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Gabriela Marina Menghi

Luciana Gonzalez Martins de Magalhdes
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Orientadores: Prof.2 Melissa Limoeiro Estrada Gutarra,D.Sc.
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A amora-preta (Rubus spp.) € uma fruta rica em compostos bioativos, porém, devido
a sua alta perecibilidade, a producao de bebida alcodlica é vista como uma alternativa
para a reducdo de perdas e maior aproveitamento do fruto. O presente trabalho teve
como objetivo estudar as condi¢des de cultivo na producao de fermentado de amora.
As variaveis analisadas foram temperatura, concentracéo de ativador de fermentacéo
e de leveduras. Através de um planejamento experimental fatorial, a temperatura de
20°C, a concentragao de ativador de fermentacgéo de 0,2 g/L e de leveduras de 1,0 g/L
foram as que apresentaram melhor resposta para a reducdo de °Brix. Nestas
condicdes realizou-se um estudo cinético comparando diferentes chaptalizagbes, em
uma e duas etapas. A fermentacé@o conduzida com chaptalizag@o Unica apresentou
melhor desempenho obtendo rendimento de 95,26%, produtividade de 0,63 g/L.h de
etanol e parametro cinético Yeis de 0,49, enquanto que 0s mesmos parametros para
0 outro ensaio foram de 93,53%, 0,37 g/L.h e 0,48. Ap6s 13 dias de fermentacgéo, os
teores alcodlicos alcangados foram de 14,8 %v/v para a fermentagdo com adigéo total
de sacarose no inicio do processo e de 13,4 %v/v para o experimento com adi¢do em
duas etapas, e acguUcares redutores totais de 14,06 e 55,91 g/L, respectivamente.
Sendo assim, ndo houve inibicdo pelo substrato, e a amora-preta mostrou alto
potencial como matéria-prima na elaboragdo de bebida fermentada.
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The blackberry (Rubus spp.) is a fruit rich in bioactive compounds, however, due to its
highly perishability, the production of alcoholic beverage is seen as an alternative to
reduce losses and better use of the fruit. The present work aimed to study the
conditions of cultivation for the production of blackberry fermented beverage. The
variables analyzed were temperature, concentration of fermentation activator and
concentration of yeast. Through a factorial design, the temperature of 20 °C, the
concentration of fermentation activator of 0.2 g / L and the concentration of yeast of
1.0 g/ L showed the best answer to reduce °Brix. Under these conditions we performed
a kinetic study comparing different strategies of chaptalisation. The fermentation
carried out with only one chaptalisation presented better performance obtaining 95.26
% of yield, productivity of 0.63 g / L.h of ethanol and kinetic parameter Y P/S of 0.49,
while the same parameters for the experiment with two chaptalisations were 93 53%,
0.37 g/ Lh and 0.48. After 13 days of fermentation, the alcohol levels achieved were
14.8 % v / v for fermentation with a total addition of sucrose early in the process and
13.4 % v / v for the experiment with addition in two stages, and total reducing sugars
of 14.06 and 55.91 g / L, respectively. Thus, there was no substrate inhibition, and
blackberry showed high potential as a raw material in the preparation of fermented

beverage.
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1 Introdugao

Entre as bebidas fermentadas de frutas, o vinho é uma das mais antigas e
mais consumidas mundialmente. Além da uva, matéria-prima para a produgdo de
vinho, outras frutas sdo utilizadas para a elaboragédo de bebidas fermentadas. Uma
das mais conhecidas é a sidra, bebida obtida a partir da fermentagdo do mosto de
maca (Malus domestica Borkh). Fermentados de morango (Fragaria vesca L.), cereja
(Prunus avium (L.) L.), jabuticaba (Myrciaria cauliflora), framboesa (Rubus idaeus) e
amora-preta (Rubus spp.) também sdo amplamente consumidos em diversos paises.

O Brasil, pais com grande diversidade de frutas tropicais, € cenario de
diversos estudos envolvendo fermentados de frutas como laranja, camu-camu, caju e
mandacaru. Pesquisas relacionadas a obtencédo de bebidas fermentadas a partir de
amora ainda s&o escassas no Brasil, porém o0 mesmo nédo ocorre em paises europeus,
onde fermentados de amora sdo comumente estudados e comercializados.

A amora-preta (Rubus spp.) € uma fruta rica em vitaminas, minerais,
carboidratos e, principalmente, compostos fenélicos. Os que apresentam maior énfase
entre os compostos fendlicos sdo o acido elagico e as antocianinas, devido a
capacidade de reagdo dos mesmos com radicais livres (AROZARENA, ORTIZ, et al.,
2012). Diversos estudos encontrados na literatura comprovam o poder destes
compostos na prevencdo de doencas neurodegenerativas, cardiovasculares e de
cancer, devido a sua alta capacidade antioxidante. Outras propriedades inerentes aos
compostos fendlicos presentes na amora sdo as capacidades antiinflamatéria e
antialérgica.

O Brasil destaca-se por ser um dos paises com maior produgdo mundial de
frutas, porém, o desperdicio pds-colheita é eminente. Nesse sentido, € clara a
necessidade de processamento destes frutos, objetivando a reducéo das perdas e
incremento do valor agregado (DIAS, SCHWAN e LIMA, 2010). Devido a fragilidade e
alta perecibilidade da amora, produtos como geléias, sucos, xarope e bebidas

alcodlicas podem ser considerados alternativas para a reducao de sua perda.



2 Objetivo

Este trabalho teve como objetivo empregar a amora como matéria-prima para
producdo de um fermentado de fruta, avaliando seu potencial e estudando as

melhores condic¢des de cultivo para a elaboracédo desta bebida fermentada.

Os objetivos especificos estabelecidos séo:

1) Avaliar a viabilidade do emprego da amora como matéria-prima para o
desenvolvimento de um fermentado de fruta através da analise da

qualidade microbiologica da matéria-prima; e fermentacao inicial.

2) Estudar as condi¢des de cultivo, temperatura, concentragdo de indculo e
concentracdo de ativador de fermentacéo para produgdo do fermentado
de amora empregando a estratégia de planejamento estatistico de

experimentos.

3) Estudar a cinética na melhor condi¢do de fermentacéo, analisando formas

distintas de chaptalizac¢do: Unica ou em duas etapas.

4) Caracterizar o fermentado obtido segundo o pH, etanol e °Brix.



3 Reviséo Bibliografica

3.1 Mercado

3.1.1 Vinho

O vinho é uma bebida de grande importancia econdmica. Ele figura entre as
bebidas mais antigas e ao longo dos anos sempre esteve associado a rituais religiosos
e pagaos. A simbologia em torno do vinho, associada a sua importancia no mercado
fizeram com que, atualmente, nenhuma bebida tenha a imagem tdo associada a
tradicdo quanto ele. Tal caracteristica esta diretamente relacionada ao crescimento
do comércio internacional de vinho e a sua globalizagdo (ROESE, 2008).

A existéncia de propriedades nutracéuticas e terapéuticas no vinho foram
comprovadas h& alguns anos. Este fato fez com que se iniciasse uma verdadeira
revolugdo na producdo, comercializacdo e consumo do mesmo mundialmente
(GUERRA, 2010).

Hoje em dia, os principais paises produtores de vinho s&o: China, lItdlia,
Estados Unidos, Espanha e Franga. A Europa se destaca como o principal continente
produtor da bebida. No periodo de 1990 até 2010, com excecéo da Europa, todos os
demais continentes apresentaram aumento na produc¢édo de vinho, conforme indicado
nas figuras 1 e 2. No mesmo periodo, a producao total no mundo caiu de 27,7 bilhdes
de litros para 26,6 bilhdes de litros, uma queda de 4% (MELLO, 2012).

No cenério internacional, o Brasil ocupava, em 2011, a 19° posicdo em area
cultivada com videiras, a 11° em producéo de uvas e era 0 13° maior produtor mundial
de vinhos (MELLO, 2012). Apesar de nao se destacar no que diz respeito a producao
de vinhos, o Brasil € pioneiro na implantagao e viabilizacao da produgdo em regides
tropicais, proximas a linha do Equador (SILVA, et al., 2008).

A vitivinicultura é uma atividade importante para o desenvolvimento de algumas
regides brasileiras, principalmente em razdo da geragdo de emprego. Na principal
regido produtora de vinhos no Brasil, a Serra Galicha, a atividade também esta ligada
fortemente ao turismo (MELLO, 2012).
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Figura 1: Produgdo mundial de vinho (1990-1992), por continente.
Fonte:Food and Agriculture Organization of the United Nations (FAO) (2012)
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Figura 2: Produgdo mundial de vinho (2008-2010), por continente.
Fonte: FAO (2012)



3.1.2 Fermentados de Frutas

Muitos paises, principalmente os europeus, produzem fermentados de frutas
para a comercializacdo, sendo a maca (Malus domestica Borkh), a pera (Pyrus
communis L.), a groselha (Ribes nigrum L.), a framboesa (Rubus idaeus) e a cereja
(Prunus avium (L.) L.) as mais empregadas (MUNIZ et al., 2002). No Brasil e em outros
paises tropicais, € comum encontrar trabalhos cientificos com a utilizagao de frutas
como laranja (Citrus sinensis) (CORAZZA, et al., 2001), caju (Anacardium
occidentale L.) (GARRUTI, 2001) e abacaxi (Ananas comosus L.) (SILVA, et al., 2010).

3.1.2.1 Alternativa para o aproveitamento de frutos

As perdas de frutas pés-colheita ocorrem em ndmero expressivo em todo o
mundo (figura 3) e representam perda de valiosos e escassos recursos utilizados na
producdo, como area cultivada, agua e energia. A produgdo de alimentos que nao
serdo consumidos gera emissdes desnecessarias de diéxido de carbono, devido as
préticas agricolas, além da perda do valor econdmico dos alimentos produzidos (FAO,
2011).

60%

50% o o, N

40% I —
B consumo

30% — O Distribui¢o

20% H . - l B Processamento
B Pos-colheita

10% — O Agricultura

0 % T T T T T T T 1
Europa  Am, do Norte Asia Africa MNorte da Sudeste e América
e Oceania  Industrializada Subsaariana  Africa, Sul da Asia  Latina

Asia Central
e Oeste

Figura 3: Perdas de frutas e hortalicas em diferentes etapas da cadeia produtiva, por continente.
Fonte: FAO (2011)

O Brasil € um pais de clima tropical e propicio ao desenvolvimento da fruticultura
com caracteristicas proprias. Por essa razdo, se destaca e ocupa a terceira posicao
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entre os maiores produtores de frutas do mundo. Entretanto, ocorre um grande
desperdicio apds a colheita de muitas culturas, o que gera prejuizo econdmico (GOMES
et al., 2010).

Nesse sentido, existe a necessidade de alternativas que visem o aproveitamento
e a consequente reducdo dos desperdicios e perdas ao mesmo tempo em que
agreguem valor aos frutos. S&o consideradas como alternativas os produtos que
possuem maior tempo de conservagcdo e armazenamento obtidos por processos de
industrializacdo desses frutos. Sendo assim, os fermentados de fruta se destacam
como op¢do para se obter produtos derivados com maior vida Util e maior valor
agregado (GOMES et al., 2010).

3.1.3 Amora-preta (Rubus spp.)

De acordo com dados da FAO (2008), a producdo mundial de pequenas frutas
(morango, mirtilo, framboesa e amora—preta) representa importante fonte de
alimentagdo e de renda em todo o mundo. Devido as qualidades nutricionais desses
frutos e aos beneficios que geram a salde humana, os consumidores tém
demonstrado cada vez mais interesse em consumi-los. O aumento na demanda,
associado a importancia econdmica dessas culturas ocasionaram uma expansao na
area de plantio na ultima década. Nos Estados Unidos da América, em 2010, a cadeia
produtiva de pequenas frutas gerou mais de trés hilhdes de doélares em receita
(ANTUNES, 2013).

Atualmente, os principais paises produtores da amora-preta sdo os EUA e o
México (ANTUNES e HOFFMAN, 2012), porém a América do Sul também tem se
destacado no mercado mundial de pequenas frutas. O Chile e a Argentina sdo os
principais produtores no continente, estando na frente do Brasil (ANTUNES, 2013).

No cenario brasileiro, apesar de pouco representativa, a producéo de pequenas
frutas é vista como uma oportunidade. Tal fato deve-se, principalmente, a diversidade
climatica existente de norte a sul do pais, m&do de obra qualificada e mercado
consumidor avido por frutas de qualidade e com atividades nutracéuticas (ANTUNES
e HOFFMAN, 2012). Levando em consideracdo somente a amora-preta, segundo a
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéaria (EMBRAPA, 2003), as agroindustrias

tém sido as principais compradoras da fruta para a producao de geleias, sucos, polpas



de frutas e para os mais diversos usos. A comercializagdo da fruta “in natura” sofre
reducédo a cada ano. O grande gargalo se encontra na oferta ao consumidor e na
perecibilidade do alimento, que precisa chegar ao mercado no maximo 24 horas apds

a colheita.

3.2 Bebidas fermentadas de frutos

3.2.1 Legislacédo de vinho

Segundo o Art. 3° previsto na Lei N° 7.678, de 8 de novembro de 1988, o vinho
€ a bebida obtida pela fermentagédo alcodlica do mosto simples de uva s&, fresca e
madura. Neste artigo também é determinado que a denominagéo vinho é privativa do
produto fermentado a partir de uvas, sendo vedada a sua utilizagdo para produtos
obtidos de outras matérias-primas (BRASIL, 1988).

De acordo com a Lei N° 10.970, de 12 de novembro de 2004, que altera
dispositivos da Lei N° 7.678, o vinho é classificado quanto a classe em: de mesa, leve,
fino, espumante, frisante, gaseificado, licoroso e composto. No que diz respeito a cor,
ele pode ser tinto, rosado (rosé ou clarete) ou branco. De acordo com o teor de agUcar,
o vinho deve ser nature, extra-brut, brut, seco (sec ou dry), meio doce (meio seco ou
demi-sec), suave ou doce (BRASIL, 1988, 2004).

No quadro 1 encontram-se os limites analiticos estabelecidos para o teor
alcoodlico em vinhos, de acordo com a Lei N° 10.970. O quadro 2 contém os limites
analiticos para teores de agucares em vinhos de mesa, estabelecidos pelo Decreto N°
8.198 de fevereiro de 2014 (BRASIL, 2004, 2014).

Quadro 1: Limites estabelecidos para teor alcodlico em vinhos.
Teor Alcodlico (°GL, %v/v a 20°C)

Classificagao

Limite Minimo

Limite Maximo

Vinho de mesa 8,6 14,0
Vinho fino* 8,6 14,0
Vinho leve 7,0 8,5

*obtidos de Vitis vinifera L.

Fonte: Brasil (1988, 2004)




Quadro 2: Limites estabelecidos para teor de agucar em vinhos de mesa.

Acucares Totais (g.L-1, em glicose)

Classificagao

Limite Minimo

Limite Maximo

Vinho seco - 4.0
Vinho meio seco 4,1 25,0
Vinho suave 25,1 80,0

Fonte: Brasil (1988, 2014)

3.2.2 Legislacdo de fermentados de frutas

Segundo o Decreto N° 6.871, de 4 de junho de 2009, que regulamenta a Lei N°
8.918, de 14 de julho de 1994, fermentado de fruta é a bebida com graduacgé&o alcodlica
de quatro a quatorze por cento em volume, a vinte graus Celsius, obtida da
fermentacgdo alcodlica do mosto de fruta s&, fresca e madura de uma Unica espécie,
do respectivo suco integral ou concentrado, ou polpa, que podera, nesses casos, ser
adicionado de &gua. Neste decreto também é informado que o fermentado de fruta
podera ser adicionado de agUcares, agua e outros aditivos definidos para cada tipo de
fruta (BRASIL, 1994, 2009).

A instrugcdo normativa N° 34, de 29 de novembro de 2012 estabelece a
complementacdo dos padrdes de identidade e qualidade para os fermentados de
frutas, conforme indicado no quadro 3 (BRASIL, 2012).

Atualmente, a legislagdo brasileira para bebidas alcodlicas fermentadas limita
alconcentragéo de sacarose somente para a sidra. Tal fato permitiu o desenvolvimento
de estudos tecnoldgicos em frutos com reduzidas concentracbes de aguUcares
(MAEDA e ANDRADE, 2003).

Comentado [Im1]: Na bebida final ou no mosto? Ou seria
~adigdo™~?




Quadro 3: Padrées de identidade e qualidade para fermentados de frutas.

Item Parametro Limite Minimo Limite Maximo Classificacédo
1 |Acidez fixa, em meq/L. 30 | L
Acidez total, em
2 meg/L. 50 30 | .
3 Acidez volail, em | 0 |
meq/L.
Anidrido sulfuroso
4 total,emg/. | 77 035 |
5 Cloretos totais, em | 05 | ..
g/L.
6 Extrato seco reduzido, 9o
em g/L.
Graduacéo alcodlica,
7| em9%viva 20°C. 4 e
8 Presséo, em atm. 2 3 Gaseificado
..... <3 Seco
9 | Teor de aclcar em g/L
>3 | . doce ou suave

Fonte: Brasil (2012)

3.2.3 Estudos de fermentados de frutas

Diversos estudos de diferentes autores foram publicados, envolvendo a
obtencéo de bebidas fermentadas a partir de grande variedade de frutos.
Maeda e Andade (2003) elaboraram uma bebida fermentada a partir de camu-

camu (Myrciaria dubia), a qual foi avaliada quanto ao teor de acido ascorbico, acidez



total, pH, agucares redutores e compostos fendlicos, além de ter o seu grau alcodlico
determinado. Foi analisado o efeito do branqueamento e da agregacao da casca nos
componentes da bebida fermentada apds seis meses de armazenamento. A acidez
variou entre 0,47% e 0,55% em acido citrico, para quatro amostras diferentes. Os
acucares redutores variaram entre 1,03 e 1,16 g/100 mL, o pH apds os seis meses foi
2,70, 0 mesmo para as quatro amostras. O teor de sélidos sollveis, em °Brix, € 0
alcool, em °GL, também foram os mesmos para as quatro amostras e os resultados
foram 4,50 e 11,0 respectivamente.

Coelho e outros (2013) estudaram a elaboragéo de fermentado alcodlico a partir
do suco extraido da carambola (Averrhoa carambola). Foram analisados no
fermentado: pH, teor de sdlidos sollveis, teor alcodlico e acidez total titulavel.
Segundo os resultados apresentados, o teor de sélidos soluveis total encontrado foi
6,80 °Brix, o pH foi 4,10, a acidez titulavel total 6,51 g/100 mL e o teor alcodlico 7,00
°GL. Neste estudo, os teores de aguUcares redutores e ndo redutores no fermentado
ndo foram significativos.

A obtencdo de bebida fermentada a partir da laranja (Citrus sinensis) foi
estudada por diversos autores. Corazza e outros (2001) produziram um fermentado
caseiro de laranja, o qual teve as variagdes de °Brix, pH, densidade, acidez total e
temperatura do mosto acompanhadas por 153 horas. No mesmo trabalho, a bebida
obtida através da fermentacdo da laranja foi comparada ao vinho em relacdo aos
seguintes aspectos: turbidez, pH, °Brix, grau alcodlico e odor assimilado. Os
parametros pH, °Brix e grau alcodlico encontrados para o fermentado de laranja foram
muito préximos aos do vinho em comparagdo. Porém, o fermentado de laranja
apresentou turbidez dez vezes maior que a do vinho. O odor assimilado também
variou entre as bebidas, o que era esperado. O vinho teve o odor assimilado da uva e
o fermentado teve o odor assimilado da laranja. Mendes e outros (2001) também
elaboraram uma bebida fermentada a partir do suco de laranja. Neste estudo, foram
observados o desenvolvimento do processo fermentativo e o rendimento da bebida
obtida. Foram avaliadas as propriedades sensoriais, no que diz respeito a cor,
limpidez, odor e sabor. Andlises de densidade, grau alcodlico, °Brix, extrato seco a
100°C, cinzas, pH, acidez total, acidez volétil e fixa também foram realizadas. Os
resultados das andlises foram comparados aos parametros estabelecidos pela

legislagdo vigente. Apds as analises realizadas, Mendes e outros (2001) constataram
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que o fermentado apresentou aspectos sensoriais aceitaveis e 0s parametros
bromatol6gicos se encontraram dentro dos limites da legislacdo. Corazza e outros
(2001) encontraram, ao final da fermentagéo, pH igual a 3,2, °Brix 7,0 e teor alcodlico
10,6 °GL. Ja o fermentado de laranja de Mendes e outros (2001) apresentou pH 3,8,
°Brix igual a 15,0 e teor alcoolico 8,0 °GL.

Andrade e outros (2013) conduziram uma fermentagdo alcodlica do mosto de
morango (Fragaria vesca L.). O fermentado de morango foi produzido e caracterizado,
a cinética de fermentacao foi acompanhada com produgdo méaxima de etanol em 720
horas, e por ultimo realizaram analise sensorial da bebida obtida. As andlises fisico-
guimicas realizadas no trabalho foram: °Brix, pH, acidez total, alcool e turbidez. A
bebida obtida foi comparada a outros fermentados de frutas da literatura. Apés 30 dias
de fermentacgdo, alguns resultados encontrados foram: °Brix igual a 8,0, pH igual a
3,51 e o teor alcodlico final foi 9,62% em volume.

A elaboracéo de fermentados a partir do suco extraido de pseudofrutos de caju
(Anacardium occidentale L.) foi conduzida por Garruti (2001). O trabalho contou com
0 estudo sobre a influéncia da temperatura e da sulfitagdo na fermentacdo. As duas
temperaturas comparadas foram 18°C e 30°C e o metabissulfito foi adicionado para
atingir 0, 50, 100 e 200 ppm de SO: livre. Para as amostras em diferentes
temperaturas e concentragdes de SO2, os compostos volateis foram isolados e
analisados por cromatografia. Também foram realizadas, em todas as amostras,
andlises fisico-quimicas de densidade, teor alcodlico, acidez total, acidez volatil, pH,
indice de cor, extrato seco e extrato seco reduzido, cinzas e alcalinidade das cinzas,
aclcares redutores, dioxido de enxofre livre e total. Os melhores resultados foram
obtidos com a temperatura igual a 18°C e o teor de metabissulfito de potassio igual a
100 ppm.

3.3 Amora (Rubus spp.)

3.3.1 Caracteristicas

A amoreira-preta pertence ao género Rubus, que por sua vez pertence a familia
Rosaceae. Dentre as diversas cultivares existentes de amoreira-preta, as mais

comuns encontradas no Brasil sdo ‘Tupy’, ‘Guarani’, ‘Negrita’, ‘Caingangue’ e ‘Ebano’
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(ANTUNES, 2002). Na América, Europa, Africa e Asia estimam-se existir entre 400 e
500 espécies de amoreira-preta (BASSOLS, 1980; POLING, 1996, apud ANTUNES,
2002).

As plantas possuem porte ereto ou rasteiro, o fruto da amoreira é denominado
de minidrupa ou drupete, que possui uma peguena semente e essa jungdo forma o
fruto agregado. A amora é formada por 75 a 86 drupetes e varia de quatro a sete
gramas, possui coloragdo negra e gosto acido a doce-acido (SHOEMAKER, 1978;
FACHINELLO et al., 1994; POLING, 1996, apud ANTUNES, 2002).

A amora-preta contém 85% de 4gua, 10% de carboidratos, vitaminas A, B e C,
minerais, calcio (POLING, 1996, apud ANTUNES, 2002) e compostos fendlicos com
destaque para o acido elagico e antocianinas. Nas amoras, as antocianinas localizam-
se na polpa enquanto que os elagitaninos estdo distribuidos em todas as partes da
fruta, com maior concentracéo nas sementes (AROZARENA, ORTIZ, et al., 2012).

Os compostos fendlicos presentes em uma fruta variam de acordo com a
estacdo, variedade, condi¢cdes climéaticas e ambientais, tipo de solo, localizacédo
geografica e maturidade (SELLAPPAN, AKOH e KREWER, 2002).

Mota (2006) caracterizou a polpa das cultivares Tupy, Guarani, Caingangue,
Comanche, Cherokee e Selegdo 97, e obteve valores de pH entre 3,2 e 3,4; sélidos
sollveis totais entre 6,93 e 10,37 °Brix; acidez total titulavel expressa como
porcentagem de é&cido citrico entre 1,24 e 1,50%; carboidratos entre 4,23 e 5,92%;
antocianinas entre 110,21 e 194,59 mg/100 g da polpa extraida dos frutos e umidade

entre 90,47 e 91,77%. Observa-se na figura 4, a amora-preta (Rubus spp.).
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Figura 4: Amora-preta (Rubus spp.)
Fonte: http://chabeneficios.com.br/cha-de-folhas-de-amora-conheca-seus-beneficios/

3.3.2 Fermentado de amora

Dentre as bebidas fermentadas de frutas, o fermentado de amora é um produto
tradicional e popular no leste europeu, com destaque para a Croécia, mais
especificamente na regido continental. Diversos foram os estudos realizados neste
pais. O fermentado € comumente servido em pequenas propor¢des como uma bebida
de sobremesa, e é tido como uma fonte natural de compostos fitoquimicos e de
minerais essenciais, promotores da saude humana através da prevencao de varias
doencgas. As cultivares mais comumente usadas para a producdo de fermentado de
amora sdo: “Thornless Logan”, “Thornfree”, “Black Satin” e “Tayberry’ (KLARIC,
KLARIC e MORNAR, 2011).

Um grande produtor de fermentados de frutas é o estado de lllinois nos Estados
Unidos. Johnson e Mejia (2012) mencionam que os fermentados de frutas conferem
beneficios Unicos a saude quando comparados ao vinho devido aos diferentes

componentes na fruta e aqueles formados durante o processo fermentativo.
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Fermentados comerciais de amora foram analisados por Johnson e Mejia
(2012), que encontraram uma média de pH de 3,4 que variou entre 3,1 e 3,7 e uma
média de °Brix de 16,4 que variou entre 14,6 e 18,0. Além disso, avaliaram parametros
de qualidade como concentragdo glicose-frutose, acidez total, a&cido malico e acidez
volatil em acido acético, em g/L. Obtiveram concentracdes de glicose-frutose entre
77,59/L e 124,8 g/L; a acidez total foi acompanhada durante o processo de vinificacdo
e durante a fermentacéo variando entre 3,6 e 8,1 g/L. O &cido malico presente nos
fermentados de amora teve uma média de 3,5 g/L. Além do &cido malico encontram-
se na bebida o 4cido tartarico e em menor quantidade o &cido citrico, provenientes da
fruta, enquanto que os acidos lactico, acético e succinico foram produzidos durante o
processo de fermentagdo alcodlica. (ZOECKLEIN et al., 1995 apud JOHNSON e
MEJIA, 2012).

Em um estudo realizado por Arozarena, Ortiz, et al. (2012) foram elaborados
vinte e oito fermentados de amora (Rubus glaucus Benth.), utilizando a fruta oriunda
do Equador, com diferentes condigfes de processamento (uso de Saccharomyces
cerevisiae var. cerevisiae e oviformis, com e sem a presenca das frutas durante a
fermentagdo e diferentes proporcdes de agua e fruta no mosto) e avaliaram-se o
conteudo total de compostos fendlicos, elagitaninos, antocianinas, cor e atividade
antioxidante.

A acidez fixa ou ndo volatil presente no fermentado de amora varia
consideravelmente dependendo da acidez presente na fruta, da levedura ou bactéria
utilizada na fermentacéo, do clima e das condicbes de crescimento da fruta. E de
extrema importancia a quantificacdo da acidez, pois esta influencia na estabilidade e
na qualidade do fermentado. Além disso, a concentracdo de etanol auxilia na
estabilidade dos fermentados e contribui para as suas propriedades sensoriais
(JOHNSON E MEJIA, 2012).

3.4 Compostos bioativos

A motivagdo para o estudo de diversos alimentos de origem vegetal nos ultimos
anos foram os componentes com propriedades funcionais. Muitas frutas séo
estudadas, principalmente as chamadas “berries” ou “pequenos frutos”, em sua

grande maioria pela sua cor vermelho-escuro e roxo, sendo estas a amora (Rubus
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spp.), framboesa (Rubus idaeus), mirtilo (Vaccinium myrtillus L.) e morango (Fragaria
vesca L.), conhecidas pela sua elevada concentragdo de compostos fendlicos,
fitoquimicos com um alto potencial antioxidante (SOUZA, 2008). Na figura 5, observa-

se a subdivisdo de compostos bioativos presentes em alimentos de origem vegetal.

+ Isoflavonas I—
| Flavonas |
+  Flavononas |
| Antocianinas_|
{ Flavonols |

{ Flavanois ]

‘ Compaosto Blnativo ———  Flavontides

: - \ Acidos Fendlicos |
= Polifendis £ —
— Estilbenos |

 —— Lignanas ]

i Glicosinolatos

Fitoestrogenos

— Carotendides

Figura 5: Subdiviséo de compostos bioativos presentes em alimentos de origem vegetal.
Fonte: (HORST e LAJOLO, 2007).

3.4.1 Compostos fendlicos ou polifendis

Os compostos fendlicos sdo metabdlitos secundarios de diversas plantas, e
estdo presentes em frutas, vegetais, folhas, nozes, sementes, flores e cascas
(SELLAPPAN, AKOH e KREWER, 2002).

Estes sdo classificados como flavondéides e ndo flavondides, e contribuem de
forma significativa para as caracteristicas sensoriais do vinho, principalmente cor,
sabor, adstringéncia e amargor. Estes compostos sdo amplamente estudados pelo
papel que possuem na prevencdo de doengas neurodegenerativas, doengas
cardiovasculares e cancer, devido a atividade antioxidante elevada. Em destaque, os
flavonoides e as antocianinas possuem grande capacidade de reagir com radicais
livres. A amora-preta apresentou o maior conteldo de compostos fendlicos totais
guando comparada a frutas da mesma familia botanica, como a framboesa e o
morango (KUSKOSKI, ASUERO, et al.,, 2005; GRANATO, KATAYAMA e DE
CASTRO, 2011).
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3.4.1.1 Flavondides

Os flavonéides sé@o pigmentos naturais, que nas pequenas frutas encontram-se
ligados a acgUcares, formando complexos chamados glicosideos, que se dividem em
subgrupos: antocianinas, flavanas, flavanonas, flavonas, flavondis, e isoflavonoides.
Dentre os mais diversos compostos fendlicos, os flavonéides sdo os que possuem
maior agao terapéutica por possuirem grande capacidade de reagir com radicais livres
e desta forma sdo capazes de exercer efeitos protetores para o cérebro, retardando o
envelhecimento e doencas relacionadas, além de possuirem atividade antioxidante,

anticancerigena e antiinflamatéria (SOUZA, 2008).

Antocianinas

As antocianinas, compostos classificados como flavonoéides, pertencem a um
grupo de pigmentos vegetais hidrossollveis, que conferem as varias nuances entre
laranja, vermelho e azul, exibidas pelas frutas, hortalicas, folhas, flores e raizes.
Ultimamente, relatos cientificos tém demonstrado que as antocianinas apresentam
efeitos fisiol6gicos capazes de reduzir o risco de doengas (SOUZA, 2008).

As frutas do género Rubus sé@o conhecidas por serem fontes naturais de
antocianinas, glicosideos de cianidina e em alguns casos glicosideos de pelargonidina
(MORENO-ALVAREZ, MATOS, et al., 2002). A cianidina foi detectada como o
pigmento predominante em cinco cultivares de amora-preta, contribuindo com
aproximadamente 66-80% do total de antocianinas (HASSIMOTTO, 2004 apud
MOTA, 2006).

As antocianinas encontradas em maior proporgdo nos fermentados de amora
foram cianidina-3-rutinosideo e cianidina-3-glicosideo, seguidas por outros compostos
em menores proporgBes. Apenas duas das antiocianinas encontradas eram
originarias da amora, enquanto os demais compostos derivados de antocianinas
foram gerados durante e apés a fermentagdo alcodlica (AROZARENA, ORTIZ, et al.,
2012). A cianidina-3-glicosideo, principal antocianina nas amoras, é responsavel pela
atividade antioxidante nas frutas e previne a oxidacdo de lipoproteinas de baixa
densidade em humanos (WANG, BOWMAN e DING, 2008; SATUE-GARCIA,
HEINONEN e FRANKEL, 1997).
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As antocianinas encontradas em amora-preta por Ferreira (2008) no cultivar
Tupy foram cianidina-3-glucosideo, cianidina-3-dioxalil-lucosideo, cianidina-3-malonil-
glucosideo e cianidina-3-rutinosideo. A principal antocianina na fruta € a cianidina-3-

glucosideo, representando 92,7% das antocianinas totais.

Flavandis

Os flavanois analisados na amora-preta por Sellapan, Akoh e Krewer (2002)
foram a catequina e epicatequina, sendo a catequina encontrada em altas
concentragdes, enquanto que a epicatequina ndo estava presente em quantidades

detectaveis.

Flavonois

Os flavondis encontrados na amora-preta sdo a miricetina, quercetina e
caempferol, sendo que caempferol encontra-se em quantidades nao significativas no

estudo realizado por Sellapan, Akoh e Krewer (2002).

3.4.1.2 Acidos Fendlicos

Sao encontrados os seguintes &cidos fendlicos na amora-preta: galico,
hidroxibenzdico, cafeico, cumarico, ferdlico e elagico, e seus derivados (SELLAPPAN,
AKOH e KREWER, 2002).

O principal acido fendlico da amora-preta é o acido elagico, um hidrélito de
elagitanina, que ocorre naturalmente, especialmente em frutas e nozes. Este
constituinte quimico possui agdes antimutagénica e anticancerigena, além disso, este
acido e alguns elagitaninos tém mostrado propriedades inibidoras contra replicagao
do virus Human Imunodeficiency Virus (HIV) (ANTUNES, 2002).

Os éacidos fendlicos de diversas variedades de mirtilo e de amora foram
identificados por Sellapan, Akoh e Krewer (2002). As amoras tiveram o menor
conteudo de acido p-cumarico, quantidades moderadas de acido ferrilico e cafeico,
maiores concentracdes de &cido galico, e elevadas concentragbes de acido elagico,

sendo este o principal acido fendlico encontrado na amora.
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3.4.2 Carotendides

Além das antocianinas, os carotendides sdo importantes pigmentos naturais
com diversas fungBes e ampla distribui¢cdo e diversidade estrutural. Estes compostos
possuem a capacidade de desativar o oxigénio singleto caracterizando-o como um
composto com poder antioxidante. A atividade provitaminica A € outra das suas
funcdes, essencial para a visdo, para 0 crescimento 6sseo, na reproducdo e na
integracdo do sistema imunoldgico (OLIVER e PALOU, 2000; RICE-EVANS, MILLER
e PAGANGA, 1996).

O teor total de carotendides na amora-preta ndo € representativo como em
outras frutas, isto ocorre devido ao elevado contetido de antocianinas totais. Apesar
disso, foi encontrada uma grande variedade de caroten6ides em um estudo realizado
por Marinova e Ribarova (2007) ao analisar através de CLAE carotendides em
pequenos frutos, dentre eles a amora-preta, sendo os pigmentos encontrados a
luteina, zeaxantina, B-criptoxanthina, a-caroteno, B-caroteno, todos em baixas

concentracoes.

3.4.3 Capacidade antioxidante

Em comparagdo com o morango, framboesa, mirtilo e cereja, a amora
apresentou a maior atividade antioxidante e o maior valor de fendlicos, flavonoéides,
antocianinas e carotenoides (SOUZA, PEREIRA, et al., 2014).

Os efeitos antioxidantes e vasodilatadores de fermentados de amora, vinhos
tintos e brancos foram comparados por Mudnic, Budimir, et al. (2012), e observou-se
qgue embora os fermentados de amora apresentassem menor contetido de compostos
fendlicos totais que os vinhos tintos, a sua capacidade antioxidante era maior, o que
poderia estar relacionado com um contetddo de compostos nao flavonéides maior nos
fermentados de amora, tendo o acido galico em maior quantidade.

J& o estudo realizado por Johnson e Mejia (2012) mostra que os fermentados
de amora e mirtilo possuem capacidades antioxidantes similares ao vinho tinto,

reforcando o potencial beneficio a salde destas bebidas alcodlicas.
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3.5 Processo produtivo de bebida fermentada

Observa-se na figura 6 o diagrama do processo de producéo de bebida

fermentada.

Recepcédo da matéria-
prima e extragéo do suco

' Chantalizacdo l ( Sulfitaosem
Preparagdo do mosto

I

Inoculagéo de levedura

y

Fermentagdo alcodlica

y

Trasfega

y

Fermentagdo malolética

y

Clarificagdo

y

Filtragdo

y

Armazenamento

Figura 6: Diagrama do processo de produg&o de bebida fermentada.
Fonte: elaborado pelas autoras



3.5.1 Recepgdo da matéria-prima e extragdo do suco

O transporte das frutas é realizado em caixas de 1 m3 ou a granel, em
caminhdes e carretas. As frutas devem ser lavadas e selecionadas antes de serem
processadas. Agua corrente é utilizada na lavagem das frutas, em sistemas de canais
onde elas flutuam e, em movimento, sdo conduzidas até a etapa de desintegragdo
para a extragdo do suco. A extracdo de suco da polpa ocorre em prensas operadas
por presséo, e podem ser de diferentes tipos como a prensa horizontal, prensa vertical,

prensa de parafuso, prensa de banda ou de cinto (HASHIZUME, 2008).

3.5.2 Preparacdo do mosto

Chaptalizacéo

A chaptalizagdo consiste na corre¢éo do teor de aglcar presente no mosto. A
adicao de sacarose varia de acordo com o grau alcodlico que se pretende obter na
bebida final, respeitada a legisla¢éo para fermentados de frutas, conforme descrito no
item 3.2.2. Para a obten¢do de cada 1,0 °GL de alcool, sdo necessarios 17 g/L de
acucar (DIAS, PANTOJA e SCHWAN, 2010).

Correcéo de pH

Um baixo pH impede a multiplicagdo de bactérias ndo desejadas. Quando se
utilizam frutas pouco acidas recomenda-se ajustar o valor de pH entre 3,4 e 4,0 pois
esta € a condi¢do 6tima para as leveduras utilizadas na fermentacdo dos mostos
(KOLB, 2002 apud MORALES e HENRIQUEZ, 2006, p. 7). O carbonato de célcio
(CaCO3) é normalmente utilizado para a desacidificacdo quimica do mosto (DIAS,
PANTOJA e SCHWAN, 2010). Em mosto deficiente de acidez, é realizado o processo
de acidificacdo com a adigdo de acido tartarico, e essa pratica € denominada de
tartaragem. Outra forma de diminuir o pH, seria a adicdo de &acido citrico
(HASHIZUME, 2008).
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Sulfitagem

Ap6s a corregdo do pH é realizada a adicdo de metabissulfito de potassio
empregado como agente antioxidante (DIAS, PANTOJA e SCHWAN, 2010). O
anidrido sulfuroso ou diéxido de enxofre (SO2) ao ser acrescentado ao mosto possuli
diversas vantagens, como efeito antioxidante ao constituir uma barreira entre o
oxigénio do ar e o mosto; efeito antioxidasico ao destruir a oxidase, catalisadora da
oxidagao; efeito antisséptico por exercer uma acao inibidora polivalente sobre os
microrganismos (leveduras, bactérias acéticas, bactérias laticas); efeito estimulante
sobre as leveduras e ativar a transformagao do agUcar; e efeito seletivo por selecionar
as leveduras, favorecendo o desenvolvimento das leveduras elipticas e inibindo as

espécies pouco alcoogénicas (HASHIZUME, 2008).

Adicdo de enzimas

Pectinases, hemicelulases, glucanases e glicosidades sdo normalmente
empregadas nos processos de vinificacdo, com o objetivo de melhorar a decantagéo
das borras ao final da fermentacdo, melhorar a estabilidade da cor da bebida e
acelerar a clarificacdo do vinho (GUERRA, 2010).

3.5.3 Inoculagéo de levedura

Culturas selecionadas de Saccharomyces cerevisiae sdo utilizadas na
elaboracéo de bebidas fermentadas, apresentando caracteristicas desejaveis como a
rapida iniciacdo da fermentacdo, conversao eficiente de acucares fermentesciveis a
etanol, manutencao das células por todo o periodo de fermentacdo, tolerancia ao
etanol, viabilidade durante a estocagem, resisténcia ao diéxido de enxofre, formagao
de componentes do buqué e capacidade de floculagdo. Porém as Saccharomyces
apresentam algumas caracteristicas indeseaveis, como sintetizar derivados sulfitados
ou mercaptanas, produzir excesso de acetaldeido, acido acético e alcodis superiores,
capacidade de formar espuma e producdo de uréia, a qual pode ser convertida a
carbamato de etila, que tem acéo toxica no organismo humano (DIAS, PANTOJA e
SCHWAN, 2010).
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Em um estudo realizado por Eglinton et al. (2000), ao comparar a
Saccharomyces cerevisiae e a Saccharomyces bayanus na producao de vinho a partir
de uvas Chardonnay, ele observou que o vinho produzido com a Saccharomyces
bayanus apresentou maiores quantidades de acido succinico, glicerol, acetaldeido e
SO2; e menores quantidades de acido acético, acido malico e acetato de etila que o

vinho produzido com a Saccharomyces cerevisiae.

3.5.4 Fermentacdo alcodlica

O processo fermentativo é composto por um conjunto de reagbes
enzimaticamente controladas, através das quais uma molécula organica é degradada

em compostos mais simples e com liberagdo de energia (NELSON e COX, 2002).

A equacdo geral da fermentacao alcodlica é:

CeH1206 + 2ADP + 2Pi — 2CH3CH20H + 2CO2 + 2ATP + 2H20

O género Saccharomyces pode utilizar mais de uma fonte de carbono para
realizar a fermentacéo alcodlica, como sacarose, maltose, galactose, manose, frutose
e glicose. Porém os acucares metabolizados de forma mais eficiente séo a frutose e
a glicose. A levedura no processo fermentativo produz além do etanol, glicerol e acido
acético, compostos responséaveis pelo aroma e sabor da bebida, como ésteres,
aldeidos, alcodis superiores e acidos organicos. Compostos indesejaveis como
mercaptanas e gas sulfidrico também podem ser formados, originando aromas
desagradaveis na bebida e diminuindo sua qualidade (DIAS, PANTOJA e SCHWAN,
2010).

Antes do inicio da fermentagdo sé@o adicionados compostos que atuam como
ativadores de fermentagdo, sdo estes a tiamina e o fosfato de aménio. O uso de
ativadores de fermentagdo tem como objetivo favorecer uma rapida multiplicacéo das
leveduras, o aumento da populagdo, do potencial enzimatico e da velocidade da
fermentagdo (WITT, 2006 apud NAVARRE, 1997). A tiamina, conhecida como

vitamina B1, é de grande importancia assim como a biotina. Ela ativa e fornece maior
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regularidade & fermentac&o, e as leveduras realizam melhor a transformacéo do
acucar (WITT, 2006). O fosfato de aménio é a fonte das substancias nitrogenadas
necessérias para o crescimento das leveduras, e estes compostos sdo indispensaveis
a atividade e multiplicagdo celular, os quais as leveduras nado sintetizam. Estes
compostos diminuem a fase de laténcia das leveduras (WITT, 2006 apud NAVARRE,
1997).

3.5.4.1 Cinética de fermentagao

Segundo Viegas (2003), o objetivo basico do estudo da cinética de processos
microbianos se encontra na quantificagdo do crescimento celular, consumo de
substrato e formacao de produto. Neste tipo de estudo também é interessante avaliar
a influéncia de fatores como pH, temperatura e inibidores destas taxas.

A avaliac&o da cinética do processo fermentativo é de extrema importancia. E
através dos resultados desta avaliagdo que estratégias de operacdo sdo
desenvolvidas, com o objetivo de se alcangcarem sistemas mais produtivos (SIQUEIRA
FILHO, 1997).

3.5.4.2 Fatores que afetam a fermentacgéo alcodlica

Temperatura
Alta temperatura é prejudicial para as leveduras, microrganismos mesofilos, e

benéfica para as bactérias que causam danos ao fermentado. Visto que a fermentagéo
alcodlica é um processo que produz calor, a temperatura de fermentagdo deve ser
mantida entre 18 e 20°C (KOLB, 2002 apud MORALES e HENRIQUEZ, 2006, p. 7).
A medida que a temperatura aumenta no processo fermentativo, aumenta a
velocidade da fermentacdo, mas favorece a contaminagdo bacteriana, a0 mesmo
tempo que a levedura fica mais sensivel a toxidez do etanol (LIMA, BASSO e DE
AMORIM).

Concentracdo de aclcares

O aumento da concentracdo de aglcares promove 0 aumento da velocidade

de fermentac@o e da produtividade, o menor crescimento do fermento e a menor
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formagéo de glicerol por unidade de substrato processado. Porém elevados valores
de aclcar provocam um estresse osmotico da levedura, portanto ha uma faixa de
concentracdo considerada ideal (HASHIZUME, 2008).

3.5.5 Trasfega

Esta pratica consiste em transferir o sobrenadante para outro tanque
fermentativo, com a finalidade de separa-lo dos residuos depositados no fundo
(ASQUIERI, et al., 1997). Estes residuos séo particulas grosseiras provenientes das
frutas, leveduras selvagens, enzimas oxidantes, coléides e sedimentos, que podem

além de turvar a bebida, modificar os aspectos sensoriais (PUIG-DEU, et al., 1996).

3.5.6 Fermentacdo malolatica

A fermentacdo malolatica, também conhecida como fermentacéo lenta, é
responséavel pela conversdo enzimética do &cido L-mélico em acido L-lactico, sendo
as bactérias lacticas dos géneros Oenococcus, Lactobacillus e Leuconostoc os
principais microrganismos desta etapa (MILLER e FRANZ, 2011).

Esta fermentagéo contribui para a redugdo da acidez da bebida fermentada,
aumenta a estabilidade microbiana e melhora significativamente o aroma.
Normalmente esta etapa ocorre apds o término da fermentacao alcodlica, quando a
autdlise das leveduras se intensifica. H4 duas formas de ocorrer: de forma espontanea

ou através da inoculagéo de bactérias lacticas ao fermentado (GUERRA, 2010).

3.5.7 Clarificagcao

Apo6s o processo de produgdo, o fermentado pode apresentar uma turbidez
elevada, devido principalmente a proteinas que sofreram desnaturagdo e formaram
agregados protéicos insoliveis (POCOCK, SALAZAR e WATERS, 2011). Este
problema é resolvido através da clarificacdo ou afinamento do fermentado, que
consiste na adi¢cao de agentes de colagem como gelatina, caseina, ovalbumina, gliten
parcialmente hidrolisado e bentonita, resultando em uma bebida limpida e brilhante
(TOLEDO, TEIXEIRA e CONAGIN, 1962).
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3.5.8 Filtragao

A filtracdo consiste na retirada de microparticulas inorganicas e organicas
através de filtros a vacuo, usando-se como elemento filtrante perlita ou terra
diatomacea e filtros de placas dispostas em série, com ou sem o uso de perlita ou

terra diatomécea como elemento filtrante (GUERRA, 2010).

3.5.9 Armazenamento

O armazenamento visa evitar que a bebida entre em contato com o ar
atmosférico durante a estocagem, o0 que pode acarretar o seu avinagramento, devido
a acdo de bactérias acéticas. Tal etapa consiste em encher totalmente o recipiente
em que o produto sera armazenado. O recipiente é entdo hermeticamente fechado,
podendo usar rolhas de cortica, no caso de garrafas, ou tanques herméticos
(GARRUTI, 2011).

4 Materiais e Métodos

4.1 Materiais Utilizados

Para a conducdo das fermentacdes, foi utilizada na elaboracdo do mosto a
amora madura congelada da marca DeMarchi, comprada no CADEG - Centro de
Abastecimento do Estado da Guanabara, Rio de Janeiro. As informagdes nutricionais
sdo apresentadas na tabela 1, cedidas pelo fabricante. A amora escolhida foi a
congelada devido a alta perecibilidade da fruta. O congelamento garante maior
qualidade microbiolégica e auxiliou no desenvolvimento deste estudo. As amoras
compradas pertenciam ao mesmo lote, para a padronizagdo, bem como para reduzir
a carga contaminante inicial.

O fermento utilizado foi a levedura desidratada ativada da marca Perdomini-
IOC® (Blastocel Delta). A cepa adicionada foi a Saccharomyces cerevisiae bayanus
que, segundo o fabricante, tolera uma ampla faixa de temperaturas de fermentacéo
(entre 12 e 35°C), produz uma pequena quantidade de acidos volateis, acetaldeido,
assim como SOz e HzS.
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Foram usados como aditivos 0 metabissulfito de potassio e o ativador de
fermentagdo, ambos adquiridos em empresa especializada (Véneto Mercantil), além
da sacarose P. A. cristalizada.

Os materiais utilizados na elaboracdo do fermentado de amora estao

apresentados na figura 7.

Figura 7: Materiais utilizados na elaboracéo da bebida fermentada de amora.
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Tabela 1: Tabela nutricional da amora-preta da marca DeMarchi.
Fonte: http://www.demarchi.com.br/industrial/frutas-congeladas/amora

Informagao Nutricional | Porgdo de 163g (1 1/2 copo)

Quantidade por porgéo %VD(")
Carboidratos 16g 5%
Valor energético 70 keal = 294 1J 3%
Proteinas 2,3g 5%
Gorduras Totais 0,6qg 1%
Gorduras Saturadas Og %
Gorduras Trans Og

Fibra Alimentar 2,7g 11%
Sadio 16,3mg 0%

% Valores Diarios com base em uma dieta de 2.000 kcal ou 8400 k. Seus valores
diarios podem ser maiores ou menores dependendo de suas necessidades energéticas.

4.2 Contagem total de microrganismos

Com o objetivo de avaliar a qualidade microbiolégica das amoras que seriam
usadas para as fermentag6es, foi realizada a contagem total de microrganismos.

As amoras foram colocadas em um homogeneizador de amostras a fim de obter
uma homogeneizagdo mais adequada. Foram pesados 25 g de amostra e transferiu-
se para 225 mL de agua esterilizada, correspondendo a diluigdo 10-1. A partir desta
diluicdo foram preparadas as diluicdes subsequentes de 102, 103 e 104. Foi utilizada
a técnica de plagueamento por profundidade, onde 1mL de cada diluicdo foi
transferida para placas de Petri estéreis, adicionando-se aproximadamente 15 mL de
PCA — Plate Count Agar, seguida de incubacao a 36°C por 24 h. Ap6s o periodo de
incubagéo, procedeu-se para a contagem das colénias com o auxilio de um contador

de colénias manual (Phoenix Luferco) (Swanson et al., 2001).
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4.3 Conducao das fermentagdes

4.3.1 Fermentacé&o inicial

Anteriormente a fase de condugéo das fermentagfes estudadas para a escolha
da melhor condicado de cultivo, foi realizada uma fermentacao inicial. Este ensaio foi
conduzido como uma primeira tentativa de fermentacdo, que se bem sucedida seria
usada como base para a definicdo de um plano de agéo a partir de seus resultados.

Foi avaliada a necessidade de diluicdo da fruta para o preparo do mosto e foi
avaliado o grau Brix inicial para avaliar a necessidade de chaptalizacdo. Para a
fermentac&o inicial, foram pesados 250 g de amora e adicionados a 250 mL de agua.
A partir do suco obtido, 500 mL foram utilizados para a elaboragdo do mosto, que
posteriormente foi dividido em dois erlenmeyers com 200 mL de mosto em cada. As
concentracBes de ativador de fermentagdo e leveduras foram iguais a 0,15 g/L,
definidas seguindo as indicag@es dos rotulos dos produtos. O metabissulfito de
potassio foi adicionado em quantidade suficiente para alcancar a concentragao de 50
ppm. A quantidade de acgulcar adicionada, 28 g em cada duplicata, foi calculada para
gue se alcancgasse o teor de sélidos soluveis igual a 18 °Brix, sendo que 0 mosto inicial
apresentou 4 °Brix. A fermentagao foi conduzida por 5 dias a 22 °C. Apo6s este periodo
foram medidos, o ° Brix e o teor de etanol, conforme descrito posteriormente. As
etapas desde a obtencdo do mosto até a inoculacéo estdo detalhadas no préximo item

deste trabalho.
4.3.2 Fermentac8es para o estudo das condi¢des de cultivo

Nesta etapa, foram realizados 11 ensaios diferentes, variando a temperatura,
concentragdo de ativador de fermentacdo e de leveduras. O objetivo final era a

realizagdo de um planejamento estatistico para a definicho da melhor entre as

condicdes avaliadas.
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4.3.2.1 Obtencé&o do mosto

Suco de amora: Primeiramente foi preparado o suco de amora. Foram
pesados 500 g da amora ja descongelada e homogeneizadas em liquidificador comum

de cozinha com 500 mL de agua destilada.

Chaptalizacdo: Baseado na medida de °Brix das amostras do suco de amora,
descrita no item 4.5.2 foi possivel estimar a quantidade de aglUcar necesséria para a
correcdo dos mostos, a fim de atingir o grau alcodlico desejado no produto final.
Segundo a literatura, uma boa estimativa para o fator de conversao de aglcar em
alcool é o indice 2. A chaptalizacéo foi feita com a intengéo de se obter um fermentado
com teor alcodlico em torno de 14%, o maximo permitido pela legisla¢éo (quadro 3).
Nesse sentido, buscou-se alcangar um mosto final com 28 °Brix usando o calculo

descrito a seguir.

Caélculo:

Q=Ax2-B

Q = Quantidade de acucar a ser adicionado (g/hL)
A = Teor de alcool desejado (%)

B = °Brix do mosto antes da adig¢&o de agucar

A partir do célculo apresentado, foram adicionados 250 g de aglcar em 1 L de

mosto, tendo em vista o que o valor inicial encontrado no mosto foi de 4 °Brix.

Sulfitac8o: Nesta etapa, os mostos sofreram a adicdo de metabissulfito de
potéssio em concentragdo igual a 50 ppm, o que corresponde a 25 ppm de SOz livre.
Para tal, foi preparada uma solugdo 10% (m/v) em agua, pesando 0,1 g de
metabissulfito de potassio com posterior diluicdo em 1 mL de agua destilada. 0,5 mL
desta solucao foram adicionados aos mostos de 1 L. A sulfitacdo é importante para
prevenir o desenvolvimento de bactérias e leveduras selvagens, além de oxidacdes

indesejaveis, sem atrapalhar a atividade do inéculo.

29



Adicdo do ativador de fermentagcdo: A suplementacdo do mosto com
nutrientes é importante para permitir uma velocidade de crescimento maxima e/ou
diminuir a fase de adaptagéo. O ativador de fermentacéo utilizado no presente estudo
é composto por: fosfato de aménio bi-basico, perlita e cloridrato de tamina (B1).
Diferentemente das etapas anteriores nas quais quantidades fixas de aglcar e
metabissulfito de potassio foram adicionadas, a adi¢éo de ativador de fermentagéo foi
diferente para cada ensaio (ver item 4.4.1).

4.3.2.2 Inoculagéo

O fermento utilizado foi a levedura Saccharomyces cerevisiae desidratada.
Assim como o ativador de fermentacdo, a concentragdo do inéculo variou para cada
experimento (ver item 4.4.1). As leveduras foram reidratadas em volumes de agua
destilada correspondentes a 5% de cada solucéo, a temperatura de 40°C. Durante a
reidratacdo, a levedura foi mantida em repouso por 10 minutos, em seguida sofreu
leve agitacdo para entdo repousar por mais 10 minutos e ser adicionada ao mosto.
Posteriormente uma aliquota deste inéculo foi avaliada quanto a sua viabilidade

celular, conforme descrito no item 4.5.3.

4.3.2.3 Processo fermentativo

ApOs as etapas descritas acima, os mostos inoculados foram acondicionados
em estufa ou shaker, com o controle de temperatura e sem agita¢do. As fermentacdes
foram acompanhadas por 240 horas, sendo coletadas amostras em 0, 72, 144 e 240
horas para a posterior analise do °Brix.

4.4 Estudo das condic¢8es de cultivo

4.4.1 Planejamento Fatorial
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Com o intuito de analisar as melhores condi¢des de cultivo para a elaboragdo
de um fermentado de amora, foi feita uma analise do efeito das varidveis temperatura,
concentracdo de indculo e concentracdo de ativador de fermentagéo, e da interacao
entre elas sobre a resposta reducdo do °Brix, utilizando o planejamento experimental
do tipo fatorial completo 23. As variaveis foram avaliadas nos seguintes niveis:
temperatura de 20, 25 e 30°C, concentragdo de ativador de fermentacao de 0,2; 0,6;
1,0 g/l e concentragdo de indculo de 0,2; 0,6; 1,0 g/l. Para o planejamento, foram
conduzidas no total 11 fermentac¢des sendo 8 do planejamento fatorial e 3 ensaios no
ponto central (tabela 2). A andlise do planejamento foi realizada empregando o

software Statistica 7.0 e foi utilizado nivel de significancia de 0,1 (90% de confianca).

Tabela 2: Matriz do planejamento fatorial 2.

Ensaio| Temperatura (°C) | Ativador de fermentacéo (g/L) |Leveduras (g/L)
1 20 0,2 0,2
2 20 0,2 1,0
3 20 1,0 0,2
4 20 1,0 1,0
5 30 0,2 0,2
6 30 0,2 1,0
7 30 1,0 0,2
8 30 1,0 1,0
9 25 0,6 0,6

10 25 0,6 0,6
11 25 0,6 0,6

4.4.2 Fermentacdo na melhor condigao de cultivo

Apo6s o planejamento fatorial realizado com os 11 ensaios, foi selecionada a
melhor condicao de cultivo para a elaboragdo de um fermentado de amora no que diz
respeito a concentragdo de ativador de fermentagdo, concentragcdo de leveduras e
temperatura de acondicionamento.

Foram realizadas duas fermentacdes nas condi¢bes escolhidas, em duplicata,
para o estudo da cinética. As fermentacdes se diferenciaram na etapa de
chaptaliza¢éo do mosto. Em uma das fermentacdes, a corre¢éo do °Brix foi feita como
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nos experimentos anteriores, adicionando todo o aglUcar ao mosto no inicio da
fermentacdo. Na segunda, foi adicionado aclUcar no inicio da fermentagdo em
guantidade necesséria para alcancar 15 °Brix e 24 horas depois foi adicionado o
restante para obter o teor de soélidos solUveis proximo a 28 °Brix no total. Tal
procedimento foi adotado para avaliarmos a possivel inibicdo das leveduras pelo alto
teor de acucar inicial no mosto. Sendo assim, a sacarose foi adicionada em uma
primeira etapa para ativar as leveduras e 24 horas depois foi adicionado o restante.

Assim como nos experimentos anteriores, o suco de amora foi elaborado e
apés a adicdo de acgUcar, os dois mostos de 500 mL foram divididos em dois
erlenmeyers de 250 mL, totalizando quatro erlenmeyers com 200 mL de mosto em
cada, para cada estratégia de chaptalizacao.

O mosto inoculado foi acondicionado durante 13 dias, havendo o controle da
temperatura. Amostras foram coletadas de 48 em 48 horas para que fosse realizado
um estudo cinético, As amostras foram analisadas para determinac¢édo do grau Brix,

concentracdo de etanol, concentracdo de agucar redutor e pH.

4.5 Andlises fisico-quimicas

As analises fisico-quimicas realizadas nas amostras de mostos e fermentados

de amora foram:

4.5.1 Acompanhamento do pH

O pH foi acompanhado durante os dias 0, 3, 6 e 10 nas fermentacdes
analisadas no estudo estatistico e também a cada dois dias, durante os 13 dias nas
fermentages realizadas a partir das condig6es escolhidas. O pH foi determinado por
potenciometria, utilizando um pHmetro de bancada digital, modelo SP 1800 e marca

Sensoglass, previamente calibrado com solugées tampéo (pH = 4,0 e pH = 7,0).

4.5.2 Teor de sélidos soluveis

Assim como o pH, o teor de sélidos soluveis foi acompanhado nos dias 0, 3, 6
e 10 nas fermentagdes iniciais, além de ter sido acompanhado a cada dois dias nas

fermentag6es conduzidas nas melhores condi¢des de cultivo. Amostras de 1,5 mL dos
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mostos foram centrifugadas e os sobrenadantes foram utilizados para a medicao do
teor de sélidos sollveis. Este foi determinado através da leitura em refratbmetro de
mao, marca Quimis, modelo Q 667. O refratdmetro fornece os valores em °Brix e sdo

necessarias no maximo trés gotas da amostra para a medicéo.

4.5.3 Quantificagcéo de agUcares redutores

Primeiramente, foi realizada a hidrélise acida das amostras, devido a presenca
de aclcares ndo redutores. A seguir a quantificacdo de aclcares redutores totais
(ART) foi realizada através do método DNS, segundo Miller modificado (1959). O teste
de DNS (acido dinitrosalicilico) baseia-se na reagéo entre o aglcar redutor e o &cido
3,5-dinitrosalicilico (cor amarelo), que é reduzido a um composto colorido
avermelhado, o acido 3-amino-5-nitrosalicilico, oxidando o monossacarideo redutor
(MALDONADE, CARVALHO e FERREIRA, 2013).

Curva padréo de glicose

Para a determinagcdo das concentracdes de acgucares redutores totais foi
construida uma curva padrdo através de solugBes padrdo de glicose em
concentra¢des conhecidas variando de 0,18 a 1,44 g/L, a partir de uma solu¢do com
concentracdo de glicose de 1,8 g/L. O branco utilizado para calibrar o aparelho foi
obtido utilizando 1 mL de agua. Em cada tubo de ensaio adicionou-se 1 mL de DNS e
estes foram incubados em banho-maria a 100°C por 5 minutos. A seguir, adicionaram-
se 13 mL de 4gua a mistura e realizou-se a leitura da absorbancia no comprimento de

onda de 540 nm em espectrofotdmetro Biospectro®, modelo SP-220.
Hidrélise &acida

A hidrélise &cida foi realizada adicionando-se 1 mL da amostra e 1 mL de HCI
2 M em tubo de ensaio. Incubaram-se os tubos em um banho-maria a 70°C por 10

minutos. Apos esfriarem, adicionaram-se 3 mL de NaOH 1 M com o objetivo de

interromper a hidrélise acida, neutralizando a solugao.
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Analise de ART

Apo6s a hidrolise acida, foram realizadas as devidas diluicdes de acordo com o
limite de deteccdo do espectrofotdmetro e do intervalo medido na curva padréo de
glicose. De cada diluicéo, retirou-se uma aliquota de 1 mL, e a esta foi adicionado 1
mL de DNS e os tubos de ensaio foram incubados em banho-maria a 100°C por 5
minutos. A seguir, adicionaram-se 13 mL a mistura e realizou-se a leitura da
absorbancia no comprimento de onda de 540 nm em espectrofotdbmetro Biospectro®,
modelo SP-220.

4.5.4 Quantificac&o de etanol

O etanol foi quantificado através de cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE-RID). As amostras foram diluidas e filtradas em um microfiltro de PVDF 0,22
pm (Millipore Millex — GV). As andlises foram realizadas em um cromatégrafo liquido
de alta eficiéncia Agilent Technologies 1260 Infinity. A separacdo cromatografica foi
realizada em uma coluna HPX-87H (BioRad) mantida a 60°C. A fase mdvel constituiu
de uma solugdo de H2S04 0,005 M preparada com agua milliQ (filtrada e sonicada em
banho de ultra-som) e o fluxo foi mantido a 0,600 mL/min. O volume injetado foi de 20
pL e os compostos foram detectados através do detector de indice de refracédo (RID).

Os dados adquiridos foram processados pelo software ChemStation.

4.6 Contagem de células de leveduras viaveis

Foi realizada a contagem de células de leveduras viaveis em camara de
Neubauer, utilizando o azul de metileno como corante vital. O procedimento foi

adotado para avaliar a viabilidade das leveduras ap6s passarem pela desidratacao.

4.7 Determinacgdo de parametros cinéticos da fermentagéo

A partir dos dados de producao de etanol e quantificagao de agucares redutores
da fermentacéo nas melhores condi¢des, os parametros cinéticos descritos abaixo
foram calculados:
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Célculo do rendimento, produtividade e do pardmetro cinético da fermentacéo

alcodlica (Yp/s)

O rendimento (%) e a produtividade (g/L.h) para a producdo de bebida
fermentada de amora, foram calculados pelas equagfes 1 e 2:

Qexp
Qteo

Rendimento (%) = x100 (%) @)

Qexp
t

Produtividade (g/L.h) = 2)

Onde:
Qexp = concentracdo de etanol experimental (g/L)
Qteo = concentracado de etanol tedrico (g/L) = quantidade de aglcares consumidos x

0,511
t = tempo de fermentacéo (h)

O parametro cinético Yp/s foi calculado através da equacéo 3:

Vo= 20 3
P/IS™ SO—-S ( )

Onde:

S = concentracgéo final de substrato (g/L)

So = concentragéo inicial de substrato (g/L)

P = concentracao final de produto (g/L)

Po = concentragéo inicial de produto (g/L)

Yris (rendimento em produto) = quantidade de produto formado em relacdo a

guantidade de substrato limitante consumido.
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5 Resultados e Discusséo

5.1 Contagem total de bactérias aer6bias mesoéfilas

A legislacéo brasileira ndo determina limites especificos para a contagem total
de aerdébios mesofilos, porém esta contagem é considerada necesséria para frutas e
polpas de frutas por ser um indicador geral de qualidade dos alimentos, indicando se
as condi¢bes de processamento, manuseio e estocagem foram realizadas de forma
adequada.

A contagem total de bactérias aerébias meséfilas nas amoras apés um periodo
de incubacéo de 24 h a 36°C foi de 5,2 x 102 UFC/g. A partir deste resultado conclui-
se que a amora apresentou contaminagdo microbiolégica inicial baixa, e que a fruta
pode ser utilizada para a producdo do fermentado, visto que a levedura que sera
inoculada dominaré facilmente esta contaminag¢&o, e o metabissulfito de potassio
adicionado atua na prevenc¢do do crescimento de bactérias e leveduras selvagens,

sem atrapalhar a atividade do inéculo.

5.2 Fermentacdo inicial

Foi realizada uma primeira fermentacéo com o objetivo de avaliar a viabilidade
da matéria-prima escolhida para elaboragdo do fermentado, Para esta primeira
fermentacgédo o teor de solidos sollveis foi ajustada para 18 °Brix e a fermentacgéo foi
conduzia a 22°C por 5 dias. Os resultados desta primeira fermentacéo foram bastante
satisfatorios. Em 5 dias de fermentacao, o teor de soélidos soluveis foi reduzido de 18
°Brix para 6 ° Brix e o teor de etanol obtido foi 8,5% v/v. Sendo assim, ndo se fez
necesséria a conducao de outra fermentagdo e esta, juntamente com resultados da
literatura, seguiu de embasamento para a determinagdo das variaveis a serem
estudadas (temperatura, concentragcdo de inéculo e ativador de fermentagdo) e os

niveis de cada uma das variaveis.

5.3 Estudo das condi¢des de cultivo

As trés diferentes concentragBes de ativador de fermentacdo e leveduras,

assim como as temperaturas, foram definidas a partir dos resultados da fermentacéo
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inicial e de estudos da literatura.

Foi observada grande variacdo entre os trabalhos da literatura no que diz
respeito & concentragdo ideal de leveduras no mosto em g/L. Garruti, Casimiro e Abreu
(2011) recomendam, para a elaboracdo de bebidas fermentadas, concentracdo de
leveduras entre 0,1 e 0,2 g/L. Andrade e outros (2013) utilizaram concentragéo igual
a 1,65 g/L na elaboragdo de uma bebida fermentada de morango. Na producgdo de um
fermentado de Umbu, Gomes e outros utilizaram concentracéo de leveduras igual a
2,35 g/L de mosto. Por sua vez, Corazza, Rodrigues e Nozaki (2000) utilizaram
concentra¢do muito superior as dos trabalhos citados, adicionando 10 g de leveduras
em 1 L de mosto. Sendo assim, a partir dessas informacdes e do rétulo do produto, o
qgual recomenda a concentragéo de leveduras entre 0,15 e 0,25 g/L de mosto, foram
definidas as seguintes concentragdes: 0,2 g/L, pois esta inclusa na faixa de
recomendacéo de Garruti (2011), além de se encontrar dentro da faixa indicada do
rétulo; 1,0 g/L, para se aproximar mais das concentra¢des usadas na literatura, sem
ser um valor muito superior ao indicado no rétulo e reduzir os tempos de fermentacgéo;
a escolha do 0,6 g/L foi consequéncia, visto que se trata do ponto central do
planejamento.

Os valores definidos para as concentragGes do ativador de fermentagédo no
mosto foram os mesmos das concentragdes de leveduras inoculadas. O nivel mais
baixo foi escolhido seguindo a indicacdo no rétulo do produto, a qual era a mesma
tanto para o ativador de fermentacdo quanto para as leveduras (entre 0,15 e 0,25 g/L).
Optou-se por aumentar os valores da concentracdo de ativador de fermentacdo uma
vez que também foi aumentada a concentrag&o de indculo inicial.

Segundo Garruti, Casimiro e Abreu (2011), a faixa de temperatura ideal para a
fermentacdo é entre 18 e 20°C. Fontan e outros (2011) conduziram a fermentagao
para a obtencdo de um fermentado de melancia a 28 + 0,1°C, assim como Andrade e
outros (2013), que elaboraram um fermentado de morango a 28 + 2 °C. Segundo
essas informag@es foram definidas as temperaturas 20 °C, 25 °C e 30 °C.

Na tabela 3 sdo apresentadas as variagdes de °Brix ao longo do tempo de
fermentagdo nas temperaturas de 20, 25 e 30°C, e posteriormente mostradas na

forma de grafico nas figuras 8, 9 e 10 respectivamente.
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Tabela 3: Varia¢des de °Brix durante o tempo para os 11 ensaios realizados.

°Brix

Ensaios [ Temperatura (°C) f::::::arggi Leveduras Oh |72h 144 | 240
/L) (s/L) h h

1 0,2 0,2 23,2 |21,4| 16,6 | 10,0
2 0,2 1,0 23,2 (18,2114 7,2
3 20 1,0 0,2 23,2 |20,2(16,0 (12,4
4 1,0 1,0 23,2 |117,8|12,8| 8,8
5 0,2 0,2 26,4 |20,6(13,6 (11,0
6 0,2 1,0 26,4 |17,4]12,0 | 11,0
7 30 1,0 0,2 26,4 |19,8(13,0( 11,4
8 1,0 1,0 26,4 |16,8(12,0( 11,4
9 0,6 0,6 25,2 |20,4(15,6( 9,8
10 25 0,6 0,6 25,2 |22,6(14,4| 8,0
11 0,6 0,6 25,2 |20,4(15,4( 9,0

Na tabela 3 observa-se que a maior redugéo do °Brix foi de 23, 2 para 7,2 °Brix

empregando a temperatura de 20 °C, concentracao de ativador de fermentagéo de 0,2

g/L e concentracdo de inoculo de 1 g/L no ensaio 2. Para a mesma condicdo de

concentracdo de ativador de fermentacédo e inéculo e temperatura de 30 °C observa-

se um valor de teor de soélidos suspensos residual maior. O perfil de reducéo de grau

Brix p6de ser melhor observado nas figuras 8, 9 e 10 onde para a temperatura de 20

e 25 °C a reducdo ¢€ linear até 240 horas, enquanto que na temperatura de 30 °C a

reducéo estabiliza de 144 a 240 horas. Isso indica que a fermentacdo a 30 °C ocorreu

com uma velocidade muito alta nas primeiras horas e que a alta concentracdo de

etanol gerada possa ter inibido a levedura, observando para todas as condi¢des nesta

temperatura valores de grau Brix em torno de 11 em 240 horas (tabela 3).
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Figura 8: Variagdo de ° Brix ao longo do tempo de fermentagéo a 20°C.
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Figura 9: Variagao de ° Brix ao longo do tempo de fermentagéo a 25°C.
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Figura 10: Variacéo de ° Brix ao longo do tempo de fermentacao a 30°C.

5.3.1 Planejamento experimental fatorial

Os dados apresentados na tabela 3 foram utilizados para avaliacao dos efeitos
das variaveis temperatura, concentracdo de inéculo e de ativador de fermentagédo e
suas interacdes sobre a variavel resposta % reducéo de °Brix, através da andlise do
planejamento experimental fatorial 23. O intuito foi definir os melhores valores destas
variaveis para operacgao do processo.

Na tabela 4 esta a matriz do planejamento, na qual encontram-se 0s niveis
codificados e reais para os onze ensaios realizados, bem como as respostas obtidas

de valores de reducéo de grau Brix em 240 horas.
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Tabela 4: Matriz do Planejamento fatorial 23 para estudar a reducéo do °Brix apés 240 horas
dias de cultivo de fermentados de amora tendo como variaveis a temperatura, concentragéo
de ativador de fermentacéo e concentracdo do inéculo.

Concentracdo de Concentracdo de Redugéo de °Brix

remperaua (C) | avadorde  Ciican 00
1 -1 (20) -1(0,2) -1(0,2) 56,9
2 -1 (20) -1(0,2) 1(1,0) 69,0
3 -1 (20) 1(1,0) -1(0,2) 46,6
4 -1 (20) 1(1,0) 1(1,0) 62,1
5 1 (30) -1(0,2) -1(0,2) 46,2
6 1 (30) -1(0,2) 1(1,0) 46,2
7 1 (30) 1(1,0) -1(0,2) 44,7
8 1 (30) 1(1,0) 1(1,0) 44,7
9 0 (25) 0 (0,6) 0 (0,6) 53,2
10 0 (25) 0(0,6) 0(0,6) 60,3
11 0 (25) 0 (0,6) 0 (0,6) 56,4

A tabela 5 apresenta os efeitos de cada variavel de entrada e suas interagfes
sobre a variavel resposta. Foi possivel concluir que a temperatura, assim como a
concentracdo de ativador de fermentacdo e a interacdo entre a temperatura e a
concentracdo de indculo, apresentou efeito negativo sobre a % de reducado de °Brix.
Por outro lado, a concentragédo de indculo e as interagdes entre temperatura e ativador
de fermentacdo, e in6culo e ativador de fermentacdo apresentaram efeito positivo
sobre o objetivo do estudo.

Foram considerados estatisticamente significativos os parametros que
apresentaram valor de p inferior a 0,1 (p < 0,1), incluindo a temperatura que
apresentou o maior efeito e 0 menor valor de p, a concentracdo de in6culo e a
interacdo entre temperatura e concentragdo de in6culo. O efeito da temperatura foi
negativo indicando em temperaturas mais préximas de 20 °C a redugéo do °Brix sera
mais alta. A concentragdo de indculo teve um efeito positivo, significando que quanto
maior o indculo maior sera a reducéo do °Brix, dentro da faixa estudada. A interagao
entre T*Citeve um efeito negativo, o que indica que quando uma variavel for usada no
nivel inferior a outra deve estar no nivel superior para um melhor resultado.

Os parametros que obtiveram p > 0,1, Cn*C;e T*C,, foram retirados da equacéo.
Apesar da variavel Cn ter valor de p > 0,1, ela foi considerada marginalmente
significativa por ser uma das variaveis de entrada e pelo seu valor de p néo ter ficado

tao distante de 0,1 quanto o das demais variaveis eliminadas do estudo. A variavel
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concentracdo de ativador de fermentagdo apresentou um efeito negativo indicando
uma maior resposta com seus valores inferiores.
A tabela 6 apresenta os efeitos e os coeficientes da equacao para os termos

estatisticamente significativos (p<0,1) ou marginalmente significativos.

Tabela 5: Efeito das varidveis temperatura, concentragdo de ativador de fermentagéo e
concentragdo do inéculo sobre a reducéo do °Brix em 10 dias em fermentados de amora.

Varidveis  Efeito  Erro Padrédo t (4) p Coeficiente
T -13,1661 3,016436  -4,3648 0,012017 -6,58307
Cs -5,0679  3,016436  -1,6801 0,168235 -2,53396
G 6,8966 3,016436 2,28632 0,084197 3,44828

T*Ch, 3,5528 3,016436  1,1778 0,304164 1,77638
T*Ci -6,8966  3,016436 -2,28632 0,084197 -3,44828
cn*G; 0,8621 3,016436  0,28579 0,789228 0,43103

Tabela 6: Efeito das variaveis estatisticamente significativas ou marginalmente
significativas sobre a reducéo do °Brix em 10 dias em fermentados de amora.

Varidveis  Efeito  Erro Padrédo t (6) p Coeficiente
T -13,1661  2,87984  -4,57183 0,003803 -6,58307
Cn -5,0679 2,87984  -1,75979 0,128932 -2,53396
G 6,8966 2,87984  2,39477 0,053676  3,44828

T*C; -6,8966 2,87984  -2,39477 0,053676 -3,44828

Equacao obtida a partir da regresséo linear dos dados experimentais:

Redugédo do °Brix (%) =53,3-6,6*T-25*Cn +3,5*Ci-3,5 *T*Ci.

Aplicando na equacao os resultados da analise estatistica, T = -1, Cn= -1, Ci=
+1, obteve-se um percentual de reducao de °Brix igual a 69,4%. Tal resultado condiz
com o analisado durante a fermentac@o na melhor condicao, cuja redugéo de °Brix foi
de 23,2 para 7,2, 69,0%.

Segundo a andlise do efeito das variaveis e a equagéo, conclui-se que a melhor
condicdo de cultivo entre as estudadas, foi a menor temperatura (20°C), a maior Ci
(1,0 g/L) e a menor Cn (0,2 g/L).
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A validade da equacdo gerada foi avaliada através do coeficiente de
determinagdo (R?) que foi de 0,89 e da analise de variancia ANOVA onde o F
calculado da regresséo pelo residuo (8,87) foi superior ao F tabelado (F4;s:0,1= 3,18).

Na figura 11, encontram-se as superficies de resposta, mostrando os efeitos
das variaveis temperatura e concentracéo de inéculo sobre o percentual de redugdo
dos °Brix. A variavel concentracdo de ativador de fermentacéo foi fixada por ser a
Unica marginalmente significativa entre as trés estudadas. Pode-se observar que, com
a diminuicdo da temperatura e aumento da concentracdo de indculo, ha um aumento
da reducéo de °Brix, chegando a um valor méximo de 69,4%. Com a condi¢&o inversa,
chega-se ao valor minimo de redugdo de °Brix, 44,2%. E possivel concluir que
concentracBes de inoculo de 0,7 a 1 g/L e temperaturas de 20 a 22 °C, dentre as

condicdes estudadas, seriam consideravelmente favoraveis.

Redugéo de °Bx
!& E

§m %

R, f I 65
o
I e0
Conc. inéculo Temperatura [ 55
(g/L) e i (OC) Il 50

Figura 11: Superficie de resposta para a redugdo de °Brix em funcéo da concentragdo de inoculo e
da temperatura tendo a concentragéo de ativador de fermentacéo no nivel -1 (0,2 g/l).
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5.4 Fermentac¢8es na melhor condicdo de cultivo

5.4.1 Células viaveis

Ap6s determinada a melhor condicdo de concentracdo de indculo para a
reducdo do grau Brix, a viabilidade deste inéculo foi determinada assim como a
quantificagdo do numero de células viaveis. Durante a determinacdo das células
vidveis em camara de Neubauer, ndo foi detectada a presenca de células inviaveis.
Sendo assim, é possivel inferir que a desidratacdo das leveduras foi realizada de
maneira satisfatdria.

A quantidade determinada de células viaveis foi 1,06 x 10°%or mL. Segundo
Amerine e Joslyn (1970), a quantidade ideal de leveduras se encontra na faixa de 108
até 108 células de levedura/mL. Porém, neste estudo foi constatado que a
concentracdo de leveduras teve efeito positivo sobre a reducéo do teor de sélidos
sollveis totais. Segundo os resultados deste trabalho, a concentragdo de leveduras
que obteve o melhor resultado frente ao objetivo final, redug&o do ° Brix, foi a maior
entre as estudadas. Portanto, a que possuia o maior nimero de células viaveis,
considerando que a desidratagédo foi efetiva nesse sentido.

A alta concentragdo de células de leveduras viaveis por mL de mosto pode ser
considerada adequada por reduzir a possibilidade de aumento da populacdo de
contaminantes, visto que 0 mosto ndo passou pelo processo de esterilizacdo. Esta
alta concentracdo de leveduras colabora para acelerar o processo fermentativo,
gerando maior producdo de etanol e possivel inibicdo de outros microrganismos. A
competicdo entre a Saccharomyces cerevisiae inoculada e outros microrganismos,
poderia causar a diminuicdo da produtividade do etanol e do rendimento da
fermentagao alcodlica, além de favorecer a obtencdo de compostos indesejaveis na
bebida elaborada. A adi¢cdo de maior concentragdo de indculo também influencia na
velocidade de crescimento podendo tornar o tempo de cultivo mais curto e aumentar

a produtividade.
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5.4.2 Quantificacao de aguUcares redutores totais

Através do método de DNS, foram quantificados os agUcares redutores totais,
utilizando uma curva padrdo. Na tabela 7 estdo apresentados os resultados para os

pontos iniciais e finais das fermentagdes.

Tabela 7: Aglcares redutores totais presentes nos pontos iniciais e
finais das fermentacdes.

Fermentactes ART (g/L)
Al inicial 253,68
A2 inicial 277,18

A1l final 14,06
A2 final 55,91

Al: Fermentacdo com chaptalizagdo Unica
A2: Fermentacdo com chaptalizacdo em duas etapas

O refratdbmetro mede os sélidos solUveis presentes na bebida fermentada
representados por uma escala de °Brix, que indica a quantidade de aglUcares em 100
mL da bebida. Esta escala do refratbmetro é constituida para uma solucao de agua e
acucar.

A medida que ocorre o processo fermentativo, a reducgéo de aglicares provoca
uma reducéo do indice de refracdo na bebida fermentada enquanto que a produgao
de etanol provoca um aumento (SCHIEBER). Portanto a presenca de alcool torna a
medida imprecisa. ApGs a andlise de ART, comprovou-se o que foi dito anteriormente,
pois apesar dos valores de 8,0 e 11,1 °Brix ao final das fermentagbes com
chaptalizagdo Unica e em duas etapas respectivamente, foram quantificadas
concentracdes baixas de agUcares redutores totais, 14,06 e 55,91 g/L, indicando que
guase todo o agucar foi consumido, restando aguUcares infermentesciveis e a medida

do refratdbmetro foi mascarada pela producao de etanol.

5.4.3 Caracterizacao fisico—quimica

Os resultados obtidos nos experimentos realizados para a elaboragdo do
fermentado de amora com diferentes estratégias de chaptalizagdo, estéo

apresentados nas tabelas 9 e 10.
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Tabela 8: Resultados das andlises realizadas durante a elaboragéo do fermentado de amora com

chaptalizacéo Unica.

Tempo de fermentagdo (h) pH °Brix f;:;}s;
0 3,08 25,2 NA
24 3,05 25,0 NA
72 2,93 18,5 NA
120 2,97 15,1 9,5
168 3,18 9,8 13,3
216 3,14 9,0 14,5
264 3,18 7,9 15,6
312 3,15 8,0 14,8

NA = N&o Analisado

Tabela 9: Resultados das andlises realizadas durante a elaboracéo do fermentado de amora com
chaptalizagdo em duas etapas.

Tempo de fermentagdo (h) pH °Brix ;::}3;
0 3,08 14,8 NA
24 3,05 24,7 NA
72 2,92 22,5 NA
120 2,92 19,6 5,7
168 3,08 16,9 7.8
216 3,02 14,6 10,0
264 3,07 13,1 10,6
312 3,17 11,1 13,4

NA = Nao Analisado

A amora apresentou teor de sdlidos soltveis igual a 8,5 °Brix, enquanto que o
suco de amora utilizado para a fermentacéo apresentou teor igual a 4 °Brix. Na tabela
9 séo apresentados os resultados referentes ao pH, °Brix e etanol obtidos durante a
fermentagdo alcodlica com uma Unica chaptalizagdo. Na tabela 10 verificam-se os
mesmos parémetros presentes na tabela 9, porém estes sdo resultados da
fermentagcdo com duas etapas de chaptalizagdo.

A partir dos resultados expostos, é possivel observar que as oscilagdes do pH
foram bastante préximas nas duas fermentagdes, variando de 3,08 para 3,15 na
fermentagdo com uma chaptalizacéo e oscilando de 3,08 para 3,17 na fermentagéo
com duas chaptalizagbes. Sendo assim, é cabivel que ndo tenha havido excesso de

producdo de &cidos organicos em ambas as fermentagfes. O pH, apesar de baixo,
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encontrou-se em uma faixa aceitavel para vinhos e fermentados de frutas. O baixo pH
confere ao fermentado maior resisténcia as contaminac¢des por microrganismos, além
de reforcar a estabilidade quimica do mosto fermentado.

O teor de solidos sollveis decresceu de 25,2 para 8 °Brix, momento no qual
ocorreu a estabilizacdo na fermentagdo com uma chaptalizagcdo. Para a fermentagao
com duas chaptalizacgdes, o teor de sélidos soluveis foi reduzido de 24,7 °Brix para
11,1 °Brix. Diferentemente da primeira, esta fermentagéo nao foi cessada ao chegar
em 11,1 °Brix. O decréscimo do °Brix do meio é consequéncia da multiplicacdo
microbiana e do consumo do agucar para producdo de etanol pela levedura. A
fermentagdo ocorre satisfatoriamente até o ponto em que os aglcares foram todos
consumidos ou quando os aglcares que restarem nao forem fermentesciveis. Além
dos abordados, é possivel que ocorra a estabilizacdo da fermentagédo por outros
motivos, como: as leveduras ndo conseguirem mais fermentar os aglcares
disponiveis por falta de nutrientes e pelo excesso de alcool no meio.

Quanto ao teor de etanol expresso em % de volume a 20°C, é possivel
constatar que na fermentacdo com Unica chaptalizacdo, o etanol final obtido se
encontrou fora dos limites expostos pela legislacédo vigente. Na segunda fermentacao,
pode-se notar que o valor final de etanol esta de acordo com a legislagédo brasileira de
fermentados de frutas. Com estes resultados, € possivel constatar que apesar de ndo
estar de acordo com a legislacéo, o fermentado obtido com Unica adicdo de sacarose
apresentou melhores resultados de decréscimo de °Brix e producédo de etanol. Tal fato
mostra que ndo ocorreu inibicdo pelo substrato na fermentagdo com adigdo Unica de
sacarose no fermentado de amora. Além disso, o fermentado encontra-se com seu
teor alcodlico dentro da legislagdo até 168 horas de fermentagéo, indicando que este
seria um bom ponto para interromper 0 processo.

Na tabela 11 sdo apresentados os resultados das andlises fisico-quimicas
realizadas nos fermentados de amora deste estudo, comparados com os obtidos a
partir de outros fermentados de frutas da literatura.

Verifica-se que os valores de pH de todos os fermentados expostos na tabela
11 sado consideravelmente proximos. A faixa de oscilagdo do pH entre os diferentes
fermentados vai de 2,90 até 3,50, desconsiderando o fermentado de melancia que
obteve o maior pH, 4,10, devido as correc¢des que foram feitas no mosto por FONTAN,

et. al (2001). Os fermentados de amora obtiveram resultados de pH iguais a 3,15 e

47



3,17, valores muito proximos a 3,20, média obtida entre os fermentados expostos na
tabela 11, novamente desconsiderando o de melancia. O fermentado que obteve o pH
mais proximo dos fermentados de amora deste trabalho foi o de amora analisado por
Johnson e Mejira (2012). Tal fato é bastante positivo, pois Johnson e Mejira (2012)

analisaram fermentados de amora comercializados no mercado.

Tabela 10: Comparagéo entre os fermentados de amora deste estudo e os fermentados de
frutas da literatura.

Fermentado pH ° Brix Etanol (%v/v)
Amora 1l 3,15 8,0 14,8
Amora 2 3,17 11,1 13,4
Amora (JOHNSON e MEJIA, 2012) 3,30 15,6 12,2
Morango (ANDRADE, et al., 2013) 3,50 8,0 9,6
Mirtilo (VIAN, 2011) 2,90 6,6 9,6
Mandacaru (ALMEIDA, et al., 2006) 2,90 5,6 10,4
Caju (TORRES NETO, et al., 2006) 3,50 3,6 11,5
Melancia (FONTAN, et al., 2001) 4,10 6,0 10,0

Amora 1: Fermentacéo chaptalizagdo em etapa Unica
Amora 2: Fermentagdo com chaptalizagdo em duas etapas

Analisando os valores de °Brix, observou-se que o resultado da amora 1 foi
exatamente igual ao do fermentado de mirtilo e ficou préximo ao valor do °Brix obtido
para o fermentado de morango, as trés frutas séo classificadas como pequenos frutos
e possuem caracteristicas semelhantes. O fermentado de amora de Johnson e Mejira
(2012), apresentou resultado relativamente proximo ao do fermentado de amora 1
deste estudo, porém nao é possivel comparar ao certo,pois o fermentado analisado
por Johnson e Mejira (2012) é comercial. Sendo assim, a quantidade excessiva de
aclcar no mosto e no produto pode ter sido intencional, devido, principalmente, aos
aspectos sensoriais. Os fermentados de mandacaru, caju e melancia foram os que
obtiveram os menores teores de solidos sollveis remanescentes entre as bebidas
expostas.

Observou-se que todas as bebidas apresentadas na tabela 11, com
excecado da amora 1, se encontram dentro dos limites exigidos pela legislagéo vigente,
no que diz respeito a concentracdo de etanol. Segundo a legislacdo, a graduacéo
alcodlica de fermentados de fruta deve estar entre 4% v/v e 14% v/v. As bebidas que

obtiveram os maiores resultados dentre as apresentadas em relagdo a concentragdo
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de etanol foram os trés fermentados de amora. No panorama geral, os resultados de
etanol obtidos para todos os fermentados foram proximos, estando somente os
fermentados de morango e de mirtilo com a graduacé&o alcodlica menor que 10,0% v/v
a 20°C. Os dois fermentados, inclusive, apresentaram o mesmo teor de etanol, 9,6%

Viv.

5.4.4 Cinética

Durante o processo fermentativo foi observado o comportamento cinético das
concentracdes de sélidos sollveis totais (SST) e etanol (produto). Analisando a figura
12, verificou-se uma reducéo do teor de soélidos sollveis em fungdo do consumo dos
aclcares pelos microrganismos. A reducao de sélidos solluveis na fermentagdo com
uma Unica chaptalizagdo apresentou um comportamento linear e um decaimento
rapido até aproximadamente 170 h de fermentacéo, e ap6s houve uma estabilizagao,
provavelmente pela presenca de aguUcares infermentesciveis ou pela inibicao pelo
produto. Enquanto que a fermentacdo com chaptalizacdo em duas etapas apresentou
comportamento linear até o final da fermentagao, com um decaimento lento. A adi¢cao
de sacarose ao mosto ap6s 24 h ocasionou um aumento na concentragdo de sélidos
solaveis.

O mesmo comportamento foi observado na producdo de etanol, onde a
fermentagdo com chaptalizacdo Unica apresentou comportamento linear e
aparentemente uma maior velocidade até aproximadamente 170 h de fermentacéo e
apoés houve uma estabilizagdo da producdo de etanol. Enquanto que a fermentacao
com chaptalizacdo em duas etapas apresentou comportamento linear até o final da
fermentacgédo. Ao final de 312 h de fermentagéo obteve-se uma concentracdo de etanol
de 116,65 g/L para a fermentagdo com chaptalizagdo Unica e 105,76 g/L para a
fermentagdo com chaptalizacdo em duas etapas, resultando em fermentados com
14,8 e 13,4 % de etanol em volume respectivamente.

A fermentacdo com chaptalizacdo em duas etapas foi realizada para verificar
uma possivel inibigdo do microrganismo pelo substrato, porém verificou-se que esta
pratica ndo foi vantajosa, pois tornou o processo fermentativo mais lento quando

comparada a fermentagdo com chaptalizacao Unica.
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Figura 12: Perfil cinético de etanol e soélidos sollveis durante a fermentacéo alcodlica.
Amora 1: Fermentagéo com chaptalizagdo Unica
Amora 2: Fermentagéo com chaptalizagdo em duas etapas

O desempenho do processo fermentativo foi avaliado através dos valores de
rendimento, produtividade da fermentacéo alcodlica e o parametro cinético Yess (fator
de conversdo do substrato em produto) para as fermentagBes com chaptalizacao

Unica e em duas etapas. Estes valores sdo apresentados na tabela 8.

Tabela 11: Parametros cinéticos da producéo de bebida fermentada de amora.

= Fermentac&o com
Fermentagdo com

Parametros chaptalizacdo Gnica chaptalizacdo em duas
etapas
Rendimento (%) 95,26 93,53
Produtividade
maxima (g/L.h) 0,63 0,37
Yers (9/9) 0,49 0,48

Analisando os dados obtidos, pode-se constatar que o rendimento na

fermentagdo com chaptalizagdo Unica (95,26%) foi maior que na fermentacdo com
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chaptalizacdo em duas etapas (93,53%), porém ambos valores foram altos e
satisfatorios. Portanto, a levedura utilizada apresentou bom desempenho no processo

de fermentacgéo alcodlica.

Produtividade (g/L.h) x Etanol (%v/v)

0,53

0,37 0,37 04 0,37

0,38 ——— 0,32 0,34
14,5% 15,6% 14,8%

95% 13,3% 285 ¢ 10,0% 10,6% 6 13,4%
/70 ’
120 168 216 264 312
Horas

Etanol 1 Etanol 2 ~ e===Produtividade 1 === Produtividade 2

Figura 13: Produtividade e etanol (% v/v) ao longo do processo fermentativo.
1 — Fermentagdo com chaptalizagéo Unica
2 — Fermentag&@o com chaptalizacdo em duas etapas

A fermentagdo com chaptalizagdo Unica obteve produtividade maxima de 0,63
g/L.h ap6s 168 h de fermentacao. Esta fermentagéo poderia ter sido interrompida apés
120 h ou 168 h de fermentacéo, pontos que apresentam produtividades iguais, porém
apoés 120 h de fermentacéo a bebida apresentou apenas 9,5% v/v de etanol, enquanto
gue apo6s 168 h de fermentacao ela apresentou 13,3% v/v de etanol, valor alcodlico
normalmente presente nas bebidas fermentadas.

A fermentacdo com chaptalizagdo Unica obteve produtividade maxima 70%
maior que a produtividade méaxima da fermentagcdo com chaptalizagdo em duas
etapas, reforcando os resultados obtidos no comportamento cinético ao avaliar o
processo fermentativo conduzido com chaptalizacdo em duas etapas como um
processo lento de producéo de etanol.

A produtividade na fermentacdo com chaptalizacdo Unica (0,63 g/L.h)
apresentou valor proximo a produtividade de 0,74 g/L.h encontrada por Bortolini et al.
(2001) ao estudar a fermentacéo alcodlica de kiwi e de 0,78 g/L.h encontrada por Silva

(2004) em fermentado de caju.
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O rendimento em produto (Yris) encontrado nas duas fermentacdes deste
trabalho foi bem similar, 0,49 g/g na fermentagcao com chaptaliza¢&@o Unica e 0,48 g/g
na fermentagdo com chaptalizacdo em duas etapas. Estes valores se assemelham a
valores encontrados na literatura. Na fermentagdo de mandacaru, Almeida et. al
(2006) obteve o valor de Yessigual a 0,461 g/g, Andrietta e Stupiello (1990) obtiveram
um Yess de 0,455 g/g ao estudarem a fermentagdo alcoodlica de caldo de cana,
enquanto que Silva (2004) na fermentagdo de caju obteve 0,3 de rendimento em
produto.
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6 Conclusdes

A partir dos resultados obtidos, é possivel concluir que:

e A amora apresentou alto potencial como matéria-prima para a elaboracéo de
um fermentado de fruta, com baixa contaminacdo inicial e resultados

satisfatorios nas fermentacdes.

e Para a maior reducdo de °Brix, as melhores condi¢Bes entre as estudadas
foram: temperatura = 20°C, concentragdo de ativador de fermentacéo = 0,2 g/L
e concentracéo de leveduras = 1,0 g/L.

e No que diz respeito aos parametros cinéticos, o processo fermentativo com
chaptaliza¢&@o Unica apresentou o melhor desempenho. Concluimos que néo
houve inibicdo do microrganismo pelo substrato e o processo de chaptalizacéo

em duas etapas foi 0 mais lento.

e Apesar do etanol final ter ficado fora da legislagdo, concluimos que o processo
fermentativo poderia ter sido interrompido antes ou ter sido adicionado menos
sacarose. O pH foi semelhante ao de outros estudos da literatura e o °Brix
apresentou bons resultados, porém a sua acuracidade é incerta, devido a

influéncia do etanol.
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7 Estudos futuros

e Conducdo de fermentagdo malolatica, a partir da inoculagdo de culturas
lacticas. A fermentagdo malolatica reduz a acidez total do fermentado, ao
mesmo tempo em que garante maior estabilidade biolégica e complexidade em

seu sabor e aroma.

e Medir a acidez total dos fermentados durante a fermentagdo e comparar com a
variacdo do pH durante o processo. Analisar os resultados de acordo com a

legislagéo vigente.

e Quantificagdo dos compostos fendlicos totais dos fermentados. Poderia ser
feita a comparacao entre o teor de compostos fendlicos totais na amora e no
fermentado de amora. Os compostos fendlicos contribuem significativamente
para as caracteristicas organolépticas dos fermentados, além de ajudarem na

prevencdo de uma série de doencas.

e Analisar o perfil de aglcares no mosto durante a fermentagdo, através de
cromatografia liquida de alta eficiéncia, HPLC. Detectar a presenga ou

auséncia de acucares ndo fermentesciveis.
e Analisar sensorialmente os fermentados produzidos nas diferentes condi¢des

de cultivo. Seria interessante a realizagdo de testes de aceitagdo avaliando

atributos como aparéncia, cor, acidez, sabor e aceitagédo global.
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