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RESUMO

GUIMARAES FILHO, OSWALDO. Avaliacio da producio artesanal da
aguardente de banana utilizando Saccharomyces cerevisiae CA-1174. Lavras:
UFLA, 2003. 82 p. (Tese - Doutorado em Ciéncias dos Alimentos)*

A banana € a fruta de maior producdo e comercializacio em todo o
mundo, entretanto, sdo altos os indices de perdas, chegando a 40% no Brasil, o
segundo maior produtor mundial. Um dos procedimentos para se evitar
desperdicio € a utilizacdo da fruta na composicao de diversos produtos, dentre
estes a aguardente de banana. Em diversos paises a fabricacdo e consumo de
aguardente de fruta ou brandy de fruta sdo muito populares e no Brasil, apesar
de ter-se conhecimento da produgdo da aguardente de banana, o nimero de
trabalhos cientificos sobre o tema € quase inexistente. O objetivo deste trabalho
foi o de fornecer subsidios ao desenvolvimento de uma tecnologia adequada a
producdo desta aguardente pela fermentagdo de banana ‘Nanicdo’, de baixo
valor comercial, devido ao estddio avangado de amadurecimento e/ou injtrias,
estabelecendo padrdes de qualidade para o produtor e de seguranca para o
consumidor. Os experimentos foram montados em um alambique experimental,
localizado em Lavras, situado no Sul de Minas Gerais, Brasil. Foi utilizado o
sistema de fermentacdo em trés bateladas sucessivas, com reutilizagdo do
in6culo inicial de Saccharomyces cerevisiae CA-1174. O tempo total de
fermentagdo foi de 72 horas, durante os quais efetuaram-se andlises em
cromatografia gasosa, visando fazer o acompanhamento dos principais
metabdlitos produzidos. Na bebida, adotou-se o mesmo procedimento de
andlises, por cromatografia gasosa e pelo Método Oficial do Ministério da
Agricultura e do Abastecimento (MAAD). Metanol e acetaldeido encontraram-se
com maiores concentragdes no inicio da fermentacdo, declinando ao longo do
processo, enquanto os dlcoois superiores ocorreram com aumentos crescentes até
24 horas, mantendo-se constante até o final. A levedura utilizada propiciou um
rendimento médio de aguardente de 66,52% em relacido ao rendimento tedrico,
porém, a presenca de dlcoois superiores e metanol, acima da concentracdo
méxima permitida pela legislacdo sugere pesquisas futuras.

*Comité Orientador: Dra. Rosane Freitas Schwan - UFLA (Orientadora), Dr.
Mauro dos Santos de Carvalho - UFRJ, e Dra. Roberta Hilsdorf Piccoli -
UFLA.



ABSTRACT

GUIMARAES FILHO, OSWALDO. Evaluation of the artisanal production
of the banana brandy by utilizing Saccharomyces cerevisiae CA-1174.
Lavras: UFLA, 2003. 82 p. (Thesis - Doctorate in Food Sciences)*

Banana is the fruit of greatest production and all over the world
commercialization, nevertheless, the loss indices are high, reaching 40% in
Brazil, the second greatest worldwide producer. One of the procedures to avoid
losses is the use of the fruit in the composition of a number of produces, among
these the banana brandy. In several countries, the manufacture and consumption
of fruit brandy are very popular and in Brazil in spite of having knowledge of
the production of the banana brandy, the number of scientific papers about the
subject is almost non-existent. The objective of this work was to give subsides to
the development of the better technology for the production of a brandy
produced by the fermentation of “Nanicdo” banana, which is of low commercial
value due to the advanced ripening stage and/or injuries, establishing quality
standards for he producer and of safety for the consumer. The experiments were
set up in an experimental Alambique situated in Lavras, situated in Southern
Minas Gerais, Brazil. The fermentation system in three successive batches with
re-utilization of the initial inoculum of Saccharomyces cerevisiae CA-1174 was
utilized. The total time of fermentation was of 72 hours, during which gas
chromatography analyses were performed aiming to do the follow-up of the
main metabolites produced was performed. In the beverage, the same analysis
procedure through gas chromatography and by the Official Method of the
Ministry of Agriculture and Supply (OMMAS) was adopted. Both methanol and
acetaldehyde were at the highest concentrations at the start of the fermentation,
decreasing along the process, whilst higher alcohols occurred with growing
increases till 24 hours, keeping themselves constant up to the final. The yeast
utilized provides an average brandy yield of 66.52% relative to the theoretical
yield, but, the presence of higher alcohols and methanol above the maximum
concentration allowed by law, suggests further research.

*Guidance Committee: Dra. Rosane Freitas Schwan - UFLA (Adviser), Dr.
Mauro dos Santos de Carvalho - UFRJ and Dra. Roberta Hilsdorf Piccoli -
UFLA.
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1 INTRODUCAO

O Brasil é um dos maiores produtores mundiais de banana, sendo a
maioria da produgao brasileira consumida no mercado interno na forma in natura
e apenas uma pequena porcentagem € destinada a fabricacdo de produtos
industrializados. Grande parte da producio brasileira de banana € perdida, cerca
de 40%. Estas perdas geralmente ocorrem no periodo de colheita e pds-colheita,
tornando-se notéria a falta de melhor aproveitamento. Uma das maneiras de
evitar desperdicio de frutas, é geralmente, a sua utilizagdo na composi¢io de
doces, geléias, sucos e na producdo de bebidas fermentadas e/ou destiladas, a
depender das caracteristicas de cada fruta. Dentre as possibilidades de producdo
de aguardente de frutas no Brasil, a de banana parece ser uma das mais
promissoras, no entanto, necessita de mais estudos.

A aguardente de fruta ou brandy de fruta é a bebida alcodlica de 36% a
54% de alcool em volume, a 200C, obtida do destilado de mosto fermentado de
fruta (Brasil, 1997).

A banana, verde ou madura, pode ser utilizada para a fabricacdo dessa
bebida, visto que, quando verde, possui carboidratos armazenados na forma de
amido, sendo estes convertidos por hidrélise enzimética natural a agucares
prontamente fermentesciveis, conforme o amadurecimento. Na utilizacdo de
banana verde, o amido deverd sofrer quebra por meio de métodos diversos,
como quimico, enzimdtico ou calor e pressao.

A bebida destilada tradicionalmente produzida e consumida no Brasil € a
cachaca ou a aguardente de cana-de-acucar. Para a producdo desta bebida, os
produtores necessitam de instalagdes proprias que nem sempre sio utilizadas
durante todo o ano devido a safra sazonal de cana-de-agucar, periodo este em
que se encontra facilmente bananeira em plena producdo. Estas instalagdes

possibilitam o aproveitamento de parte da estrutura e tecnologia produtivas ji



existentes, e, em termos, semelhante ao que se deve adotar para a produgdo da

aguardente de banana. O aproveitamento de banana com baixo valor comercial,

que ndo atende aos padrdes de qualidade preestabelecidos pelo mercado, como
excesso de injurias, tamanho, coloracdo, textura e grau de maturacio avangado,
pode ocorrer com certos critérios na fabricagdo desta aguardente.

No Brasil existe produgcdo comercial deste destilado, entretanto, o
processo fermentativo € realizado de forma empirica, o que reflete na variagio
da qualidade da bebida fornecida ao consumidor. Nesse sentido, o objetivo do
presente trabalho foi fornecer subsidios para a tecnologia de produgdo de
destilado de banana. Para atingir este resultado, optou-se por direcionar os
estudos para os seguintes aspectos:

e estabelecer um processo produtivo adequado para esta bebida, utilizando a
banana ‘Nanicio’ de baixo valor comercial, que seria praticamente
descartada. Nestas condi¢des € possivel reduzir as perdas proclamadas pelo
governo;

e avaliar a populacdo e o desempenho fermentativo da levedura inoculada, a
Saccharomyces cerevisiae CA-1174, bem como os principais metabdlitos
produzidos durante trés fermentagcdes, no sistema de bateladas sucessivas
com reutilizag@o do indculo inicial;

e determinar a composi¢cdo quimica da aguardente, buscando associa¢des com

0S processos anteriores.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Cultura da banana
2.1.1 Aspectos econdomicos

A banana (Musa spp.) é uma das frutas mais consumidas no mundo,
sendo bastante explorada na maioria dos paises tropicais. No Brasil, segundo
Alves et al. (1999b), as condi¢des climdticas de calor constante, precipitagdes
bem distribuidas e elevada umidade, em quase toda a sua 4rea territorial, sdo
favordveis para a producdo de banana, destacando-se as regides Norte, Nordeste,
Centro-Oeste, grande parte da regido Sudeste e alguns microclimas da regido
Sul.

O Brasil € o segundo maior produtor mundial de banana (FAO, 2001).
Segundo o IBGE (Brasil, 2000), apesar desta fruta ser a de maior produgdo e
comercializacdo mundial, e com crescimento de 25% entre 1990 e 1999, a
participacdo do Brasil no mercado externo ndo € significativa, em razdo de sua
precdria estrutura comercial, da baixa qualidade da producao, além da dimensao
do mercado interno que absorve a maioria da produ¢do nacional.

O indice tecnoldgico da bananicultura no Brasil é, em geral, muito baixo,
o que resulta em reduzida produtividade e alto indice de perdas, que podem
atingir 40%, desde a produgao até a mesa do consumidor (Mascarenhas, 1999).
Este alto indice de perdas poderia ser mais bem aproveitado na fabricagao de

diversos produtos, dentre estes, a aguardente de banana.

2.1.2 Colheita e pos-colheita

A época para colheita da banana tem sido motivo de varios estudos,
observando-se a época adequada com relacio a maturagcdo. De modo geral, o que
se adota no Brasil € realizar a colheita dos frutos mais antecipada no seu grau de

maturagido quanto maior for o tempo necessario para serem transportados do



local de cultivo ao mercado consumidor e quanto mais quente for a estacdo do
ano (Alves et al.,, 1999a). Segundo Melussi & Kawamoto (1986), o que se
recomenda € a colheita da banana ‘Nanicio’ no estidio verde-maduro,
denominado ‘3/4 gordo”, caracterizado por ‘quinas” longitudinais pouco

salientes. Nessa condicdo, o didmetro dos frutos encontra-se entre 30 e 36
milimetros, 3 a 5 meses apds o ‘lancamento” do cacho, em funcdo da época do
ano.

Na producdo da aguardente com frutos maduros, é desejavel que estes
estejam com o mdximo possivel do amido jid convertido em actcares
fermentdveis. Macédo (1993) sugere a utilizacdo de bananas com a casca
apresentando uma coloragdo escura, sendo neste ponto maiores seus teores de
acticares fermentdveis. Almeida (1935) comenta que é desejdvel aguardar a fruta
atingir 3/4 de pontuagdes escuras.

O estadio muito avangado de amadurecimento do fruto aumenta o risco
de contaminacdes microbianas diversas advindas do exterior da casca. Estas
contaminacdes atingem posteriormente a polpa devido as injirias da casca, uma
vez que os frutos nesta fase, com a textura macia, estardo mais propensos e com
grande ocorréncia de desprendimento do pedicelo das pencas, com exposi¢do
aos microrganismos. A presenca de microrganismos contaminantes deve ser
controlada, reduzindo ao mdximo a sua populacdo, visto estes poderem
influenciar negativamente na fermentacao, afetando drasticamente o rendimento
fermentativo. Foi sugerido por alguns autores (Almeida, 1935; Martins et al.,
1985; Hammond et al., 1996) o procedimento do cozimento do mosto a 90°C
durante uma hora, anteriormente a inoculacdo do pé-de-cuba ou levedura
desejada.

De acordo com o indice de cor da United Brands Company, citado por
Wills et al. (1998), a banana do subgrupo Cavendish possui 8 estddios

diferenciados de amadurecimento, conforme a cor da casca, podendo ser



observados também, na Tabela 1, os respectivos teores de amido e acucar. O
estddio de cor 6 corresponde a banana com excelente qualidade de consumo,

mas ndo para a fabricacido da aguardente, que devera ser o estadio 8.

TABELA 1 Estadios de cor de banana do subgrupo Cavendish e respectivos

teores de amido e acticar durante a maturagao.

Valores aproximados
Estadios Cor da casca (%)
Amido Acucar
1 Verde 20,0 0,5
2 Verde com traco amarelo 18,0 2,5
3 Mais verde do que amarela 16,0 4,5
4 Mais amarela do que verde 13,0 7,5
5 Amarela com ponta verde 7,0 13,5
6 Totalmente amarela 2,5 18,0
7 Amarela levemente mosqueada de
marrom 1,5 19,0
8 Amarela com grandes areas
marrons 1,0 19,0

Fonte: Wills et al. (1998).

O amido é composto quimicamente pelas moléculas de amilose e
amilopectina. Na hidrélise enzimética natural do amido produzem-se, além de
dextrina, maltose e glicose (Reguly, 1996).

Existem evidéncias de que a hidrdlise do amido e a conversdo de
acucares durante o amadurecimento da banana ocorrem de forma homogénea, no

entanto, em estudos realizados por Bassinello et al. (1999), com a banana



‘Nanicao’, ficou demonstrado existirem diferencas quantitativas de amido na
regido central e periférica do fruto, com maiores quantidades apresentadas na
regido periférica, refletindo em maiores ou menores teores de sacarose conforme
a localizacdo. Com relacdo as duas enzimas estudadas, a sacarose-fosfato sintase
(SPS) e a sacarose sintase (SS), elas aparentemente se localizam de forma
homogénea por toda a polpa, e as coloracdes desenvolvidas na casca sdo
coerentes com a variacdo de atividade destas enzimas durante o
amadurecimento.

Segundo Bleinroth (1990), outro indice que pode indicar o grau de
maturacdo da banana € a relagcdo polpa/casca. Durante o processo de maturagio
da banana apds a colheita, ocorre aumento de peso da polpa, devido a maior
absorcdo da &dgua proveniente da casca e do engaco (Lizada et al., 1990).
Almeida (1935) ja utilizava este indice para estudos destinados a fabricagdo do
dlcool e aguardente de banana, observando, em média, para cinco cultivares
diferentes de banana madura, uma relagdo polpa/casca de 1,6. Segundo Chitarra
& Chitarra (1994), a variacdo desta relacdo para banana verde e madura é de 1,2
e 2,0, respectivamente. Contudo, segundo citacdes de Lichtemberg (1999),
outros aspectos deverdo ser considerados. Quando o cacho € colhido em estddios
de desenvolvimento dos frutos mais precoces, anteriores a ‘3/4 gordo”, estes
rendimentos que estdo em torno de 70% passam a ser comprometidos, podendo
ser de 65% ou menos. Isto pode representar uma relacdo polpa/casca inferior a

1,85 para a banana do subgrupo Cavendish.

2.1.3 Industrializacao

A producdo brasileira de banana € quase totalmente consumida na forma
in natura. Apenas um percentual inferior a 2% ¢ utilizado para a fabricag¢do de
produtos industrializados, a exemplo do puré, doce, banana-passa, flocos,

farinha, chips e vinagre, sendo as cultivares do subgrupo Cavendish as mais



adaptadas para a industrializagdo. As exportacdes brasileiras de produtos
industrializados de banana representam uma fracdo pouco expressiva em relacao
ao comércio da fruta in natura (Souza & Torres Filho, 1999). Como fruto
tropical, a banana € susceptivel ao congelamento lento, decorrendo em
amolecimento durante o descongelamento; contudo, ela pode ser utilizada em
forma de polpa para a producdo da aguardente. Com relacdo ao conteido de
actcar, segundo Torija et al. (1998), o armazenamento de banana congelada por
12 meses ndo apresentou alteracdo significativa.

Para a fermentacdo alcodlica de banana, a sugestdo € a utilizacdo apenas
da polpa, visto a casca contribuir com pequena quantidade de actcar e
constituir-se de fonte de contaminacdes por microrganismos € eventuais
defesivos residuais utilizados no processo de producdo (Martins et al., 1985). No
entanto, no uso da casca, esta deve passar pelo processo de sacarificagdo para
melhorar o rendimento.

Tewari et al. (1986) constataram que o melhor resultado no rendimento
de dlcool a partir de casca de banana foi obtido por meio de sacarificacdo
enzimdtica, comparativamente a sacarificacdo 4cida por calor e pressdo. A
enzima celulase utilizada foi extraida a partir do fungo Trichoderma reesei QM
9414. A casca desidratada que continha, respectivamente, 31 mg - gdeamiado’,
205 mg - g de aducse'e 255 mg - g de aiaa’, inicialmente, apresentou-se
com 224 mg - gdeaioa ' ao final da sacarificagdo enzimatica. Foram obtidos
150 mL de élcool - kg ' de casca de banana desidratada (650C por 48 horas). Na
producido de dlcool etilico de banana, pelo uso das enzimas alfa amilase (0,1% p
- P") e a glucoamilase (0,1% p - V'), com rendimento de polpa de 71%,
Hammond et al. (1996) obtiveram os seguintes valores de dlcool etilico a partir
de 1 kg da fruta: 6 mL com a utilizacdo apenas da casca, 82 mL com a polpa e
91 mL usando o fruto inteiro, sendo considerado baixa a producdo de dlcool

etilico a partir da casca quando comparada ao fruto inteiro.



Na industrializacdo da banana, o uso de enzimas é freqiiente visando
basicamente o clareamento e a redug¢do da viscosidade. Nogueira & Torrezan
(1999) citam a utilizacdo da enzima pectinolitica comercial na propor¢ao de
0,05% (p - p'l), juntamente com o inéculo de levedura, visando a clarificacdo
do vinho e também para aumentar o rendimento da fermentacdo alcodlica
destinada a producdo de vinagre. Segundo Cardoso et al. (1999), existe uma
grande oscilagdo com relacdo a concentragdo da enzima pectinolitica a ser
adotada para a fabricacdo de suco de banana.

Tém sido realizadas tentativas com a utilizagdo de enzimas associadas,
para a producdo do alcool de banana (verde e madura). Hammond et al. (1996)
utilizaram dois tipos de enzima, sendo uma alfa amilase (0,1% p - P') e a
glucoamilase (0,1% p - V'), sendo mencionada pelos autores a utilizacio do
dobro da dosagem recomendada pelo fabricante. Estes autores concluiram ter
havido influéncia positiva destas enzimas, tanto na fermentacdo com a banana
madura, quanto nas fermentagdes de banana verde, sendo bem mais significativo
na dltima situagao.

Pheentaveerat & Amprung (1993) observaram sinergismo de
atividade enzimdtica no aumento da diminuicdo da viscosidade do suco de
banana madura, apés incubagio com 0,06% p - P' de celulases e 0,05% p - P' de
pectinase a 450C, por 2 horas. Porém, amilases nio mostraram atividades na
reducdo da viscosidade e, conseqiientemente, ndo aumentando o rendimento do
suco em relagdo a polpa. Este resultado era de se esperar, uma vez que as
amilases atuam sobre o amido e, neste caso, a fruta totalmente madura ndo tem
mais amido ou, se tem, ¢é cerca de 1% a 2%; mas, as pectinas permanecem um
pouco mais, embora tenham uma elevada atividade da enzima poligalacturonase
que estaria atuando naturalmente na fruta.

Os teores de pectina, amido, xilana e glucana decrescem durante o

processo de amadurecimento da banana, devido ao concomitante aumento da



atividades das enzimas poligalacturonase, x-manosidase, B-galactosidase,
amilases, celulases e hemicelulases (Prabha & Bhagyalakshmi, 1998). Os
mesmos autores, através da marcag¢do do carbono 14 constataram que mais de
80% do amido degradado era convertido a actcares soluiveis, passando de 1,8%
para 19% na polpa, e microscopicamente, observaram menor integridade da
parede celular, reducdo dos espacos intercelulares, diminui¢do da espessura da
parede celular, desagregacdo de células e desaparecimento dos grinulos de
amido. Pectinases foram mais eficientes no amolecimento que as celulases,
contudo, outras enzimas como amilase e xilanase também contribuiram para o
desagregamento de estruturas celulares.

Segundo Ly-Nguyem et al. (2001), a pectinametilesterase do morango
foi mais resistente ao tratamento com alta pressdo do que de laranjas e bananas.
Em plantas esta enzima é encontrada na parede celular, por interacdo
eletrostdtica. Na catélise de esterificacdo do metil éster do polimero de 4cido
poligalacturénico, forma o 4cido péctico e o metanol. No tratamento térmico, a
pectinametilesterase do morango foi comparada a encontrada na laranja, porém,
menos estdvel termicamente que a de banana.

Tocchini & Lara (1977) testando a eficiéncia de quatro enzimas
pectinoliticas visando reducdo da viscosidade para a producdo do suco de
banana do subgrupo Cavendish, concluiram que a enzima pectinolitica Ultrazym
100 Special® da Ciba-Geisy Quimica S.A, foi a que propiciou os melhores
rendimentos, reduzindo a viscosidade em 92%. A concentragdo adotada da
enzima foi de 0,05% por 10 minutos de atuagdo a 30°Cea pH 4,7.

Segundo Goswami & Borthakur (1996), durante o desenvolvimento do
fruto a enzima alfa glucana fosforilase relacionada a sintese do amido
apresentou-se estavel, enquanto a fosfatase dcida declinou constantemente.

Cardoso et al. (1999) observaram 61,1% v - p'1 de rendimento de suco

a partir de puré de banana do subgrupo Cavendish utilizando a enzima



pectinolitica Clarex®, contra 50,31% v - P' para enzima pectinolitica CECI -
CTAA®. Ambas as enzimas foram utilizadas na concentracao de 0,03% a 40°C
por um periodo de 15 minutos e, posteriormente, centrifugadas a 4.000 rpm a
30°C por 1,5 minuto.

Na fabricacgdo da cerveja de banana, Dupaigne (1974) cita que o uso de
0,25% a 1% de cal é suficiente para precipitar as pectinas sob a forma de
granulos de pectato de célcio, fator importante para a precipitacdo dos coldides;
contudo, ha necessidade de utilizar 4cido sulfirico para estabelecer o pH. Os
granulos de pectatos e de sulfato de cdlcio foram retirados em 80% com a
centrifugacdo e 88% em filtracdo com prensagem, utilizando, para ambos, a
quantidade de 0,5% de cal viva. Feito isso, o material esteve pronto para a
fermentacao.

Mumyanganize & Coppens (1974) estudaram a extracdo do suco de
banana com adi¢do de cal na polpa, seguida de neutralizacio com &cido
sulfiirico a 3 mol - L™ até o pH original. O 6xido de célcio, ao agir nos grupos
carboxilicos livres da molécula de pectina, provoca a formacdo do pectato de
célcio com redugdo da viscosidade da polpa, permitindo assim obter sucos por
prensagem ou centrifugacio. A adi¢do da cal eliminou a pectina do suco e, em
concentracdes menores que 1%, ndo determinou odores. Comparando-se o
rendimento obtido, a separacdo por centrifugacdo variou entre 65% a 77% e,
com a prensagem, entre 82% a 88%. Mumyanganizi & Coppens (1976), quando
compararam o rendimento obtido com o uso da cal e com enzimas, observaram

88% de rendimento com o emprego da enzima e de 82% com a cal.
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2.2 Bebidas alcodlicas fermentadas e destiladas

De acordo com a legislagdo atual (Brasil, 1997), bebida alcodlica é
aquela que apresenta, em sua composicdo, teor alcodlico superior a 0,5% em
volume de 4lcool etilico a 20°C e ndo alcodlica aquela que é isenta ou apresenta
teor alcoodlico inferior a 0,5%, sendo assim classificadas (Tabela 2).

Com relagdo a preferéncia do mercado consumidor brasileiro para as
bebidas alcodlicas, segundo Crispim et al. (2000), a cerveja é a preferida, com
66% da preferéncia, seguida da aguardente de cana-de-agiicar ou cachaca, com
18%; o conhaque e o uisque com 5% cada; os vinhos, com 4% e a vodka, com

2%. A quantidade de 18% para a cachaca € um valor muito expressivo,

considerando o teor de dlcool etilico em torno de 8 vezes, em média, superior ao

da cerveja.

TABELA 2 Classificacdo das bebidas alcodlicas e ndo alcodlicas

Nao alcodlicos Alcodlicos
Acéticos Nio fermen- Fermentados Destilados Destilados Alcodlicos
tados e ndo alcodlicos retificados por
alcodlicos misturas
Vinagre Agua gaseifi- Cerveja, Aguardente de cana, Vodka, gin, Aguardente
cada, prepara- | fermentados aguardente de frutas genebra, composta,
dos para re- de cana, ou brandy de frutas, steinhaeger, amargos,
fresco, refri- fermentados conhaque, graspa, aquavit ou aperitivo
gerantes de frutas, cachaga, aguardente de acquavita e alcodlico
sodas, sucos, hidromel, melago, pisco, rum, corn ou korn. | misto, licor e
xaropes e vinho de uva, tequila, uisque e batida.
néctares de saqué e sidra. aguardente de cereais.
frutas.

Fonte: Brasil (1997)
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Diferentemente dos norte-americanos e dos  europeus, entre o0s
brasileiros as aguardentes de frutas sdo pouco difundidas. Em Uganda, segundo
Mwesigye & Okurut (1995), a bebida mais tradicional € um fermentado feito de
banana (6% -11% de alcool v - V'l). No Brasil, existe mercado em potencial,
visto ser um dos maiores mercados mundiais de bebidas destiladas. A
Associacdo Brasileira de Bebidas aponta o Brasil com um consumo per capita
de aguardente de 11 litros/habitante, superando paises tradicionalmente
consumidores, a exemplo da Alemanha, Hungria e Polonia, os quais ficam na

faixa entre 9 a 10 litros/habitante/ano (SEBRAE, 2001).

2.3 Processos fermentativos

O processo fermentativo consiste na transformacdo dos acucares
existentes em dlcool etilico, ocorrendo a formacio intensa de gds carbdnico.
Para cada molécula de etanol produzida ocorre a formacdo de uma molécula de
gds carbdnico. Entretanto, a depender de como esta transformacdo ¢é realizada,
pode-se obter maior ou menor quantidade de aguardente e produto de melhor ou
pior qualidade (Schwan & Castro, 2001).

Os tipos de processos fermentativos podem ser agrupados sob trés
pontos: em fun¢do de sua conducdo, podendo ser descontinua (fermentagdo em
batelada) ou continua; em funcdo do modo de cultivo e desenvolvimento do
agente microbiano (processos de superficies ou submersos) e, ainda, em fun¢ao
do suprimento de oxigénio, quando aerados ou ndo (Reguly, 2000).

Os processos de fermentacdes descontinua e continua sdo os mais
utilizados em fermentacdes alcodlicas. Abordando este aspecto, Schwan &
Castro (2001) subdividem estes processos fermentativos em trés sistemas
diferentes: convencional em batelada, descontinuo-alimentado e continuo,
conforme o tipo de industria. O convencional é o comumente adotado pelos

produtores de aguardente artesanal e consiste em colocar o inéculo e todo o
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meio a ser fermentado, juntos, na dorna de fermentacdo. O processo
fermentativo ocorre em aproximadamente 24 horas. Apés este periodo, o
fermentado ¢é destilado e o indculo descartado. Este método interfere
significativamente no metabolismo das leveduras pelo fato delas ficarem
expostas a quantidades relativamentes altas de etanol. No sistema de bateladas
sucessivas ocorre o aproveitamento do fermento (indculo) em vdrias
fermentagdes subseqiientes. No sistema descontinuo alimentado, a dorna é
alimentada aos poucos, de modo que mantenha o teor de agucar preestabelecido
e inferior ao utilizado no sistema de batelada. No processo continuo, alimenta-se
a dorna com fluxo continuo de substrato, em concentracdo conveniente e retira-
se, também de forma continua, parte do liquido a ser destilado.

Segundo Yokoya (1995), geralmente os processos adequados para
grandes unidades ndo se adaptam as pequenas fébricas por serem sofisticados

demais, necessitando de investimentos maiores e controles elaborados nao

condizentes com pequenos produtores.

2.4 Inéculo

Anteriormente 2 escolha e a preparacdo do indculo a ser utilizado para a
fermentacdo da aguardente de banana, é necessdrio caracterizar a composi¢ao
quimica desta fruta e aproveitar parte da tecnologia de producdo da aguardente
de cana, objetivando estabelecer as condigdes para o desenvolvimento do
in6culo, bem como o entendimento da origem dos produtos primdrios e
secunddrios que poderdo ser produzidos durante a fermentagao.

Segundo Nogueira & Torrezan (1999), a composicao quimica da banana
varia de acordo com cada cultivar. Na Tabela 3 sao apresentados valores de
composi¢do, principais minerais e vitaminas presentes em algumas cultivares de
banana. A cultivar ‘Nanicao’ € uma muta¢do da cultivar ‘Nanica’; ambas sdo

pertencentes a mesma classificacdo boténica, qual seja, cultivar AAA, subgrupo
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Cavendish. A banana possui altos teores de agticares, principal matéria-prima da
fermentagcdo e, segundo Medina et al. (1998), foi observado para a banana
‘Nanicdo’ um teor de sélidos soldveis de 24,1 °Brix , sendo estes constituidos

principalmente de agticares, como sacarose, glicose e frutose.

TABELA 3 Composi¢do quimica de cinco cultivares de banana

Composigio : _ Cultivafes ; ;
Nanica Maca Ouro Prata Da terra
Umidade (%) 75,60 - 59,40 74,80 66,20
Carboidratos (%) 21,60 26,44 36,80 21,60 29,00
Proteina (%) 1,20 1,44 2,39 2,30 2,60
Lipidios (%) 0,20 0,25 0,20 0,20 0,20
Fibras (%) 0,60 - 0,40 0,30 0,90
Cinzas (%) 0,80 - - - -
Minerais (mg - 100g")
Potassio 373,00 - - - -
Fésforo 28,00 27,00 28,00 31,00 32,00
Cilcio 8,00 30,00 8,00 9,00 23,00
Ferro 0,60 0,60 0,60 0,60 0,10
Vitaminas (em 100g)
A (UD 250,00 a 50,00 - - -
335,00
B1 (ng) 42,00 a 48,00 - 79,00 34,00
54,00
B2 (ug) 88,00 30,00 - 90,00 -
C (mg) 10,00 a 12,70 9,40 17,30 14,10
11,00

Fonte: “Motta & Motta (1958); "Medina (1985)
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Hardisson et al. (2001), em trabalho realizado na Espanha, observaram
que a composi¢cdo mineral da banana Musa acuminata variou conforme a area
geografica. Segundo Goswami & Borthakur (1996), a composicdo mineral e a
atividade das enzimas (fosfatase 4cida, alfa glucana fosforilase e polifenol
oxidase), na banana (Musa ABB) ‘Kachkal’ variaram em funcdo do periodo de
desenvolvimento do fruto. Entre 37 a 65 dias, as concentra¢des de minerais e a
enzima fosfatase 4cida foram maiores em estidgios mais precoces, declinando
durante o desenvolvimento. O inverso ocorreu para a enzima alfa glucana
fosforilase, envolvida na sintese de amido. Apesar de ter ocorrido redugdao dos
componentes fendlicos durante o desenvolvimento, esta redu¢do ndo mostrou
correlagdo positiva com a atividade da enzima polifenol oxidase.

Com relacdo ao indculo, na producdo de cachaga artesanal € mesmo para
a aguardente de banana, a fermentagdo € iniciada a partir da adicdo do in6culo
(pé de cuba) ao caldo na dorna de fermentacdo. O indculo é preparado segundo
técnicas regionais priticas ou observando-se tecnologia apropriada com
fermentos selecionados. Para que o processo fermentativo se realize com a
velocidade desejada, com duracdo média em torno de 24 horas para a cachaca,
faz-se necessdria a multiplicagcdo inicial do indculo. Segundo Crispim et al.
(2000), hd necessidade de cerca de 2 x 10° células - lifro' de caldo de cana-de-
acticar para que ocorra uma boa fermentagdo, sendo este nimero conhecido
como ndmero limite de Brawn. Para se chegar a este niimero é necessirio
preparar o pé-de-cuba, que deve representar, no maximo, 20% v - V', do volume
total a ser fermentado.

Segundo Almeida (1935), durante a fermenta¢do do mosto na aguardente
de banana, ocorre a formagao de um ‘chapéu” (camada mais compacta) na parte
superior, o qual deverd ser revolvido com freqiiéncia, para evitar que a parte
exposta se acidifique. A fermentagdo continuard até que o ‘thapéu” decante.

Quando se utiliza banana verde, o tempo de fermentacdo pode ser mais
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demorado, em torno de 72 horas, em fun¢do da degradacdo das dextrinas. Este
tempo de fermentacdo € condizente como observado por Hammond et al. (1996),
para a fabricacdo de etanol com banana verde e madura. Existem trés maneiras
de se iniciar o processo fermentativo, conforme as modificagdes necessdrias para
atender as peculiaridades do local: fermento natural, fermento selecionado e o
fermento biolégico utilizado na panificacdo, devendo-se evitar a utilizacdo deste
dltimo, devido a ndo especificidade para bebidas alcodlicas, principalmente em

funcgao da baixa resisténcia ao etanol.

2.4.1 Fermento natural

Fermento natural consiste no chamado fermento caipira ou fermento
selvagem, no qual os microrganismos que irdo atuar no processo fermentativo
sdo oriundos da superficie da matéria-prima, passando para a parte liquida
formando a microbiota do mosto. Contudo, podem aparecer outros
microrganismos contaminantes oriundos de vdrias fontes, tanto bactérias, a
exemplo de bactérias l4cticas, bem como leveduras oxidativas, indesejdveis ao
processo.

Segundo Pataro et al. (2002), durante o processo artesanal, os produtores
preparam receitas proprias do fermento iniciador, principalmente adicionando
fubd de milho e farelo de arroz ao caldo de cana. Esta mistura é deixada por 5 a
20 dias sob intensa aeragcdo, em recipientes separados ou na propria dorna,
visando o desenvolvimento da microbiota fermentadora. E recomendével nesta
fase que o teor de aciicar ndo seja superior a 2% - 3% (p - V'), ji que
concentracdes maiores prejudicam a respiracdo da célula, indispensavel para um
crescimento populacional eficiente. Segundo Schwan & Castro (2001), durante a
fase de multiplicagdo da levedura, o caldo deve ser bem diluido para evitar a
fermentagdo, devendo-se, portanto, aumentar gradativamente a concentracdo do

actiicar a2 medida que a massa celular atingir nivel considerado adequado ao
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processo. Esse aumento de aguicar inibe a multiplicagdo celular, iniciando-se,
assim, a fase fermentativa, sendo esse processo chamado de ‘efeito Crabtree”.
Nesta etapa, o teor maximo tolerado pela levedura é em torno de 15% (p - V).

O caldo de cana € pobre em proteinas e sais minerais e rico em energia.
Dessa forma, Rodrigues Filho & Oliveira (1999) também adotam o
complemento do pé-de-cuba com fuba de milho integral e farelo de arroz, na
proporcdo de 6 kg e 1 kg, respectivamente. Os autores recomendam que todo
cuidado deve ser observado na adi¢do destes produtos, pois o excesso de fuba
aumenta a producdo de metabdlitos secundarios e o excesso de farelo de arroz
diminui esses metabdlitos durante a fermentacdo. No mosto de banana, deve-se
considerar que o teor de nutrientes ¢ diferente, principalmente com relacdo a
proteinas e concentracdo de potdssio, sendo superior ao da cana-de-agucar,
possivelmente podendo ser dispensada 4 adi¢do de fubd de milho e farelo de
arroz na fase de multiplicacdo do inéculo, como é normalmente utilizado para a

cachaca artesanal.

2.4.2 Fermento selecionado

Usualmente s@o isolados microrganismos a partir de fontes naturais
(plantas, solo, frutas) que apresentam boas caracteristicas de fermentagdo. Este
processo consiste em selecionar aquelas leveduras com boas caracteristicas
fermentativas, por meio de isolamento em culturas puras e testes fermentativos.

No Brasil, os fermentos selecionados estdo disponiveis em algumas
instituicdes de pesquisas, visando atender ao setor sucro-alcooleiro e mesmo
para a producdo de aguardente. Naturalmente, cada fermento selecionado
apresenta suas caracteristicas proprias e a escolha mais apropriada depende da
necessidade de cada usudrio ou situacdes especificas, como resisténcia a maior
concentracdo de dlcool, tolerdncia a temperaturas elevadas, maior velocidade de

fermentagdo, sedimentacdo mais ripida apds término da fermentacdo e mesmo
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menor acidez e boas propriedades sensoriais, aspectos importantes na fabricacdo
de bebidas.

O emprego de cepas selecionadas de Saccharomyces cerevisiae que
persistem e dominam a fermentacdo é imprescindivel para a obtencdo de
cachaca de qualidade. Esta qualidade bem como o aumento na eficiéncia do
processo produtivo passam, necessariamente, pela selecio de uma ou mais
leveduras apropriadas ao processo (Pataro et el., 2002; Campos, 2003).

Segundo Schwan & Castro (2001), durante a fermentacdo da cachaca em
destilaria do Sul de Minas Gerais, ocorrem varias sucessdes de leveduras.
Apesar de em cada batelada haver entrada de leveduras oriundas do meio
ambiente, as populacdes de leveduras em termos de espécies foram estdveis
durante quatro meses, sugerindo uma forte pressao fisioldgica e ecoldgica para a
sua manutencdo. A espécie Saccharomyces cerevisiae foi predominante. Pataro
et al. (2002) citam que vérias linhagens de Saccharomyces cerevisiae isoladas
em alambiques de Minas Gerais estdo depositadas nas colecdes de leveduras do
Laboratério de Microbiologia do Departamento de Biologia da Universidade
Federal de Lavras (UFLA) e no Laboratério do Instituto de Ciéncias Bioldgicas
(ICB) da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). Estas linhagens foram
identificadas por testes tradicionais e moleculares; muitas desta ja foram
submetidas a testes fermentativos e até mesmo no ambito da producdo
comercial.

Segundo Schwan et al. (2001), de oito cepas de Saccharomyces
cerevisiae da colecio do Laboratério de Microbiologia do Departamento de
Biologia da UFLA que sobressairam em testes fermentativos, trés
predominaram por 26 dias dominando o processo em fermentacio espontanea de
caldo de cana de agicar em producdo semi-industrial. Estas cepas, quando
submetidas a testes em alambique comercial por um periodo de dois anos

consecutivos, foram resistentes a competicdo com a microbiota naturalmente
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existente, incluindo cepas selvagens de Saccharomyces cerevisiae, decorrendo
em aumento na produtividade e na qualidade da bebida produzida,
principalmente em relacdo aos teores de acidez e concentracdo de dalcoois
superiores. Em testes comparativos finais entre estas trés cepas, realizados por
Campos (2003), ficou demonstrada a superioridade da cepa selecionada CA-
116, sendo portanto, indicada para os produtores da regido do Sul de Minas

Gerais, Brasil.

2.4.3 Contaminacoes microbianas

Os microrganismos contaminantes na fermentac¢do alcodlica podem ser
bactérias ou outras espécies de leveduras que alteram o processo fermentativo.
Segundo Amorim & Oliveira (1981), os efeitos prejudiciais dos contaminantes
implicam em diminui¢do da producgdo de dlcool. Esta reducdo pode ser causada
por varios motivos, tais como consumo de acticar, consumo de dlcool produzido,
morte de células de leveduras por toxinas ou excesso de dcido produzido e,
ainda, perdas ou inviabilidade de células de leveduras, causadas pela floculacdo
do fermento devido a ‘goma” produzida pelas bactérias.

Cabrini & Gallo (1999) definem como leveduras contaminantes aquelas
presentes no processo fermentativo, que ndo seja a levedura selecionada para o
processo de fermentacdo alcodlica.

A origem das leveduras € bastante diversa, uma vez que as mesmas sao
encontradas amplamente na natureza, podendo estar presentes em folhas, flores,
frutos, cascas, graos de cereais e outros substratos contendo agtcares (Kurtzman
& Fell 1998).

Nascimento (1994), estudando 623 linhagens de leveduras isoladas de
frutas, caldo e mosto de usinas produtoras de dlcool, no aspecto relacionado a
producdo de fator killer (toxina produzida por microrganismos, como

mecanismo de antagonismo), conseguiu linhagens identificadas como
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Saccharomyces cerevisiae capazes de matar as leveduras comerciais
Fleischmann® e Itaiquara®. Isto é relevante, visto que muitos produtores
adotam estes fermentos comerciais, na tentativa de se ter um fermento
selecionado e padronizado. Contudo, os mesmos poderdo sofrer pressdo de
selecdo, dominando a fermentagdo por periodos curtos.

Para a aguardente de cana, Maia et al. (1993) citam as leveduras dos
géneros Candida, Hanssenula, Rhodotorula, Saccharomyces, Torulopsis e
Criptococcus. Schwan et al. (2001) identificaram 443 leveduras em alambiques
comerciais do Sul de Minas Gerais, confirmando a predominancia da espécie
Saccharomyces cerevisiae, mas, em algumas fermentagdes, ocorreu a
predominéncia das espécies de Rhodotorula glutinis e Candida maltosa.

Morais et al. (1997) identificaram microbiota de leveduras semelhantes.
Parece haver grande variedade de microrganismo no mosto do caldo de cana,
contudo, o grupo da espécie Saccharomyces cerevisiae é predominante e se
destaca em sua maioria, mesmo com a ocorréncia de alterndncia de espécies de
leveduras.

Segundo Maia et al. (1993), entre as bactérias, as espécies Leuconostoc
dextranicum, Leuconostoc mesenteroides e Streptococcus spp se destacam como
contaminantes da fermentacdo da aguardente de cana. Os microrganismos
contaminantes da fermenta¢do alcodlica com capacidade deteriorante sdo
restritos a poucos géneros. Isto se deve ao fato desse ambiente ser altamente
seletivo, permitindo o desenvolvimento apenas dos microrganismos resistentes a
valores elevados de etanol e a pH baixo.

Em andlise de vinhos comerciais, Edwards et al. (1993) conseguiram
isolar vdrias espécies de Lactobacillus e, por simulacdo em placas com variagio
na quantidade de 4lcool, algumas espécies, dentre estas o Lactobacillus

plantarum suportaram até 10% de dlcool (v V'l).
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Segundo Oliva Neto (1990), o grupo das bactérias lactica é o mais
freqlientemente encontrado e adaptado as condicdes das dornas de fermentacdo
das destilarias de dlcool, sendo este o grupo que mais compromete o rendimento
fermentativo, por permanecer até o final do processo, interferindo no
desempenho das leveduras. O género Leuconostoc, apesar de contaminar a
fermentag@o alcodlica (oriundo do caldo de cana), raramente chega a causar
grandes prejuizos, devido a sua baixa resisténcia relativa ao etanol. Kaji (1989)
simulou a fermentagdo mista entre leveduras Saccharomyces cerevisiae e as
bactérias Lactobacillus fermentum e Leuconostoc mesenteroide subsp.
mesenteroide. Nesta pesquisa, utilizando-se semeadura em placa, apenas os
Lactobacillus juntamente com leveduras puderam ser recuperados, sendo a

morte do Leuconostoc atribuida ao efeito inibitorio do etanol.

2.5 Metabdlitos produzidos na fruta e durante a fermentacio

Em estudos realizados com o uso da cromatografia gasosa, por Cano et
al. (1997), foi possivel identificar as seguintes substancias em banana: butano
2,3 diona, acetato de etila, 2-pentanona, etanol, 1-butanol, hexanol, acetato de
isoamila, 1-pentanol, acetado de hexila, heptanal, 1-hexanol, butanoato de
hexila, octanal, acido acético, decanal e benzaldeido.

Boudhrioua et al. (2003) identificaram, na banana ‘Grande Naine’, 12
compostos durante o amadurecimento. Estes compostos constituem-se de 2
alcoois, 9 ésteres e 1 fenol. Sete deles, foram identificados como aromaticos,
sendo quatro identificados como dlcool isoamilico, acetato de isoamila, acetato
de butila e eleumicina. Quando o fruto foi submetido a temperaturas de 40°C
60°C e 80°C, alguns destes compostos reduziram seus teores, sendo o acetato de
isoamila, dlcool isoamilico e acetato de butila com reducdes constantes. A
eleumicina apresentou grande resisténcia térmica, aparecendo nas amostras

submetidas a este tratamento térmico. Durante o aquecimento, as alteragdes
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ocorridas tiveram correlagdo com o teor de umidade do fruto e a temperatura
adotada. A 80°C constatou-se a formacdo de outros compostos antes nio
existentes.

Dadas a complexidade e a quantidade de problemas que podem ocorrer
na fermentagdo, esta etapa € considerada a de menor eficiéncia de todo o
processo industrial da aguardente, fazendo-se necessdrios estudos mais
detalhados.

A principio, todas as fermentacdes alcodlicas sdo semelhantes, por assim
dizer, podendo ser de mosto de cana-de-actcar, de uva, de banana ou de
qualquer outra matéria-prima que possua aglcares em sua constitui¢do,
diretamente fermentesciveis ou ndo, sendo necessario, neste ultimo caso, o
procedimento da quebra de moléculas maiores, como, por exemplo, o amido,
por meio de métodos diversos (quimicos, enzim4ticos, ou sob calor e pressao).

Para que ocorra fermentacdo alcodlica de boa qualidade é necessério
que a matéria-prima, contenha nutrientes e actcares em quantidade e qualidade
satisfatorias. Além do élcool etilico, alguns teores de produtos secunddrios sdao
produzidos durante a fermentagdo, muito dos quais responsdveis pelo sabor e
aroma da bebida.

Rose (1977) cita que o principal processo bioquimico na producdo de
bebidas alcodlicas estd no catabolismo de agucares simples realizado por cepas
de Saccharomyces cerevisiae, onde produz etanol e gis carbonico. Contudo, é
sabido que a bioquimica da fermentagdo € mais complexa e envolve, na verdade,
vdrias rotas metabdlicas, sendo a via glicolitica a principal delas. Nesta rota, as
reacdes sdo catalizadas por enzimas. Por exemplo, a primeira reacio envolve a
fosforilagdo da glicose para produzir a glicose 6-fosfato e esta reacdo ¢é
catalizada pela hexokinase. J4 na segunda reacdo, de glicose 6-fosfato para

frutose 6-fosfato e vice-versa, ocorre acdo da enzima glucose-fosfato-isomerase,
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a qual mantém um equilibrio entre estes agucares em torno de 3:1. Dessa forma,
ocorrem vdrias reacdes, até chegar ao etanol.

As leveduras em condi¢gdes anaerdbicas metabolizam a glicose pela via
glicolitica (EMP), produzindo etanol e CO,. Parte dos agticares é usada para
reacdes paralelas, dando origem a outros compostos durante a fermentacio,
além, ainda, dos produzidos pelas bactérias, como o dcido lictico e 4cido
acético, em caso de contaminacoes.

Os produtos primdrios e secunddrios sdo formados durante o transcorrer
da fermentacdo. Segundo Crispim et al. (2000), estes produtos encontram-se em
ndmeros superiores a uma centena. De fato, em trabalho realizado por Boscolo
et al. (2000), foram identificados em 25 cachacas nacionais de marcas
conhecidas, 51 produtos (apenas entre édlcoois e ésteres). Produtos secunddrios
referem-se a todas as substincias formadas, excetuando etanol e gds carbdnico,
que sdo considerados produtos primdrios ou principais. Os produtos secunddrios
sdo normalmente encontrados em pequenas quantidades e muitas vezes dificeis
de serem determinados ou quantificados. Os produtos secunddrios em
concentracdes equilibradas sdo tdo importantes quanto a producdo de dlcool
etilico, contribuindo para a qualidade da bebida.

Como produtos secunddrios podem ser citados o glicerol, o 4cido
succinico, os dlcoois superiores, os aldeidos, os ésteres e alguns dacidos

(Valsechi, 1990).

2.5.1 Glicerol e acido succinico

O glicerol tem a propriedade de tornar a bebida mais ‘macia”, mas, em
ambito pratico, para a aguardente, ndo apresenta muito interesse devido a
quantidade ndo apresentar muitas variacdes, sendo considerado um produto

tipico da fermentagdo (Valsechi, 1990).
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Oura (1977) relata que cerca de 4% a 5% do agucar sdo desviados da
producdo de etanol para atender a formacdo de subprodutos, dentre os quais
incluem-se, além do glicerol e 4cido succinico, o butilenoglicol, a acetoina e os
alcoois superiores.

Alves (1994) constatou que, em alguns casos, o glicerol e o &cido
succinico juntos respondem por 10% do aguicar desviado e, no geral, foram
desviados cerca de 5,5% deste agicar para a sintese do glicerol, valor
relativamente constante para os ensaios.

Existe uma relacio inversa na quantidade de glicerol formado e a maior
concentracdo de substrato, demonstrando a influéncia da atividade vegetativa
das leveduras na producdo desta substidncia, que ¢ mais favorecida em
concentracdes menores de substrato. Alves (1994) observou que em substratos
com 18% (p - V') de agticar ocorreu um desvio de 4,8% deste agticar para a
producdo de glicerol, enquanto que para concentragdes de substrato de 6% este
valor subiu para 8%. Segundo Basso & Amorim (1998), uma intensa aeracio
pode também provocar aumento da formagdo do glicerol, acarretando queda do
rendimento fermentativo.

O desvio de agucar para a produgdo do dcido succinico encontra-se entre
1,5% a 2,5% do aguicar total da fermentacdo (Alves, 1994). Nao foi encontrada
na literatura nenhuma necessidade fisiolégica da levedura com relacdo a
producdo de 4cido succinico, contudo, este exerce sinergisticamente uma agio
antibacteriana com o etanol, tornando as leveduras mais competitivas, exercendo

certo controle das bactérias presentes (Basso, 1996).

2.5.2 Aldeido acético
O aldeido acético advém da oxidagdo do 4lcool, por influéncia do
oxigénio do ar ou agdo direta de algumas enzimas oxidantes oriundas da prépria

levedura. De modo geral, aldeidos e ésteres sdo responsdveis pelo aroma da
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cachaca enquanto que os dlcoois sdo os principais responsiveis pelo sabor
(Valsechi, 1990).

Os aldeidos sao considerados intermedidrios na formagao dos 4cidos ou
dos élcoois superiores. Os principais aldeidos encontrados sdo: acético, férmico,
butirico, isobutilico, valérico e caprdico. Durante a destilacdo, encontram-se
presentes em maiores concentracdes na fracdo de ‘tabeca” e apenas pequena
concentracdo compde a bebida, na fracdo conhecida como ‘toragdo” (Chaves &
Po6voa, 1992).

Nascimento et al. (1997) observaram, por meio de anélises realizadas por
cromatografia liquida, que a concentracdo média de acetaldeido encontrada foi
de 11,20 mg - 100 mL de 4lcool anidro™ para 56 aguardentes de cana artesanal e
12,0 mg - 100 mL de alcool anidro para outros 19 destilados, dentre estes,
uisques, bagaceira, brandy, grappa, rum, tequila, vodka e conhaques. Estes
valores demonstram haver pouca variagdo deste composto em destilados,
situando-se abaixo do valor maximo de 30 mg - 100 ml de 4lcool anidro™

permitidos pela legislacdo brasileira (Brasil, 1997).

2.5.3 Acido acético e outros acidos

A maior quantidade do 4cido acético encontrado nos vinhos ¢é
conseqiiéncia de contaminacdes € pequena propor¢do como produto do
metabolismo das leveduras, advindo da oxidacdo do acetaldeido (Valsechi,
1990). Segundo Hashizume (1983), a concentragdo do 4cido acético advinda do
metabolismo das leveduras depende muito da espécie deste microrganismo e
composic¢do do caldo (teor de acticares e substincias nitrogenadas) e, ainda, das
condic¢des de fermentacdo, como temperatura e aeracao.

Segundo Maiorella et al. (1983), os 4cidos acético e férmico possuem
mecanismos de inibicdo semelhantes sobre as leveduras, atuando no transporte

de fosfato através da membrana, por serem menos soliveis nos lipideos desta

25



membrana. No caso do 4cido l4ctico, este contém um grupo hidroxilico extra,
sendo muito menos solivel em lipideos e a inibi¢do pode até ocorrer, mas em
concentracdes altas (10-40 g - L'l).

Alguns pesquisadores tém demonstrado efeito sinergistico entre etanol e
dcidos orgénicos, podendo explicar a inibi¢do da fermentacdo pelo dlcool
produzido. O 4cido acético é produzido tanto pelas leveduras quanto pelas
bactérias (Alves, 1994) e, segundo Pampulha & Loureiro (1989), o 4cido
acético, juntamente com o etanol, aumenta o efeito téxico da fermentacao.

Lima (1983) menciona que pH 4,5 e 5,0 sdo favordveis ao
desenvolvimento de fermentagdes alcodlicas regulares, completas e rapidas, com
redu¢do do desenvolvimento de microrganismos prejudiciais, sobretudo
bactérias l4cticas e acéticas. Em fun¢do disso, a acidez normal do caldo, pH em
torno de 5,6 é desejavel; contudo, o processo de diluicio do mesmo pode
favorecer a microbiota bacteriana.

Segundo Chaves & Pdévoa (1992), na aguardente, a acidez tende a
aumentar com o envelhecimento, o que é importante, uma vez que os dcidos, ao
reagirem quimicamente com os dlcoois, formam os ésteres, responsiveis pelo
aroma da cachaga. Cardello & Faria (1997) constataram que, no envelhecimento
da bebida em tonel de carvalho (Quercus alba L.), ocorreram diminui¢des nos
valores de pH e aumento no sabor; contudo, ndo se constataram diferencas
significativas de aroma entre cachaca envelhecida até 48 meses e sem
envelhecimento. Isto caracteriza a existéncia do baixo nivel de esterificacio

ocorrida.
2.5.4 Alcoois superiores

Alcoois superiores sdo dlcoois com maior nimero de &4tomos de

carbonos quando comparados ao alcool etilico. Os dlcoois propilico, isobutilico
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e isoamilico, constituem a maior proporcao dos 4lcoois superiores em bebidas
(Valsechi, 1990).

Mostos que sofrem fermentagdes puras, sendo logo apés destilados, dao
origem a produtos com minimas propor¢des de dlcoois superiores. A origem da
producdo destes dlcoois parece ndo estar relacionado somente ao metabolismo
dos agucares, mas também devido a agdo das leveduras sobre determinados
aminoacidos (Valsechi, 1990).

Rose (1977) refere-se aos dlcoois superiores como sendo sintetizados a
partir de oxo-4cidos, os quais sao, em termos, reduzidos a dlcoois. Formalmente,
essas reagdes sdo andlogas a sintese de etanol de piruvato via acetaldeido. Estes
oxo-4cidos podem ser formados durante o metabolismo de carboidratos pelas
leveduras ou pela deaminag@o ou transaminacdo de um aminodcido, podendo-se
obter, a partir da isoleucina, o dlcool amilico ativo (d-amilico), da leucina o
alcool isoamilico e da valina o isobutilico. Entretanto, de acordo com Crowell et
al. (1961), Ingraham & Guymon (1960), citados por Cleto (2000), 75% do
conjunto de mistura de &lcoois homdlogos superiores, na fermentagdo por
leveduras, provém do metabolismo de acucar do meio e apenas 25% de
aminoécidos exdgenos.

Ribeiro & Horri (1999) constataram que a produgdo de dlcoois
superiores em aguardente de cana foi crescente até 20 horas de fermentagdo para
trés linhagens de Saccharomyces cerevisiae testadas, sendo duas destas com
capacidade floculante, uma das quais ndo produtora de sulfeto de hidrogénio.
Esta linhagem ndo produtora de sulfeto de hidrogénio, como caracteristica ji

inerente, produziu a maior quantidade de alcool superior (185 mg + L™).
2.5.5 Metanol

O metanol € constituinte naturalmente presente nas bebidas alcodlicas,

em quantidades pequenas em relagdo aos demais componentes. Entretanto, esta
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afirmacdo diz respeito a maioria das bebidas, devendo-se dar muita atencdo
quanto se tratar de bebidas elaboradas a partir de frutas, e a depender da
quantidade de pectinas metoxiladas associada a ag¢do da enzimas
pectinametilesterase, pode ocorrer a formagdo adicional de metanol (Blindler et
al.,, 1988). Quando se utilizam frutas verdes, o risco da bebida apresentar
maiores concentra¢des de metanol € ainda maior, em fun¢do do maior teor de
pectina apresentado. Segundo Basié et al. (1998), o metanol € inevitavelmente
um componente presente em brandy de frutas, como péra, maga, uva, dentre
outras. Estes autores constataram que 19 amostras, das 58 aguardentes de frutas
examinadas, ndo atendiam a regulamenta¢do quanto a concentra¢do de metanol.
Este ¢ um fato preocupante, visto jid terem sido constatados casos de
envenenamento por metanol devido ao consumo de brandy, como o citado por
Brocks et al. (1983), com ocorréncia de 4 casos simultineos de envenenamento
devido ao consumo de brandy de ameixa.

Segundo Richi & Ramaswamy (2003), a utilizagdo combinada de
pressdo e tempo (400 MPA por 25 minutos), possibilitou inativar a
pectinametilesterase. Na producdo da aguardente, as pectinas também dificultam
o processo de filtragdo do mosto a ser enviado para a destilacdo, por conferir
maior viscosidade.

A pectina se forma pela decomposi¢do da protopectina em fungdo da
acdo de enzimas pectinoliticas. A pectina € um polimero formado por vdrias
moléculas de 4cido galacturénico. O teor de pectina apresentado nas frutas é
variavel, existindo algumas frutas, a exemplo da maca, com altas concentragdes.
Segundo Palmer (1971), na banana, o teor de protopectina insoldvel situa-se em
torno de 0,5% , reduzindo para 0,3% com o amadurecimento. Segundo Lindiger
et al. (1997), mesmo no organismo humano pode haver liberagao de metanol
pela degradacdo de pectina. Um quilograma de mag¢a pode conter cerca de 10 a

15 gramas de pectina, gerando de 0,4 a 1,4 g de metanol, equivalente a produgao
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enddgena diaria de 0,3 a 0,6 gramas, o mesmo que o consumo de 300 mL de
brandy a 40 OGL, apresentando 0,5 g de metanol.

No processo natural de fabricacdo dos diferentes tipos de bebidas
alcodlicas pode ocorrer a produgéo de metanol em até 1,0 g - 100 mL em dlcool
anidro™ (Simpkins, 1985).

Na banana, o cozimento resulta na solubilizacio da pectina e dissolucao
da lamela média, levando a separag¢do da parede celular. O amido permanece
constante, ndo influenciando na alteragdo da textura. Temperaturas abaixo de
70°C tém pouco efeito no amolecimento, porém, acima deste valor, com 10
minutos, ja houve efeito (Qi et al., 2000).

Segundo Windholz (1976), a ingestdo de metanol, mesmo em doses
pequenas por longos periodos, pode levar a cegueira e até mesmo a morte.
Cardoso (2001), em trabalho de revisdes, cita que o metanol ¢ absorvido e
metabolizado pelo homem da mesma forma que o etanol, contudo, com
velocidade de oxidag¢do menor para o metanol, de modo que sua excre¢cdo pode
exigir vdrios dias.

Na elaboracdo da aguardente de frutas é comum a utilizacido de enzimas,
visando aumentar o rendimento, facilitar a filtracdo e o clareamento do mosto. A
depender da enzima utilizada, ou mesmo daquelas naturalmente presentes na
fruta, ou produzidas pelas leveduras, poderd ocorrer maior ou menor liberacao
de metanol no mosto. A concentracdo apresentada terd reflexos na bebida
produzida, devendo-se atentar para a correta separagdo das fragdes no momento

da destilacdo, principalmente no que diz respeito a fragdo de ‘cabeca”.

2.5.6 Esteres
A industria utiliza aromas artificiais em diversos produtos alimenticios e
bebidas. Na produg@o de sucos ndo é diferente. Brandy de banana também ¢

passivo de falsificagdes por meio de esséncias; contudo, Jord4n et al. (2001),
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estudando a esséncia de banana e compostos presentes na banana fresca,
constataram muitas diferencas na composicdo dos compostos voldteis entre
ambos. Alguns compostos presentes na fruta nao foram constatados em produtos
com esséncia e vice-versa. Quando encontrados em ambos, estavam presentes
em concentracdes diferentes. Enquanto a fruta apresentava-se com 5 tipos de
dlcoois, na esséncia encontraram-se 16 e, para ésteres, 16 na fruta contra 20 na
esséncia.

Segundo Lilly et al. (2000), em brandy de frutas, dentre muitos
compostos responsdveis pelo aroma, encontram-se os ésteres € 0 aroma
caracteristico, no caso do brandy de banana, apresentado durante a fermentagao
deve-se, primeiramente, ao éster acetato de isoamila. Mosha et al. (1996)
relatam que os altos indices de ésteres apresentados na cerveja de banana nos
paises africanos deve-se principalmente, ao éster, acetato de isoamila, que
confere o aroma caracteristico desta fruta.

Segundo Wyllie & Fellman (2000), o substrato € o principal
determinante da qualidade e quantidade da composicdo de ésteres, que resulta no
perfil de aroma da banana. A quantidade de ésteres produzidos no fruto de
banana madura parece ser limitada pelo suprimento de dlcool precursor, tendo
sido constatado serem mais reativos os dlcoois de 5 e 6 carbonos.

Na Figura 1, pode ser observado um esquema simplificado da formacao

de diversos compostos em processos fermentativos.
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FIGURA 1 Esquema simplificado da formacdo de compostos em processos
fermentativos. Fonte: adaptado por Dias (2001), a partir de Weeb &
Ingrahan (1963); Daudt & Ough (1975); Romano & Suzzi (1996);
Nielsen & Richelieu (1999) e Ostergaard; Olsson & Nielsen (2000).
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2.6 Qualidade de bebidas alcoélicas

O resultado a ser obtido na qualidade de uma bebida advém,
necessariamente, dos procedimentos adotados desde o inicio do processo,
comecando pela escolha da matéria-prima, passando pelo beneficiamento,
fermentagcdo, destilacio e armazenamento criterioso do produto obtido.
Basicamente, a qualidade de uma bebida alcodlica pode ser analisada
considerando-se trés aspectos importantes: fisico-quimico, microbiolégico e
sensorial.

Para as bebidas apenas fermentadas, como as cervejas e os vinhos, todos
os aspectos anteriormente citados deverdo ser considerados. Por exemplo, no
aspecto microbioldgico, devido aos baixos teores de dlcool etilico raramente
superiores a 15°GL, estas bebidas, quando armazenadas de forma inadequada,
ficam expostas a diversas deterioragdes, tal qual ocorre com freqiiéncia em
vinhos, principalmente por acdo de bactérias acéticas, na presenca de oxigénio.

Com relacdo a parte quimica, além dos metabdlitos normais formados
durante a fermentacdo, em funcdo destas bebidas ndo sofrerem destilacdo,
compostos ndo voldteis poderdo vir a interferir na qualidade do produto final,
tanto devido & composi¢do da matéria-prima em decorréncia de condi¢bes de
solo, clima, variedade, bem como devido ao uso de recipientes inapropriados
durante a fase de elaborag@o e de conservagdo ou, mesmo, de produtos utilizados
no controle fitossanitdrio da cultura, a exemplo de produtos a base de cobre.

Silva et al. (1999), examinando vinhos do Sul de Minas Gerais,
constataram que a utilizacdo de vasilhames nao revestidos propicia a libera¢ao
de teores elevados de cobre e ferro, que determinam o surgimento de casses
cupricas e férricas nestes vinhos. Parte do ferro encontrado nos vinhos provém
do solo, mas a maioria origina-se de contaminacdes durante a colheita e da
utilizacdo de equipamentos de vinificacdo contendo este metal. A casse férrica

deve-se ao ferro em excesso, passando a interferir na coloracdo e flavour dos
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vinhos. Segundo Hashizume (1983), vinhos com teores acima de 10 mg - L' sdo
suscetivel a casse férrica. Quanto ao cobre que surge em excesso no processo de
vinificagdo, ele é eliminado na sua maioria, durante a fermentacdo alcodlica na
primeira trasfega; entretanto, se, durante a conservacdo do vinho, houver
contaminagio com teor maior que 0,7 mg - L™, a casse ciiprica poderd ocorrer,
chegando até a turvacdo com formacdo de grande quantidade de precipitado,
quando os niveis de cobre situarem-se entre 1,5 a 2,0 mg - L.

Para bebidas destiladas, como as aguardentes, uma vez produzidas, os
aspectos microbiolégicos sdo pouco preocupantes, em fung¢do do aquecimento
do fermentado durante a destilagdo, além do alto teor alcodlico que apresenta a
bebida. Contudo, € freqiiente durante a destilagdo a ocorréncia de contaminagdes
quimicas com cobre, em decorréncia de falta de limpeza adequada dos
alambiques de cobre tradicionalmente utilizados.

Segundo Crispim et al. (2000), a legislacdo brasileira determina que a
concentracio mdxima permitida de cobre seja de 5 mg - L™, contudo, em 76
amostras de aguardentes analisadas, a faixa de teores de cobre apresentada
esteve entre 0,01 e 14,3 mg - L e, entre estas, as aguardentes artesanais
produzidas por pequenos produtores apresentaram as maiores concentracdes de
cobre, em média, 4,96 mg - L. Para minimizar os problema de contaminagio
com o cobre, Cardoso (2001) sugere encher o alambique e o condensador com
dgua, quando em desuso principalmente, e, no momento das reutilizagdes
continuas, proceder anteriormente, duas destilacdes com dgua, sendo a primeira
com adi¢d@o de limao (4cido citrico), na quantidade de 50 mL - L.

Na aguardente, a parte quimica é muito preocupante, principalmente
devido a concentragdo ocorrida dos metabdlitos durante o processo de destilagao
e, muitos dos quais extremamente prejudiciais a saide, como no caso do

metanol. Uma correta separacido durante a destilacdo das fracdes de ‘cabecga”,
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‘coragdo” e ‘cauda”, contribui para melhorar a qualidade do produto,
minimizando os metabdlitos txicos.

No aspecto fisico, é importante evitar a presenca de substincias
contaminantes, advindas por exemplo, da etapa de envelhecimento e/ou durante
embalagem do produto ou, mesmo, na condu¢do inadequada do processo de
destilacdo, possibilitando a passagem do fermentado diretamente no
condensador sem estar em estado gasoso, o que normalmente ocorre devido ao
excesso de temperatura na destilagio ou de excesso de fermentado no
alambique.

A qualidade e a inocuidade das bebidas alcodlicas sdo verificadas por
meio dos laudos emitidos por laboratérios credenciados pelo Ministério da
Agricultura. Os limites minimos e méaximos dos componentes sdo especificos
para cada bebida e estabelecidos pela legislacdo em vigor (Brasil, 1981, 1997),
determinando enfim, a liberacdo ou nio para o consumo. Da mesma forma, pela
legislacdo (Brasil, 1986), sdo estabelecidos os métodos analiticos que passam a
constituir padrdes oficiais para a andlise de bebidas.

Em funcdo da metodologia utilizada, pode haver diferencas na
quantificacdo das concentracdes de certos compostos analisados, conforme
observado por Aradjo e Ferreira (1975) para dlcoois superiores. Estas diferencas
ocorrem pelo fato de existir uma baixa correlag@o entre as andlises para dlcoois
superiores realizadas pelos métodos espectrofotométrico e cromatografico. Os
autores concluem que, quanto maior for a presenca do &lcool superior 1-
propanol, maior serdo estas diferengas, sendo menores no método
espectrofotométrico. O 1-propanol ndo é eficientemente detectado na andlise
espectrofotométrica, e isto decorre em virtude da fraca reagdo com o reagente
dimetilaminbenzaldeido - DMAB utilizado, resultando em menor intensidade de
cor, subestimando a concentracdo real deste dlcool, que estaria contido na

amostra.
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O Decreto Federal 2314, de 4 de setembro de 1997, secdo 6 e artigo 96
(Brasil, 1997), estabelece os valores dos padrdes de qualidade da aguardente de
frutas ou brandy de frutas. O teor alcodlico deve estar entre 36-54% v - \/'1, a
temperatura de 20°C e a soma dos componentes voldteis (aldeidos, 4cidos,
ésteres, furfural e dlcoois superiores) ndo poderd ser inferior a 200 mg - 100
mL "' em 4lcool anidro, nem superior a 650 mg - 100 L™ em dlcool anidro.

A destilacdo deve ser efetuada de forma que o destilado tenha o aroma e
o sabor dos elementos naturais voldteis do mosto fermentado e a bebida
elaborada com matéria-prima que corresponda ao nome do produto. Em fungao
disso, a aguardente de fruta poderd ter as seguintes denominagdes: cherry
brandy, kirchs, dirchwasser ou aguardente de cereja; estch brandy, Katzch
brandy, slivowicz, slibowika, mirabella ou aguardente de ameixa; peach brandy
ou aguardente de péssego; calvados, apple brandy ou aguardente de maca e pear
brandy ou aguardente de péra (Brasil, 1997).

Segundo o Decreto 2314, artigo 88 (Brasil, 1997), o destilado alcodlico
simples de origem agricola usado para a elaboragdo de diversos tipos de bebidas,
com teor alcodlico maior, variando entre 54% a 95% v - V'l, nao poderd
apresentar 4lcool metilico superior a 200 mg - 100 mL de dlcool anidro™, com
exce¢do dos provenientes de bagaco de uva e de polpa de frutas fermentadas,
cujo limite maximo serd de 700 mg - 100 mL de 4lcool anidro'. Nogato et al.
(2001) citam que, na legislacdo atual (Brasil, 1997), o miximo de metanol
permitido em aguardentes de cana-de-agiicar, uisques e outras bebidas
destiladas, é de 200 mg de metanol - 100 mL de &lcool anidro; ja para
conhaques e aguardentes de frutas, este limite € de 400 mg de etanol - 100 mL de
dlcool anidro™.

Segundo Blinder et al. (1988), citados por Badolato & Duran (2000) o
consumo de 20 mL. de metanol provoca cegueira e 60 mL constituem a dose

letal. Nesse sentido, o metanol € muito indesejdvel nas bebidas alcodlicas,
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apesar do uso concomitante com o dlcool etilico amenizar seus efeitos no
organismo, devido a concorréncia pela mesma enzima de metabolizacdo, a
alcool desidrogenase hepatica.

Clemente (2001) cita que a parte sensorial de uma bebida alcodlica é
fator crucial. O aroma e o sabor da aguardente sdao determinados pelas
quantidades de produtos secundarios formados no decorrer da fermentagdo, e
boa aguardente € aquela que apresenta caracteristicas sensoriais importantes na
aparéncia, cor, aroma e sabor. Por meio da andlise sensorial, pode-se avaliar a
aceitabilidade e a qualidade da bebida, utilizando um painel de julgadores
integrado por pessoas selecionadas e treinadas para analisar as diferentes
caracteristicas organolépticas.

Dessa forma, o fornecimento de subsidios direcionados para a produgdo
da aguardente de banana, por meio do estudo microbiolégico, bem como
quantitativo dos principais metabdlitos produzidos durante a fermentacdo e na
bebida, contribui para o desenvolvimento de uma tecnologia adequada de
producdo dessa bebida, beneficiando o produtor e oferecendo garantia de

seguranca e qualidade para o consumidor.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Processo de producio da aguardente de banana

Os experimentos objetivando avaliar a producdo da aguardente de
banana foram montados e conduzidos em um alambique experimental,
localizado no municipio de Lavras, situado no Sul de Minas Gerais, Brasil. Estes
experimentos foram realizados com a banana ‘Nanicio’ em estddio avancado de
amadurecimento e com injurias (Figura 2), constando de trés fermentacdes no
sistema  de bateladas sucessivas com reutilizagdo do indculo inicial
(Saccharomyces cerevisiae CA-1174).

As andlises foram realizadas na Universidade Federal de Lavras (UFLA)
e na Empresa de Pesquisa Agropecudria de Minas Gerais (EPAMIG), as quais
foram, especificamente: andlises microbioldgicas - Laboratério de Microbiologia
(Departamento de Biologia - UFLA); minerais na polpa e na torta de filtro -
Laboratério de Andlise Foliar (Departamento de Quimica - UFLA); andlise de
metabdlitos nos fermentados e nas bebidas, por meio da cromatografia gasosa -
Laboratério de Quimica Inorganica, bem como andlise nas bebidas pelo método
do Ministério da Agricultura e do Abastecimento (MAAb) - Laboratério de
Andlise Fisico-Quimica de Bebidas (ambos no Departamento de Quimica -
UFLA). As demais andlises, como umidade, fibra, fendlicos totais, pH, acidez
total tituldvel, amido e agucares (nido redutores, redutores e totais), foram
realizadas no Laboratério de Andlise de Qualidade do Café, localizado na
Empresa de Pesquisa Agropecudria de Minas Gerais (EPAMIG).

Bananas ‘Nanicao’, no total de 180 kg, foram adquiridas no mercado do
CEASA em Belo Horizonte. Os frutos, apds prévia sele¢ao, foram descascados
manualmente e as polpas acondicionadas em embalagens plasticas de polietileno
com o peso médio de 2 kg por embalagem e, em seguida, foram congelados e

armazenados, para posterior utilizacdo nos experimentos estabelecidos.
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FIGURA 2 Bananas de baixo valor comercial, em estddio avancado de

maturagdo e com injurias

No momento da utilizagdo nos experimentos, cerca de 10 dias apds o
armazenamento sob congelamento, procedeu-se ao descongelamento de 38 kg,
sendo esta uma quantidade suficiente e com margem de seguranga, visando a
preparacio de 50 kg de mosto a 15°Brix, ou seja, foram diluidas com 4dgua
destilada, visto a polpa possuir nestas condi¢cdes valores de sélidos soliveis
acima de 20°Brix. A polpa foi descongelada parcialmente, em razéo de terem
sido realizadas trés fermentagdes sucessivas com o aproveitamento do indculo
inicial (Saccharomyces cervisiae CA-1174), ou seja, em tempos diferentes, a
cada intervalo de 72 horas. Procedeu-se ao descongelamento por 8 horas em
temperatura ambiente, sendo a polpa posteriormente desestruturada em mixer

(modelo 15 da Arpifrio). Para melhor desestruturagdo, adicionou-se 4dgua
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destilada, até obter-se a dilui¢do desejada de solidos soluveis totais para 15°Brix

a 20°C, leitura realizada em refratdmetro portatil da marca Mercurio.

3.1.1 Fluxograma de producio da aguardente de banana

\ 4

Banana madura

v

Polpa (congelada)

v

Descongelamento e desestruturag@o da polpa em “mixer”

Casca

F ¥
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fermentado tlitragem do mosto filtro

FIGURA 3 Fluxograma de producio da aguardente de banana.
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3.1.2 Preparacao do mosto

O caldo de banana com o teor de sélidos soltveis totais a 15°Brix na
quantidade de 50 kg por dorna foi submetido a um processo de aquecimento
com homogeneizacdes continuas. Este aquecimento foi realizado em um
reservatorio de cozimento de aco inox com fogo direto, por um periodo de 1
hora, a 90°C, sendo este procedimento sugerido por outros autores (Almeida,
1935; Martins et al., 1985; Hammond et al., 1996), objetivando a dispersao da
massa e reducdo dos microrganismos contaminantes. Neste aquecimento,
objetivou-se também a inativagdo enzimadtica que, dentre outros efeitos, evita o
processo de escurecimento.

Ap6s este periodo de aquecimento, o caldo foi resfriado com jato de
4gua no exterior da parede do reservatério até reduzir a temperatura a 40°C. O
teor de solidos solidveis totais foi corrigido acrescentando-se dgua destilada,
visando recompor a dgua perdida por evaporacdo durante o aquecimento. Para
este ajuste, retirou-se uma aliquota do caldo e, com o auxilio de refratdmetro da
marca Merciirio, procedeu-se a leitura com a temperatura da amostra a 20°C,

visto este refratdbmetro ndo possuir compensador de temperatura.

3.1.3 Tratamento enzimatico

Com a temperatura a 40°C, objetivando aumentar o rendimento no
processo de filtracdo com prensagem, a enzima pectinolitica Pectinex®  foi
introduzida na concentracdo de 0,025 mL - 100g de cddd', correspondendo a
12,5 mL - 50 kg de mosto’ e, em seguida, o caldo foi homogeneizado. Esta
concentracdo adotada foi semelhante a concentragdo de 0,03% v - DI, adotada
por Cardoso et al. (1999), visando aumentar o rendimento de suco de banana do

subgrupo Cavendish.
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3.1.4 Inoculacao da levedura Saccharomyces cerevisiae CA-1174

Uma hora apés a introducdo da enzima ao caldo, a levedura
Saccharomyces cerevisiae CA-1174 liofilizada foi inoculada na concentracio de
0,025 g - 100g ce cdad'; conseqiientemente, 12,5 g foram inoculados em cada
fermentagcdo de 50 kg de caldo de banana. Esta concentragdo correspondeu a
1,02 x 10® células - ML de caldo. As leveduras, anteriormente a inoculagao,
foram ativadas em dgua destilada, na proporcao de 1:10, sendo, respectivamente,
levedura e dgua destilada. Esta suspensdo de leveduras foi agitada em banho-
maria regulado a 40°C, permanecendo nesta temperatura por um periodo de meia
hora. Em seguida, foi inoculada uma tnica vez na primeira fermentacio, sendo
que, para as demais, foi estabelecida a reutilizagdo do indculo (batelada
sucessiva).

Uma vez que o mosto continha a enzima e a levedura, a fermentagado foi
conduzida em temperatura ambiente, por 72 horas em dorna de ago inox e
também em um recipiente de vidro transparente de 20 litros, da marca
Pyrobras®, para o acompanhamento visual da fermentagdo também no perfil. As
amostras foram coletadas a cada intervalo de 6 horas, para a realizacdo das

analises.

3.1.5 Filtracao com prensagem

Decorridas 72 horas de fermentagdo, procedeu-se, no mosto fermentado,
a filtracdo com prensagem (prensa vertical em sistema de rosca giratéria). A
torta de filtro obtida foi congelada para a realizacdo de andlises posteriores. O
mosto fermentado ausente da torta de filtro foi decantado por 2 horas, retirando-
se o sobrenadante para ser destilado e as leveduras decantadas para a

reutilizag¢do nas fermentacdes posteriores.
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3.1.6 Reutilizacao do inéculo

O inéculo obtido ao final de cada fermentagdo de 72 horas foi lavado e
reutilizado, adicionando-se o dobro do seu volume em 4gua destilada e, apds
duas horas de repouso, o sobrenadante foi eliminado e o inéculo decantado
reutilizado.

Anteriormente a lavagem do indculo, efetuou-se a contagem do nimero
de células vidveis - L. A contagem foi realizada em cmara de Newbauer
apos dilui¢des, utilizando-se a coloragdo com azul de metileno (Fink & Kuhler,
1993). As leveduras foram observadas em microscopio Optico de campo claro
no aumento de 400 vezes, adotando-se a contagem de 5 dos 25 quadriculos do

quadrante central da camara de Newbauer (Bio-Rad Laboratories, 1992).

3.1.7 Destilacao

As destilagdes foram realizadas em alambique de cobre de 1 ‘corp o,
com capacidade de 100 litros de mosto fermentado (Figura 4). Procedeu-se a
limpeza do mesmo com &dgua e limdo, segundo citagdes de Cardoso (2001). O
aquecimento foi efetuado lentamente até a temperatura de 90°C por meio de
fogo direto, pelo uso do GLP. No final do condensador, colocou-se uma proveta
de 500 mL para acompanhamento do grau alcodlico dos destilados e, a cada 400
mL do destilado produzido, procedeu-se 2 leitura na escala de Gay-Lussac ("GL)
a 20°C, com auxilio de um alcodmetro da marca Mercurio. Durante o processo
de destilacdo, os primeiros 10% foram separados, constituindo a fragdao de
‘cabeca”, bem como os 10% finais, conhecido como fragdo ‘cauda™ ambos
proporcionalmente ao volume de dlcool esperado. A aguardente propriamente
dita constituiu-se dos 80% do destilado obtidos entre as fracdes de ‘Cabeca” e
‘cauda”, conhecida como ‘coracio”.

As aguardentes produzidas foram armazenadas em recipientes de vidro,

objetivando averiguar a qualidade das mesmas.
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FIGURA 4 Esquema do alambique (sem refluxo), utilizado na destilagdo da
aguardente de banana. A) cuba; B) capitel; C) alonga; D) serpentina
de resfriamento E) entrada de dgua; F) saida de 4gua; G) entrada do
mosto fermentado; H) termdmetro; 1) saida de vinhoto; J)
aquecimento com GLP; K) saida de aguardente e coleta em proveta;
L) didmetro da cuba = 0,6 m; M) altura da cuba = 0,5 m; N) altura
do capitel = 0,8 m; O) didmetro do capitel = 0,18 m; P)

condensador = 4,1 m linear x 0,018 m de didmetro.
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3.2 Analise da polpa, caldo-de-banana e torta de filtro

Diversas andlises especificas para cada etapa do processo anterior a
fermentagdo e na torta de filtro (Tabela 4) foram realizadas para as trés
fermentagdes, sendo: I) relagdo polpa/casca — P/C; II) densidade; III) sélidos
soliveis totais — SST; IV) pH; V) umidade; VI) fibra bruta; VII) minerais; VIII)
acidez total tituldvel — AAT; IX) acticares (totais — AT, redutores — AR , ndo
redutores — ANR); X) amido; XI) fendlicos totais — FT.

TABELA 4 Anilises especificas para cada etapa, efetuadas na polpa, caldo de

banana e torta de filtro, nas trés fermentacdes.

Etapas Andlises
1. Fruta in natura |
2. Polpa in natura III, IV, V, VI, VII, VIII, IX, X e XI
3. Polpa apds descongelamento 1V, V, VIII, X e XI
4. Caldo diluido para 15°Brix I, II1, IV, V, VIII, X e XI
5. Caldo apés aquecimento (90°C ) 1V, V, VIII, X e XI
6. Antes da adi¢ao da enzima 1V, V, VIII, X e XI
7. Uma hora ap6s a adicdo da enzima |IV, V, VIII, X e XI
8. Torta de filtro IV, V, VII, VIII, X e XI

As andlises foram realizadas em laboratdrio nas seguintes metodologias:

1. Relagdo polpa/casca (P/C)
Foram realizadas por amostragem de frutos e em trés repeticdes,
efetuando-se a relagdo polpa/casca na banana despencada, separadamente, por

meio de pesagem da casca e da polpa, com auxilio de balanca digital (BC 400
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PV da Gehaka). Em seguida, as polpas foram aproveitadas, com a finalidade de

serem realizadas determinag¢des quimicas diversas.

II. Densidade

A densidade do caldo de banana com o teor de sélidos soliveis em
15°Brix a 20°C, foi obtida com auxilio de balanga digital (BC 400 PV da
Gehaka), por meio da pesagem, de um volume conhecido de caldo contido em
balao volumétrico. Em seguida, a densidade foi determinada, por meio da

relacdo da massa obtida pelo volume conhecido.

III. Sélidos soluveis totais
Foi determinado por meio de leitura a 20°C, realizada em refratdmetro

portatil da marca Merctrio.

IV. pH

O pH foi determinado pelo método potenciométrico com eletrodo
combinado de vidro, segundo técnica da AOAC (1990), utilizando medidor de
pH digital, modelo DMPH-2 da Digimed.

V. Umidade

A umidade foi determinada em estufa ventilada com temperatura
regulada a 65°C, na qual as amostras homogeneizadas foram colocadas em
cépsulas de porcelana e mantidas nesta temperatura até atingir peso constante,

segundo a técnica do Instituto Adolfo Lutz (1990).

VI. Fibra bruta

Foi determinada segundo a técnica de Hennemberg (1947).
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VIIL. Minerais

A polpa de banana e a torta de filtro desidratadas, foram analisados
segundo Malavolta (1996) e os resultados convertidos através da utilizagao do
teor de umidade predeterminado. As andlises de cdlcio, magnésio, zinco,
manganés e ferro foram realizadas, utilizando-se espectrofotometro de absor¢ao
atomica (Varian, modelo AA-175); a determinagdo do fésforo, enxofre e boro,
por espectofotometro de colorimetria (Cary 50, da Varian) e o potdssio, por
fotometro de chama (Micronal, modelo B 262). O nitrogénio foi determinado
com auxilio de destiladores de nitrogénio do tipo Kjeldahl, da marca Micronal,

com posterior titulagdo com 4cido cloridrico.

VIII. Acidez total titulavel (ATT)
A acidez foi determinada por titulagio com NaOH a 0,05 mol - L,

conforme técnica da AOAC (1990).

IX. Actcares (totais — AT; redutores — AR; ndo redutores — ANR)
Foram determinados pela técnica de Somogy, adaptada por Nelson

(1994), sendo os acucares extraidos pelo método de Lane-Enyon, descrito pela

AOAC (1990).

X. Amido
A determinacao do amido foi realizado segundo a AOAC (1990).

XI. Fendlicos totais (FT)

Os fendlicos totais foram extraidos pelo método de Godstein & Swain

(1963) e determinados pelo método de Folin Denis (AOAC, 1990).
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3.3 Avaliacao do processo fermentativo

Nos experimentos de fermentacdo realizados neste trabalho, optou-se
pela utilizacdo da levedura Saccharomyces cerevisiae CA-1174, devido a
inexisténcia de uma levedura especifica, selecionada para a fermentacdo da

banana e a levedura utilizada ter sido selecionada a partir de fruta (uva).

3.3.1 Avaliacdo populacional do inéculo e parimetros fermentativos

As andlises microbioldgicas foram realizadas em amostras retiradas a
cada intervalo de 6 horas, durante as 72 horas de fermentagdo. A partir das
amostras, foram preparadas diluicdes decimais sucessivas em dgua peptonada
estéril (10 g - L' de peptona de soja e 5,0 g - L™ de cloreto de sédio) e uma
aliquota de 0,1 mL da amostra de mosto diluido (10° e 107 foi plaqueadas, em
meio de cultura WL (Difco) solidificado. As placas inoculadas em triplicata em
cada dilui¢io foram incubadas & temperatura controlada em B.O.D a 28°C, por
um periodo de 48 horas. Placas apresentando-se com 30 a 300 colo6nias, foram
selecionadas para a quantificacdo do inéculo.

Os parametros fermentativos adotados foram os seguintes: pH, actcares
(redutores, ndo redutores e totais), solidos soldveis totais e temperatura. Para a
determinac@o do pH foi utilizado o peagametro digital da marca Mercurio e os
solidos soldveis totais foram determinados em refratdmetro portitil da marca
Mercdrio e sacarimetro com termdmetro acoplado, objetivando o
acompanhamento também da temperatura. Os teores de agucares foram
determinados pela técnica de Somogy, adaptada por Nelson (1994), sendo os

actcares extraidos pelo método de Lane-Enyon, descrito pela AOAC (1990).
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3.3.2 Metabdlicos quimicos analisados durante as fermentacées e nos
destilados

Durante as fermentacdes, a cada 6 horas de intervalo, e nos referidos
destilados originados, os principais metabdlitos quimicos foram quantificados
por meio de cromatografia gasosa (cromatdgrafo Varian 3800, versdo 4.5),
injetando as amostras em trés repeticdes. Na bebida, efetuou-se também a
analise tradicional, pelo Método Oficial do Ministério da Agricultura e do
Abastecimento (MAAD).

Pelo MAAD, foram determinados: acetaldeido, metanol, acetato de etila,
soma dos alcoois superiores, soma dos componentes secunddrios, etanol, cobre,
densidade relativa, e ainda, realizou-se o exame organoléptico.

Por cromatografia gasosa, foram determinados: acetaldeido, acetato de
etila, metanol, n-propanol, isobutanol, 4lcool isoamilico, 4lcool amilico, n-
hexanol e etanol. O etanol foi determinado por meio de uma solugcdo de
calibracdo separada, devido a alta concentracdo nas amostras, sendo necessdria
inclusive, a realizacio de dilui¢des (20x no mosto e 100x no destilado). Adotou-
se 0 método de padrdo interno, sendo escolhido o tolueno por meio de critérios
quimicos e auséncia nas amostras a serem analisadas. As solu¢des de calibragdes
foram preparadas, pipetando 0,5 mL da solu¢do contendo os padrdes e 1,0 mL
da solu¢do de padrao interno.

Na solugdo de padrio interno, objetivando a determinagdo do etanol,
utilizou-se a acetona como solvente e, para os demais compostos, utilizou-se o
etanol. Os solventes utilizados foram do Laboratério Merck, com prévia
determinacdo da pureza quimica.

Como condicdes de trabalho no cromatdgrafo, por meio do
desenvolvimento de um método na estacdo de trabalho, adotou-se o seguinte:
temperatura de 250°C para o detector e 240°C para o injetor; volume de injecdo

de 1ul, em razdo de split de 15; nitrogénio como gés de arraste a 7,8 psi por 2’,
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passando a 10,6 psi (1,27 psi - min') e, finalmente, chegando a 14 psi (1,27 psi
psi - min'); fluxo da fase mével a 0,8 mL - min'; temperatura da coluna
Carbowax 20M (30 m x 0,25 mm, 0,25 W) a 32°C por 2°, chegando a 100°C
(10°C - min') e, finalmente, a 180°C ( 30°C - min"). O tempo total da corrida foi
de 11,47 minutos.

Na preparacio da solucdo de calibragdo utilizada (Figura 35),
primeiramente foi determinado o tempo de retencdo na coluna para cada
composto a ser analisado (acetaldeido, acetato de etila, metanol, etanol, n-
propanol, isobutanol, isoamilico, amilico e hexanol). Estes compostos foram
adquiridos de trés laboratdrios diferentes, quais sejam: &dlcoois superiores (n-
propanol, isobutanol, isoamilico, amilico e hexanol) do Laboratério Sigma-
Aldrisch; acetaldeido do Laboratério Supelco e os demais compostos do
Laboratério Merck. Eles foram injetados individualmente, juntamente com a
solucdo de padrdo interno, objetivando constatar a pureza quimica e determinar a
concentracdo a ser adotada em funcdo da concentracdo esperada nas amostras a
serem analisadas. Em seguida, foram preparadas as solucdes padrdes, as quais,
juntamente a solug¢do de padrdo interno, constituiram as solugdes de calibragdes.

As amostras de mosto a serem injetadas foram previamente preparadas
por centrifugagdo a 5000 rpm a 4°C, seguida de filtragdo em filtro “millipore”,
enquanto que, para as amostras de destilados, foi adotado somente o processo de
filtracdo em filtro “millipore”. As amostras na quantidade de 0,5 mL, acrescida
de 1,0 mL da solucdo de padrdo interno, foram injetadas apds a solugcdo de

calibracdo, em trés repeti¢des.
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FIGURA 5 Cromatograma CG - Varian 3800 - FID, pela injecdo da solucdo de
calibrag@o. Coluna cromatografica Cwax 20 M (30 m x 0,25 mm
D. 1 x 0,25 u de filme da fase estaciondria); os nimeros de 1 a 10
indicam os seguintes picos de compostos: (1) acetaldeido; (2)
acetato de etila; (3) metanol; (4) solvente; (5) padrdo interno -
tolueno; (6) 1-propanol; (7) isobutanol; (8) dlcool isoamilico; (9)

alcool amilico e (10) 1-hexanol.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Processo de produciao da aguardente de banana

4.1.1 Analise da polpa, caldo de banana e torta de filtro

A relacdo polpa/casca encontrada foi de 1,72, significando que, em
média, de 100 kg de banana ‘Nanicdo’, foram obtidos 63,3 kg de polpa e 36,7 kg
de casca. Resultados proximos foram encontrados por Almeida (1935), que
observou uma relacio de 1,6. Apesar do resultado encontrado ter sido superior
ao encontrado por Almeida (1935), a literatura retrata indices maiores para a
banana madura (Chitarra & Chitarra, 1994). Segundo Bleinroth (1990), a relacdo
polpa/casca é um indice confidvel para observar o grau de maturacdo da banana.
Contudo, segundo cita¢des de Lichtemberg (1999), outros aspectos deverdo ser
considerados. Quando o cacho € colhido em estadios de desenvolvimento dos
frutos mais precoces, anteriores a ‘3/4 gordo”, o rendimento pode ser de 65% ou
menos, representando uma relagcdo polpa/casca inferior a 1,85 para a banana do
subgrupo Cavendish.

O teor de sdlidos soluveis totais (SST) encontrado na polpa in natura
variou entre 23,2° a 24,0°Brix, valor semelhante ao encontrado por Medina et al.
(1998) para a banana ‘Nanicdo’, que foi de 24,1 °Brix. A densidade do mosto a
15°Brix de sélidos soliveis foi de 1,06, estando dentro da faixa sugerida por
Almeida (1935), que € de 1,02 a 1,06. A porcentagem da fracdo fibra encontrada
foi de 0,6%, estando dentro da faixa citada por Nogueira & Torrezan (1999) para
cinco cultivares de banana. Estes autores relataram valores de 0,3% a 0,9%, com
valor de 0,6% para a banana ‘Nanica’. Os teores de agicares encontrados na
polpa in natura foram de 8,64% para os redutores, 12,21% para os nao redutores

e 21,72% para acticares totais.
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Observando-se a Tabela 5, percebe-se que, durante o processo de
preparagdo da polpa para a fermentagdo, anteriormente a inoculagdo da levedura,
o pH oscilou de 4,99 a 4,46. Este decréscimo observado foi gradativo entre cada
etapa e parece ter contribuido para a reducdo de bactérias contaminantes. A
acidez total tiluldvel de 0,31% encontrada € préxima a observada por Medina et
al. (1998) para a banana ‘Nanic@o’, que foi de 0,29%. Os teores de 1,94% de
amido e 73,38% de umidade (Tabela 5), juntamente com o teor de 21,72% de
acticares encontrados na polpa, neste trabalho, sdo condizentes com os relatados
por Wills (1998), para a banana do subgrupo Cavendish e por Nogueira &
Torrezan (1999) para a banana ‘Nanica’. Observou-se um aumento no teor de
fendlicos totais, acompanhado de escurecimento na superficie do caldo, em

func¢do da acdo de enzimas na presenca do oxigénio do ar.

TABELA 5 Média das andlises quimicas realizadas antes do processo
fermentativo e torta de filtro, nas trés fermentacdes sucessivas.

Etapa pH ATT CFT Amido Umidade
(%) (mg/100g) (%) (%)
1 4,99 0,31 61,08 1,94 73,38
2 4,69 0,42 70,66 1,55 72,09
3 4,63 0,32 61,57 1,21 81,73
4 4,62 0,28 63,65 1,06 80,55
5 4,57 0,35 73,61 0,97 81,37
6 4,46 0,33 73,56 1,06 82,75
7 4,21 0,33 83,08 1,41 83,45

1) banana in natura; 2) apds descongelamento; 3) apds diluicdo; 4) apds
aquecimento; 5) antes da enzima; 6) 1 hora apds a enzima; 7) torta de filtro;

ATT) acidez total tilulavel; FT) fendlicos totais.

Analisando-se a Tabela 6, observa-se que a polpa de banana apresenta os

principais nutrientes requeridos pela levedura, com destaque para nitrogénio e
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potéssio, estando proximos aos citados por Nogueira & Torrezam (1999) para a
banana ‘Nanica’ Na torta de filtro, o nitrogénio e o potdssio também se
destacam em relacdo aos demais minerais. Contudo, comparativamente a polpa,
na torta de filtro observou-se maior concentragdo de nitrogénio € menor para o
potéssio, possivelmente em funcdo do maior grau de solubilidade do potéssio
em relacdo ao nitrogénio, constituinte das protefnas. Para os microelementos,
com excecdo do boro, foram observados maiores concentracdes na torta de filtro
do que no caldo e na polpa, o que ndo era esperado pelo fato desses
microelementos serem soldiveis neste meio, passando facilmente para o filtrado.
Possivelmente podem ter ocorrido contaminag¢des advindos do material da

prensa.

TABELA 6 Teores de minerais contidos na polpa, caldo de banana e torta de

filtro.
Polpa Caldo de Torta
Minerais de banana a de filtro
banana 15°Brix
N 0,250 0,220 0,640
Macroelementos P 0,030 0,027 0,040
K 0,430 0,388 0,230
(%) Ca 0,020 0,018 0,002
Mg 0,020 0,018 0,020
S 0,020 0,018 0,005
Microelementos B 2,100 1,894 1,590
Cu 2,310 2,083 8,700
(ppm) Mn 1,790 1,614 1,900
Zn 2,710 2,444 4,380
Fe 8,900 8,025 15,000
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4.1.2 Tratamento enzimatico

No presente trabalho, a enzima pectinolitica Pectinex®, na concentragio
de 0,025% (v - p'l), propiciou um rendimento médio de mosto filtrado de
81,12% (p - p'l), valor superior aos 61,1% obtidos por Cardoso et al. (1999) e
aos 71%, em média, obtidos por Mumyanganize & Coppens (1974) por meio de
centrifugacdo, para a extracdo do suco de banana. Os valores encontrados,
contudo, estdo préximos aos obtidos via prensagem (Mumyanganize &
Coppens, 1974; 1976; Dupaigne, 1974), que situou-se na faixa de 85% a 88%.
Resultados semelhantes foram obtidos com o uso da cal viva a 0,5% (Dupaigne,

1974;& Mumyanganize & Coppens, 1976), situando-se na faixa de 82% a 88%.

4.2 Avaliacio do processo fermentativo

O mosto de banana foi fermentado por 72 horas em dorna de aco in6x
(Tabela 6 A), até que o teor de solidos soluveis totais atingisse a estabilidade.
Com 18 horas de fermenta¢do observou-se uma intensa formacdo de bolhas,
indicando alta taxa de conversdo dos acticares em dlcool e CO, (Figura 6 B). No
entanto, decorrido o periodo de 60 horas de fermentacdo, a presenga de bolhas
resultantes da fermentacdo alcodlica somente ocorreu esporadicamente (Figura 6
C), podendo ser observadas na superficie do mosto, vérias perfuracdes, devido
ao desprendimento de CO, ocorrido. Com 72 horas, observou-se total auséncia

de bolhas.
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FIGURA 6 Dorna e aspecto da superficie do mosto em fermentacdo: (6 A) Dorna
de fermentacdo com o mosto durante o processo fermentativo; (6 B)
18 horas de fermentacdo, com formagao intensa de bolhas de CO,; (6

C) 60 horas de fermentac@o, presenca esporadica de bolhas de CO,.
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Na Figura 7, € possivel visualizar as diferentes fases fermentativas no
perfil. Durante a fermentagao (Figura 7 A), notou-se a forma¢do de uma camada
mais compacta na parte superior ou ‘chapéu”, segundo Almeida (1935), bem
como a ocorréncia da expansdo do volume do mosto. Isto ocorre,
principalmente, devido a pressdo exercida pelos gases liberados (CO,) da
fermentagdo, sendo mais acentuado conforme a intensidade fermentativa. Apds
60 horas de fermentacdo (Figura 7 B), esta camada foi se desfazendo, sendo
parte decantada e ndo mais sendo observada. Decorrido este periodo o volume
fermentativo retornou ao volume inicial e com pouco desprendimento de CO,,

indicando uma baixa intensidade de fermentacdo alcodlica nesta fase.

8
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FIGURA 7 Aspectos da fermentacio no perfil: (A) formagdo da camada
compacta e expansio do volume do mosto durante a fabricagcdo da
aguardente de banana; (B) 60 horas de fermentagdo, mostrando o
desaparecimento da camada compacta e o retorno ao volume

inicial do mosto.
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4.2.1 Acompanhamento microbiolégico e parametros fermentativos

A populacdo de levedura foi acompanhada por meio da contagem de
células vidveis (unidade formadora de colénia — UFC) em placa com meio de
cultura WL e por microscopia (células - mL™"). Observando-se a Figura 8, pode-
se verificar que ndo ocorreram contaminag¢des microbianas por bactérias ou por
outras leveduras que apresentassem morfologia de col6nia diferente da

Saccharomyces cerevisiae CA-1174 inoculada.

FIGURA 8 Contagem de células vidveis (unidade formadora de coldnia — UFC)
de Saccharomyces cerevisiae CA-1174, em meio de cultura WL

(DIFCO), durante o processo fermentativo de mosto de banana.
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Pelo exposto na Tabela 7, pode ser observado que as leituras de
contagem de leveduras (leveduras - L") efetuadas em microscépio e em meio
de cultura (UFC - rﬁ_'l), mostraram-se semelhantes ao final da fermentacao,
com a viabilidade média das leveduras de 87,32%, indicando que o mosto de
banana ofereceu boas condicoes de desenvolvimento. Em fungdo da
multiplicacdo de células ocorridas, percebe-se que ao final da terceira
fermentagdo consecutiva, a manutengdo da populagdo de levedura foi

possibilitada, apesar da reducdo da viabilidade no decorrer das mesmas.

TABELA 7 Contagem da populagdo inicial e final do indculo realizado em
microscépio (células - ML) e por meio de plaqueamento em meio

de cultura WL (UFC), durante as trés fermentagdes sucessivas

Inéculo e Populacio nas respectivas fermentacoes
viabilidade Média
121 2a 33

Inéculo inicial®* | 1,00 x 10 1,36 x 108 | 7,11 x 10’ 1,03 x 10®
(1,08 x10") | (2,99x10") | (5,35x10") | (3,11 x 107
In6eulo final 2,05x 10° 9,80 x 10’ 1,41 x 10 1,49 x 10
In6eulo final 1,95 x 10 8,60 x10’ 1,10 x 10® 1,30 x 10®
vidvel*® (1,10 x 10% | (1,09 x 10% | (1,37 x 10% | (1,16 x 10%

Viabilidade (%) 95,20 87,75 79,00 87.32

*valores entre parénteses foram obtidos em meio de cultura WL (UFC - rT’L'l),

e sem o parénteses ao microscopio em camara de Newbauer (células células -

mL™).
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Pelos dados da Tabela 8, observa-se que em média, a populacdo de
leveduras nas trés fermentagdes em bateladas sucessivas foi de 1,08 x 10 UFC -
mL"'. As temperaturas do mosto variaram entre 35° e 23°C, e o pH iniciou com
4,05 chegando ao final a 3,62, o que era esperado, devido a produgdo de dcidos
pelas leveduras. A concentracio de sdlidos soliveis totais iniciou com valores de
15°Brix e, a partir de 60 horas, manteve-se constante, com leitura igual a
5,300Brix. No entanto, pela quantificacdo dos acucares totais, redutores e nio
redutores ndo foram constatados teores significativos de agticares a partir deste
periodo, sendo atribuida aos diversos componentes do mosto a manutencdo das

leituras maiores que zero pelo refratdmetro.

TABELA 8 Média da evolugdo da populacdo de leveduras em meio de cultura
WL (UFC - mL.") e outros parimetros fisico-quimicos observados
durante as trés fermentacdes sucessivas.

Tempo | Leveduras | Tempe | Sélidos pH Actcares | Acucares | Acucares
(horas) | UFC - mL" | -ratura | solveis redutores nao totais
0) totais (%) redutores (%)
(°Brix) (%)

0 3,11 x 10’ 35 15,00 4,05 10,44 3,81 14,25
6 1,02 x 10’ 29 14,00 3,98 8,85 3,72 12,57
12 7,40 x 10’ 27 11,30 3,97 7,39 0,82 8,21
18 1,56 x 10° 28 9,60 3,79 4,72 0,60 5,32
24 1,37 x 10° 29 7,70 3,76 3,36 0,18 3,54
30 1,39 x 10° 26 6,60 3,76 1,42 0,19 1,61
36 1,43 x 10° 25 6,30 3,76 0,68 0,14 0,82
42 1,37 x 10° 24 6,10 3,76 0,35 0,37 0,72
48 1,08 x 10° 25 5,50 3,74 0,35 0,22 0,57
54 1,09 x 10° 24 5,50 3,72 0,22 0,21 0,43
60 1,37 x 10° 23 5,30 3,69 0,21 0,11 0,32
66 1,20 x 10° 24 5,30 3,62 0,18 0,10 0,28
72 1,09 x 10° 24 5,30 3,62 0,16 0,10 0,26
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4.1.2 Metabdlitos analisados durante as fermentacoes

Por meio da cromatografia gasosa (Figura 9), pode-se observar a
concentracdo média de cinco metabdlitos secundério produzidos durante as trés
fermentagdes (acetaldeido, metanol, n-propanol, isobutanol e dlcool isoamilico).
Em média, ao final de 72 horas de fermentag¢do, os valores encontrados para os
compostos secunddrios mencionados, foram, respectivamente: 7,45; 16,25;
26,96; 8,28 € 27,62 mg - 100mL de mosto'l, sendo estes valores superiores aos
reportados na literatura em outras fermentacdes. Campos (2003), analisando os
mesmos compostos secundérios, com trés cepas diferentes de Saccharomyces
cerevisiae (RL-11, CA-116 e FC-9) na fermentacdo da cachaca, observou, em
média, 3,86; 0,73; 3,93; 5,35 ¢ 16,77 mg - 100mL de mosto™. Isto demonstra ter
ocorrido influéncia da matéria-prima a ser fermentada e/ou leveduras na
producdo dos produtos secunddrios, bem como o tempo de fermentacdo adotado
de 72 horas, superior ao da cachaga, que normalmente se realiza em 24 horas.

Na fermentacdo do mosto de banana, a grande proporcao de produgdo da
maioria dos compostos avaliados ocorreu nas primeiras 24 horas. Para os
compostos acetaldeido e metanol foram observados tendéncias decrescentes na
concentracdo ao longo do processo fermentativo, resaltando-se que, para o
acetaldeido, esta observagdo surgiu apds as 18 horas de fermentagao.

O acetaldeido é considerado intermedidrio na formagdo dos &lcoois
superiores (Chaves & Pdévoa, 1992), e este aumento até as 18 horas de
fermentag@o € coincidente com a producdo crescente desses dlcoois. Segundo
Valsechi (1990), o acetaldeido € originado da acdo de enzimas oxidantes
oriundas da prépria levedura ou pela oxidacdo do dlcool por influéncia do
oxigénio do ar. Os altos valores iniciais do acetaldeido apresentados,
possivelmente, podem estar relacionados a agdo direta de algumas enzimas

oxidantes oriundas da prépria levedura.
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FIGURA 9 Concentra¢do média (mg - 100mL de mosto'l) de cinco metabdlitos
secunddrios produzidos durante 72 horas de fermentagdo do mosto
de banana, em trés bateladas sucessivas, obtidos por meio da

cromatografia gasosa.

A maior concentracio de metanol ocorreu no inicio do processo
fermentativo, possivelmente devido & atuacdo da enzima pectinolitica, liberando
metanol por meio da quebra promovida na molécula de pectina presente na
polpa da banana. Cleto (2000), em estudos sobre o efeito da lecitina em mosto
de cana-de-agicar, laranja e uva, nas andlises das aguardentes produzidas,
constatou total auséncia de metanol, o que atribuiu ao processo tecnolégico

empregado, qual seja: filtracdo, clarificacdo, centrifugacdo, pasteurizacdo e
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concentracdo, ndo permitindo a passagem de materiais que contivessem pectina,
para a fermentagao.

Dupaigne (1974), estudando a fabricacdo da cerveja de banana, utilizou
a cal viva (0,5%) em substituicio a enzima. Segundo o autor, a pectina é
facilmente eliminada antes da fermentacdo, por meio da filtracdo, devido a
formag@o do pectato de célcio.

Foi observada grande producdo de dlcoois superiores. Estes dlcoois s@o
formados, em parte, pela degradacdo de aminodcidos, mas também pelo
metabolismo da levedura a partir de aguiicares (Rose, 1977). Entretanto, de
acordo com Crowell et al. (1961) e Ingraham & Guymon (1960), citados por
Cleto (2000), 75% da mistura de dlcoois homoélogos superior, na fermentacdo
por leveduras, provém do metabolismo de agiicar do meio, e apenas 25% de
aminoécidos exdgenos.

A producio de dlcoois superiores no processo fermentativo da banana
foi crescente até o periodo de 24 horas de fermentacdo e com tendéncia similar
entre estes dlcoois, contudo, em concentracdes diferenciadas. Apéds este periodo,
as concentracoes destes dlcoois mantiveram-se constantes até o final do processo
de fermentagdo. Produgdes crescentes de dlcoois superiores até 20 horas foram
constatadas por Ribeiro & Horri (1999) em estudos com trés linhagens de
Saccharomyces cerevisiae na fermentacdo de caldo de cana-de-acucar, sendo
duas floculantes, das quais uma nao produtora de sulfeto de hidrogénio. A
linhagem nao produtora de sulfeto de hidrogénio produziu maior quantidade de
dlcoois superiores, o que jid era esperado segundo o autor, por ser uma
caracteristica tipica desta linhagem.

A presenga de acetato de etila, dlcool amilico e 1-hexanol constatada
durante as 72 horas de fermentacdo foram, em média de 2,97, 2,42 e 1,10 mg -
100 mL de mosto, respectivamente. Nio foi possivel a confecgdo de curvas

para cada tempo amostrado, devido a auséncia de valores em algumas amostras,
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favorecida pela baixa concentracdo apresentada destas substincias durante a
fermentacao.

Pela Figura 10, pode-se observar a conversao do agtcar a etanol durante
a fermentacdo. Com 72 horas de fermentagdo, praticamente todo o agucar ja
havia sido transformado e a maior concentracdo de etanol apresentada. Nestas
circunstdncias, sugere-se terminar a fermentagdo, evitando possiveis
contaminagdes. E interessante ressaltar que cerca de 94% do agiicar foram

consumidos até 30 horas de fermentacao.
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FIGURA 10 Média das concentragdes de acucar e dlcool em 72 horas de

fermentacdo, durante as trés fermentacdes sucessivas.

4.2.3 Rendimento e anilise da bebida
O rendimento médio da aguardente obtido foi de 66,52% do rendimento

tedrico, sendo desprezadas para efeito de cdlculo em ambos, as fracdes de
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‘cabeca” e ‘cauda”, normalmente retiradas na obtencdo da aguardente e que
representam proporcionalmente ao grau alcodlico, 20% da aguardente
produzida. E opcional o retorno em destilagcdes posteriores, por possuir, ainda
quantidades significativas de etanol.

O rendimento tedrico, estd relacionado a producdo de etanol originada
da metabolizacdo do agucar pela via glicolitica (EMP). Cada grama de agucar
redutor e ndo redutor resulta na produgdo de 0,511 e 0,538 g de etanol,
respectivamente. A polpa de banana utilizada apresentou-se com um teor de
actcares totais de 20,85% p - Dl, sendo 8,64% p - Dl de agucares redutores e
12,21% p - [51 de actcares nao redutores. Considerando a densidade do etanol a
20°C (densidade = 0,79074), a produgio de aguardente propriamente dita (fragdo
‘coragdo”), obtida com um teor alcodlico real de 43% (v - v'a 200C), foi de
0,167 L - kgoepdpd ou 0,106 L - kg de pdpd, a partir do fruto inteiro
(rendimento de polpa = 63,28% p - P'). Em fungio do exposto, a quantidade
teérica de aguardente seria de 0,252 L - kgaepdpd ou 0,159 L - kgdepdpd
a partir do fruto inteiro.

No célculo do rendimento tedrico, ndo é considerado o agucar desviado
para a biossintese de material de reposi¢cdo e manutencao celular das leveduras,
bem como os desviados para as reacOes paralelas para a producdo dos produtos
secunddrios ou utilizados pelos contaminantes. Em funcao disso, € considerado
como rendimento tedrico, ou 100%, ndo sendo possivel alcangar esta cifra na
pratica que, segundo Yokoya (1985) nao ultrapassa a 93%.

Com relagdo a qualidade de bebida, na Tabela 9 encontram-se os
resultados da média das andlises quimicas efetuadas pelo MAAD.

Foi detectada a presenca de elevadas concentragdes de metanol e dlcoois
superiores nas bebidas, estando acima do limite mdximo permitido pela
legislagdo, que estabelece 400 e 300 mg - 100 ML em 4dlcool anidro,

respectivamente.
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Segundo Maia et al. (1993), a aeracdo em fermentacdo de cana-de-
actcar favorece a formagao de dlcoois superiores. O mesmo efeito pode advir da
presenca no mosto de materiais porosos, que funcionam como fonte de oxigénio.
Temperaturas altas de fermentacdo e baixo pH também sao causas de aumento
nesta produc¢do, chegando a 40% para temperaturas altas e 80% para valores de

pH entre 3,0 a 4,2.

TABELA 9 Média das andlises quimicas das aguardentes de banana
realizadas segundo Método Oficial do MAAb (Ministério da
Agricultura e do Abastecimento), nas trés fermentacdes

sucessivas.
ftens analisados Aguardente

Exame organoléptico Normal
Densidade relativa (20 °C) 0,94
Cobre (mg - L™ 3,64
Extrato seco a 100°C (g - L' 0,06
Grau alcodlico real 2 20°C (% v - V) 43
Acidez volatil em 4cido acético (mg - 100mL dlcool anidro™) 41,37
Alcool superior (mg - 100mL alcool anidro™) 449,80
Aldeidos em aldeido acético (mg - 100mL dlcool anidro™) 27,66
Esteres em acetato de etila (mg - 100mL 4lcool anidro™) 32,84
Soma dos componentes secundarios (mg - 100mL 4lcool anidro™) 544,55
Alcool metilico (mg - 100mL 4lcool anidro™) 420,67
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No mosto de banana, existe a presenca de uma camada espessa € porosa
na superficie, possibilitando o acesso de oxigé€nio do ar ao mosto. A necessidade
de homogeneizagdes constantes do mosto para coleta das amostras,
possivelmente também contribuiu para este aumento dos &dlcoois superiores,
oxigenando o mosto. Ha de ser considerada ainda a via de formacgdo destes
alcoois que, em parte, advém dos aminodcidos contidos nas proteinas. O mosto
de banana, proporcionalmente ao mosto de cana-de-actcar, possui maiores
concentracdes de nitrogénio, presente nas proteinas.

As altas concentracdes de metanol possivelmente sdo conseqiiéncia da
atuacdo da enzima pectinase e do metabolismo das leveduras sobre as pectinas
(polimeros de 4cido galacturdnico), onde, dependendo do grau de metoxilagdo
da pectina e do local da ocorréncia da quebra da molécula, pode ocorrer maior
liberacdo de moléculas de metanol. Segundo Basié et al. (1998), apesar do
metanol ser um componente de presenga comum em brandy de frutas, tem sido
alta a incidéncia de amostras com concentragdes acima dos limites estabelecidos
pela legislacdo, situando-se em torno de 33% das 58 amostras analisadas. Brocks
et al. (1983) relataram a ocorréncia de envenenamentos devido ao consumo de
brandy de ameixa.

Observou-se, nas bebidas analisadas pela cromatografia, a presenca de
teores de acetaldeido superior aos 30 mg - 100 L™ de 4lcool anidro permitidos
pela legislacdo, e pela andlise efetuada, segundo o MAAD, valores proximos a
este limite. Segundo Chaves & Pévoa (1990), os aldeidos sdo considerados
intermedidrios na formagdo dos dcidos e dlcoois superior e, possivelmente, a
concentracao um pouco maior aqui encontrada para os aldeidos esteja associada
as altas concentra¢des de dlcoois superiores produzidos na fermentagdo desta
bebida.

A concentragdo de acetato de etila observada ndo foi alta, o que ja era

esperado. Segundo Lilly et al. (2000), em brandy de frutas dentre muitos
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compostos responsdveis pelo aroma, encontram-se os ésteres e, 0 aroma
caracteristico apresentado pelo brandy de banana durante a fermentagdo ¢é
primeiramente, devido ao éster acetato de isoamila. Maia et al. (1993) destacam
que a maior parte da concentracdo de ésteres encontrada em fermentagdes
alcodlicas ocorre por meio do metabolismo intracelular, via reagdo entre o
acetato e o etanol e demais dlcoois. Uma parte menor acha-se associada a etapa
de maturacdo e envelhecimento da aguardente, geralmente com duracdo
insuficiente para permitir rea¢des de esterificacdo em niveis aprecidveis.

Pelas andlises cromatogréficas, o teor de etanol observado foi de 41,86%
v + V'. Na Tabela 10, foram observados valores acima do permitido pela
legislacdo para dlcoois superiores por cromatografia gasosa, tal qual, as
realizadas pelo Método Oficial do Ministério da Agricultura e do Abastecimento
(MAAD), contudo, com valores maiores. Segundo Aradjo & Ferreira (1975),
estas diferencas ocorrem devido a uma baixa correlacdo entre as andlises para
élcoois superiores realizadas pelo método espectrofotométrico e cromatografico.
Os autores concluem que quanto maior for a presenca do alcool superior 1-
propanol, maiores serdo estas diferencas, com valores menores para o método
espectrofotométrico. O 1-propanol ndo € eficientemente detectado na andlise
espectrofotométrica, em virtude da fraca reacdo com o reagente
dimetilaminbenzaldeido (DMAB) utilizado, resultando em menor intensidade de
cor, subestimando a concentracdo real deste dlcool na amostra. Este fato
confirma o maior valor de dlcoois superiores encontrado em cromatografia no
presente trabalho, onde se constatou elevado teor do dlcool superior 1-propanol.
A alta concentrag@o dos dlcoois superiores observada, deve-se principalmente ao
1-propanol e ao dlcool isoamilicos. O metanol foi detectado em concentragdo
préxima ao limite superior de 400 mg - 100 L™ de dlcool anidro permitido pela

legislacdo (Nogato et al., 2001).

67



TABELA 10 Média das concentragdes dos compostos quimicos (mg - 100 mL
de dlcool anidro') analisados por cromatografia gasosa na

aguardente de banana, produzida a partir de trés fermentacdes

sucessivas.
Concentragdes
Metabdlitos (mg - 100mL 4lcool anidro™)
Acetaldeido 37,50
Acetato de etila 21,10
Metanol 398,85
1-propanol 409,50
Isobutanol 152,88
Isoamilico 406,67
Amilico 7,82
1-hexanol 1,43

Pelo cromatograma (Figura 11), observam-se os picos referente aos
compostos secunddrios analisados em amostra da aguardente de banana, com o

tempo de corrida de 11,47 minutos.
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FIGURA 11 Cromatograma CG - Varian 3800 - FID da aguardente de banana
pela injecdo de amostra. Coluna cromatogréafica Cwax 20 M (30m
x 0,25 mm D. I. x 0,25 . de filme da fase estaciondria), sendo os
numeros de 1 a 10 indicando os seguintes picos de compostos: (1)
acetaldeido, (2) acetato de etila, (3) metanol, (4) solvente, (5)
padrdo interno — tolueno, (6) 1-propanol, (7) isobutanol, (8) 4lcool

isoamilico, (9) dlcool amilico e (10) 1-hexanol.
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5 CONCLUSOES

Nas condig¢des deste trabalho, por meio dos resultados obtidos, pode-se

concluir que:

o0 uso da enzima Pectinex®, a 0,025% (v - Dl), facilitou o processo de

filtracdo com prensagem e propiciou um rendimento de 81,12%;

o uso da levedura Saccharomyces cereviseae CA-1174, na fermentagdo da
banana madura ‘Nanicdo’ propiciou um rendimento em aguardente de
66,52% em relac@o ao rendimento tedrico, o que representou, 0,167 L - kgoe
polpa™;

o metanol e o acetaldeido encontraram-se em maiores concentracdes no
inicio da fermentagdo, declinando ao longo do processo, enquanto os alcoois
superiores ocorreram com aumentos crescentes até 24 horas, mantendo-se
relativamente constantes até o final;

o periodo de fermentacdo de 72 horas para o mosto de banana madura
‘Nanicio’ foi adequado, em func¢do da transformacdo praticamente total do
acuicar em etanol e por apresentar as menores concentragdes de metanol e
édlcoois superiores;

a aguardente de banana produzida neste trabalho encontrou-se fora dos
padrdes, por apresentar teores de metanol e dlcoois superiores acima dos
limites permitidos pela legislacdo, indicando a necessidade de pesquisas

futuras sobre a metodologia de producgdo dessa bebida.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Pelas conclusdes apresentadas, sugere-se para futuros trabalhos:
selecionar e testar em fermentagcdo, cepas de leveduras provenientes da
banana ‘Nanicdo’ ou outras cepas selecionadas, a exemplo das ja existentes
para a producgdo da cachaca artesanal;
adicionar produtos ao mosto, como o farelo de arroz, que favorecam a
reducdo das concentragdes de dlcoois superiores;
determinar o teor de pectina e grau de esterificacdo da banana ‘Nanicdo’ em
estddio avancado de maturacdo;
avaliar a concentragdo do metanol presente no caldo de banana,
anteriormente a introducao da enzima Pectinex®, bem como, estudar o efeito
do tratamento térmico do caldo de banana a 90°C por uma hora, na
inativacdo das enzimas polimetilesterase e poligalacturonase;
testar outras enzimas pectinoliticas, ou mesmo utilizar a cal em substitui¢ao
a enzima, segundo metodologia citada por alguns autores (Dupaigne, 1974;
Mumyanganizi & Coppens 1974 e 1976).

Estudar mais detalhadamente a destilacio da aguardente de banana,
estabelecendo o melhor ponto de corte das trés fracdes;

Buscar otimizar o processo produtivo, por meio da padronizagdo e
determinacdo das etapas criticas que possam influenciar no rendimento, a

exemplo da temperatura e pH do mosto.
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