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RESUMO

O cupuagu (Theobroma grandiflorum Schum) ¢ o mais popular e favorito fruto da Amazonia,
em virtude do sabor e aroma agradaveis. A polpa in natura é de cor clara, tipo creme e sabor
acido. E muito utilizada na produgdo de suco, doce, compota, sorvete e licor. Outra forma de
utilizacdo seria na elaboragdo de bebida alcodlica fermentada, definida como uma bebida de
graduagao alcodlica de 4 a 14% em volume, produzida pela fermentagdo de uma fruta madura
e sd, por acao de leveduras. O objetivo desse experimento foi avaliar a eficiéncia de trés
linhagens de leveduras isoladas da Amazonia, pertencentes a cole¢do de cultura da Rede
Norte e Nordeste, na producao de bebida alcodlica fermentada, utilizando como matéria-
prima o cupuacu ¢ selecionar a linhagem com melhor desempenho na produgdo da bebida
alcoolica fermentada de cupuacu. Trés leveduras do género S. cerevisiae (DPUA 1172, DPUA
1175 e DPUA 1210) foram testadas em relagdo a capacidade fermentativa, tolerancia ao
etanol, capacidade de floculagdo e producao de sulfeto de hidrogénio (H,S). As bebidas foram
submetidas as andlises de so6lidos soliiveis (°Brix), pH, acidez total e volatil, dioxido de
enxofre, etanol, agucares residuais e analise sensorial. Das trés leveduras, duas (DPUA 1210 e
DPUA 1175) apresentaram propriedades enologicas. No final da fermentacdo, a concentragao
de etanol obtida nas bebidas produzidas pelas leveduras DPUA 1210 e DPUA 1175 foram de
11,25°GL e 10,33°GL, respectivamente, na qual a DPUA 1210 (E¢ = 83,60%) mostrou mais
eficiéncia que a DPUA 1175 (Ef = 80,55%). A partir da linhagem selecionada foram
produzidos dois tipos de bebida, uma com concentracio de acucar de 8,45 g/L,
caracterizando-se como uma bebida do tipo vinho meio seco e a outra com 21,01 g/L de
acucar, indicando uma bebida do tipo vinho suave. A andlise sensorial, realizada com ambas
indicou que em todos os atributos as duas bebidas foram bem aceitas, atingindo os conceitos
bom e excelente, respectivamente, na avaliacao global.

Palavras-chave: fermentacdo alcoolica, microrganismos, frutas da Amazonia.



ABSTRACT

Cupuassu (Theobroma grandiflorum Schum) is the most popular and favorite fruit from
Amazon, due to the taste and aroma. The pulp “in natura” is white, like cream and sour taste.
It is used to produce juice, jam, ice cream and liqueur. The pulp can be use to prepare
fermented alcoholic beverage with alcoholic content from 4 to 14% (v/v), produced by
fermentation of ripe and healthy fruit, by action of yeasts. The aim of this study was to
evaluate the efficiency of three strains of yeasts isolated from Amazon, belonging to the
culture collection of North and Northeast Network, to eclaborate fermented alcoholic
beverage, using cupuassu as raw material and to select the best strain to produce cupuassu
fermented alcoholic beverage. Three S. cerevisiae strains (DPUA 1172, 1175 and DPUA
DPUA 1210) were tested for fermentative capacity, ethanol tolerance, flocculation capacity
and production of hydrogen sulfide (H2S). The beverages were analyzed for soluble solids (°
Brix), pH, total and volatile acidity, sulfur dioxide, ethanol, residual sugar and sensorial
analysis. Among three yeasts, two (DPUA 1210 and DPUA 1175) showed oenological
properties. At the end of fermentation, the ethanol concentration produced by yeast DPUA
1210 and 1175 were 11.25 ° GL and 10.33 ° GL, respectively. The DPUA 1210 yeast (E¢ =
83,60%) showed better efficiency than DPUA 1175 (E¢ = 80,55%). From the selected strain
were made two types of beverages: one with a sugar concentration of 8.45 g / L, which is
characterized like a “semi-dry wine” and the other one with 21.01 g/ L of sugar, indicating a
“soft wine”. The sensorial analysis, made with these two types of beverages indicated that in
all attributes, both beverages were well accepted, reaching good or excellent, respectively, in
the global evaluation.

Keywords: alcoholic fermentation, microorganisms, fruits of the Amazon.
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1. INTRODUCAO

O cupuacu (Theobroma grandiflorum Schum) é o mais popular e favorito fruto da
Amazonia, esta classificado na Familia Malvaceae, a mesma do cacau (Theobroma cacao L.)
(VENTURIERI, 1993). A polpa, pelas caracteristicas de acidez, teor de pectina, aroma ativo e
sabor muito agradavel, se constitui em importante matéria-prima para a industria de
processamento, com usos como suco, sorvete, doce, geléia, néctar, iogurte, biscoito e outras
iguarias. Das sementes pode-se obter um produto semelhante ao chocolate, denominado
cupulate (SOUZA et al, 1999).

Devido aos diferentes ecossistemas existentes na regido Amazdnica, hd uma
diversidade de microrganismos que podem ser utilizados em varios processos biotecnologicos
sendo, portanto, fontes potenciais de bioprodutos. Como exemplos, destacam-se paes, vinhos,
queijos, molhos de soja, cervejas e outras bebidas alcodlicas fermentadas (COLWELL, 1997).
A levedura Saccharomyces cerevisiae, empregada na produgdo de vinho, pode ser encontrada
no solo, em frutas, cana-de-acucar, e outros vegetais (BARNNETT et al, 1990).

Uma das formas de utilizacdo desses recursos naturais ¢ a elaboragcdo de bebida
alcodlica fermentada, que segundo Muniz et al (2002), proporciona maior periodo de vida util
e elevado valor agregado.

De acordo com Kolb (2002), a partir dos conhecimentos bioquimicos e
microbiologicos € possivel a obtencdo de bebidas alcodlicas utilizando sucos de frutas. Do
suco de uva se obtém o vinho e do suco de outras frutas se obtém vinho de frutas, que
segundo o Decreto de n° 2.314, de 4 de setembro de 1997, esses tipos de bebidas devem ser
rotuladas com a denominagdo fermentado acompanhada do nome do fruto do qual se

originou, como por exemplo fermentado de cupuagu (BRASIL, 1997).
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A bebida alcoolica fermentada ¢ obtida através de um processo bioquimico
denominado de fermentacdo, sendo o processo fermentativo, a etapa mais importante na
elaboragdo dos vinhos, que ¢ conduzida pelas leveduras, podendo intervir inumeras espécies
de leveduras, mas a principal ¢ a Saccharomyces cerevisiae (BARRE et al, 2003).

O objetivo desse trabalho foi de selecionar uma linhagem de levedura, proveniente da
regido Amazodnica e conhecer o potencial de sua aplicagdo biotecnolégica na produgdo de

bebida alcoodlica fermentada de cupuagu.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Cupuacu (Theobroma grandiflorum)

O cupuagu pertence a familia Malvaceae. Sendo primariamente denominado de
Bubroma grandiflorum, pelo botanico alemao Carl Ludwig Von Willdenow. Somente em
1886, os estudos taxonomicos efetuados por Karl Moritz Schumann permitiram a inclusdo da
espécie na taxonomia de Theobroma, recebendo, entdo, a denominagdo de Theobroma
grandiflorum (Willd. Ex Spreng) Schum. A palavra Theobroma significa “manjar dos
deuses”, na alusdo ao produto chocolate, que tem como matéria prima as sementes de outra
espécie do mesmo género, o cacau (Theobroma cacao L.) (CARVALHO et al, 1999).

O cupuaguzeiro (Theobroma grandiflorum Schum) € uma fruteira de grande
importancia para a regido Amazonica. Esta espécie ¢ encontrada espontaneamente nas areas
de mata do sul e noroeste da Amazonia oriental Brasileira, nordeste do Maranhdo e na regido
Amazonica de paises vizinhos (COSTA et al, 2003).

A colheita ¢ feita, normalmente, quando os frutos estdo maduros e caem naturalmente.
A maturagdo ¢ facilmente reconhecida pelo aroma agradavel e forte, caracteristico do
cupuagu. (MMA, 1998). A principal coleta ocorre no periodo de janeiro a maio
(VENTURIERI, 1999).

A polpa comestivel (endocarpo) de coloracdo amarela, sabor 4cido e odor forte,
envolvem as sementes cujo nimero ¢ bastante variavel. Por essas caracteristicas ¢ muito
apreciado, constituindo-se num produto de exportacdo sob a forma de suco, doce, compota,

sorvete e licor. O cupuagu, por pertencer ao mesmo género Theobroma do cacau, suas
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sementes, apos secagem, possibilitam o preparo de um tipo de chocolate claro, denominado
cupulate (SOUZA et al, 1999).

Os componentes do fruto variam, consideravelmente, de acordo com seu tamanho,
origem, periodo de coleta ¢ métodos de separagdo da polpa da semente. Na Tabela 1 esta
descrita a composi¢do percentual do cupuagu e, na Tabela 2, a composi¢cdo quimica da polpa

do cupuagu.

Matos et al
Componentes Costa (2006) (2008)
Casca (g%) 44,2 39,2
Polpa (g%) 36,3 37,4
Semente (g%) 19,5 22,6
Tabela 1 — Rendimento do cupuacu segundo diversos autores
Umidade | Acidez o Solidos soluveis | Pectina
(%) %) | P totais (°Brix) | %(p/p)
Chaar (1980) 86,84 2,35 3,6 10,51 0,70
Matos et al (2008) 84,28 3,11 3,02 13,61 -
Viana (2010) - 2,90 3,21 14 0,85

Tabela 2 — Composi¢do quimica da polpa do cupuagu
(-) Nao determinado

Alguns estudos foram feitos para identificar os compostos volateis do cupuagu,
apresentando diversos resultados: butanoato de etila, hexanoato de etila e linalol (QUIJANO;
PINO, 2007), 3-metilbutanol, 2-feniletanol, linalol (7)-2,6-dimetilocta-2, 7-dien-1,6-diol, 1-
butanol e 1-hexanol (BOULANGER; CROUZET, 2000).

Na pesquisa de Franco; Shibamoto (2000) foram detectados 21 compostos volateis nas
amostras de headspace do cupuacu pela cromatografia a gas de alta resolucdo. A classe

quimica que predominou nas amostras de cupuagu foram os ésteres. O butanoato de etila e o
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hexanoato de etila foram os que apresentaram maior quantidade com 42 e 22%,

respectivamente, seguido do acido hexadecandico com 12%.

2.1.1 Beneficiamento

O transporte do fruto deve ter o cuidado para ndo trinca-lo e a armazenagem deve ser
feita em local sombreado e arejado. A insolagdo e o calor alteram a qualidade quimica e fisica
da polpa (MMA, 1998).

Segundo Ribeiro et al (2005) e MMA (1998), os processos de obtengdo da polpa
consistem em:

e Lavagem dos frutos — Tem por finalidade retirar as impurezas e o excesso do veludo.
Utilizam-se jatos de agua potavel diretamente sobre os frutos ou uso de esteiras
condutoras que se deslocam sob chuveiros.

e Quebra dos frutos - E feita manualmente, utilizando materiais de aco inoxidavel. No
processo de quebra, as sementes devem ser separadas das demais partes do fruto para
serem submetidas ao despolpamento.

e Despolpamento — Separa-se a polpa das sementes, podendo ser manual ou mecanica.
Sendo o primeiro feito com tesoura doméstica e ¢ o preferido, regionalmente, por
deixar grumos de polpa, possibilitando uma maior textura, ao contrario do processo
automatico que deixa a polpa uniforme e menos densa (VENTURIERI, 1993).

e Envasamento - Podera ser feito por envasadores manuais, semi-automaticas ou
automaticas.

e Tratamento térmico — Pasteuriza-se a polpa em banho-maria a 100°C, por 15 min.

e Congelamento — Pode ser por congelamento instantdneo com auxilio de nitrogénio

liquido, ou lento utilizando "freezer" ou camara fria (-15 a - 24 graus centigrados).
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2.2 Bebida alcodlica fermentada

As bebidas alcoolicas sdo produzidas a partir de varias matérias-primas, especialmente
a partir de cereais, frutas e produtos agucarados (WARD, 1991). De acordo com o Decreto de
n° 2.314, de 4 de setembro de 1997, as bebidas alcodlicas fermentadas sdo cerveja,
fermentado de fruta, sidra, hidromel e fermentado de cana. Esse decreto define que o
fermentado de fruta ¢ uma bebida com graduacado alcodlica de quatro a quatorze por cento em
volume, a vinte graus Celsius, obtida da fermentagao alcodlica do mosto de fruta sa, fresca e
madura. (BRASIL, 1997).

A bebida fermentada de fruta ¢ freqlientemente denominada de vinho, entretanto a
legislacdo estabelece a denominagao de vinho somente para bebidas alcodlicas fermentadas da
uva (Vitis vinifera) (BRASIL, 1988a). Vinhos que ndo sdo provenientes da uva devem,
obrigatoriamente, ser rotulados com a denominagdo fermentado acompanhada do nome do
fruto do qual se originou, como exemplos: fermentado de abacaxi, fermentado de laranja,
fermentado de caju, fermentado de figo-da-india, entre outros (LOPES; SILV A, 2006).

Para o processamento das bebidas alcodlicas fermentadas utiliza-se como referencial o
protocolo de fabricagdo do vinho tinto de uva (CHIARELLI et al, 2005). De modo geral, as
etapas de elaboracdo da bebida sdo as seguintes:

e Preparo do mosto: Mosto ¢ o suco ou caldo de fruta (HASHIZUME, 1991). Nesse
processo adiciona-se sacarose, a fim de atingir a graduacdo alcodlica desejada — etapa

denominada de chaptalizacdo (LOPES; SILVA, 2006) e o metabissulfito de potéssio (K»2S,0s)

— a sulfitacdo. Para se efetuar a adi¢do de agucar, torna-se necessario determinar o teor de
actcar no mosto, sendo que para cada dois graus Brix serd obtido 1°GL ou 1% de alcool no
vinho apds a fermentagdo. A adi¢dao de anidrido sulfuroso (SO») sob a forma de metabissulfito

de potassio (K»S;Os) € para assegurar a assepsia, inibindo o crescimento de bactérias e
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leveduras indesejaveis que acompanham as frutas, sem afetar a atividade fermentativa da
levedura envolvida no processo de producdo da bebida (HASHIZUME, 1991; ARRUDA et
al, 2003; DIAS et al, 2003).

e Inoculacdo: Adiciona-se a levedura ao mosto. A fermentagdo pode ser natural, com
leveduras selvagens que vém na matéria-prima (fruta) (DUARTE et al,2009), ou oriundas do
meio ambiente. Além disso, pode ser utilizado o fermento prensado, também chamado de
fermento bioldgico comercial (panificagdo), empregando 0,1 g/ (SANTOS et al, 2005) a 10
g/L (ANDRADE et al, 2003), devendo ser diluido antes de inocula-lo no mosto. Existe,
também, o uso de leveduras selecionadas, que estdo estocadas em tubo de ensaio contendo
meio de cultura s6lido. De acordo com Kolb; Schurig (2002), antes de empregar um cultivo
selecionado, € imprescindivel que seja multiplicado em meio liquido.

e Fermentacio alcodlica: Apds a adicao da levedura, este microorganismo transforma o
acucar em alcool, gas carbonico e outros produtos secundarios (HASHIZUME, 2001).

o Trasfega — Apos o término da fermentagdo, efetua-se a trasfega que consiste na separagao
de depositos formados por partes da polpa e leveduras, os quais devem ser separados, pois a
sua decomposicdo comprometera a qualidade da bebida. A trasfega pode ser feita sifonando-
se a bebida por meio de tubo de borracha ou plastico, tomando o cuidado de nao succionar o
decantado (HASHIZUME, 2001).

o C(larificacao, filtracao e engarrafamento: Na clarificagcdo, acrescenta-se a bentonita para
remover substancias protéicas, como células de leveduras (ARRUDA et al, 2003). A filtragao
pode ser feita por placa de celulose sob vacuo (DIAS er al, 2003), em algodao (ARRUDA et
al, 2003), filtro de celulose (DUARTE et al, 2009), papel de filtro qualitativo (CHIARELLI et
al, 2005). Antes de engarrafar, acrescenta-se na garrafa um agente conservante, o dioxido de
enxofre (SO,) a fim de proteger o vinho contra algum contaminante contido no vasilhame. O

uso de garrafas de vidro ¢ o mais aplicado (VARNAM; SUTHERLAND, 1994).
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As uvas sdo as mais utilizadas na produgdo deste tipo de bebida, mas quase todas as
espécies de frutas podem produzir vinhos de frutas, sendo a sidra e o vinho de maga os mais
consumidos (KOLB, 2002). Vérios estudos foram feitos a fim de utilizar outros tipos de
frutas. Nas tabelas 3 e¢ 4 estdo citadas publicagdes referentes a elaboragdo de bebidas

alcodlicas fermentadas a partir de frutas.

Bebida alcodélica fermentada Autores
Laranja (Citrus sp.) CORAZZA et al (2001)
Ata (Annona squamosa L) MUNIZ et al (2002)
Camu-camu (Myrciaria dubia) MAEDA; ANDRADE (2003)
Pupunha (Bactris gasipaes Kunth) ANDRADE et al (2003)
Banana prata (Musa sp.) ARRUDA et al (2003)
Caja (Spondias mombin L.) DIAS et al (2003)
Acerola (Malpighia Punicifolia L.) SANTOS et al (2005)
Caju (Anacardium occidentale L.) MOHANTY et al (2005)
Jabuticaba (Myrciaria cauliflora Berg) CHIARELLI et al (2005)
Manga (Mangifera indica L) REDDY; REDDY (2005)
Cacau (Theobroma cacao L.) DIAS et al (2007)
Jamun (Syzgium cumini L.) CHOWDHURY; RAY (2007)
Figo-da-india (Opuntia ficus-indica Mill) LOPES; SILVA (2006)
Abacaxi (Ananas comosus L.) ARAUIJO et al (2009)
Gabiroba (Campomanesia pubescens) DUARTE et al (2009)
Lichia (Litchi chinensis Sonn) ALVES et al (2009)

Tabela 3 — Bebidas alcodlicas fermentadas obtidas a partir de frutas

Bebida alcoodlica

fermentada Forma de conducao Autores

Foi utilizado o fermento seco da marca Fleischmann na
concentragdo de 0,1% (p/v de mosto). A fermentacdo foi
conduzida por 25 dias a 25°C em garrafas de vidro.
Depois foi acondicionada em garrafas de vidro e filtrada
em papel de filtro n® 16 sob vacuo.

Camu-camu
(Myrciaria dubia)

Maeda; Andrade
(2003)




Pupunha (Bactris
gasipaes Kunth)

Banana prata
(Musa sp.)

Caja
(Spondias mombin
L.)

Acerola (Malpighia
Punicifolia L.)

Caju (Anacardium
occidentale L.)

Jabuticaba
(Myrciaria
cauliflora Berg)

Manga (Mangifera
indica L)

Abacaxi (Ananas
comosus L.)

Lichia (Litchi
chinensis Sonn)

A levedura S. cerevisiae (seca ativa) na concentragdo de
1%. O processo fermentativo foi conduzido por sete dias
em temperatura de 27 = 1°C. A filtragao foi realizada em
algodao e a bebida acondicionada em garrafa de vidro de
capacidade de 1 L.

A levedura em base seca foi inoculada na concentracdo de
0,02% (p/v de mosto). A fermentacdo foi conduzida a
16°C e a 30°C por 18 dias. Depois da fermentagdo
utilizou-se a bentonita para clarificar a bebida e depois
filtrou-se em algodao

Utilizou-se uma levedura selvagem de S. cerevisiae na
concentragio de 10 células/mL. A fermentagdo foi
conduzida em vasilhame de ago inox a 22°C. A filtracao
foi feita em filtro de celulose, depois com terra de
diatomacea com filtro de celulose e armazenada em
garrafoes de vidro a 12°C.

O mosto foi inoculado com levedura seca na proporg¢ado de
0,01 % (p/v), sendo a fermentacdo conduzida em
Erlenmeyers de 6 L sob temperatura de 27 a 31°C, por
um periodo de 10 dias. O fermentado foi trasfegado,
filtrado e armazenado em garrafa escura a 5°C.

A levedura S. cerevisiae var. bayanus foi inoculado no
mosto na concentragdo de 2 % (v/v). A fermentacdo
ocorreu a 32 + 2°C por 6 dias.

Empregou-se 0,15 % (p/p) de levedura de panificacdo na
forma prensada. A fermentagdo foi realizada em garrafas
de plastico de 20 L. Apos a trasfega, o fermentado foi
filtrado em papel de filtro qualitativo e engarrafado em
garrafas de 1 L.

A fermentacdo foi conduzida por leveduras utilizadas
para vinho na concentragio de 10° céls/mL por 20 dias
nas temperaturas 20, 25 e 35°C.

A linhagem utilizada foi a Saccharomyces cerevisiae
codificada com o numero 79-B. O mosto recebeu cerca
3%(v/v) de inoculo. A fermentagdo foi mantida entre 18-
20°C por 8 dias. Apos os vinhos foram trasfegados e
receberam a adi¢ao de 300 mg/L de bentonita. A bebida
foi acondicionada em garrafas de vidro ambar.

Foram utilizadas leveduras selvagens de S. cerevisiac na
concentragio de 10® céls/mL. Depois da fermentagio fez-
se a clarificagdo usando a betonita e depois se filtrou em
filtro de celulose.
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Andrade et al
(2003)

Arruda et al
(2003)

Dias et al (2003)

Santos et al
(2005)

Mohanty et al
(2005)

Chiarelli et al
(2005)

Reddy; Reddy
(2005)

Araujo et al
(2009)

Alves et al (2009)

Tabela 4 - Bebidas alcoolicas fermentadas obtidas a partir de frutas e a forma de condugdo de cada

uma.



20

2.3 Fermentacao alcodlica

Das etapas que constituem a fabricagdo da bebida alcoolica fermentada, o processo
fermentativo torna-se a etapa de maior importancia. Segundo Kolb (2002), a fermentagdo
alcoolica ¢ a decomposi¢ao enzimatica de monossacarideos, conduzida por leveduras, sendo a
principal a Saccharomyces e controlada por 12 enzimas e coenzimas diferentes.

O objetivo da fermentagdo ¢ produzir energia que sera empregada na realizagdo das
atividades fisiologicas da levedura e, ainda, para o seu crescimento e reproducdo, sendo, o
etanol um subproduto desse processo (LIMA et al, 2001; BARRE et al, 2003).

Os principais compostos sdo produzidos em proporgdes equimolares, conforme a

equacdo de Gay-Lussac (HASHIZUME, 2001).

CsH1,0s —»2 CH;CH,OH + 2CO, + 33 calorias
Glicose Alcool etilico  Gés carbonico

De um ponto de vista matematico, a partir de 100 g de agucar se deveria obter 51,1 g
de etanol e 48,9 g de dioxido de carbono, mas depois de muitas analises, Pasteur comprovou
em 1860 que somente se obtinham 48,8 g de etanol, 44,6 g de didxido de carbono, e, além
disso, 3,3 g de glicerina, 0,6 g acido piravico e 1,2 g de outros produtos. Essa diferenga ocorre
pelo fato de que as leveduras utilizam, para a elaboragdo das substancias proprias das células,
os produtos nitrogenados e os hidratos de carbono. Além disso, dependendo da temperatura
de fermentagdo, deve-se contar com a perda do alcool por evaporagdo. Ainda assim, uma
pequena propor¢do de etanol obtido se utiliza para formar ésteres (KOLB; SCHURING,

2002).
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24 Leveduras

Em 1863, Louis Pasteur revelou pela primeira vez a atividade microbiana durante a
fermentagdo do vinho. Ele provou conclusivamente que a levedura é o catalisador primario na
fermentacdo do vinho. Com o conhecimento de que a levedura era responsavel pela
biotransformac¢do dos acucares da uva (principalmente glicose e frutose) em alcool e didoxido
de carbono, os produtores de vinho puderam controlar o processo (PRETORIUS, 2000).

A maioria das fermentagdes de bebidas alcoodlicas ¢ conduzida pelas espécies da
levedura Saccharomyces cerevisiae (BERRY; SLAUGHTER, 2003). No inicio da
fermentagdo, a Saccharomyces nao é importante numericamente, sendo que as leveduras
dominantes nesta etapa sdo: Aureobasidium pullulans, Candida stellata, Hanseniaspora
uvarum, Issatchenkia orientalis, Kloeckera javanica, Metschnikowia pulcherrima e Pichia
anomala. Durante a fermentagdo, a S. cerevisiae se converte na levedura predominante ¢ a
crescente concentragao do etanol vai inibindo muitas leveduras de forma natural (VARNAM;
SUTHERLAND, 1994).

A contribuicdo das leveduras para a composi¢cdo quimica do vinho ¢ feita por varios
mecanismos: a) utilizando os constituintes do suco de uva, b) produzindo etanol e outros
solventes que ajudam a extrair os componentes do sabor e aroma da uva, c) produzindo
enzimas que transformam os compostos neutros da uva em compostos de sabor e aroma
ativos, d) produzindo centenas de metabdlitos secundarios (acidos, alcoois, ésteres, polifenois,
aldeidos, cetonas, compostos sulfurosos volateis) e degradacdo autolitica das células de
leveduras mortas (FLEET, 2003).

O principal papel da levedura na fabricagdo do vinho ¢ catalisar, com eficiéncia, a
conversao do acgtcar em alcool sem o desenvolvimento de odores desagradaveis. As leveduras

devem possuir as seguintes propriedades: tolerdncia ao etanol, baixa formacdo de sulfito,
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propriedades de floculacdo, resisténcias a toxinas e alta produgdo de glicerol (PRETORIUS,
2000).
Propriedades tecnolégicas importantes, segundo Varnam; Sutherland (1994):

e Tolerancia ao etanol — ¢ indispensavel que apresentem uma alta tolerancia ao etanol
para assegurar que a fermenta¢do continue até o final da produg¢do do etanol
(VARNAM; SUTHERLAND, 1994). Em recentes pesquisas com espécies de
Candida, foi demonstrado que ela deve ter tolerancia ao etanol similar ao S. cerevisiae
(FLEET, 2003).

e Floculacdo — Esta propriedade ¢ necessaria para conseguir uma facil separagdao das
leveduras do meio ao final da fermentagdo e para evitar o aparecimento de sabores
estranhos, devido a um excessivo periodo de incubagdo (VARNAM; SUTHERLAND,
1994).

e Resisténcia as toxinas — Algumas cepas de Saccharomyces produzem uma série de

toxinas extracelulares, as zimocinas, que sdo letais para as outras cepas sensiveis

(VARNAM; SUTHERLAND, 1994).

2.5 Constituintes secundarios do vinho

Durante a fermentagdo a maior parte do aguicar € convertida em etanol e ¢ normal que
uma pequena porcentagem seja convertido em outros subprodutos. Eles incluem glicerol,
acidos organicos e os compostos aromaticos. Os mais abundantes sdo os alcoois superiores,
cuja produgdo € proxima ao etanol. Os compostos carbonilicos como aldeidos e cetonas estdo
presentes em pequenas concentragdes, mas aparecem entre 0s componentes responsaveis pela

qualidade sensorial do produto (BERRY; SLAUGHTER, 2003).
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2.5.1 Alcodis

Além do alcool etilico, outros alcoodis sdo importantes para o flavor do vinho como
glicerol, metanol e os alcodis superiores. O glicerol contém um sabor adocicado e contribui
para a maciez do vinho. O metanol provém da hidrélise da pectina (HASHIZUME, 2001).

Segundo Ward (1991), os alcoois superiores sdo os componentes mais importantes
presentes nas bebidas alcodlicas. Esta classe ¢ formada, quantitativamente, pelos 2-e 3-
metilbutanol, propanol, 2-metilpropanol, butanol, pentanol, 2-feniletanol, 3-metil-propanol,
tirosol e o triptofol. O seu teor médio total no vinho é da ordem de 400 a 500 mg/L, o que
corresponde a uma concentra¢do otima para o aroma, teores maiores que 1g/L prejudicam o
aroma (BAYONOVE et al, 2003). A produgdo dos alcoois superiores, também denominados
de alcoois fusel, ¢ obtida a partir dos aminoacidos, que sofreram transaminagdo ou
desaminacgdo e os acidos resultantes sdo descarboxilados a aldeidos, os quais serdo finalmente

reduzidos a alcodis fusel (MATEOS et al, 2006).

2.5.2 Acidos orgéanicos

Os acidos organicos estdo presentes nas frutas em concentragdes relacionadas a
inameros fatores, incluindo amadurecimento, gendtipo, estacdo do ano, clima e variacdes
agronomicas (PATERSON et al, 2003).

Segundo Montedoro; Bertuccioli (1986) apud Santos (2006), poucos acidos organicos
encontrados nos vinhos sdo suficientemente volateis para contribuirem para o seu odor. Os
acidos tartarico e malico contribuem para o gosto acido e dentre os acidos alifaticos, apenas o
acético (odor de vinagre), propidnico (odor de caprino) e butandico (odor de manteiga)

contribuem efetivamente para o odor do vinho.
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2.5.3 Aldeidos

O acetaldeido ¢ o principal aldeido presente no vinho, do ponto de vista quantitativo.
Altas concentragdes de acetaldeido resultam em um aroma herbaceo indesejavel ao vinho.
Nos vinhos brancos, em especial, a presenga do acetaldeido influencia na formagdo do aroma

“amadeirado” ou de “rango” (AZEVEDO et al, 2007).

2.5.4 Esteres

Ward (1991) menciona que os ésteres, em vinhos, constituem um grupo importante de
compostos volateis, devido a formagdo de um penetrante aroma frutado e floral. Esse grupo ¢
formado durante a fermentagdo, a partir da reagdo de alcoois e acidos. Dentre os ésteres o
acetato de etila ¢ normalmente o mais abundante encontrado nos vinhos (VARNAM;

SUTHERLAND, 1994).

2.5.5 Metanol

De acordo com a Portaria 229 de 25/10/1988 do Ministério da Agricultura, o maximo
permitido ¢ de 350 mg/L, pois o metanol em concentra¢des elevadas pode causar intoxicagoes
e até levar a morte (NAGATO et al 2001). O conteudo de metanol, nos produtos fermentados,
¢ resultante da decomposi¢do enzimatica das pectinas presente nos frutos (KOLB; SCHURIG,

2002).
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar a eficiéncia das leveduras isoladas na Amazonia e pertencentes a Rede Norte e
Nordeste de Colecdo de Culturas — RENNEBRA, na producdo de bebida alcoolica de

cupuagu.

3.2 Especificos

3.2.1 Produzir bebida alcodlica fermentada de cupuacu utilizando cepas de levedura oriundas
da regido Amazodnica.

3.2.2 Avaliar a aceitabilidade da bebida, produzida pela cepa escolhida, por meio de um
painel de provadores nao treinados.

3.2.3 Determinar as propriedades fisico-quimicas e 0s compostos secundarios presentes nas

bebidas.
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4. METODOLOGIA

4.1 Selecao da linhagem de levedura

Trés leveduras do género S. cerevisiae isoladas da castanha do Brasil, pertencentes ao
acervo da Micoteca da Universidade Federal do Amazonas — UFAM, que sdo codificadas
como DPUA 1210, DPUA 1172 e DPUA 1175, foram testadas em relacdo a capacidade
fermentativa, tolerdncia ao etanol, capacidade de floculagdo e producdo de sulfeto de
hidrogénio (H»S) segundo Guimardes (2005). Esses procedimentos foram executados em

triplicata.

4.1.1 Teste de capacidade fermentativa

As leveduras foram inoculadas em tubos, contendo em seu interior tubos de Durhan e
10 ml de meio liquido YP (extrato de levedura e peptona) acrescentado da fonte de carbono a
ser testada [glicose 2 g% (p/v), sacarose 2 g% (p/v), maltose 2 g% (p/v), frutose 2 g% (p/v), e
lactose 2g% (p/v)]. Foram colocadas em estufa a 30 °C durante 48 horas e observados o

crescimento das leveduras, pela turva¢do dos meios, € a formagao de gas.

4.1.2 Teste de tolerancia ao etanol

As leveduras foram inoculadas em tubos contendo 10 ml de meio liquido YP (extrato

de levedura e peptona) adicionado de glicose (2% p/v) e de etanol nas concentra¢des variaveis

de 5% (v/v), 10% (v/v) e 15% (v/v), seguida de incubac¢do a 30 °C durante 48 horas.
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4.1.3 Teste de floculagdo

As células de cada cepa foram inoculadas em tubos contendo 10 ml de meio liquido
YP (extrato de levedura e peptona) com glicose (2% p/v) e incubadas a 30 °C durante 48
horas. Apos este periodo, foram levadas a agitacdo em agitado de tubos para visualizagdo da

formacao de flocos.

4.1.4 Teste de producdo de sulfeto de hidrogénio (H;S)

As cepas foram inoculadas no meio Agar LA (Agar Luria) e incubadas a 30°C durante
10 dias, observando-se o aparecimento ou nao de colonias negras, caracteristicas de producao

do sulfeto de hidrogénio.

4.2 Obtencao do mosto e da bebida

4.2.1 Mosto de cupuagu

O cupuagu utilizado foi disponibilizado pela Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria (Embrapa) de Manaus localizada na rodovia AM-10, Km 29, Amazonas. Os
frutos depois de serem selecionados, lavados, sanitizados e despolpados foram diluidos na
proporgao de 1:1 (p/v), triturados e homogeneizados no liquidificador e depois centrifugados
a5 °C, a 3.500 rpm por 20 minutos. O sobrenadante recuperado foi mantido em freezer a -
14°C. Para cada 100 g de polpa diluida, obteve-se, em média, apos centrifugacdo, 60 mL de

suco (sobrenadante).
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Ao suco (sobrenadante) obtido foi adicionada agua até resultar em um suco com 5,0°
Brix. Além disso, acrescentou-se a sacarose comercial até a concentragdo de 22°Brix e,
depois, acrescentou-se 100 ppm de metabissulfito de potdssio. Apds a adicdo desse

sanitizante, deixou-se em repouso durante 3 horas, a 25°C.

4.2.2 Fluxograma do Processo de Producao da bebida alcodlica fermentada de cupuagu

Obtencao da polpa de cupuacu:

lavagem, sanitizacdo e despolpa

J

Preparacio do suco de cupuacu:

diluicéio em aguna 1:1 (p/v)

g

Preparacio do mosto:
chaptalizagdo e sulfitacio

O

Analises fisico-quimicas no mosto

!
b

Preparo doinéculo e crescimento da S.
cerevisiae

o

Inoculacio da S. cerevisiae no mosto

I
h

Fermentaciao alcoolica

U

.t Trasfega

|
N

Filtracao:
[ algodio e em papel de filtro
U
Engarrafamento e armazenameto:
[ garrrafas de 750 mL e 900 mL a 2°C

L
~

[ Analises fisico-quimicas na bebida

Figura 1 Fluxograma de produc¢éo das bebidas alcoodlicas fermentada de cupuagu.
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4.2.3 Fermentagao

Antes da fermentagdo alcoolica, as leveduras passaram por um processo de
multiplicagdo celular, como descrito a seguir:

Primeiro, a §. cerevisiae foi incubada a 30°C, por 48 horas, em tubo de ensaio
contendo agar Sabouraud. Em seguida, 10 mL de suco de cupuacgu diluido a 3°Brix foi
adicionado ao tubo de ensaio. Nesta etapa foi realizada a contagem das células em camara de
Neubauer para determinag¢do da concentragdo celular. Na seqiiéncia, essa suspensdo celular
foi transferida para um frasco de Erlenmeyer de 250 mL contendo, apenas, 40 mL de suco a
3° Brix. Colocou-se em estufa a 30°C durante 24 horas com agitagdes ocasionais;

Decorrido o periodo de 24 horas, este suco contendo S. cerevisiae foi transferido para
outro frasco de Erlenmeyer de 500 mL, contendo 200 mL de suco a 5°Brix, totalizando 250
mL de suspensao celular. O crescimento foi conduzido em estufa a 30°C durante 24 horas,
com agitagdes ocasionais;

Apds 48 horas de crescimento celular, a suspensdo microbiana da etapa anterior foi
adicionada em outro frasco de Erlenmeyer de 1000 mL, ja contendo 250 mL de suco a 7°Brix,
totalizando um volume igual a 500 mL, sendo entdo submetida a crescimento durante 24
horas, em estufa a 30°C, com agitagdes ocasionais.

O in6culo contendo S. cerevisiae, em plena fermentacao, obtido das fases anteriores ¢
com 72 horas de crescimento celular, foi inoculado em 1500 mL de mosto chaptalizado com
sacarose ¢ sulfitado (metabissulfito de potéassio). Realizou-se, também, uma nova
determinagdo da concentracdo de células. O processo fermentativo foi executado em
Erlenmeyer de 2 L. A temperatura de fermentacdo foi de aproximadamente 24°C.

No final da fermentacdo, as bebidas receberam a primeira trasfega, transferindo-as

para garrafas de vidro com capacidade média de 750 mL e 900 mL. Depois dessa trasfega, as
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garrafas foram colocadas em banho de gelo por 10 min., a fim de interromper a fermentagao.
Foram realizadas as trasfegas a cada dois dias até o desaparecimento de s6lidos depositados
no fundo da garrafa. Enquanto isso, a bebida era mantida sob refrigeragdo em B.O.D. a 2°C.
Ao concluir as trasfegas, efetuou-se a filtragdo em algodao a cada 4 dias até que
completasse 60 dias apos o término da fermentagdo. Em seguida, procedeu-se a filtragdao em
papel de filtro de poro largo sob vacuo. Os materiais usados na trasfega e na filtragdo foram

deixados em solugdo acida de metabissulfito de potassio por no minimo 24 horas.

4.3 Analises

As analises microbiologicas foram realizadas na polpa e no sobrenadante, observando-
se o desenvolvimento de Coliformes 45°C/g e auséncia e presenca de Salmonela sp/25g,
conforme Silva (2007).

Soélidos soltiveis totais foram medidos com um refratdmetro portatil; actcares totais e
redutores efetuados pelo método de Somogyi & Nelson, segundo Amorim (1996) e UFPR
(2001); acidez total e volatil e enxofre total foram avaliados de acordo com Brasil (2005); pH
foi determinado com potencidometro digital, conforme metodologia do IAL (2005). O teor de
etanol foi determinado com a destilagao prévia de 50 mL da amostra no microdestilador de
alcool modelo — TEO12 da Tecnal. Com o destilado obtido foi realizada a leitura do grau
alcodlico em densimetro de Anton-Paar DMA — 4500.

As determinagdes de aldeidos totais, ésteres totais, alcodis superiores totais € metanol
foram realizadas de acordo com a Instru¢do Normativa n° 24, de 08 de setembro de 2005 do

Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (BRASIL, 2005).
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4.3.1 Analise sensorial

Para a realiza¢io da andlise sensorial, o projeto foi submetido ao Comité de Etica da
Universidade Federal do Amazonas (Apéndice A).

A bebida foi avaliada por 50 provadores, homens e mulheres de 19-59 anos,
funcionarios, docentes e estudantes da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas — UFAM. Os
provadores foram selecionados de acordo com os critérios de inclusdo e exclusdo, segundo
Teixeira (1987) e Alves (2009), descritos na Tabela 5. As amostras, refrigeradas em B.OD. a
2°C foram servidas, aleatoriamente, em tacinhas transparentes, com capacidade de 50 mL,
contendo cerca de 15 mL da bebida fermentada de cupuagu, acompanhadas de 4gua e um
bolacha cream cracker para limpar o paladar entre cada prova das amostras. As tacinhas foram
marcadas, aleatoriamente, com numeros de 3 digitos. Os atributos sensoriais: sabor, aroma,

cor e aspecto geral foram avaliados usando uma escala hedonica de 5 pontos (MINIM, 2006).

Critérios de inclusao Critérios de exclusao

. L. Pessoas fumantes;
Faixa etaria entre 19 a 59 anos; ’

Diabéticos;
De ambos os sexos;

Gestantes;

Apreciad de bebida alcodlica.
preciadores de bebida alcodlica Com resfriados.

Tabela 5 - Critérios de inclusdo e exclusdo para selegdo de provadores para a analise sensorial.

Aos provadores foram entregues uma ficha de avaliagdo sensorial (Apéndice B) do
teste de aceitacdo de ambas as bebidas alcoolicas fermentadas e duas copias do Termo de
Consentimento Livre Esclarecido (Apéndice C), sendo uma copia para o provador e a outra
para a equipe do projeto. A analise sensorial foi realizada no Laboratdrio de Tecnologia de
Alimentos na Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UFAM.

Para a analise dos dados foi utilizada a analise estatistica descritiva através da média,

percentual e freqiiéncia dos valores.



32

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 matéria-prima

A polpa do cupuagu foi processada conforme o item 4.2.1. Em seguida, realizaram-se
as analises microbioldgicas na polpa e no sobrenadante recuperado da centrifugacao.

Nas amostras a contagem de coliformes a 45°C foi menor que 10 NMP/g e auséncia de
Salmonella sp/25g, indicando que a polpa de cupuagu estava de acordo com os padrdes
exigidos pela Resolugdo RDC n°12, de 2 de janeiro de 2001, que aprova regulamento técnico

sobre padrdes microbioldgicos para alimentos

5.2 Selecao das linhagens de levedura

As trés cepas de leveduras foram testadas em relacdo a quatro caracteristicas
enoldgicas importantes na fabricagdo de vinho: capacidade em fermentar frutose, glicose,
maltose, sacarose e lactose; capacidade floculativa, tolerancia ao etanol e produgdo de sulfeto
de hidrogénio (H,S). Os resultados destes testes estao na Tabela 6.

A capacidade fermentativa foi testada em diferentes fontes de carbono. Observou-se
que todas as trés leveduras mostraram a mesma habilidade para fermentar carboidratos, s6 nao
a lactose. A ndo fermentacdo da lactose ¢ uma caracteristica das Saccharomyces cerevisiae,
segundo os estudos de Sanni; Lonner (1993) e Guimardes (2005). Além disso, as leveduras
que fermentam maltose ndo podem fermentar lactose e vice-versa (KOLB; SCHURIG, 2002).

Também foi observado o comportamento floculante em todas as cepas. Segundo

Pretorius (2000), as leveduras floculantes sdo geralmente aproveitadas na produ¢do de cerveja
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tipo lager e vinho. Os flocos que se depositam no fundo do fermentador podem ser facilmente
removidos, permitindo uma rapida e eficiente clarificagdo e reduzida manipula¢ao do vinho.
Viarios parametros fisiolégicos sdo essenciais para que o género Saccharomyces
domine a fermentagdo, mas a tolerancia a alta concentragdo de etanol ¢ a principal
caracteristica que permite a sua sobrevivéncia neste ambiente especifico (PINA ez al, 2004).
Sendo assim, foram realizados experimentos utilizando quantidades crescentes de etanol de
modo a obter concentragdes de 5% (v/v), 10 % (v/v) e 15% (v/v). As leveduras DPUA 1210 e
DPUA 1175 foram tolerantes as trés concentracoes ¢ a DPUA 1172 cresceu apenas na

concentragdo de 5% (v/v).

Testes
Cepas Te(r}?)po CF CFl TE
Frut. Glic. Malt. Sac. Lac. " 5% 10% 15%
DPUA 1172 + + + + - + + - -
DPUA 1175 | 48 + + + + - + + + 4+
DPUA 1210 + + + + - + o+ o+

Tabela 6 - Capacidade fermentativa em diferentes fontes de carbono, capacidade de floculagdo e
tolerancia a etanol das leveduras DPUA1172, DPUA 1175 e DPUA 1210.

Nota: CF — capacidade fermentativa; Frut. — frutose, Glic. — glicose, Malt. — maltose, Sac. — sacarose,
Lac. — lactose; CF1 — capacidade floculativa; TE — tolerancia ao etanol; (+) houve crescimento; (-) ndo
houve crescimento.

No teste de producao de sulfeto de hidrogénio (H»S) foi observada a variacdo de cor
no perfil de pigmentacdo. De acordo com Guimardes (2005) as colonias enegrecidas sdo
caracteristicas de leveduras superprodutoras de sulfeto de hidrogénio, agregando odor e sabor
desagradaveis as bebidas (RIBEIRO; HORII, 2002). A DPUA 1172 ndo produziu essa
substancia e as outras duas produziram pouco, apresentando colonias de coloragdo marrom,

como mostra a Figura 2.
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Figura 2 - Verificagdo da produgdo de sulfeto de hidrogénio apods crescimento em meio dgar LA. (a)
Linhagem DPUA 1210; (b) Linhagem DPUA 1172; (c) Linhagem DPUA 1175; (d) Meio controle.

As leveduras DPUA 1210 e DPUA 1175 atenderam aos critérios e caracteristicas
apropriadas ao processo de producdo de vinho, sendo entdo utilizadas para a produgdo da

bebida alcoodlica fermentada de cupuagu.
5.3 Elaboracao da bebida alcoélica fermentada de cupuacu

5.3.1 Selecdo da linhagem mais eficaz para a produ¢ao de bebida alcodlica fermentada de

cupuagu

Para serem inoculadas no mosto, as duas leveduras passaram por um processo de
multiplicacdo. No final desse processo, cada levedura apresentou a concentracdo de 25 %
(v/v) em relagdo ao volume total do mosto e uma contagem de 0,546 x 10" (DPUA 1175) e
4,892 x 10" (DPUA 1210) de células viaveis. De acordo com EGLI et al, 1998, a inoculagao
de Saccharomyces, bem como a adi¢ao de sulfito ao mosto e a produgao de etanol contribuem
para a reducdo do crescimento de leveduras ndo-Saccharomyces.

A duragdo da fermentagdo foi de 12 dias. No Grafico 1 estao apresentados os valores
do °Brix do mosto de cupuagu durante os processos fermentativos conduzidos pelas duas
leveduras. Observou-se que, ao final da fermentacdo, o grau Brix permaneceu em
aproximadamente 8,2 e 10,6 para DPUA 1210 e DPUA 1175, respectivamente.

As médias dos resultados em triplicata das analises fisico-quimicas realizadas nas

bebidas estdo na Tabela 7. As concentragdes de etanol encontradas nas bebidas foram 11,25%
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(v/v) (DPUA 1210) e 10,33% (v/v) (DPUA 1175). Esses dados estdo diretamente
relacionados com o teor de acucares redutores residuais, sendo que a primeira levedura
consumiu maior quantidade de acucares e, conseqilientemente, produziu mais etanol.

Pelos teores de agucares residuais, a bebida elaborada pela linhagem DPUA 1210 pode
ser caracterizada como um vinho meio seco (5 a 19 g/L) e pela linhagem DPUA 1175 um
vinho suave (a partir de 20 g/L), segundo Brasil (1988b).

Em relacdo aos indices de acidez total e volatil, dioxido de enxofre ¢ pH ndo houve
muita diferenca entre as duas bebidas, conforme demonstra a Tabela 06. Além disso, os

resultados ndo ultrapassaram os limites estabelecidos pela legislagao.

——DPUA 1210 —«—DPUA 1175

alal
20
13
1o
2 13 N
& 10 \,‘!““*—‘
(%) 8
6
4
>
0
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Tempo de fermentacéio (Diag)

Grafico 1 - Consumo de agucares medidos em °Brix, em fung@o do tempo de fermentagdo do mosto de
cupuagu, para a obtencdo de bebidas alcodlicas utilizando as leveduras DPUA 1210 e DPUA 1175.

Cepas Limites'
Composicao fisico-quimica DPUA 1210 DPUA 1175 Maximo Minimo
Actcares redutores (g/L) 11,27+0,37  21,03+0,60 ) )
Acidez total (meq/L) 113,76 £ 1,47 115,05+0 130 50
Acidez volatil (meq/L) 3,49 £0,3 3,08 £0,092 20 )
pH 3,48+£0,015  3,48+0,015 (-) ()
Etanol (%) 11,25+0,04 10,33 +£0,05 14,0 4
Solidos soluveis (°Brix) 8,2+0,2 10,6 £0,2 ) )

Dioéxido de enxofre total (g/L) 0,018 £0,003 0,01 +0,0068 0,35° )

Tabela 7 - Composigao fisico-quimica das bebidas alcoolicas fermentadas de cupuagu produzidas
pelas leveduras DPUA 1210 e DPUA 1175.

Nota: (-) ndo estabelecido; ' Limites estabelecidos por Brasil (2008); > Limite estabelecido por Brasil
(1988b).
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A eficiéncia fermentativa foi de 80,55% e 83,60% para as bebidas elaboradas com as
linhagens DPUA 1175 e DPUA 1210, respectivamente. Os calculos foram efetuados de
acordo com Alves (2009) e estdo apresentados no Apéndice D. A levedura DPUA 1210 se
mostrou mais ativa desde o preparo do inoculo, obtendo-se uma concentragdo de células cerca
de quatro vezes maior que a levedura DPUA 1175 e, conseqiientemente, com maior produgdo

de etanol.

5.3.2 Analises fisico-quimicas na bebida produzida pela DPUA 1210

A levedura DPUA 1210 foi selecionada com base nos resultados das andlises
apresentados no item 5.3.2 e, a partir dela, produziram-se dois tipos de bebidas que foram
submetidos a avaliacdo sensorial por um painel de degustadores ndo treinados.

As médias dos resultados em triplicata das andlises fisico-quimicas dos mostos e das
bebidas estdo nas Tabelas 8 e 9, respectivamente.

O Brix foi corrigido, a fim de se obter, ao final da fermentagdo, teor alcodlico em
torno de 10% (v/v) de alcool, caracterizando um vinho de mesa (10 a 13°GL), segundo a
Legislagao Brasileira (BRASIL, 1988b).

Em trabalhos realizados com fermentados de frutas foram produzidas bebidas
fermentadas de laranja com 10,6 % v/v de etanol (CORAZZA et al, 2001) e de mandacaru
com 10,4 % v/v (ALMEIDA et al, 2006) sendo essas concentracdes de alcool semelhantes as
das bebidas alcoolicas fermentadas de cupuacu.

Foram elaboradas dois tipos de bebidas com concentragdes diferentes de acticares. A
bebida que foi fermentada por 11 dias apresentou uma concentragdo de agucar residual de
8,45 g/L, caracterizando-se como uma bebida do tipo vinho meio seco, que segundo a Portaria

de N° 229, de 25 de outubro de 1988, que aprova as normas referentes a “complementacao
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dos padrdes de identidade e qualidade do vinho, determina que os vinhos com concentragao
entre 5 a 19 g/L de aglcar se caracterizam como vinho meio seco.

A bebida obtida depois de 12 dias de fermentacdo apresentou concentragdo final de
acucar de 21,01 g/L, indicando uma bebida do tipo vinho suave. De acordo com a Legislacao
Brasileira o vinho suave ¢ aquele que possui concentragdo de agucar a partir de 20 g/L
(BRASIL, 1988b).

Os mostos e as bebidas apresentaram pH acido que, segundo Kolb; Schurig (2002),
impede a multiplicacdo de bactérias. Valores semelhantes foram observados nos fermentados
de abacaxi (3,47) (ARAUJO et al, 2009) fermentado de cacau (3,6) (DIAS et al, 2007) e
vinho tinto (3,36) (RIZZON et al, 2000)

Nos valores da acidez total se constatou um aumento nas duas bebidas, mas ndo
houve excesso de producdo de acido, cujo limite maximo ¢ de 130 meq/L (BRASIL, 2008).
Segundo Guerra; Barnabé (2005), a acidez do vinho ¢ o produto do seu teor em acidos
organicos que sdo provenientes tanto do mosto quanto da fermentagio (ARAUJO et al, 2009).

A acidez volatil é constituida, principalmente, pelo acido acético que ¢ formado pelo
metabolismo bacteriano (GUIMARAES, 2005). Segundo Hashizume (2001), na fermentagao
alcodlica ¢ normal apresentar acidez volatil, pois o acido acético ¢ um produto secundario
normal da fermentagdo. A quantidade produzida é sempre pequena de 3 a 6 meq/L. Neste
estudo, os valores de acidez volatil ficaram em torno de 4 meq/L, conforme demonstra a
Tabela 10.

Em relagdo ao didxido de enxofre total, Kolb; Schurig (2002) recomendam que nao se
deve ultrapassar 0,15g/L. dessa substancia para vinhos de fruta ja engarrafado. Nesse estudo,
as amostras apresentaram concentragdo menor que 0,15 g/L.

Ao analisar os limites estabelecidos pela Legislacdo Brasileira, observa-se que os

resultados apresentados na Tabela 10 estdo de acordo com a legislacdo vigente.
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Mosto 1 Mosto 2
Acidez total (meq/L) 101,84 +£0,56 112,08 + 1,48
pH 3,33+£0,02 3,33+ 0,01
Acucares redutores (g/L) 208,63 +£2,22 216,86 +2,77
Sélidos soluveis (°Brix) 22,8+0,2 22,4+0,2

Tabela 8 - Composigdo fisico-quimica dos mostos de cupuagu antes da fermentacao.

Bebida alcodlica Bebida alcodlica
fermentada de cupuagu fermentada de cupuagu
do tipo vinho meio seco  do tipo vinho suave

Acidez total (meq/L) 1124 £ 1,47 116,6 £ 1,11
Acidez volatil (meq/L) 4,190 4,01+0,3
pH 3,53 +£0,043 3,40 +£ 0,02
Acgtcares residuais (g/L) 8,45+ 0,67 21,01 £0,86
Solidos soluveis (°Brix) 8,4+0,2 10,6 £ 0,2
Dioxido de enxofre total (g/L) 0,04 £+ 0,006 0,02 £+ 0,006
Etanol (%) 10,85 +0,11 10,05 £ 0,02

Tabela 9 - Composigao fisico-quimica dos dois tipos de bebida alcodlica fermentada de cupuagu
utilizando como agente fermentativo a cepa DPUA 1210.

Segundo Berry; Slaughter (2003), durante a fermentagdo, a maior parte do acucar ¢
convertida em etanol, e é normal que uma pequena porcentagem seja convertida em outros
subprodutos. Eles incluem alcodis superiores, ésteres, aldeidos dentre outros. Esses
compostos sdo responsaveis pelas caracteristicas aromaticas dos vinhos e contribuem para a
sua qualidade.

Os valores médios das concentracdes dos compostos secundarios encontrados nas
bebidas estdo apresentados na Tabela 10. Os resultados ndo diferem muito entre si, pois foram
utilizados mostos semelhantes € a mesma linhagem de levedura. Entretanto, o teor de ésteres
na bebida tipo vinho suave apresentou maior concentragdo comparada com a bebida tipo

vinho seco. Valores semelhantes foram constatados no artigo de Duarte er al (2009), cujo
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resultado foi de 115.55 mg/L na bebida fermentada de gabiroba. Segundo Rizzon, (1987), a
quantidade de ésteres aumenta com o periodo de envelhecimento.

Em relacdo aos alcodis superiores, concentracdes acima de 400 mg/L influéncia
negativamente na qualidade dos vinhos (Gonzélez-Marco et al, 2008). No estudo feito por
Aratjo et al (2009) com o vinho de abacaxi da cultivar Smooth cayenne, o teor médio de
alcoodis foi de 347,6 mg/L, valor semelhante ao encontrado no presente trabalho.

O acetaldeido representa cerca de 90% da concentragdo total dos aldeidos e ¢ um
produto da oxidagdo do etanol (SALTON, 2000). De acordo com o estudo feito por Longo et
al (1992), o conteudo de acetaldeido no vinho produzido de uvas ¢, usualmente, em torno de
13-30 mg/L. O teor de aldeidos total encontrado nas bebidas ndo ultrapassou 35 mg/L.

As concentracdes de metanol foram de 20,71 e 23,53 mg/L nas bebidas tipo vinho
meio seco e suave, respectivamente. De acordo com a Portaria 229 de 25/10/1988 do
Ministério da Agricultura, o maximo permitido ¢ de 350 mg/L, pois o metanol em
concentragdes elevadas pode causar intoxicacdes e até levar a morte (NAGATO et al, 2001).

Geralmente o alto conteudo de metanol ¢ atribuido ao uso de enzimas pectinoliticas,
que s3o comumente utilizadas na producao de vinho de manga e sdo responsaveis pela quebra
das substancias pécticas para acidos galacturdnicos e metanol (REDDY; REDDY, 2005). No
estudo de Soufleros et al (2001), o fermentado de kiwi ndo tratado com pectinases o teor de

metanol foi baixo (134 mg/L) quando comparado com amostras tratadas com pectinases.

Aldeidos Esteres Alcodis superiores  Metanol

mg/L
Bebida alcoghca fermentgda de 27.34 52,685 338,29 20.71
cupuagu do tipo vinho meio seco
Bebida alcodlica fermentada de 34.77 106,14 338,53 23.53

cupuagu do tipo vinho suave

Tabela 10 - Valores médios das concentracdes de aldeidos, ésteres, alcodis superiores e metanol nas
bebidas fermentadas de cupuagu.
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5.4 Analise sensorial

Ap6s 30 dias de maturagdo a temperatura média de 2°C apurando o aroma e o sabor,
os dois tipos de bebida alcodlica fermentada de cupuagu utilizando como agente fermentativo
a cepa DPUA 1210 foram submetidos a analise sensorial para avaliar aceitabilidade dentre os
consumidores. O painel de degustagdo estava constituido de 50 provadores. De acordo com a
Tabela 11, observa-se que a maior parte dos degustadores era jovem, na faixa etaria de 19 a

30 anos, sendo a maioria do sexo feminino e que tem o habito de consumir vinho.

Classe Freqiiéncia  Porcentagem (%)
19 + 30 37 74
30+ 40 9 18
Idade 40 + 50 3 6
50 + 60 1 b
Sexo F 34 68
M 16 32
Habito de tomar S 35 70
vinho N 15 30

Tabela 11 - Perfil dos provadores

Na Tabela 12 sdo apresentados os valores médios das notas para cada atributo
sensorial avaliado. Observa-se que as notas ndo se diferenciaram entre os atributos de cada
bebida.

Para melhor visualizar possiveis diferengas na aceitacdo das amostras foi construido
um histograma da distribui¢@o das freqliéncias das repostas dos provadores para cada atributo.
Sendo que na escala heddnica a categoria “nem gostei e nem desgostei” (valor 3) ¢

considerada como uma regido de indiferenca na relagdo afetiva do provador com o produto,
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dividindo a escala em duas outras regides: a regido de aceitagdo (valores 4 e 5), e a regido de
rejeicdo do produto (valores de 1 e 2) (DORNELLES et al, 2009).

Em todos os atributos as duas bebidas foram bem aceitas, apresentando os mais altos
percentuais na regido de aceitacdo da escala hedonica (valores de 4 € 5). Ao comparar as duas
formulagées ndo houve diferenca significativa, ou seja, as duas apresentaram freqiiéncias
semelhantes.

Para facilitar a interpretagdo desses resultados foram somadas as freqiiéncias das
categorias da rejeicdo, indiferenca e aceitacdo, as quais sdo apresentadas no Grafico 3. Nessa
figura fica evidente a grande aceitacdo dos provadores tanto para a bebida alcodlica
fermentada de cupuacu do tipo vinho seco (Bebida 1) quanto para a da bebida alcoolica
fermentada de cupuagu do tipo vinho suave (Bebida 2). A Bebida 1 ¢ a Bebida 2
apresentaram, em média, para todas os atributos 82,5% e 81% de aceitagdo, respectivamente,

14,5% e 16% de indiferenca e 3% de rejeigao para ambas.

Bebida alcodlica fermentada de  Bebida alcoolica fermentada de

Atributos cupuagu tipo vinho meio seco cupuagu tipo vinho suave
Cor 4,10+ 0,76 4,10 £0,81
Aroma 4,00 + 0,75 3,90 £ 0,81
Sabor 4,16 £ 0,84 4,20 +0,67
Aspecto geral 4,22 +£0,68 4,10+ 0,71

Tabela 12 - Média e desvio padrdo das notas de 1-5, conferidos pelos provadores a cada atributo, para
as duas amostras de bebida alcoolica fermentada de cupuacu.
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Grafico 2 - Histogramas de freqiiéncia dos valores hedonicos atribuidos ao aroma, sabor, cor e aspecto
geral das amostras de bebida alcodlica fermentada de cupuacu do tipo vinho meio seco (Bebida 1) e da
bebida alcodlica fermentada de cupuacu do tipo vinho suave (Bebida 2).
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Grafico 3 - Freqiiéncia de aprovagdo, indiferenca e rejei¢do dos atributos aroma, sabor, cor ¢ Aspecto
geral das amostras de bebida alcodlica fermentada de cupuagu do tipo vinho meio seco (Bebida 1) e da

bebida alcodlica fermentada de cupuacu do tipo vinho suave (Bebida 2).
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6. CONCLUSAO

As leveduras selecionadas DPUA 1210 e DPUA 1175 apresentam propriedades
enoldgicas importantes que atendem aos critérios e caracteristicas apropriadas ao processo de
produgdo de vinho, como tolerancia ao etanol até a concentragdo de 15% (v/v), habilidade em
fermentar carboidratos, capacidade de floculacdo e a ndo producdo excessiva de sulfeto de
hidrogénio.

As duas leveduras selecionadas foram capazes de realizar fermentagdo alcodlica
utilizando como substrato o cupuagu, com produgdo em cerca de 10% (v/v) de etanol. A
levedura DPUA 1210 apresentou uma produtividade em etanol maior que a levedura DPUA
1175.

O cupuagu comprovou ser uma matéria-prima eficaz na producdo de bebida alcodlica
fermentada, quando se utiliza leveduras selvagens da Amazonia.

As analises fisico-quimicas das bebidas produzidas pelas linhagens DPUA 1210 e
DPUA 1175, estavam de acordo com os limites estabelecidos pela legislacdo brasileira.

As bebidas produzidas pela linhagem DPUA 1210 ndo apresentaram teor de metanol
que excedesse o limite estabelecido pela legislacao Brasileira e descrito como toxico. As
concentragdes de alcodis superiores totais e de é€steres, que sdo os componentes mais
importantes presentes nas bebidas alcoodlicas, estdo inseridas na faixa em que favorecem o
aroma de vinhos de uvas.

As andlises sensoriais indicaram que os provadores aprovaram tanto da bebida
alcodlica fermentada de cupuacu do tipo vinho meio seco quanto da bebida alcoodlica
fermentada de cupuagu do tipo vinho suave, obtendo 82,5% e 81% de aceitagdo,

respectivamente.
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APENDICE A — Parecer do Comité de Etica e Pesquisa da UFAM

PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

O Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Amazonas aprovou,
em reunido ordindria realizada nesta data, por unanimidade de votos, o Projeto de
Pesquisa protocolado no CEP/UFAM com CAAE . 0330.0.115.000-09, intitulado:
“AVALIACAO DA EFICIENCIA DE DUAS LINHAGENS DE LEVEDURAS
NA PRODUCAO DE BEBIDA ALCOOLICA FERMENTADA DE CUPUACU
(Theobroma grandiflorum Schum)”, tendo como Pesquisadora Responsavel Lirna
Salvioni da Silva.

Sala de Reunido da Escola de Enfermagem de Manaus — EEM da Universidade

Federal do Amazonas, em Manaus/Amazonas, 18 de novembro 2009.

Prof. MSc. Plinio José Cavalcante Monteiro
Coordenador do CEP/UFAM
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APENDICE B - Ficha de avaliacio sensorial adaptado de Alves (2009);
Ferreira er al (2000).

FICHA DE AVALIACAO SENSORIAL

Data: / / Idade: Sexo: ( )F ( M

Tem o habito de tomar vinho? ( ) sim ( ) ndo

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

semana ( ) 2 vezes por més ( ) Raramente

Por favor, avalie a amostra e indique, utilizando a escala abaixo, o quanto vocé gostou ou
desgostou da cor, aroma, sabor e do aspecto geral da amostra da bebida fermentada de
cupuagu.

Notas

5- GOS'[C@ muito Aroma Sabor Cor Aspecto geral
4 — Gostel

3 — Nao gostei/ nem desgostei
2 — Desgostei
1 — Desgostei muito

Comentarios/sugestoes:
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APENDICE C - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - TCLE

UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS
FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA DE ALIMENTOS

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Convidamos o (a) Sr(a) para participar do Projeto de Pesquisa “Avaliacdo da eficiéncia de linhagens
de leveduras na producio de bebida alcoolica fermentada de cupuagu (Theobroma grandiflorum Schum)”
que tem como objetivo avaliar a eficiéncia de linhagens de leveduras isoladas da Amazonia na produgdo de
bebida alcodlica fermentada, utilizando como matéria-prima o cupuagu. As pesquisadoras Lirna Salvioni da
Silva e Dra. Ila Maria de Aguiar Oliveira, responsaveis pelo projeto, pedem a sua colaboracdo para degustar em
pequena quantidade a bebida alcodlica fermentada de cupuagu e preencher uma ficha de avaliacdo sensorial das
mesmas. Nas amostras foram realizadas analises fisico-quimicas e microbioldgicas, garantindo assim a qualidade
e a seguranga da bebida a ser avaliada, e seguindo todos os requisitos de boas praticas de fabricacao.

O (a) Sr(a) ndo terd nenhuma despesa e também ndo receberd nenhum valor econdmico, mas a sua
participacdo ¢ de fundamental importancia para o avango da pesquisa.

Se ndo quiser participar, tem o direito e a liberdade de se recusar, ou retirar seu consentimento a
qualquer momento, sem precisar se justificar, nem sofrer qualquer dano.

A utilizac@o dos resultados sera feita inica e exclusivamente para a referida pesquisa, garantindo a total
confidencialidade dos julgadores. Para qualquer outra informagdo, o (a) Sr.(a) podera entrar em contato com a
pesquisadora pelo telefone (92) 3233-5095 ou pelo e-mail: lirnasalvioni@gmail.com.

Eu, , fui informado sobre o que o

pesquisador quer fazer e porque precisa da minha colaboragdo, e entendi a explicac@o. Por isso, eu concordo em
participar do projeto, sabendo que ndo vou ganhar nada e que posso sair quando quiser. Estou recebendo uma

copia deste documento, assinada, que vou guardar.

Assinatura do participante Data

Pesquisadora Responsavel Data



APENDICE D — Cilculo da Eficiéncia fermentativa

Formula utilizada no célculo da eficiéncia fermentativa (Ef) segundo Alves (2009)

Er= P x100
0.511(So—S)

P= concentragdo final de etanol (g L™)
S¢= concentragio inicial de aglicares totais (g L™)

S = concentracao final de agucares totais (g L

Média

So@L) S@L) P@EL)  Ec(%) g

225,82 11,3 88,90 86,40

Bebida alcodlica produzida pela £3.60
DPUA 1210 21333 11,62 8843 83,70 ,

218,82 10,88 89,06 80,70

225,82 20,64 81,96 78,15

Bebida alcodlica produzida pela

DPUA 1175 213,00 20,73 81,32 82,75 80,55

218,82 21,71 81,32 80,74
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