua populagio celular e o nimero de células vidveis de
Sc; diminuiu. Na décima sexta hora houve uma inversdo, a populagdo de Sc;

diminuiu e a de Sc; aumentou. Apds a vigésima quarta hora, quando Sc; € Sc;
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. 744.

mostraram populagdes, respectivas, de 1,0 x 10° cél.-mL™ e 9,6 x 107 cél.-mL",
estas duas leveduras apresentaram, proporcionalmente, uma sincronia no
crescimento.

Observou-se, também, que apds o primeiro reciclo do meio de cultura,
ocorrido no tempo 24 horas, as leveduras nio manifestaram um aumento
populacional, contrariamente ao que foi notado no segundo reciclo, ocorrido no

tempo 48 horas, quando as trés leveduras voltaram a multiplicar-se (Figura 4).
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FIGURA 4 Crescimento das trés estirpes de Saccharomyces cerevisiae durante
56 horas a 18 °C, em sistema de batelada simples com reciclo do
substrato a cada 24 horas. As linhas tracejadas verticais, 24 he 48 h,
indicam o ponto de renovagdo do meio MF.
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6.1.2 Crescimento a 22 °C

Nesta temperatura a levedura Sc, continuou mantendo o predominio do
nimero de células em relagéio as estirpes Sc; e Sc; (Figura 5), porém num valor
médio inferior ao apresentado na temperatura de 18 °C. Observou-se que a
levedura Sc, atingiu a populagio méaxima de 1,53 x 10® cel.-mL™ na décima
sexta hora do experimento, baixando a partir daquele tempo até a trigésima
segunda hora. Na quadragésima hora houve um pico de crescimento para Sc,,
atingindo 1,51 x 10° cel.-mL"'. A levedura Sc, apresentou uma queda acentuada
nas dltimas oito horas do experimento, logo apés o segundo reciclo do meio,
finalizando a batelada com uma populagio de 1,09 x 10® cel.-mL" (Figura 5, 56°

hora).
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FIGURA 5 Crescimento das trés estirpes de Saccharomyces cerevisiae durante
56 horas a 22 °C, em sistema de batelada simples com reciclo do
substrato a cada 24 horas. As linhas tracejadas verticais, 24 h e 48 h,
indicam o ponto de renovagdo do meio MF.
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As populagdes das leveduras Sc; e Scs mantiveram uma equivaléncia
proporcional, em relagio ao crescimento celular, até a décima segunda hora, a
partir da qual apresentaram também uma equivaléncia numérica de células até a
 vigésima quarta hora (representada pela sobreposigdo dos respectivos pontos na
Figura 5). Da vigésima quarta hora até o final do experimento o crescimento de
ambas foi divergente, com uma populagio celular maior observada na levedura
Sc,. Em relagdo aos dois pontos de reciclo do meio fermentativo, nos tempos 24
horas e 48 horas, somente a levedura Sc; apresentou uma elevagio na taxa de
crescimento nas oito horas que sucederam ambos os reciclos. As demais
leveduras apresentaram uma diminuigdo em sua populagdo celular apés a

renovagio do meio naqueles dois tempos (Figura 5).

6.1.3 Crescimento a 25 °C

Como j4 observado, a levedura Sc; mostrou-se com maior populagdo em
relago s demais. Entretanto, os valores médios do nimero de células para esta
levedura foram inferiores aos observados na temperatura de 22 °C, os quais por

sua vez foram inferiores aos obtidos na temperatura de 18 °C (Tabela 2).

TABELA 2 Média do nimero de células vidveis por mL (cél'mL™) das trés
estirpes de S. cerevisiae crescendo a 18 °C, 22 °Ce25°C.

, celmL™ (x10%

Levedura 18°C 22°C 25°C
Sor 152,66 129,77 113,66
Sca 100,83 88,11 98,38
Scs 91,00 84,22 82.33

Na Tabela 2 também péde ser observado que a levedura Sc, decresceu

sua populagiio a 22 °C e, praticamente, restabeleceu a média quando do seu
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crescimento a 25 °C. A levedura Sc; portou-se 4 semelhanga da levedura Sc,,
porém com médias inferiores.

A 25 °C, observou-se um crescimento mais organizado das trés
linhagens utilizadas, nfio sendo tdo desproporcional, a favor da levedura Sc,,
como ocorrera nas duas temperaturas anteriormente avaliadas. Observou-se
(Figura 6) que as trés leveduras reativaram o metabolismo e voltaram a

multiplicar-se ap6s a introdugo de novo substrato no tempo de 24 horas.
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FIGURA 6 Crescimento das trés estirpes de Saccharomyces cerevisiae durante
56 horas a 25 °C, em sistema de batelada simples com reciclo do
substrato a cada 24 horas. As linhas tracejadas verticais, 24 he 48 h,
indicam o ponto de renovagdo do meio MF.
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A Figura 7 torna mais clara a observdncia do desempenho do
crescimento de cada uma das leveduras nas trés temperaturas avaliadas. Foi
possivel observar que a levedura Sc; teve uma taxa de crescimento maior que as
demais em todas as temperaturas testadas. Entretanto, a viabilidade da mesma ¢
instével, ou seja, a levedura Sc, aumentou rapidamente sua populago, mas nio
a manteve nas horas seguintes ao respectivo aumento. Isto pdde ser evidenciado
nas temperaturas de 18 °C e 22 °C. A 25 °C o crescimento da Sc; foi mais
estivel. As leveduras Sc, e Scs apresentaram um crescimento mais estavel

durante todo o curso do experimento.
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FIGURA 7 Crescimento das linhagens Sc;, Sc, e Sci de Saccharomyces
cerevisiae nas temperaturas de 18 °C, 22 °C e 25 °C. As linhas
tracejadas verticais, 24 h e 48 h, indicam o ponto de renovagdo do
meio MF.

68



Os dados da Figura 7 fazem notar que a levedura Sc, néo seria ideal para
a condugdo de uma fermentagdo a 25 °C, em relagdo as demais temperaturas, se
o desejado fosse uma répida conversdo dos agiicares fermentesciveis ao produto
final.

Na selegdo da levedura, para fermentar um determinado mosto a uma
dada temperatura, deve ser levado em consideragio o fato de a bebida ser
fermentada ou, se ap6s a fermentagio, destilada. A temperatura ideal de
fermentagdio, como citado por Jones, Pamment e Greenfield (1981), situa-se
entre 5 °C a 10 °C acima da temperatura ideal de crescimento das leveduras,
cujos valores estio entre 25 °C a 30 °C. Para a fermentagdo de bebidas
posteriormente destiladas, a temperatura geralmente ¢ mais elevada em fungio
do tempo de fermentagéo. Na produgdo de aguardente de cana, em que o etanol ¢
o principal componente e cuja temperatura ideal é préxima de 30 °C, as
leveduras consomem todo ag@icar do mosto em 24 horas, o que leva
aproximadamente 10 dias na fermentagéo da uva.

A temperatura ideal para a fermentagdo de uvas varia com o tipo de
vinificagiio utilizado. No processo em tinto, no qual hi a macerag¢éio da casca
concomitante 4 fermentagdo, os valores de temperatura oscilam entre 24 °C ¢ 29
°C. Para a vinificagio em branco, as temperaturas sio mais amenas, com valores
entre 7 °C e 18 °C (Kunkee e Goswell, 1977; Pato, 1982; Vogt et al.,1986).

6.2 Biomassa

A produgio de biomassa entre as trés leveduras foi comparada para,
posteriormente, ser feita uma correlagiio entre este parimetro e o rendimento
fermentativo em etanol. A relagdo glicerol por biomassa também foi avaliada,
uma vez que quantidades deste poliol na bebida sdo responséveis pela maciez da
mesma (Amerine e Cruess, 1960; Fleet, 1993).

69



A anélise de superficie de resposta foi feita para cada uma das leveduras
correlacionando as trés temperaturas, o tempo de fermentagdo e a produgdo de
biomassa, com o intuito de selecionar levedura e temperatura cuja produgéo de
biomassa fosse superior.

Na Figura 8 pode ser observada a produgdo de biomassa pela levedura
Sc,. Esta levedura apresentou indices maximos de biomassa (6 mg-mL") nas trés
temperaturas. Apés a trigésima hora de fermentagdo este valor foi alcan¢ado nas
temperaturas de 22 °C e 25 °C ¢ mais tardiamente, apos a quadragésima hora, a
producéio de biomassa a 18 °C atingiu os 6 mg'mL". Aos 18 °C, também foram
observados os valores minimos de biomassa, sendo inferiores a 3mg-mL™.

Os valores de biomassa para a levedura Sc, (Figura 9) mostraram-se
mais homogéneos durante a condugdo do experimento. Houve uma nitida
preferéncia de crescimento, por parte da levedura Sc,, na temperatura de 22 °C,
quando foi alcangado o valor méximo, para esta levedura, de aproximadamente
6 mg'-mL". Nesta temperatura pode ser observada, também, a uniformidade da
levedura Sc, em relagiio ao tempo de fermentagio, mantendo os niveis de

nimero celular durante todos os graus de temperatura testados no experimento.
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Os resultados a 18 °C para a levedura Sc, (Figura 9) foram baixos até o
tempo 32 horas, inferiores a 3 mg'mL”, apés o qual a levedura obteve um
méximo de 5 mg-mL". A 25 °C a levedura manteve uma um valor proximo de 4
mg-mL™" durante todo o tempo do experimento.

A levedura Sc; (Figura 10) obteve maior produgio de biomassa na
temperatura de 22 °C, cerca de 5 mg-mL'l, tendo crescido muito pouco na
temperatura de 18 °C, com valores médios de 3 mg'mL”, e ndo apresentando
uma boa performance a 25°C. Correlacionando temperatura e tempo de
incuba¢do, notou-se que a partir da décima hora de fermentagdo, e na
temperatura de 22 °C, esta levedura comegou produzir mais biomassa, sendo que
o final do experimento, entre 50 horas e 60 horas, refletiu um valor miximo da
produgio de biomassa, algo préximo a 5 mg'mL™".

A Figura 11 apresenta o crescimento das trés leveduras as trés
temperaturas durante todo o tempo do experimento. Foi observada uma grande
semelhanga nos valores de biomassa das trés leveduras a 22 °C, temperatura na
qual houve a maijor produgdio deste parimetro, valores préximos a 4 mg:mL™”
(representado pela cor laranja, na Figura 11).

A avaliagio do crescimento populacional expresso pela biomassa
microbiana é um fator importante para a selecdo da estirpe. A partir dele, dos
valores de biomassa, ter-se-4 uma nogéo do comportamento dos microrganismos
sujeitos & fermentagdo durante um tempo de processo, batelada ou sistema
continuo. A associa¢io da formagéo de biomassa com a produgio de metabdlitos
de interesse concebera uma idéia mais préxima da utilizago de dada estirpe em
processos industriais, além da possivel comercializagdo da esma como in6culo

selecionado.
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6.3 Morfologia

Durante a fase fermentativa, as leveduras foram fotografadas em
microscopia de contraste de fase, em aumento de 1000 vezes.

A Figura 12 mostra a perda da viabilidade celular, representada pela seta,
da levedura Sc,, neste caso. As trés leveduras mantiveram uma relagdo de
células vidveis por células invidveis superior a 80% durante todo o experimento.

A reprodugdo caracteristica das Saccharomyces cerevisiae, o brotamento
ou gemulagdo, foi observado durante todo o experimento para as trés estirpes,
mostrando que as células mantiveram sua taxa metabolica e sua multiplicagéo
celular (Figura 13).

A Figura 14 mostra a levedura Scs, 24 horas ap6s o reciclo do meio de
cultivo, ou seja, meio escasso de nutrientes, apresentando caracteristicas

morfoldgicas tipicas de fase estaciondria de crescimento e também uma ligeira

agregacdao celular (floculagdo).

FIGURA 12 Levedura Sc; (x1000). FIGURA 13 Levedura Sc, (x1000)

A seta indica uma reproduzindo-se por
célula inviavel corada brotamento.

por azul de metileno.
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FIGURA 14 Levedura Sc; (x1000) apresentando morfologia tipica de fase
estacionaria de crescimento e uma ligeira agregacdo.

6.4 Relaciio etanol/biomassa e glicerol/biomassa

Utilizou-se a andlise de superficie de resposta para selecionar qual das
leveduras foi a maior produtora de etanol em relagdo & biomassa celular. A
Figura 15 € a representagdo conjunta da performance das trés leveduras testadas,
Scy, Sc, € Scs, nas trés temperaturas durante as 56 horas do experimento. A
andlise estatistica mostrou que as leveduras Sc, e Sc; obtiveram uma maior
relagio etanol/biomassa do que a observada para a levedura Sc;. Entre as
leveduras Sc, e Sci ndo houve uma diferenga significativa, visto que ambas
obtiveram os mesmos valores (cores vermelha, laranja e laranja claro na Figura
15). Em relago a temperatura, apesar de alguns pontos de maximo a 18 °C e 25
°C, a temperatura de 22 °C revelou uma area mais constante de produgio de
etanol por biomassa celular (cores laranja e laranja claro na Figura 15), ou seja, a
22 °C houve uma maior produgdo média de etanol/biomassa para as trés
leveduras.

A relagdo de glicerol produzido esteve num valor médio de 10% do teor
de etanol final, com ja descrito por Vogt et al. (1986), e 5% do teor de aguicares
no meio, concordando com os valores obtidos por Alves (1994). Em funcéo

destes dados, as respostas estatisticas e representagdo grafica, assim como as
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conclusdes sobre a levedura e a temperatura ideais seguem em concorddncia
com os valores ja descritos para a relagdo etanol/biomassa, ou seja, as trés
leveduras apresentaram um rendimento equivalente, sendo que a 22 °C foram

obtidas as maiores concentragdes dos metabdlitos analisados.

PETROVE \OURYE

B 483,035
B 520,223
B 557,411
594,599
[ 631,788
[ 668,976
[ 706,164
743,352
[ 780,540
I 817,729
I above

FIGURA 15 Analise de superficie de resposta para selegdo de levedura e
temperatura ideais relacionado etanol por biomassa.
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7 CONCLUSOES

A partir dos dados obtidos neste experimento, comparando duas
leveduras que sdo comercializadas na forma liofilizada (Sc,; e Sc;) e uma outra
levedura selecionada de cana-de-agucar Sc;, pdde-se concluir que:

1. A levedura Sc, apresentou uma maior popula¢do celular € uma maior
produgido de biomassa em relagdo as outras leveduras, nas trés temperaturas
avaliadas.

2. Esta maior produgdo de biomassa estd associada com o tempo ou
idade do in6culo e com a temperatura.

3. A temperatura selecionada neste experimento foi a de 22 °C, a qual
promoveu os melhores rendimentos fermentativos (relagdo etanol/biomassa e
glicerol/biomassa).

4. Quando comparadas quanto & capacidade de produgdo de etanol e
glicerol em fungdo da biomassa produzida, as trés leveduras mostraram
equivaléncia.

5. A levedura Sc; apresentou caracteristicas de floculagdo no curso do
experimento.

6. Ndo houve diferengas significativas entre as leveduras industriais € a
levedura selvagem no rendimento fermentativo durante o experimento, podendo

ser, qualquer uma delas, utilizada para o processo.
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CAPITULO 3

ELABORACAO DE BEBIDA ALCOOLICA FERMENTADA A PARTIR
DOS MOSTOS DE CAJA (Spondias mombin) E CACAU (Theobroma

cacao)
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1 RESUMO

DIAS, Disney Ribeiro. Elaboragio de bebida alcoblica fermentada a partir
dos mostos de caja (Spondias mombin) e cacau (Theobroma cacao).
Lavras: UFLA, 2001, 130p. (Dissertagio — Mestrado em Ciéncia dos
Alimentos)’.

A elaboragio de um processo de fermentagdo utilizando mostos obtidos
a partir das polpas de cacau e caji foi o tema do presente trabalho. O
planejamento de uma metodologia para elaboragio de bebidas a partir de frutas
tropicais visou nfo s6 a inovagio da bebida como também uma saida financeira
para o aproveitamento de frutas nativas. A avaliagio da aceitagdo da bebida
elaborada a partir das polpas de cacau, Theobroma cacao, € caja, Spondias
mombin, também foi objetivo deste trabalho. As polpas utilizadas neste
experimento provieram do CEPEC/CEPLAC, Itabuna — BA, onde também
foram caracterizadas. O experimento foi conduzido no Departamento de
Biologia e no Departamento de Ciéncia de Alimentos da Universidade Federal
de Lavras. Ambas as polpas, de cacau e de caji, foram chaptalizadas, com
solugdo de sacarose, a 24 °Brix e 22 °Brix, respectivamente, pra constituir 20
litros de mosto. O mosto também foi desacidificado a |?H 4,5 para ser submetido
ao tratamento enzimético com solugdo de Ultrazym™ AFP-L (Novo DK). Foi
utilizado SO,  na forma de metabissulfito de potissio, como agente inibidor do
crescimento bacteriano e como antioxidante. Os mostos foram adicionados de
bentonite como agente colante, para facilitar o processo de clarificagdo. Depois
destes tratamentos, os mostos foram inoculados com a levedura selecionada na
concentragio de 107 cél./mL. A fermentagdo foi conduzida a 22 °C durante dez
dias, com acompanhamento didrio do grau Brix e da atividade fermentativa pela
liberagio de CO,. Ao final da fermentagdo, os mostos foram armazenados a 10
°C. Depois de dez dias a esta temperatura foi feita a primeira trasfega. Uma
outra, 30 dias apés a primeira, foi feita antes da filtragdo em terra de
diatomdceas e placa de celulose. Na bebida elaborada foram feitas as andlises
comumentes feitas em vinhos. A aceitagiio da bebida foi feita por 45 provadores
ndio treinados, utilizando-se escala heddnica de 9 pontos. Os dados, avaliados
pela anilise de Mann Whitney, mostraram que as bebidas foram bem aceitas,
podendo ser uma nova fonte de investimento para indiistrias ou pequenos
produtores.

*Comité Orientador: Rosane Freitas Schwan - UFLA (Orientadora), Eliana
Pinheiro de Carvalho — UFLA e Luiz Carlos Oliveira Lima - UFLA
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2 ABSTRACT

DIAS, Disney Ribeiro. Manufacture of a fermented alcoholic beverage
starting from tropical fruits. Lavras: UFLA, 2001, 130p. (Dissertation —
Master Program in Food Science)’.

The elaboration of a fermentation process using musts obtained from the
cocoa, Theobroma cacao, and caja , Spondias mombin, pulps was the aim of the
present work. The planning of a methodology to make the drinks starting from
tropical fruits sought not only the innovation of the drink as well as a financial
exit for the use of native fruits. The evaluation of the acceptance of the drink
elaborated were also objective of this work. The fruit pulps used were extracted
and characterised from fresh fruit at CEPLAC, Itabuna, Bahia. Both fruit pulps
(cacao and yellow mombin) had their sugar content fixed at 24° and 22° Brix,
respectively. The must was deacidified until it reached pH value of 4.5 and then
enzymatically treated with Ultrazym AFP-L (Novo DK). Sulphur dioxide was
used as an inhibitor of bacterial growth and as an antioxidant. Bentonite was also
added to aid the must clarification. After these adjustments the must was
inoculated with 107 cell/ml of selected yeast. The fermentation was carried out at -
22° C for 10 days, with daily monitoring of Brix and fermentation activity by the
liberation of CO,. At the end of the fermentation the fermented must was stored
at 10° C for sedimentation of the yeasts. Another one was done 30 days after the
first one and them the cells were separated from the fermented must using
filtration with diatomaceous earth and a cellulose plate. The final product was
submitted to chemical analysis normally done for white wines. Ethanol,
glycerol, organic acids were measured by HPLC. GC was used to measure
higher alcohols, methanol, esters, acetaldehyde and ethanol. All the metabolites
were within the standards established by the Ministry of Agriculture. There was
a high concentration of higher alcohols, which are usually responsible for the
flavour found in alcoholic beverages. The acceptance of the drink was assessed
by 45 panellists using the hedonic scale (1-9). The data were analysed by the
Mann-Whitney non-parametrical method that showed good scores for both
cacao and yellow mombin. Both beverages were well accepted and provide
potential new products for small or medium enterprises.

* Guidance Committee: Rosane Freitas Schwan - UFLA (Major Professor),
Eliana Pinheiro de Carvalho - UFLA and Luiz Carlos Oliveira Lima — UFLA.
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3 INTRODUCAO

A produgio do vinho passou de somente arte para arte com
embasamento cientifico, ampliando-se as pesquisas em vitivinicultura. Toda a
tecnologia de produgdo do vinho é conhecida e cada vez mais estudada,
buscando-se a melhor qualidade e a maior produtividade. A vitivinicultura tem
sido difundida no Brasil com vistas a um crescimento de produgdo e valorizagio
do vinho nacional. Como a uva, vérias outras frutas podem ser utilizadas para a
formulagio de mostos que podem, posteriormente, ser submetidos a fermentagdo
alcodlica por agdo de leveduras. Entretanto, néio ha tecnologia totalmente voltada
para a elaboragdo destas bebidas no que se diz respeito a levedura a ser utilizada,
a temperatura ideal de fermentag3o e ao tipo de tratamento que o mosto da fruta,
ou a propria fruta, deve sofrer na fase pré-fermentativa.

O Brasil é um dos paises com maior produgio mundial de frutas,
incluindo a fruticultura tropical. Também no Brasil hi grandes perdas pos
colheita para algumas culturas, o que, notadamente, gera prejuizos. Existe a
necessidade de novos processamentos serem desenvolvidos, visando diminuir
estas perdas. Também seria interessante que, além da redugdo das perdas, a
geragio de lucro fosse aumentada. Uma das alternativas seria a produgdo de
bebida alcodlica a partir de frutas nativas ou que facilmente se propaguem no
solo brasileiro.

O cacau, Theobroma cacao, ¢ mundialmente conhecido pela utilizagio
de suas améndoas para a fabricagio do chocolate. Durante muito tempo, a
comercializagio das améndoas de cacau alavancou a economia baiana e, por
conseguinte, a economia brasileira. Em 1995 houve uma crise na agroindustria
cacaueira e a utilizagdo da polpa do cacau como fonte de renda passou a receber

maior atengdo, sendo atualmente, uma das formas através da qual esta fruta ¢
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comercializada. O caji, Spondias mombin, é uma outra fruta cuja
industrializagio estd voltada para a produgéo de polpas.

A elaboragio de uma metodologia, partindo das tecnologias enologicas
para o processo de obtengdo de bebida alcoélica fermentada a partir das polpas
de cacau e caja, bem como através de anilises quimicas na bebida obtida e da

aceitagdo da mesma junto a provadores, foi o objetivo deste trabalho.
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4 REFERENCIAL TEORICO

4.1 Cacau — Theobroma cacao

O cacaueiro (Theobroma cacao) é uma fruteira de altura média e muito
ramificada. Possui folhas alternas, curto-pecioladas e flores cuja coloragdo pode
ser amarela, branca ou résea. O formato do fruto é ovdide-oblongo, capsular,
com cinco saliéncias longitudinais arredondadas, medindo até 21 cm de
comprimento. Suas sementes sdo ovéides, envoltas por polpa aquosa e
mucilaginosa, de coloragéio branca ou résea (Gomes, 1985). Este mesmo autor
cita que da fermentagfio da polpa obtém-se uma bebida vinosa, dlcool e vinagre.
Das sementes, produz-se o chocolate.

O cacau, assim como o cupuagu, pertence & familia Sterculiaceae,
género Theobroma (Gomes, 1985; Schwan, Souza e Mendonga, 2000). O
cacaueiro ocorre em baixadas e florestas tropicais nas regides de origem, em
altitudes varidveis, entre 0 e 1000 m do nivel do mar. Adapta-se bém a regibes
com temperaturas médias superiores a 21°C; exige precipitag6es pluviométricas
superiores a 1300 mm anuais, bem distribuidos ao longo do ano, como na regido
litorinea e Vale do Ribeira e grande parte do planalto paulista (Agrofauna,
2000). A cultura do cacaueiro tem grande importincia econdmica porque seu
principal produto, o chocolate, é um alimento energético muito consumido em
paises de clima frio. Quando os espanhdis chegaram ao México, os maias e os
astecas ja utilizavam o cacau como bebida e como moeda. Mas ele s6 comegou a
ser aceito na Europa quando se passou a colocar aglicar na bebida. Uma regido
no sul da Bahia, conhecida como "Regido Cacaueira", tendo como centro as
cidades de Ilhéus e Itabuna, é responsdvel por cerca de 90% da produgédo
brasileira, calculada em torno de 170000 t de améndoas secas, que abastecem o

mercado nacional e sdo exportadas principalmente para os Estados Unidos,
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Rissia, Alemanha, Reino Unido e Japdo. A Tabela 1 apresenta a caracterizagéo

do fruto de cacau.

TABELA 1 Caracterizagido do fruto de cacau maduro

Caracteristicas Médias
Peso Total (g) 543,00
Casca (%) 50,50
Polpa (%) 26,40
Sementes (%) 23,10
Comprimento (mm) 169,10
Diémetro (mm) 94,60
Sélidos Soluveis Totais (°Brix) 20,55
Acidez Total Titulével (%) 1,00
Sélidos Soliveis/Acidez 20,55
PH 3,20
Agticares Soliveis Totais (%) 17,40
Aglicares Redutores (%) 10,70
Amido (%) 0,16
Pectina Total (%) 0,57
Pectina Fracionada (% em relagdio aos SIA) AM.:4,04 B.M.: 1,49 Prot.: 1,03
Fenélicos Soluveis em Agua (%) 0,17
Fenolicos Soliveis em Metanol (%) 0,15
Fendlicos Soluveis em Metanol 50 % (%) 0,13

Fonte: Schwan, Souza e Mendonga, 2000. Obs.: S.I.A. = sélidos insoliveis em
dlcool; A.M. = alta metoxilagdio; B.M. = baixa metoxilagdo e Prot. =
protopectina.

4.2 Caja — Spondias mombim

A cajazeira, também conhecida por tapereba ou cajazeira-mirim, ¢ uma
arvore com cerca de 20 metros de altura. Suas folhas possuem 20 cm a 30 cm de
comprimento e 7 a 17 foliolos. O fruto, conhecido por caj4, tapereba ou caja-
mirim € uma drupa com até 6 cm de comprimento, casca amarelada e lisa, cuja

polpa € mole e dacida. Cresce bem em quase todo o territério brasileiro,
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preferindo climas imidos e subamidos, quentes ¢ temperados quentes(Gomes,
1985). Morton (1987) descreve o caja, Spondias mombin, como sendo nativo de
florestas tropicais que vdo do Sul do México até o Peru e Brasil. Algumas das
sinonimias para o caji sdo: hog plum e spanish plum, no Caribe; caimito e
ciruela amarilla, na Espanha; mombim franc ou prune mombim, na Franga; e
caja-mirim, acajé e tapereba, no Brasil. O cajazeiro alcanga até trinta metros de
altura, com tronco medindo entre 60 cm e 75 cm de didmetro. Possui folhas
penadas com 20 cm a 45 cm, contendo de 6 a 17 foliolos. Os frutos sdo ovais ou
elipticos, com 3 cm a 4 cm de comprimento € 2,5 cm de largura, coloragdo
amarela intensa e brilhante (Morton, 1987; Andersen e Andersen, 1988;
Campbell, 1996).

Joas (1982), menciona que a polpa de caja pode ser usada no preparo de
bebidas levemente acidas, com agraddvel sabor, que é muito apreciado pelos
europeus. Gomes (1985) descreve o fruto da cajazeira como sendo saboroso e
refrescante, apropriado para a produgio de geléias, compotas, refrescos e
sorvetes. Do suco se faz boa aguardente ¢ um licor delicado. Cita, ainda, que a
cajazeira é uma fruteira com potencial, mas é subestinada e merece um
investimento maior na sua utilizagio. Morton (1987) acrescenta que, além do
sorvete e do suco, na regido amazonica o caja é muito utilizado para a produgdo
de vinho de fruta.

Arkcoll (1990), em um estudo sobre perspectiva de espécimes vegetais
brasileiras, em especial as amazdnicas (tropicais) com possivel viabilidade
comercial, cita, entre outras, o caji, Spondias lutea, o capuagu, Theobroma
grandiflorum, a graviola, Annona muricata, e o aragi-boi, Eugenia stipitata. O
caja ou tapereba é uma das mais populares frutas das regides Norte ¢ Nordeste
do Brasil, gerando 6timos sucos e sorvetes. O capuagu, cuja polpa € muito
apreciada na regifio Amazdnica, é muito utilizado na fabricagdo de doces,

sorvetes e sobremesas. A graviola, muito apreciada em varios paises da América
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Latina, principalmente pelo seu suco, é utilizada no fabrico de sorvetes e
também iogurtes. Campbell (1996) comenta que o sabor do cajé € considerado
inferior ao da siriguela (Spondias purpurea), tendo um melhor aproveitamento

quando processado, em relagdo a ser ingerido fresco.
A Tabela 2 reapresenta a caracterizagdo do fruto de cajé em dois estadios

de maturagéo.

TABELA 2 Caracterizagio do fruto de caji em dois estadios de maturagédo

Caracteristicas Predominantemente Amarelo
amarelo
Peso Total (g) 15,91 19,92
Polpa + Casca (%) 81,58 81,65
Semente (%) 18,42 18,34
Comprimento (mm) 39,70 43,10
Difimetro (mm) 28,10 32,20
Sélidos Soltveis Totais (°Brix) 10,30 11,56
Acidez Total Titulavel (%) 1,07 1,03
Sélidos Sohiveis/Acidez 9,56 11,23
pH 3,10 3,17
Agucares Soluveis Totais (%) 7,22 8,41
Agucares Redutores (%) 6,28 7.65
Amido (%) 1,92 0,52
Pectina Total(%) 0,13 0,28
Pectina Solivel(%) 0,09 0,07
Pectina Fracionada AM. BM Prot. AM. B.M. Prot.
(% - em relagéo aos SIA) 9,75 0,87 1,09 10,30 2.1 2,21
Pectinametilesterase (UAE) 305,22 362,31
Poligalacturonase (UAE) 19,78 18,32
Vitamina C Total (mg/100g) 36,87 36,86
Fenélicos Soliveis em Agua (%) 0,10 0,12
Fenélicos Soliiveis em Metanol (%) 0,10 0,11
Fen6licos Soliveis em Metanol 0,13 0,14
50% (%)

Fonte: Filgueiras, Moura e Alves, 2000. Obs.: S.I.A. = sélidos insoliveis em
dlcool; A.M. = alta metoxilagiio; B.M. = baixa metoxilagdo; U.A.E. = unidade de
atividade enzimética e Prot. = protopectina.
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4.3 A¢io enzimdtica

4.3.1 Parede celular de frutos

A parede celular de frutos ¢ uma das mais importantes estruturas que os
constituem. E responsivel pela manutengdo da integridade celular. A
composicdo da parede depende do tipo de fruto, ou vegetal, das condigGes
agrondmicas e climiticas e dos processos de estocagem dos mesmos. E
constituida de trés estratos principais: lamela média, parede primédria e parede
secunddria. A lamela média é constituida de pectina solivel, principalmente, e
atua mantendo a coesdo entre as células; a parede primiria, cujo componente
principal é a protopectina, é uma rede rigida composta de feixes de celulose
cristalina com lignina embebida. Esta matriz amorfa fica flutuando num gel
aquoso composto de diferentes fragSes de hemiceluloses e pectinas, as quais
estdo ligadas a xiloglicanas. Do rompimento da parede celular obtém-se o suco €
favorece-se a agio de enzimas cuja agdo é clivar os polissacarideos constitutivos
da parede (Goodwin e Mercer, 1990; Taiz e Zeiger, 1991; Grassin e
Fauquembergue, 1996).

4.3.2 Produgfio de enzimas

As enzimas utilizadas em vinificagdo sdo produzidas a partir de
microorganismos selecionados, normalmente dos géneros Aspergillus e
Trichoderma. A tecnologia de produgdo ¢ varidvel com a companhia que as
comercializa, sendo a fermentagfio submersa e a fermentagdo em superficie dois
métodos bésicos (Villettaz e Dubourdier, 1991). Segundo Godfrey e West
(1996), cerca de 90% das enzimas para uso industrial sdo produzidas a partir da

fermentagdo microbiana.
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4.3.3 Utilizacio das enzimas

Vidal-Barraquer (1978) cita que as enzimas pectinoliticas tém grande
influéncia na estabilizagdo dos vinhos, visto que a grande maioria dos coldides,
os quais podem interferir nesta estabilizagdo, t€m, em sua constituigdo,
carboidratos (4cidos galacturdnico e glicurdnico, galactose, manose, arabinose,
ramnose glicose e xilose) formando polimeros. Estas enzimas podem ser de
origem endégena, presentes na uva, ou exégena, quando preparagdes industriais
sdo adicionadas. A adi¢do de enzimas pectinoliticas tem duas agdes distintas:
preventiva, no caso da termovinificagio (em que as enzimas enddégenas foram
inativadas pelo calor), e curativa, que facilita a clarificagdo dos vinhos e também
a filtragdo dos mesmos. Ough e Crowell (1979) demonstraram que os mostos de
uva tratados com enzimas pécticas tiveram um aumento significativo no
rendimento do suco e os vinhos, entdo elaborados, deram resultados qualitativos
iguais ou superiores aos ndo tratados. Além disso, os processos de clarificagdo e
filtragio foram facilitados. Houve, entretanto, um aumento na concentragdo de
metanol, o que era esperado. Segundo Lee, Smith e Nelson (1979), a
pectinametilesterase (PME) hidrolisa os grupos metil-éster do carbono 6 das
unidades de 4cido galacturdnico constituintes da pectina, liberando metanol.
Esta reagdo é 6tima num pH 7,5, ocorrendo, também, a pH 5,0. A formagdo de
metanol sera proporcional a4 quantidade desta enzima presente no mosto, bem
como & concentragdo de pectina presente na casca da uva e ao pH ¢ a
temperatura do mosto.

A atuag8o de enzimas pécticas sobre 0 mosto promove o desdobramento
da pectina em suas subunidades menores, o que leva a diminuigdo da
viscosidade. Com a diminui¢éo da viscosidade, alguns efeitos desejados, como
melhores clarificagéio e filtragdo e maior extragdo do suco, séo alcangados (Vogt,
Jakob, Lemperle et al., 1986; Ough, 1996).
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Villettaz ¢ Dubourdier (1991) descrevem as enzimas como sendo pegas
de fundamental importincia nos processos de vinificagdo. Sem elas, as uvas
jamais se tornariam vinho. Recordam que nem todas as enzimas presentes
naturalmente nas uvas, ou que sio produzidas pelos microorganismos
envolvidos na fermentagdo, sio benéficas para a qualidade do vinho; algumas
podem ocasionar defeitos na bebida. Algumas preparagdes enzimaticas
comerciais estdo sendo desenvolvidas para complementar a a¢do das enzimas
naturais das uvas, melhorando a qualidade de sucos e vinhos e reduzindo custos

operacionais.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Polpas

As polpas de cacau e caja utilizadas neste trabalho provieram do
CEPEC/CEPLAC (Centro Pesquisa do Cacaw/Comissdo Executiva do Plano da
Lavoura Cacaueira), Itabuna, BA. As polpas de caji e cacau foram extraidas por
meio de uma despolpadeira automatica ITAMETAL 0.5 DS, Itabuna - BA).
Apos esta fase, as polpas foram embaladas em sacos plasticos de 500g e 1000 g
e congeladas a -70 °C, em nitrogénio liquido, ndo sendo adicionadas de qualquer
aditivo quimico. As polpas, congeladas e em caixas isolantes, foram enviadas,
por via aérea, até Belo Horizonte, de onde foram encaminhadas para Lavras por
transporte rodoviario. Foram estocadas, a —20 °C em congelador, no Laboratério
de Microbiologia do DBI-UFLA.

Para a preparagdo do mosto, passo inicial da elaboragéo da bebida, as

polpas foram descongeladas, por 24 h, 4 temperatura ambiente.

5.2 Preparo e correcdes do mosto

O preparo dos mostos a fermentar foi semelhante para as duas polpas de
frutas testadas. Depois de descongeladas, por 24 h & temperatura ambiente, os
sacos plasticos contendo as polpas foram limpos e secos. Um volume de polpa
foi transferido para uma dorna fermentativa de ago inox. O grau Brix da polpa
foi aferido por meio de um refratdmetro. O passo seguinte foi chaptalizar o
mosto para obter uma bebida cujo teor alcodlico estivesse entre 10 °GL e 13
°GL. O volume de mosto a fermentar, tanto para caja quanto para cacau, foi de
20 litros.
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5.2.1 Chaptalizaciio

A chaptalizagio do mosto ocorreu a partir da observincia do °Brix
inicial das polpas. A partir deste valor, um volume da polpa foi adicionado de
igual volume de solu¢do de sacarose cuja concentragdo, em gL, era calculada
em fungiio de obter-se o °Brix desejado no mosto (Cataluiia, 1988; Rizzon,
Zanus e Manfredini, 1994). Foi utilizada sacarose comercial, agiicar cristal, para
o preparo da solugéo. Esta solugdo foi preparada segundo Cataluiia (1988): cada
25 g de sacarose adicionados a um volume final de 1L elevam o °Brix do mosto
em, aproximadamente, duas unidades. No preparo desta, a dgua foi aquecida a
aproximadamente 30 °C para facilitar a dissolugdo do dissacarideo. O °Brix final

nos mostos foi de 24 para o de caja e de 22 para o de cacau.

5.2.2 Desacidificaciio e tratamento enzimético

Houve a necessidade da desacidificagdo quimica do mosto em fungio do
tratamento enzimatico ao qual o mesmo foi submetido. O carbonato de célcio
(CaCO3) foi empregado como agente desacidificante. Uma massa deste sal foi
inicialmente dissolvida em 500 mL de mosto que, posteriormente, foi adicionado
a0 volume total a ser fermentado. O CaCOs foi adicionado até que o pH do
mosto atingisse um valor de 4,5 + 0,5, condigdo necesséria para a atuagiio das
enzimas. As variagdes de pH foram acompanhadas por medi¢des em
potencidmetro digital (marca Micronal, modelo B-474).

Para o tratamento enzimatico, foi utilizada a preparagdo Ultrazym® AFP-
L (Novo Nordisk Ferment Ltd, Dinamarca). Esta solugéo ¢ composta por duas
enzimas, poligalacturonase (E.C.3.2.1.15) e celulase (E.C.3.2.1.4), sendo
indicada para o tratamento de polpas de frutas, facilitando a clarificacéio da
bebida. A concentragdio utilizada foi a sugerida pelo fabricante (Tabela 3). A

solugio de enzimas foi adicionada apds as corregdes de acidez e temperatura. O
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experimento foi conduzido a temperatura de 22 °C, utilizando-se 0,7 mL de

Ultrazym® AFP-L por Kg de mosto.

TABELA 3 Concentragio de Ultrazym® AFP-L a ser utilizada no mosto em
fungio da temperatura e tempo de atuagio.

. 13
Faixa de temperatura  Ultrazym™ AFP-L Tempo de agio (horas)  Faixa de pH

°C) (mL-Kg™)
20-30 0,5-0,7 8 (pelo menos)
40 - 50 03-0,5 2 4520,5

Fonte: Novo DK, 1998.

5.2.3 Sulfita¢fio

O SO, foi adicionado ao mosto na forma de metabissulfito de potissio
(K2S;05), um sal cristalino que, na prética, rende 50% de seu peso em didxido
de enxofre. A concentragdo méaxima de SO, total no vinho, permitida por lei, ¢
de 350 mg-L" (Brasil, 1988). Neste experimento, foram utilizados 100 mg de
SO, por litro de mosto, ou 200 mg de K,S,05sL"! de mosto. Esta massa de
metabissulfito foi diluida em 500 mL de mosto e adicionada de uma s6 vez &

dorna , logo apds a corregdo do pH.

5.2.4 Colagem

A bentonite foi adicionada ao mosto na concentragdo de 1 g-L”, segundo
Vogt et al. (1986), a partir de uma solugdo” estoque a 10% em agua destilada. A
solugio foi adicionada ao mosto no inicio da fermentagdo, permanecendo

durante todo o processo fermentativo.

* A soluclio estoque de bentonite a 10% deve ser preparada com, no minimo, 24 horas de antecedéncia, para
que haja dissolugiio da mesma. Apés o preparo, a solugdo deve ser homogeneizada em moinho coloidal. Deve-
se, também, homogeneiza-la no momento da coleta do volume para adi¢io ao mosto.
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Feita a colagem, a dorna foi levada a estufa ppara estabilizagdo da

temperatura a 22 °C.

5.2.5 Inocula¢fio

A levedura Sc,, selecionada anteriormente, foi utilizada para fermentar
os mostos de caja e cacau. A populagdo inicial de 107 células vidveis por mL foi
obtida seguindo-se as orientagSes do fabricante. Para reativagdo da massa
celular, 5 g de levedura liofilizada foram dissolvidas em 50 mL de égua a 40 °C.
Agitou-se por 30 min. Aguardou-se a estabilizagdo da temperatura da solugdo de
leveduras aos 22 °C, mesma temperatura do mosto, € adicionou-se a mesma aos
20 litros de mosto. Apés a inoculagdo, foi feita uma contagem em cimara de

Neubauer para confirmar a populagdo celular.

5.3 Fermentacfio

Ap6s o preparo e as devidas corregdes, bem como a inoculagdo, a dorna
de inox foi vedada com 1aminas de papel aluminio e os 20 litros de mosto foram
levados a uma estufa tipo B.O.D., cuja temperatura foi estabilizada a 22°C
(temperatura selecionada anteriormente). A cada dia da fermentacfio, foi
coletada uma amostra do mosto para contagem de células e determinacdo do
grau Brix, ap6s centrifugagdo. Também foi observado o vigor da fermentacdo
em fungdo da liberagio de CO,. O final da fermentacdo foi determinado pela
estabilizagdio do valor do grau Brix, obtido pela leitura em refratdmetro de Brix,
segundo Ough (1996).

5.4 Trasfega
Ao final da fermentagdo, a temperatura da estufa foi regulada para 10 °C,
para facilitar a sedimentagdo do material slido proveniente da fermentagdo dos

mostos de fruta tropical. Depois de 10 dias a esta temperatura, foi feita uma
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trasfega na bebida, com aeragdo (Rizzon, Zanus ¢ Manfredini, 1994). Apés esta
primeira trasfega, a bebida foi recolocada a temperatura de 10 °C por mais 30
dias. Ao final destes 30 dias, foi feita a segunda trasfega, sem aeragéo. A bebida

ficou mais 10 dias a temperatura de 10 °C.

5.5 Filtragéo

Apbs a segunda trasfega e findos os tltimos 10 dias da bebida &
temperatura de 10 °C, a bebida foi filtrada sob vécuo em frasco tipo Kitassato,
de 4 litros de volume, ao qual foi acoplado um funil tipo Biichner. Para a
filtragio foi utilizado, primeiramente, filtro de celulose. Apés a primeira
filtragsio, a bebida foi submetida a filtragdo em terra de diatoméceas entremeada
a filtros de celulose. Terminada a filtragdo, a bebida foi acondicionada em
garrafdes de vidro com capacidade para 5 litros e armazenada a 12 °C, em
B.0.D. Um volume de 1 litro das bebidas foi reservado para as anélises quimicas
posteriores.

O atesto foi feito pelo preenchimento total da capacidade do garrafiio,
minimizando a quantidade de oxigénio. A presenca deste agente oxidante
poderia levar & formagdo de defeitos na bebida, como o avinagramento (Pato,
1982).

5.6 Anilises na bebida

As bebidas foram analisadas & temperatura ambiente, apds terem sido
retiradas do refrigerador (12 °C) com pelo menos 24 horas de antecedéncia. Nos
testes realizados na Colémbia, as amostras foram transportadas por via aérea, a

temperatura ambiente.
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5.6.1 Andlises quimicas

A caracterizagio quimica das bebidas é necessdria para observar se ha
concordéncia entre os limites estabelecidos por lei e a concentragéo dos analitos
no produto obtido. E lembrado que nfo ha uma legislagio especifica para as
bebidas de cajé e cacau. Entretanto, ha para vinho e outras bebidas alcodlicas
oriundas da fermentagdo, as quais foram tomadas como parimetro. As anélises
ocorreram entre junho de 2000 e fevereiro de 2001.

Abaixo estiio os laboratérios em que foram feitos os testes nas bebidas.

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

Laboratério de Microbiologia (UFLA/DBI, Lavras-MG, Brasil):
Determinagdes de pH, aglicares redutores (glicose, frutose), aglicares ndo
redutores (sacarose), glicerol, etanol e 4cidos orgénicos (acético, latico, mélico,
succinico e tartdrico).

Corpoica (Medelin, Colémbia): Acetaldeido, dlcoois superiores
(propanol, isobutanol, butanol, isoamilico, amilico e hexanol), ésteres (acetato

de etila e acetato de metila) e metanol.

5.6.1.1 Etanol e glicerol

A concentragdio de etanol nas amostras foi determinada de duas maneiras
distintas:

Alcodmetro de Gay-Lussac

O teor alcodlico, ou grau alcodlico, foi obtido seguindo-se a metodologia
proposta por Brasil (1985), segundo a qual um volume da amostra ¢ destilado ¢
trés quartos do volume sfo recuperados e recompostos ao volume tomado para

anilise. Este volume foi resfriado a 20 °C e o grau alcodlico foi determinado
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usando-se um alcodmetro de Gay-Lussac, cuja escala variava de 0 °GL a 30
°GL, aferido aquela temperatura.

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

A concentragio de etanol (g-'L™") foi determinada por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE). A metodologia utilizada foi modificada a
partir de Shimadzu (1998) e Schwan et al. (2001). Foi utilizado um
cromatografo liquido Shimadzu, modelo LC-10Ai (Shimadzu Corp., Japdo),
equipado com detectores de indice de refragio, modelo RID-10A, e de
ultravioleta, modelo SPD-10Ai. A coluna utilizada foi o modelo Shim-pack
SCR-101H (Shimadzu).  °

A coluna operou & temperatura ambiente, tendo como fase mével o acido
perclérico na concentragio 100 mM a um fluxo de 0,8 mL-min". Os resultados
foram detectados através do detector de indice de refragéo.

A quantificagdo foi realizada a partir da comparagdo com curvas de
calibragiio, determinadas utilizando padrdes certificados da marca Supelco.

Para as analises cromatograficas, as amostras foram tratadas do seguinte
modo: retiradas do refrigerador a 10 °C e colocadas 4 temperatura ambiente por,
aproximadamente, 4 h antes da anilise em CLAE. Depois de estabilizada a
temperatura, 100 pL das amostras foram diluidos 100 vezes, em dgua mili-Q, e
filtrados em membrana ultrafiltrante (nitrato-celulose) de porosidade 0,20 pum,
marca Sartorius. Foram utilizados 20 pL da amostra para a corrida
cromatogréfica, injetados manualmente.

A concentragio de glicerol (g-L™') nas amostras foi determinada desta

mesma maneira.
5.6.1.2 Alcoois superiores, metanol, acetaldeido e ésteres

Os élcoois superiores (propanol, isobutanol, butanol, isoamilico, amilico

e hexanol), metanol, acetaldeido e ésteres (acetato de metila e acetado de etila)
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nas amostras das bebidas foram determinados por cromatografia gasosa (CG).
Os valores destes compostos foram determinados por cromatografia gasosa,
utilizando uma metodologia modificada a partir de Boscolo et al (2000). O
cromatégrafo utilizado foi da marca Chromopack, modelo 511, equipado com
detector de chama ionizada. As condigbes da corrida foram as seguintes:
detector e injetor operando a 250 °C, coluna capilar (marca Wasc, modelo 52
CB) operando em gradiente de temperatura (55 °C durante 5 min; elevagdo de 2
°C-min’" até chegar aos 100 °C. 100 °C por 3 min; elevagéo de 5 °C-min” até a
temperatura de 190 °C. 190 °C durante 30 min; elevagdo de 5 °C-min” até a
temperatura de 220 °C. 220 °C durante 15 min), tendo como gis de arraste o
hidrogénio a um fluxo de 1,2 mL-min™. Para as anilises, 100 pL das amostras
foram diluidos 20 vezes, em agua mili-Q, e filtrados em membrana ultrafiltrante
(nitrato-celulose) de porosidade 0,20 pm, marca Sartorius. Foi utilizado 1,0 pL
da amostra para a corrida cromatografica. As quantificagdes foram determinadas

a partir da comparag&o com curvas de calibragéo (padréo interno) dos analitos.

5.6.1.3 Acidos organicos

Os 4cidos acético, latico, maélico, succinico e tartirico foram
determinados pela técnica de CLAE, modificada a partir de Shimadzu (1998) e
Schwan et al. (2001), como fora descrito no item 5.6.1.1. Para a determinagdo
dos acidos orgdnicos, a coluna operou & temperatura de .50 °C, a fase mével
também foi 4cido perclérico 100 mM, a um fluxo de 1,0 mL-min”, operando a
temperatura ambiente. Neste caso utilizou-se o detector de ultravioleta, com
comprimento de onda selecionado em 210 nm. O detector utilizado para o

registro dos picos dos 4cidos foi o de ultravioleta (U.V), modelo SPD-10A..
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5.6.1.4 Acidez total

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

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

5.6.1.5 Acidez volatil

Um volume da amostra foi destilado por arraste de vapor e recolheram-
se dez vezes o volume de destilado num frasco tipo Erlenmeyer. O destilado foi,
entdo, titulado com solugéo de hidréxido de sédio 0,1 N, tendo solugdo alcodlica
de fenolftaleina 1% como indicadora. A anilise foi realizada conforme Brasil
(1985) e os resultados foram expressos em miliequivalentes de 4cido acético por
litro de bebida (meq-L™).

5.6.1.6 Potencial hidrogenidonico (pH)

O pH das amostras foi determinado diretamente, a 20°C. O
potenciémetro utilizado foi da marca Micronal, modelo B-474, calibrado com
solugdes tampio 4cida e neutra, com valores de pH, respectivamente, 4,00 ¢ 7,00
(Instituto Adolfo Lutz, 1985).

5.6.1.7 Anidrido sulfureso total e anidrido sulfuroso livre

Os valores de di6xido de enxofre total e livre foram determinados pelo
método de Ripper, descrito por Ough (1996). Utilizou-se solugdo de iodo a 0,02
N como titulante da amostra tratada e, como indicadora do ponto final de
titulagfio, solugdo de amido 1%. Os valores foram apresentados em gramas de
diéxido de enxofre por litro de bebida (g'L™).
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5.6.1.8 Agiicares redutores (glicose e frutose) e niio redutores (sacarose)

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) ¢ Schwan et al.
(2001), como ja descrito no item 5.6.1.1, utilizando-se o detector de indice de

refragdo, modelo RID-10A, para registro dos picos.

5.6.1.9 Aciicares totais
O valor de aglicares totais foi determinado pela soma algébrica dos

valores anteriormente encontrados para glicose, frutose e sacarose. Os valores

foram expressos em g-L™.

5.6.2 Anilise sensorial

Selecéio dos provadores

Para a execugdo dos testes de aceitabilidade das bebidas, foram
selecionados 45 provadores ndo treinados. Para a selegdo, foi feita uma triagem
em que os provadores foram questionados quanto a gosfar ou ndo desgostar de
bebidas alcodlicas secas (cujo teor de aglicares ¢ inferior a 5 gL™). Os
provadores que constituiram o grupo dos que ndo gostavam de bebida seca néo
participaram da andlise, obviamente. O corpo de provadores constituiu-se de
alunos e professores das instituigdes Fundagdo Educacional de Lavras (FELA-
UEMG) e Universidade Federal de Lavras (UFLA), com faixa etéria entre 18
anos e 58 anos, do sexo masculino e do sexo feminino.

Degustaciio

Cada um dos provadores experimentou 20 mL de cada uma das bebidas,
que foram codificadas como 1 e 2 para cajé e cacau, respectivamente. As
amostras foram servidas, separadamente, a4 temperatura de 10 °C

aproximadamente, as 10.30 horas, em copos pldsticos descartiveis. Foi
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solicitado aos provadores que tomassem &gua antes de provar a segunda
amostra. Para cada uma das amostras, os provadores preencheram uma ficha
(Figuras 1A e 2A) de avaliagdo na forma de escala heddnica de nove pontos
(Moraes, 1993). Em um primeiro julgamento (Figura 1A), os provadores
avaliaram os atributos separadamente (aparéncia, aroma e sabor). O segundo

julgamento (Figura 2A) foi em relag@o a aceitagéo global da bebida.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Preparo do mosto
Neste experimento, as polpas de cacau e cajd foram processadas para

obter um mosto fermentescivel, a partir do qual a bebida alcoélica foi obtida. Os
mostos sofreram algumas corregdes ou preparos prévios antes do processo

fermentativo ser, de fato, iniciado.

6.1.1 Chaptalizagdo

A chaptalizagiio é uma prética enoldgica licita na qual o teor de agicar
do mosto a fermentar pode ser corrigido para que determinado grau alcodlico
seja alcangado na bebida final (Brasil, 1988).

A corregio do valor de agicares no mosto foi calculada para um valor
final de 24 °Brix para o mosto de caja e 22 °Brix para o mosto de cacau. A partir
da observagio do °Brix dos polpas de cacau e caja, respectivamente 16 e 12,
utilizou-se uma solugdo de sacarose para a corregio. Como foram preparados 20
L de mosto, partindo-se de 10 L de polpas das frutas, os quais foram adicionados
de 10 L de solugdo de sacarose, o grau Brix das polpas foi fundamental para a
chaptalizagdo. A Tabela 4 mostra as corregdes com sacarose feitas nos mostos
de cacau e caja. Os valores do °Brix final, obtidos nos mostos de cacau e caja,
sio concordantes com os descritos por Catalund (1988) e Rizzon, Zanus e
Manfredini (1994).

Notou-se, porém, uma ligeira diferenga quando comparados os valores
de grau alcodlico final da bebida, sendo observado que para cacau e caji os
valores de etanol final foram 52% e 50%, respectivamente, do teor de sélidos

soliiveis, °Brix, em contraste com valores tedricos de 60% descritos por
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Catalufia (1988) e Hashizume (1993) para o rendimento alcodlico a partir dos

mostos de uva.

TABELA 4 Utilizagio de sacarose para chaptalizagdo dos mostos de cacau e

caja.
Fruta °Brixda Volume Sacarose Volume de °Brix do Grau alcodlico da
polpa  depolpa adicionada MH mosto mosto bebida (°GL)
Cacau 16 10L 350 20L 22 11,5
Caja 12 10L 450 20L 24 12,0

Estes resultados podem ter sidlo em fungdo da prépria composicdo
quimica das frutas. Quando observada a concentragio de aguicares soluveis totais
nas trés frutas em questdo, cacau, caja e uva, percebem-se maiores valores para
esta ultima, seguida pelo cacau e, finalmente, pelo caja. Os valores médios de
agiicares soliveis sdo os seguintes: 250,0 g-L'l na uva (Vogt et al., 1986), 174,0
gL' no cacau (Schwan, Souza e Mendonga, 2000) e 84,1 g-L” no caji
(Filgueiras, Moura e Alves, 2000). Salienta-se que estes valores de agucar nas
frutas estiio estritamente relacionados ao estidio de maturagdo das mesmas, bem
com da cultivar avaliada. Neste aspecto, segundo Camargo (1994) e Rizzon,
Manfroi e Meneguzzo (1998), todo um estudo ha para a produgdo do vinho, bem
como selegdo de cultivares de uva para mesa e para a obtengéo de suco.

Como a determinagéo do Brix refratométrico indica s6lidos solveis, ndo
necessariamente constituidos de acgicares na sua totalidade, os valores obtidos
para cacau e caji inferem que no °Brix inicial estdo substdncias n&o
fermentesciveis, as quais, como j& comentado, podem ter diminuido o

rendimento alcodlico final da bebida.
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6.1.2 Tratamento enzimético

A O tratamento enzimitico de sucos, polpas e mostos de frutas ja ¢
utilizado a algum tempo no setor industrial. Como apontado por Colagrande,
Silva e Fumi. (1994), o uso de enzimas endégenas adicionadas ao mosto tem a
fungdo de suprir as deficiéncias enzimdticas, sejam de fruta, sejam do
microrganismo, quando da existéncia de um processo fermentativo. Kashyap et
al. (2001) mencionam que o uso de enzimas pécticas foi utilizada pela primeira
vez, em 1930, na preparac#io de vinhos e sucos de frutas.

Na elaboragiio das bebidas de cacau e cajd, o tratamento enzimatico do
mosto favoreceu a clarificacdo da bebida. Para o tratamento enzimdtico, foi
necesséria a corregdo da acidez do mosto, visto que o complexo enzimatico
Ultrazym® AFP-L (Novo DK), constituido de poligalacturonases e celulases, tem
uma ac¢do 6tima em pH 4,510,5 e os valores de pH dos mostos de cacau e caja
foram, respectivamente, de 3,58 e 2,56. A corregdo foi feita com CaCO;
cristalino. A Figura 1 mostra volumes de mosto de cacau e cajd para os quais
uma parcela sofreu tratamento enzimético e a outra parcela ndo sofreu, antes do
inicio da fermentagdo, sob temperatura de 22 °C durante oito horas. A adigéo de
Ultrazym AFP-L na concentragio de 0,7 mL-L" de mosto trouxe uma melhora
visual nos mostos tratados em fun¢do da agdo das poligalacturonases, que sdo
pectinases, sobre as cadeias de dcido poligalacturdnico de pectinas presentes nas
polpas que originaram os mostos e que podem ser responséveis pela turbidez do
suco ou bebida. Esta turbidez é gerada pelas fibras vegetais insoluveis, e.g.
celuloses, hemiceluoses e pectinas. Gomez-Ruiz, Garcia-Garibay e Barzana
(1988), obtiveram resultados semelhantes no aspecto visual de sucos de mag¢i
tratados com endopoligalacturonases.

Observou-se, a partir da Figura 1, que a parte liquida do mosto de cacau
tratado ficou na parte inferior do tubo, enquanto o inverso foi observado no

mosto de caja. Uma das razdes pode ser o fato de a polpa de cacau conter menor

110



quantidade de pericarpo em relagéo a de caja. Uma outra influéncia pode ter sido
o excesso de mucilagem, heteropolissacarideos, presentes no mel de cacau, que

em fungdo da coesdo e das caracteristicas quimicas, apresentam uma maior

densidade que o proprio material particulado.

FIGURA 1 Tratamento enzimético dos mostos de cacau e cajid em pH 4,5. 1A,
cacau com enzima e 1B, cacau sem enzima; 2A, cajid com enzima €
2B, caja sem enzima.

Apbs este experimento inicial, as enzimas foram adicionadas ao mosto
no inicio da fermentagéo, que ocorreu a 22 °C, ndo sendo inativadas por agdo do
calor. O tratamento enzimatico facilitou o processo de clarificagdo por promover
a cisio dos polissacarideos presentes no mosto, provavelmente liberando

dextrinas.

6.1.3 Colagem
Como descrito por Puig-Deu et al. (1999), a adi¢do das chamadas colas,
agentes que promovem a sedimentagdo de material particulado em suspensdo

nos vinhos, visa, com o processo de tratamento enzimatico, facilitar a
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clarificagdo do. produto final. Além disso, elas promovem o aumento da
estabilidade da bebida contra alteragdes de temperatura e oxidagdes, seja durante
o envelhecimento da bebida, seja na vida de prateleira da mesma.

Visando estes beneficios, as bebidas de cacau e caji foram adicionadas
de bentonite na concentra¢éo de 1%. A bentonite utilizada partiu de uma solugéo
aquosa da mesma na concentragio de 10%, o que facilitou a dispersdo da argila
no mosto a fermentar. O principal efeito da bentonite é a precipitagdo do
material protéico por adsorgio e neutralizagdo de cargas (as bentonites possuem
cargas negativas, neutralizando as positivas), sendo que neste aspecto ela atua
inativando enzimas oxidativas, como observado por Manfredini (1989). A
bentonite também possui uma agdo fisica, 4 medida que ela vai sedimentando,
carrega consigo as particulas suspensas.

A bentonite foi introduzida aos mostos de cacau e cajé na fase pré-
fermentativa. Sua agdo proporcionou uma melhor clarificagdo da bebida por
facilitar a sedimentagdo da parte sélida do mosto, tornando mais ficeis as

trasfegas e a filtragdo.

6.1.4 Sulfitagdio
Este procedimento tem por base atuar sob varios aspectos do controle da

obtengdo de bebidas (antioxidante, antimicrobiano, clarificante). A sulfitagdo
pode ocorrer pelo uso de vérias formas quimicas de di6xido de enxofre. As duas
principais formas utilizadas nos processos de vinificagdo sdo a forma liquida,
SO2 liquido, que rende 100% de SO, (este também pode ser liberado na forma
gasosa), ¢ a forma cristalina (metabissulfito de potdssio), para a qual o
rendimento em SO; € préximo de 50%.

Os mostos de cacau e caji foram sulfitados partindo-se de metabissulfito
de potassio cristalino (K,S;0s 98% puro). A concentragdo utilizada foi de 100
mg de SO, por litro de mosto, cerca de 200 mg de K,S,0s. Estes valores,
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considerados elevados para iniciar a fermentag#o, foram adotados pois, segundo
Hashizume (1993), dependendo do valor do pH do mosto, a quantidade de SO;
deve ser alterada, sendo necessério mais SO, a pH mais elevado, e.g. 3,0 g de
SOyhL! a pH 3,0 €20 g de SOyhL™ a pH 3,8. Como os mostos de cacau & caja
tiveram seu valor de pH corrigido para 4,540,5, o teor inicial de metabissulfito
de potissio (K2S;0s) utilizado foi superior aqueles normalmente preconizados,
porém néo proporcionais aos descritos por Hashizume (1993).

Nesta concentragdo de SO, utilizada (100 mg'L" de mosto, ou 10 g-hL™
de mosto), foi observado um atraso no inicio da fermentagdo de cerca de 12
horas, concordando com o que foi descrito por Gerbaux e Meurgues (1995).
Estes autores obtiveram um atraso no inicio da fermentagdo quando trataram o
mosto de uvas com concentragdes de SO, superiores a 80 mg-L". Também foi
observado que apés o inicio da fermentagdo, o transcurso da mesma ndo foi
afetado, o que mostrou resultados concernentes aos apontamentos também feitos
pelos autores supracitados.

Nesta concentragdo utilizada, 100 mg-L", o0 SO, mostrou uma eficiéncia
no controle microbiano. Durante as contagens de células, no transcurso da
fermentagio, nio foi observada a presenga de bactérias. Uma outra evidéncia da
auséncia de contaminagiio, neste caso pelas bactérias do acido latico, foi a ndo
detecgio de 4cido latico e a presenca de acido mélico nas bebidas de cacau e de
cajé nas analises feitas em CLAE (cromatografia liquida de alta eficiéncia). A
partir destas observagdes, constatou-se que mesmo no pH inicial elevado, o SO
manteve sua atividade, ndo necessariamente nos valores propostos por
Hashizume (1993).

6.2 Fermentacio do mosto
Depois das corregdes feitas aos mostos, 0 passo seguinte foi iniciar a

fermentagio dos mesmos. Para isto foram utilizados alguns parametros

113



anteriormente selecionados, como a temperatura de fermentagdo e a estirpe de
Saccharomyces cerevisiae que constituiria o inéculo inicial.

A temperatura selecionada anteriormente, de 22 °C, foi utilizada para a
fermentag@o dos mostos de cacau e caji. Em relagdo a estirpe da levedura, os
resultados evidenciaram n3io haver diferengas significativas quanto & produgéio
de etanol e de glicerol em fung¢dio da biomassa das S. cerevisiae testadas. Sob
estas condighes, empregou-se a estirpe Sc, para a elaboragdo das bebidas. O
inéculo empregado rendeu um némero de cel.-mL™ préximo de 107, ideal para
iniciar uma fermentagéo, segundo Amerine e Cruess (1960) e Pato (1982). A
condugio do experimento em estufa tipo B.O.D. permitiu a estabilidade dos 22
°C, verificados por tomada diéria da temperatura em termdmetro de merciirio.

A Figura 2 representa o fluxograma da elaboragdo das bebidas de cacau

e caja.
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ULTRAZYMF® Tratamento enzimético |
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I- BEBIDA ELABORADA

L Andlises quimicas
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FIGURA 2 Fluxograma do processo de elaboragdo de bebida fermentada de
frutas tropicais.
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6.3 Anilises quimicas das bebidas

As andlises quimicas realizadas nas bebidas de cacau e cajd mostraram
resultados proximos aqueles estabelecidos para vinhos de mesa (Tabela 5).
Observou-se que dentro dos pardmetros analisados, as duas bebidas estariam em
conformidade com a legislagio para vinhos. Apesar de serem frutas bem
diferentes, os indices utilizados para a qualificagdo da bebida estio muito
envolvidos com os cuidados tomados durante o processo de elaboragdo das
mesmas, apontando que dentro das condigGes tratadas no experimento os
resultados foram satisfatorios em relagéo a metodologia proposta.

As bebidas obtidas seriam, quanto 3 concentragio de aglcares,
classificadas como secas. A andlise de aglicares totais por cromatografia liquida
de alta eficiéncias nfio detectou presenga de sacarose, glicose ou frutose. Este
resultados concordam com Pato (1982) e Ough (1996). Segundo estes autores, se
a fermentagdo for conduzida até o final, sem ser interrompida e sem ser
chaptalizada durante o processo, os aglicares presentes no mosto serdo
convertidos a etanol e outros metabélitos.

A auséncia de metanol na bebida indica que, provavelmente, a levedura
utilizada, a Sc,, ndo possui a enzima pectinametilesterase, responsivel pela

liberagdo de grupos metil das cadeias de pectina.
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TABELA 5 Valores analiticos encontrados nas bebidas alcodlicas fermentadas

de cacau e caja.
fndices” Limites Bebidas Elaboradas
rees Miximo Minimo |Cacau  Cajh
Alcool etflico (°GL) 13,0 10,0 11,5 12
Alcool metilico (g/L) 0,35 - - -
Acidez total (meg/L) 130,0 55,0 98,5 29
Acidez volatil (meg/L) 20,0 - 6,5 55
Sulfatos totais, em K,SO, (g/L) 1,0 - na na
Cloretos totais, em NaCl (g/L) 0,20 - na na
Anidrido sulfuroso (SO,) total (g/L) 0,35 - na na
Cinzas (g/L)
Vinhos comuns:
Tinto - 1,5 na na
Rosado e branco - 1,3 " na na
Vinhos finos e especiais:
Tinto - 1,5 na na
Rosado e branco - 1,0 na na
Relagiio dlcool em peso/extrato seco
reduzido
Vinhos comuns:
Tinto 438 5,2 na na
Rosado 6,0 6,5 na na
Branco 6,5 6,7 na na
Vinhos finos e especiais:
Tinto 5.2 - na na
Rosado 6,5 - na na
Branco 6,7 - na na
Aglicares totais:
Vinho seco 5,0 - - -
Vinho meio seco 20,0 4,0 na na
Vinho suave ou doce - 20,1 na na

" Fonte: Ministério da Agricultura, 1988. na = pardmetro néo avaliado.

A Tabela 6 representa os resultados da analise de compostos organicos.
A excecdo do metanol, os demais compostos sdo caracterizadores do aroma. Os
valores de 4lcoois superiores totais encontrados tanto para a bebida de cacau

quanto para a bebida de caj, 0, 632 gL” e 0,7 g'L", respectivamente,
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mostraram-se superiores aos valores médios para vinho citados por Vogt et al.
(1986), que variam entre 0,1 gL € 0,3 gL

TABELA 6 Concentragdo de compostos orgnicos (aldeidos, ésteres, e dlcoois)
nas bebidas de cacau e caja.

Concentraciio na bebida de  Concentragfio na bebida de

Compostos Cacau (mg'L) Cajé (mg’L™")
Aldeidos

Acetaldeido nd nd
Esteres

Acetato de metila nd nd
Acetato de etila 350,7761 250,2066
Alcoois

Metanol nd nd
Alcoois Superiores (4. S,

Propanol 44,8450 nd
Isobutanol 90,3675 nd
Butanol nd 30,9010
Alcool Isoamilico 497,7730 676,3455
Alcool Amilico nd nd
Hexanol nd 7.8138
Totalde A. S. 632,9855 715,0603

E necessario lembrar que as polpas de frutas foram diluidas em igual

volume de solugio de sacarose, 0 que pode ter diminuido a concentragdo dos
compostos formadores de aroma, uma vez que estes derivam principalmente do
metabolismo de aminoicidos. Os limites de acetaldeido (Tabela 6), ndo
detectados na anilise por cromatografia gasosa, podem ter sido fungdo do

elevado pH do mosto, 4,5, como observado também por Cleto (2000). O

118



acetaldeido pode ser formado, também, pela oxidagdo do mosto em fungdo da
aerago excessiva, um cuidado tomado durante a estabilizagdo das bebidas.

Os valores de acetato de etila (Tabela 6) superam aqueles descritos por
Berry e Watson (1987) com sendo limites para a sensibilidade e aproximam-se
dos valores encontrados por Cleto (2000) na elaboragio de aguardente.

Como pode ser observado na Tabela 7, nfio foram detectados agucares
nas bebidas fermentadas de cacau e cajé, o que as caracterizaria como bebidas
secas (Ministério da Agricultura, 1988). A concentragdo de glicerol (Tabela 7),
cerca de 4 g/L na de cacau e 6 g/L na de cajd, estd com valor préximo de

conferir corpo e textura 4 bebida, segundo Vogt et al. (1986), que citam valores
entre 6 g/L e 10 g/L.

TABELA 7 Concentragio de compostos organicos (4cidos, agiicares e dlcoois)
nas bebidas de cacau e caji obtidos por anilise em Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia.

Concentrag¢fio na bebida de Concentracdo na bebida de

Compostos Cacau (g L) Cais (& L)
Carboidratos

Sacarose nd _ nd
Glicose nd nd
Frutose nd nd
Alcoois

Etanol 156,3914 183,3598
Glicerol 0,4607 0,5964
Acidos

Acético 1,1224 0,9033
Citrico 5,5013 0,4649
Lético nd nd
Maélico 1,4465 0,6932
Oxalico nd nd
Succinico 2,0602 1,3346
Tartérico 0,7444 0,1948
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6.4 Analise sensorial das bebidas

Apbs as andlises quimicas, as bebidas foram submetidas a anilise
sensorial para verificar sua aceitago junto ao publico. O teste de Mann-
Whitney, niio paramétrico, reflete a preferéncia dos 45 provadores em relagdo
aos atributos separadamente ¢ & bebida como um todo (T abela 8). Os dados
indicam uma diferenca altamente significativa no atributo aparéncia, valorizando
a bebida de caja. Este teste mostrou ndio diferirem entre si as bebidas, quando do
julgamento dos aspectos gerais. No atributo aroma, houve uma diferenga
significante entre as bebidas, valorizando a de cacau. A mesma diferenca foi

observada no atributo sabor, rendendo melhor resultado & bebida de cajé.

TABELA 8 Frequéncia e médias das notas para os atributos de anslise sensorial
para as bebidas de cacau e cajd, testados através do teste de Mann-

Whitney.
Cacau Cajd

Atribstos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 Média|1 2 3 4 5 6 7 8 9 Médial U _p
Aparéncia - - - - 2 5141212 760 |- - - - 11 4 2415 8,13 |730,5 **
Aroma - - -3 -1141116 7,73}- - - - - 3 31623 831 |7545 *
Sabor .2 -1-591711 747|- - 211 815135 704|770 *
Aspectos

Gerais - --12411198 753}|- - - - - 51717 6 17,53 | 951 n.s.

Onde: ** - altamente significante; * - significante; n.s. — néo significante.

A Tabela 9 apresenta as porcentagens de aceitagio das bebidas em
funcdo das notas atribuidas pelos provadores. Pode-se observar que em relagdo a
aparéncia, nenhum dos provadores desgostou das bebidas. Em relagdo ao sabor,
houve a mesma porcentagem de recusa para as duas bebidas. Quanto ao aroma,

houve um desgosto maior pela bebida de cacau. Em relagdo a aparéncia ¢ ao
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aroma, houve uma convergéncia para a bebida de caji, com 86,7% dos

provadores gostando muito ou gostando extremamente.

TABELA 9 Porcentagem de aceite e recusa das bebidas de cacau e caji
conforme analise de escala heddnica de 9 pontos respondida por 45
provadores néo treinados respondendo

Aributo Bebida (1-9) (8-9)
Aparéncia Cacau 0,0% 53,3%
Cajé 0,0% 86,7%
Aroma Cacau 6,7% 60,0%
Caja 0,0% 86,7%
Aspectos Gerais Cacau 2,2% 60,0%
Caja 0,0% 51,1%
Sabor Cacau 6,7% 62,2%
Caja 6,7% 40,0%

Um outro teste ndo paramétrico, conhecido como faces de Chernoff, foi
realizado para constatagio da aprovagiio das bebidas pelos provadores (Figura
2). Este teste torna mais nitidas as diferengas obtidas entre as bebidas por utilizar
um reconhecimento visual, ndo numérico.

Uma das razdes da baixa aceitagdo da aparéncia da bebida de cacau,
53,3% (Tabela 9), é que nem toda a viscosidade, possivelmente proveniente do
excesso de mucilagem da bebida, foi retirada com o processo de filtragdo,
gerando uma bebida ndio muito limpida (Figura 3). Uma das possiveis razdes
para as baixas porcentagens de aceite (Tabela 9) para o aroma da bebida de
cacau e para o sabor de ambas, é o desconhecimento das proprias frutas por
parte dos provadores. A Figura 3 apresenta as bebidas obtidas apés a

fermentagdo dos mostos de cacau e cajé.
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Caja i Cacau

FIGURA 2 Representagio da aceitagdo das bebidas de cacau e caja através das
faces de Chernoff, onde; Aspectos gerais = largura da face; Aroma
= comprimento do nariz; Sabor = curvatura da boca e Aparéncia =
altura dos olhos.

FIGURA 3 Produto final obtido da fermentagio alcodlica dos mostos de cacau
(esquerda) e caja (direita).
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7 CONCLUSOES

A partir dos processos utilizados para a elaboragdo das bebidas neste
trabalho, pode ser concluido que:

1. Os processos comumente empregados na fabricagio de bebidas
alcodlicas, mais especificamente em enologia, podem ser adaptados para a
elaboragfio de bebidas fermentadas de frutas tropicais.

2. A levedura Sc,, testada neste experimento, mostrou-se capaz de
fermentar todos os aglicares fermentesciveis do mosto.

3. A diluigio das polpas com solugdo de sacarose, para melhorar a
fluidez do mosto, diminuiu a concentragio dos componentes formadores de
aroma da bebida, ndo interferindo na produgdo de etanol, visto que as vias de
formagdo seguem rotas distintas.

4. A utilizagio do complexo enzimitico e da solugdo de bentonite
durante todo o processo fermentativo trouxe resultados satisfatérios para a
clarificagéo da bebida.

5. A andlise sensorial revelou uma boa aceitagfio, principalmente ao se
levar em conta o desconhecimento, por parte dos provadores, das frutas que
originaram as bebidas.

6. A metodologia obtida foi simples, podendo ser implantada em um
espago fisico relativamente pequeno.

7. Observou-se que a partir da aceitabilidade das bebidas, esta tecnologia
pode ser uma das alternativas para a utilizagio do excedente de safras ou um

novo ramo para a fruticultura industrial.
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Nome:

Idade: anos
SexooM( );F( )
Data: / /

N° da amostra:

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

atributos:
APARENCIA AROMA SABOR
( ) Gostei extremamente ( ) Gostei extremamente ( ) Gostei extremamente
( ) Gostei muito ( ) Gostei muito ( ) Gostei muito
( ) Gostei moderadamente ( ) Gostei moderadamente ( ) Gostei moderadamente
( ) Gostei ligeiramente ( ) Gostei ligeiramente ( ) Gostei ligeiramente
( ) Néio gostei, nem desgostei | ( ) Néo gostei, nem desgostei | ( ) Ngo gostei, nem desgostei
( ) Desgostei ligeiramente ( ) Desgostei ligeiramente ( ) Desgostei ligeiramente
() Desgostei moderadamente | ( ) Desgostei moderadamente ( ) Desgostei moderadamente
() Desgoastei muito ( ) Desgostei muito ( ) Desgostei muito
() Desgostei extremamente | () Desgostei extremamente ( ) Desgostei extremamente

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

Mais gostei:

Menos gostei:

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

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

Por favor, prove a amostra codificada da bebida alcodlica fermentada de fruta
tropical e indique, na escala abaixo, 0 quanto vocé gostou ou desgostou da
amostra.

) Gostei extremamente

) Gostei muito

) Gostei moderadamente

) Gostei ligeiramente

) Ndo gostei, nem desgostei
) Desgostei ligeiramente

) Desgostei moderadamente
) Desgostei muito

) Desgostei extremamente

* Descreva 0 que vocé mais gostou e o que vocé menos gostou na amostra:

Mais gostei:

Menos gostei:

FIGURA 2 A Ficha modelo para avaliagdo sensorial da aceitagio global da
bebida alcodlica fermentada de frutas tropicais.
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